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Resumen

Sepsis es la respuesta inflamatoria sistémica a la infeccion, que cursa con una lesion endotelial,
producto de la activacion de diversos sistemas plasmiticos y celulares, los que conducen, entre otras
alteraciones, a un desbalance hemostatico.

Estudios previos de la Dra. Kordich, en un gupo pequefio de pacientes sépticos, han demostrado
que los niveles plasmaticos del plasmindgeno (Plg) estaban disminuidos, mientras que los de a,-
antiplasmina (APL) se mantenian normales.

Los objetivos de este trabajo fueron:

a) Estudiar en forma seriada los componentes del sistema hemostatico (especialmente si el Plg
estaba disminuido) y cuales de ellos estaban relacionados con la probabilidad de sobrevida en 45
pacientes sépticos consecutivos.

b) Investigar si la accion de las proteasas leucocitarias ( que degradan in vitro al Plg generando,
entre otros fragmentos, miniplasmindgeno) podrian ser la causa del descenso de los niveles
plasmaticos del plasminégeno.

¢) Estudiar in vitro si el miniPlg presenta actividad fibrinolitica.

La actividad plasmdtica de Plg fue significativamente menor (p<0,0001) en el plasma de los
pacientes sépticos [62 (15-106)%, mediana y rango] que en los grupos controles. La probabilidad de
sobrevida puede expresarse en funcién de los niveles de Plg o de la relacién Plg/APL (p<0,003). La
curva ROC permitid establecer un punto de corte para el Plg de 65%, la sensibilidad fue 90% y la
especificidad, 66,7%; para un punto de corte Plg/APL=0,65, la sensibilidad fue 95,2% y la
especificidad fue 70,8%.

La concentracion del complejo elastasa - a,-inhibidor de proteinasa fue mayor en los sépticos
que en los grupos controles.

El Plg humano purificado es degradado in vitro por elastasa leucocitaria, por extracto de enzimas
leucocitarias y por polimorfonucleares degranulados. El proceso proteolitico origina fragmentos
entre 45 y 30 kD analizados por Westemn blot. El fragmento de alrededor de 38 kD reacciona con un
anticuerpo monoclonal anti-miniPlg.

El 33 % de los plasmas de los pacientes sépticos mostraro por Western blot una banda de 38 kD
correspondiente a miniPlg, no presente en el plasma normal, sugiriendo la accién in vivo de las
proteasas leucocitarias.

El miniPlg presenté menor capacidad fibrinolitica en todos los rangos de concentraciones
estudiados (0,1-1,3 uM) cuando es activado por el activador tisular del Plg (t-PA). El tiempo de lisis
de un coagulo de fibrina fresco fue (2,3 * 0,06) min. para el Plg y (9,8 + 0,1)min para el miniPlg. El
sistema miniPlg/rt-PA fue incapaz de lisar completamente un coagulo formado por accién de
trombina sobre plasma humano depletado de Plg.

En resumen los pacientes sépticos presentan un estado hipofibrinoliico, por descenso de los
niveles plasmaticos de Plg y porque el miniPlg, generado por accion de las enzimas leucocitarias, es
activado solo parcialmente por el t-PA.

Palabras claves: Sepsis-Fibrinolisis-Plasminogeno-Elastasa-Miniplasmindgeno



Summary

Sepsis is a systemic inflammatory response to infection, with endothelin damage and alteations
in the coagulation and fibrinolysis systems. Dr. Kordich previous studies of, in few septic patients,
showed low plasminogen levels and normal a,-antiplasmina (APL) levels.

The aims of these thesis were:

a) To study hemostatic system (specially Plg in the 45 septic consecutive patients during a week)
and to investigated propectively which hemostatic parameters has a prognostic value for survival
from sepsis.

b) To investigate if leukocyte protease action in vitro, (which degrades Plg, producing several
fragments one of them called miniplasminogen) causes the decrease of Plg plasmatic levels.

¢) To study if miniPlg is able to produce clot lysis when it is activated by rt-PA, urokinase and
streptokinase.

Plasminogen levels were significantly lower (p<0,001) in plasma of septic patients [62(15-
106)%, median and range] than control group.

Plasminogen alone on the ratio ogf Plg/antiplasmin were good markers for survival from
septicemia (p<0,03), studing by logistic regression.

The ROC curve allows to stablish a cut off value of 65% for the plasminogen with a sensitivity
of 95,2% and specificity of 70,8%.

Purified human Plg was degraded in vitro by elastase, leucocyte extract and degranulated
polymorphonuclear producing several fragments between 45-30 kD studing by Western blot. The
band of 38 kD reacts with miniplasminogen selective monoclonal antibody.

MiniPlg is less efficient than Plg to produce clot lysis in all the studied concentrations (0,1-2
uM).

Clot lysis time was (2,3 * 0,06) min. for Plg and (9,8 +'0,1) min for miniPlg. In Plg depleted human
plasma miniPlg is unable to produce the complete clot lysis in presence of rt-PA.

Septic patients show a hipofibrinolytic state due to decreasing of plasmatic Plg levels and
because of miniPlg, producing by leukocyte protease Plg digestion, has a poor fibrinolytc activity
when it is activated by rtPA.

Keywords: Sepsis-Fibrinolysis-Plasminogen-Elastase-Miniplasminogen
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Introduccion



EL SISTEMA PLASMINOGENO/PLASMINA

I.1- GENERALIDADES

El sistema proteolitico plasmindgeno/plasmina estd constituido por una
proenzima, denominada plasmindgeno (Plg), el cual es convertido a plasmina (Plm),
la enzima activa del sistema, por accion de diversos activadores del plasminégeno"z.
La plasmina generada degrada numerosas proteinas, entre las cuales la fibrina es una
de las mas importantes. El sistema Plg/Plm esta regulado por los inhibidores
especificos de PIm ( o,- antiplasmina) y por los inhibidores de los activadores del
plasminégeno (PAI-1, PAI-2 y PAI-3) >* (Tabla 1, Fig. L.1).

El sistema Plg/Plm fue descripto por primera vez con el término de sistema
fibrinolitico por Dastre en 1893 >. Posteriormente, Astrup(’ descubrié que el extracto
de diversos organos lisaban los coagulos sanguineos, y Tagnan denominé
plasmindgeno a la fraccion globulinica sérica, activable por cloroformo a una enzima
capaz de lisar fibrina, a la cual llamé plasmina . De este modo el plasmindgeno y la
plasmina recibieron ese nombre por similitud a otro sistema plasmatico, el
tripsindgeno y la tripsina y se lo denominé en conjunto, sistema fibrinolitico.

En 1948 Mc Farlane comienza a describir al sistema fibrinolitico como un sistema
que esta en equilibrio dindmico con el sistema de coagulacién. ® La fibrina formada
durante este proceso es degradada por el sistema fibrinolitico para restablecer el flujo
sanguineo.

En la ultima década diversos autores han demostrado que el sistema Plg/Plm,
mnicialmente denominado fibrinolitico, también interviene en otros procesos
biolégicos, como la ovulacién, migracion de los espermatozoides, fertilizacion,
embriogénesis, reparacion tisular y metastasis °. razén por la cual se ha propuesto

llamar a este sistema con su denominacién actual, sistema plasmindégeno/plasmina, y



reservar el término fibrinolitico para la accién del sistema Plg/PIm en relacién a la

lisis del coagulo de fibrina.

Peso Molecular Conc. Plasmatica

(kD) (ng/ml)
Plasminégeno 90 216
Uroquinasa 53 0,1
t-PA 68 0,005
u-PA 54 0,008
a,-antiplasmina(a,APL) 63 60
a.,-macroglobulina (o,M) 725 2100
PAI-1 52 0,05
PAI-2 46/70 <0,005
Glicoproteina rica (HRG) 37/42 100

en histidina

Tabla 1. Caracteristicas de los componentes del sistema Plasminégeno/Plasmina



PLASMINOGENO

ACTIVADORES
FISIOLOGICOS DEL Plg  =——————]p»

(t-PA, u-PA)

INHIBIDORES

 <«§——— DELOS ACTIVADORES

DEL Plg (PAI-1, PAI-2)

ACTIVADORES
EXOGENOS
(Agentes tromboliticos)

INIBIDORES DE

/ PLASMINA

a,-APL, 0,- M
PLASMINA

LISIS DEL PROTEOLISIS DEGRADACION

COAGULO PERICELULA DE
LAS PROTEINAS

Fig. I. 1 - Sistema plasmin6geno - plasmina.




1.2- COMPONENTES DEL SISTEMA PLASMINOGENO/PLASMINA

1.2.1- PLASMINOGENO

El plasmindgeno (Plg) es el zimdgeno de la enzima activa plasmina, componente
principal del sistema. El Plg se sintetiza en higado, su concentracion plasmatica es de
1.6 uM + 0.2 (200 pg/ml). En los neonatos la concentracion plasmatica del
plasmindgeno es la mitad de la concentracion en el adulto y alcanza niveles normales
al sexto mes de vida. Los niveles de Plg varian ligeramente con la edad, el sexo y el

tabaquismo; la concentracion de Plg no varia con el gjercicio fisico ni con el ritmo

10,11

circadiano " . Los niveles de Plg aumentan en el segundo y tercer trimestre del

embarazo, con la anticoncepcion oral, en la obesidad, hipotiroidismo, en pacientes

12,13,14

con trasplantes de rifion e higado . Se han reportado niveles plasmaticos de

plasminégeno disminuidos en coagulacion intravascular diseminada, sepsis,

leucemia, hepatopatias, hipertiroidismo y postcirugia '>'*"".

C_ Asn791-COOH
So%‘l

Sitio aclivo
nﬂ‘m — Apse
Dominio sano proleasa

Fig. 1.2- Esquema de la estructura molecular del plasminégeno.



El Plg es una glicoproteina de una sola cadena con un peso molecular determinado
por secuenciacion aminoacidica, de 92 kD, conteniendo 790 residuos aminoacidicos
con un acido glutamico en el extremo N-terminal ' Este Plg nativo se denomina
Glu-plasminégeno. (Fig. 1.2) Existen dos tipos de Plg plasmaticos separables por
electroforesis sobre agarosa-lisina: el Plg tipo I, que constituye alrededor del 33%,
glicosilado en Asn ,49 Y Thr 34 y €l Plg tipo 11, glicosilado sélo en Thr. Cada una de
estas fracciones pueden ser separadas por isoelectroenfoque en 6 formas de diferentes
puntos isoeléctricos.'® Estas variantes heterogéneas tienen distinto contenido en acido
sialico.

La secuencia aminoacidica predicha por clonacién del DNA, concuerda con la
obtenida por secuenciacién aminoacidica, excepto por 4 asignaciones y la presencia
de un aminoacido isoleucina extra, en posicion 65 2021

La molécula de Plg presenta una regién aminoterminal de aproximadamente 80
aminoacidos, seguido de 5 kringles, numerados (1—5) desde el extremo
N-terminal 2.

Mas alla del kringle5 se encuentra el enlace Arg 5¢,- Val 54, €l cual es clivado por
los activadores del Plg originando plasmina, una proteina de 2 cadenas. En resumen

la molécula del Plg contiene: el dominio serinoproteasa en el extremo C-terminal, los

dominios kringles y la region del péptido N-terminal. (Fig. 1.2)

El dominio serinoproteasa constituido por los residuos Val s¢,-An 59, , contiene la
triada catalitica Asp, His, Ser, que se expone durante la activacién del plasminégeno
a plasmina. La plasmina es una serinoproteasa muy activa que hidroliza enlaces

peptidicos carboxi-terminal a los residuos de arginina y lisina.

Los dominios kringles fueron las primeras estructuras de proteinas
plasmaticas que se determinaron por cristalografia de rayos X 2 Los kringles

descriptos para el Plg también estan presentes en el factor de crecimiento del



hepatocito, en el factor simil factor de crecimiento del hepatocito (HGF-like), en la
protrombina 2 y en la apoliproteina # Los kringles presentan de 80-85 residuos
aminoacidicos, 38 “trenzas” (strands) cortas antiparalelas perpendiculares entre si,
tres enlaces disulfuros y un racimo de residuos aromaticos. La funcion principal de
los kringles es mediar las interacciones proteina-proteina y proteina-célula.

Los kringles intervienen en la unién del plasmindgeno a la fibrina, a la o.,-anti-
plasmina, a la proteina rica en histidina (HRGP), a la trombospondina y a receptores
celulares . Los ligandos pequefios, denominados genéricamente analogos de lisina,
que unen al plasmindgeno intacto o a sus fragmentos que contienen kringles, son: L-
lisina, acido 6-aminohexanoico (6-AHA), el 4cido trans (aminometil)
ciclohexanocarboxilico (t-AMCHA), benzamidina, arginina y compuestos
relacionados. Los analogos de lisina se unen sélo a un sitio en cada kringle, llamados
sitios de union a lisina (LBS: lysine binding sites).

Los LBS consisten en una depresion hidrofébica dentro del dominio
kringleformada por residuos aromaticos con una doble carga ani6nica central en un

25,26 . .. .,
. Existen otros sitios de unidn en los

extremo Yy un centro catidnico en el otro
kringles denominados sitios de unién aminohexil (AH sites, amino-hexil sites) que
unen ligandos lisina no carboxi terminal (ligandos aminohexil: AH).

La estructura y la afinidad de cada kringle por los distintos ligandos ha sido
estudiada utilizando fragmentos proteoliticos obtenidos por digestién del
plasminégeno con elastasa.

El kringle 1 (K1: residuo 84-162). Tiene un LBS con alta afinidad por los
analogos de lisina, a,-antiplasmina (APL), HRGP y algunas formas de fibrina. La
a,-antiplasmina se une al Plg, principalmente por el K1. También presenta un sitio

. .y 27,28,29
aminohexil .

Los kringle 2 y 3 (K2: residuos 166-243 y K3: 256-333). Presentan afinidad débil

por 6-AHA. No se han realizado estudios por separado.



El kringle 4 (K4: residuos 358-435). Tiene sitios de union a analogos de lisina
carboxi-terminal, pero no se une a ligandos del tipo aminohexil. Presenta gran
afinidad por la tetranectina. E1 LBS del K4 no esta expuesto en el Plg nativo.

El kringle 5§ (K5: residuos 462-541). Presenta un sitio de unién a ligandos del tipo
aminohexil (AH). El kringle 5 se une a benzamidina, arginina, trombospondina y con

afinidad moderada a la fibrina 2.

El dominio N-terminal: regula la conformacion y la activacion de la molécula
nativa. El factor de crecimiento de los hepatocitos y otros factores de crecimiento
similares al factor de crecimiento del hepatocito presentan homologia estructural con
este dominio del plasminégeno 0

La region N-terminal del Glu-Plg es clivada por plasmina o por el activador tipo
uroquinasa originando 3 moléculas con 3 residuos N-terminal diferentes: Met o, Lys
78, Val 49 3! Estos tres tipos de Plg se denominan genéricamente Lys-plasminogeno.
La velocidad de activacion del Lys-Plg a Lys-Plm por los activadores del Plg es
mayor que la velocidad de activacion del Glu-Plg. La vida media del Lys-Plg es mas
corta (98 dias) que la del Glu-Plg (28 dias) *.

Estudios de microscopia electrénica y de*scattering” de baja resolucién indican
que el Plg es una molécula compacta con miltiples asociaciones intramolecular es
dominio-dominio.

La conformacién cerrada ocurre por una uniéon no covalente entre un residuo
arginina o lisina del péptido terminal y alguno de los LBS presentes en la molécula.

La unién de un ligando analogo de lisina induce un cambio conformacional a la
conformacién abierta. Ponting 2 postula la existencia de 3 conformaciones distintas
para el Plg:

* plasminogeno o: un espiral compacto formado por Glu-plasmina y Glu-

plasmindgeno, con interacciones K5-péptido N-terminal y K123-K4.



* plasmindgeno B: una conformacién parcialmente abierta de Lys-Plg que presenta
interacciones K123-K4. El Glu Plg también adoptaria esta forma en presencia de
ligandos analogos de lisina.

* plasmindgeno y: una conformacidn totalmente abierta para el Lys-Plg y para el

Glu-Plg sin ninguna interaccion intramolecular.

El plasminogeno interacciona con diversas proteinas como fibrina,
trombospondina, tetranectina y la proteina rica en histidina. El Plg se une
especificamente a la fibrina a través de los sitios LBS. Esta unién es inhibida in vitro
por la lipoproteina (a) [Lp(a)] y por los ligandos analogos de lisina _Si bien
estudios in vitro han demostrado que la Lp(a) inhibe la activacion del plasminégeno
a plasmina mediada por el activador tisular, pacientes con niveles elevados de Lp(a)
no mostraron evidencias clinicas de hipofibrinolisis.

La unién del plasmindgeno a ciertas proteinas induce un cambio conformacional
que expone el enlace Argsq-Valsg,, produciendo una mayor velocidad de activacién
del Plg a plasmina. Asi el K4 del plasminégeno se une reversiblemente a la
tetranectina, una proteina plasmatica, favoreciendo su activacién >. El Plg también
forma un complejo con la trombospondina, lo cual potencia la activacion del Plg a
nivel extracelular, interacciéon mediada por el K5 433,

El 50% del Plg plasmatico circula unido a la glicoproteina rica en histidina (HRG)
formando un complejo reversible equimolecular % La HRG compite con la fibrina
por los sitios LBS del Plg, lo cual origina, in vitro, una menor activacion de

plasmindgeno a plasmina. Pacientes con altos niveles de HRG presentan un aumento

de riesgo trombético, asociado a hipofibrinolisis .



El plasmindgeno interactia con diversas células mediante receptores celulares
de plasminégeno. Las células sanguineas, excepto los eritrocitos y las células
endoteliales unen Plg con alta afinidad ®

La unién del Plg a las distintas células presenta caracteristicas comunes:

a) Todas las células tienen una constante de disociacién de alrededor de 1 uM.

b) Existe un gran numero, alrededor de 10’ sitios por célula, de receptores para Plg.
¢) La unidn del Plg a las células es inhibida en todos los casos por lisina y los
ligandos analogos de lisina, sugiriendo que el Plg se une a todas las células a través
de un mecanismo comun. El sitio LBS de alta afinidad del K1 y el sitio LBS de baja
afinidad de K4 son los que intervienen en la union del Plg a las células.

Los receptores celulares para Plg potencian la activacion del sistema fibrinolitico,
localizando la actividad de la plasmina sobre la superficie celular y evitan la
inhibicién de la plasmina unida a la célula por la o ,-antiplasmina *_Dado el alto
nimero de receptores del Plg por célula, estos receptores estarian constituidos por
componentes proteicos y no proteicos de la membrana celular. Las proteinas de
membrana con lisina en la regién carboxi terminal podrian actuar como receptores
proteicos del Plg, mientras que los ganglidsidos serian los componentes no proteicos
que actuarian como ligantes del Plg ® De este modo la protedlisis celular estaria
regulada por la capacidad celular de modular la expresion de los receptores del

plasmindgeno.
1.2.2- PLASMINA

La plasmina obtenida por activacion del Plg, es una serinoprotesa de dos cadenas
unidas por puente disulfuro. La transicion del Plg a plasmina involucra la ruptura del
enlace Argsq-Valss,. La cadena pesada de la plasmina contiene los 5 kringles y la

cadena liviana contiene el sitio activo en el extremo carboxi terminal.



La plasmina cataliza la hidrdlisis de los enlaces C-terminal a residuos arginina y
lisina de la fibrina. La heparina inhibe, incrementa o no tiene efecto sobre la
actividad plasminica 0414z

La plasmina es inhibida por la a,-antiplasmina, principal inhibidor fisiolégico de
la enzima, por la formacién de un complejo equimolecular.

La plasmina libre en circulacién es inactivada mas rapidamente por la o,-
antiplasmina, que la plasmina unida a la fibrina o a los diversos receptores celulares;
la plasmina unida esta asi protegida de la accion del inhibidor porque tiene ocupados

43,442
. Estas

los sitios LBS, a través de los cuales reacciona con la a,-APL
interacciones estan reflejadas en los valores menores de las constantes de reaccién de
la inhibicién de plasmina unida a fibrina por o,-antiplasmina que los de plasmina

libre +°.

ACCION DE LA PLASMINA SOBRE EL FIBRINOGENO

La fibrindgenolisis es la accidn proteolitica de la plasmina sobre el fibrinogeno.
El fibrinégeno es una glicoproteina dimérica formada por tres pares de cadena
polipeptidicas, denominadas Aa, B y v; la formula molecular es (Aa, B y v),. La
hemimolécula esta unida covalentemente a través de enlaces disulfuros simétricos en
el extremo N-terminal. El clivaje de los enlances peptidicos del fibrinégeno por
plasmina esta compuesto de 3 reacciones simultaneas: una rapida, otra lenta y una
muy lenta. In vitro, la plasmina cliva rapidamente la porcién C-terminal de la cadena
Aa, luego cliva los extremos N-terminal y C-terminal de la cadena BB y por ultimo,
la plasmina hidroliza la cadena y.

La accion de plasmina sobre el fibrindgeno genera un conjunto de fragmentos
tipicos descriptos por primera vez por Nussenzweig et al, denominados
conjuntamente productos de degradacion del fibrinégeno (PDF) “ El fragmento X

(300-260 kD) se forma cuando la plasmina cliva el extremo C-terminal de la cadena



Aa y porciones del extremo N-terminal de la cadena BB. La accion de la plasmina
sobre el fragmento X origina el fragmento Y de 150 kD.
La hidrélisis del fragmento Y da origen a los fragmentos D de 94 kD y E de
50 kD. Los distintos fragmentos generados no son entidades homogéneas ya que
presentan una gran variabilidad en los extremos C-terminal y N-terminal.
Fisiologicamente la accidn de plasmina sobre el fibrindgeno no ocurre, ya que los
activadores fisiologicos del plasminégeno practicamente no activan al Plg en medio
plasmatico y las pequeifias cantidades de plasmina que se generan son inhibidas por la
a,-antiplasmina en pocos segundos.
Se observa fibrindgenolisis en pacientes con una activacion exacerbada del
sistema fibrinolitico, ya sea debido a un tratamiento trombolitico o0 a un descenso de

los inhibidores del sistema fibrinolitico.

ACCION DE LA PLASMINA SOBRE LA FIBRINA

La fibrinolisis es la accion proteolitica de la plasmina sobre la fibrina que
conduce a la lisis del coagulo (solubilizacion de la red de fibrina).

El fibrinégeno es convertido a fibrina por accion de la enzima trombina; la
trombina cliva el enlace Arg,,-Gly,, en la cadena Aa, liberando al fibrinopéptido A.
Luego la trombina rompe el enlace Arg;,-Gly,s de la cadena BB, liberando el
fibrinopéptido B " El mondémero de fibrina generado inicialmente, se
homopolimeriza para formar “trenzas” largas denominadas protofibras. El polimero
de fibrina, que se forma luego de la activacion con trombina, es entrecruzado por

849 _ . .
, originando un gel

accion del factor XIIla de coagulacién, una transglutaminasa 4
(fibrina insoluble o estable) de protdmeros de fibrina di, tri y tetraméricos. Estos
entrecruzamientos aumentan la estabilizacidon a través de contactos interfibras o

puntos “branch”, incrementando la elasticidad y la resistencia mecanica de la fibnina.
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La fibrina estable es insoluble en urea y otros solventes que disuelven la fibrina no
estabilizada.

Estudios in vitro han demostrado que la estructura tridimensional y rigidez de la
red de fibrina formada depende de varios factores. La velocidad de activacion del
fibrindgeno por trombina es el factor cinético que determina la estructura del gel; %0
altas concentraciones de trombina originan in vitro protofibras finas y espacios
liquidos pequefios dentro de la red A mayor concentracion de fibrinogeno se
obtienen fibras de fibrina mas gruesas.

Otro factor que modula la estructura de la red durante su formacion es la fuerza
ionica: a mayor fuerza iénica menor porosidad del gel y fibras de mayor calibre. Las
proteinas plasmaticas también modulan la estructura de la red ya que constituyen

52,53 .
La fibronectina se

impedimentos espaciales en el proceso de polimerizacion.
incorpora a las protofibras aumentando el ancho de las fibras. Los coagulos obtenidos
a partir del plasma citratado o sangre entera son mas porosos que aquellos formados
a partir del fibrinégeno puro >* Cuando se induce la formacién del coagulo en medio
plasmatico con trombina, se observa que a mayor concentracion de trombina el gel
de fibrina es de menor porosidad y esta formado por fibras de menor espesor. >3

In vitro, la plasmina hidroliza la fibrina entrecruzada mediante un mecanismo
complejo en el cual se producen fragmentos de alto peso molecular, combinaciones
de fragmentos X e Y y fragmentos de bajo peso molecular, que en su mayoria
incluyen al fragmento D entrecruzado, llamado Dimero-D (160kD). Todos estos
fragmentos se denominan, en conjunto, productos de degradacién de la fibrina (pdf).

El complejo D,-E seria el que se genera en mayor proporcion cuando hay accion
de plasmina in vivo. En pacientes con hiperfibrinolisis se ha observado un aumento

de productos de degradacion de la fibrina y de dimeros D. (Fig. 1.3. Esquema de la

degradacion de fibrina por plasmina).
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Fig. 1.3 - Degradacion de la fibrina por la plasmina.

In vivo, la fibrina parcialmente degradada por plasmina en medio plasmatico
induce una mayor activacion del sistema fibrinolitico y la presencia del fragmento X
seria esencial para la activacion éptima del sistema fibrinolitico. La accion de
plasmina sobre la fibrina y la activacién del plasminégeno mediada por los
activadores fisiologicos dependen de la estructura del gel.” Estudios in vitro han
demostrado que geles con fibras de mayor calibre son mas rapidamente lisadas por
plasmina. En resumen, cuando se forma el coagulo de fibrina la lisabilidad del

mismo va a depender no sélo de los componentes del sistema fibrinolitico sino
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también de las propiedades fisicoquimicas del gel de fibrina ya que, se ha
demostrado que la estructura de la red de fibrina juega un rol preponderante en la

modulacion del sistema fibrinolitico.
1.2.3- ACTIVADORES DEL SISTEMA PLASMINOGENO/PLASMINA

La activacion del Plg a plasmina ocurre por la accion de diversos activadores que
clivan el enlace Arg s4-Val 5, del plasminégeno (Fig..1). Existen tres vias de
activacion del sistema fibrinolitico:

a) mediada por el activador tisular del plasmindgeno (t-PA).
b) mediada por el activador tipo uroquinasa (u-PA).
c¢) mediada por agentes exdgenos o terapeuticos (agentes tromboliticos)

El activador tisular del plasmindgeno (t-PA) ha sido sefialado como el principal
activador fisiolégico en la remocion de la fibrina del arbol vascular .

La alta especificidad del t-PA por la fibrina seria la causa de que la activacién del
Plg mediado por t-PA esté restringida al coagulo sanguineoz.

El activador del plasmindégeno tipo uroquinasa (u-PA) se une a un receptor celular
(u-PAR) y participa principalmente en la preotedlisis pericelular, activando al

56,57 - .
. Las condiciones por las cuales

sistema Plg/Plm en diversos procesos biolégicos
el u-PA podria participar en la disolucién del coagulo in vivo no han sido ain
establecidas *°.

La activacion intrinseca del Plg que involucra al factor XII de coagulacion,
quinindgenos de alto peso molecular y precalicreinas seria mediada por el (u-PA) *

Hasta el momento no se han reportado deficiencias genéticas del t-PA o u-PA en
el hombre, por lo cual no ha podido establecerse fehacientemente el rol de cada
activador en los diversos procesos bioldgicos humanos donde interviene el sistema
plasmindgeno/plasmina.

Los agentes fibrinoliticos exdgenos (uroquinasa, estreptoquinasa, complejo SK-

Plg anisolado). activan al sistema Plg/Plm en forma sistémica.
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La estafilokinasa y las variantes recombinantes de t-PA y u-PA inducen la lisis

especifica del coagulo en plasma humano.

2.3.1-ACTIVADOR TISULAR DEL PLASMINOGENO (t-PA)

El activador tisular del plasminégeno (t-PA) es una serinoproteasa que fue aislada
por primera vez de iitero humano %, Actualmente se sabe que el activador tisular del
plasminégeno, el activador vascular y el activador sanguineo del Plg son idénticos
inmunoldgicamente % y constituyen una unica entidad quimica, denominada t-PA.

En un comienzo algunos autores describieron al t-PA como una proteina de dos
cadenas (tct-PA: two chain tisular plasminogen activator) por algunos autores s9el,
en cambio Binder la describié como formada por una sola cadena polipeptidica (sct-
PA: single chain tisular plasminogen activator) 6 Rijken et al han clarificado este
punto al descubrir que el t-PA puede ser obtenido como una proteina de una sola
cadena de masa molecular 72000 en presencia de aprotinina o como una proteina de
2 cadenas de masa.

El activador tisular del plasmindgeno interviene fundamentalmente en la
activacion del sistema Plg/Plm en su rol de sistema fibrinolitico. Es decir, el t-PA
activa al Plg principalmente cuando hay formacién de fibrina. Ratones transgenicos
t-PA -/- sélo muestran alteraciones en las funciones fibrinoliticas del sistema

Plg/PIm: disminucién de la lisis del coagulo e incremento en la tendencia trombética

3% molecular 33000 y 39000 cada una, en ausencia de aprotinina “
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Fig. 1.4 - Esquema de la molécula de t-PA.

La concentracion plasmatica del t-PA esta afectada por el ritmo circadiano y
la actividad de t-PA se incrementa entre las 9 y las 15 hs. Los niveles antigenos de t-

1263 1 a linea basal de t-PA plasmatico de

PA son menores a la mafiana que a la tarde
una persona sana y descansada en la maiiana es Smg/l 4% Los niveles antigénicos
de t-PA son mayores en hombres que en las mujeres 12

Los estimulos fisioldgicos que inducen al aumento de t-PA plasmatico son:
acelticolina, acidosis, bradiquinina, calcio, endotelinas, ejercicio fisico, histamina,
interlukina-1, radicales oxigeno, trombina, factor de necrosis tumoral, estrés,
adrenalina, prostaglandinas 66.67.68,69

Los niveles plasmaticos de t-PA también se ven afectados por diversas drogas: a)
la administracion prolongada de heparina no fraccionada o de heparina de bajo peso
molecular induce un aumento en los niveles antigénicos del t-PA plasmatico 7 b) los
anticonceptivos orales aumentan significativamente los niveles de actividad del

t-PA !, c) el estanozolool, un esteroide anabodlico, produce un descenso en la
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actividad de t-PA y d) la administraciéon de 1-deamina-8-d arginina vasopresina

(DDAVP) induce una fuerte liberacién del t-PA del la célula endotelial. ™

El activador tisular de una sola cadena es una cadena polipeptidica de 572
residuos aminoacidicos con una serina en el extremo N-terminal, que activa al Plg
clivando la unidn peptidica Arg s5,-Val 54,

Esta serino proteasa presenta varios dominios homélogos con otras proteinas:

a) Los residuos aminoacidicos 1-43 son homoélogos del dominio “finger” de la
fibronectina.

b) El dominio 45-91 es homologo del precursor del factor de crecimiento
epidérmico.

c¢) Los dominios 92-173 al 180-261 son homdlogos de los residuos Kringles del
plasminégeno.

d) La regdn que comprende los residuos aminoacidicos 276 a 527 es homologa
a la regidn catalitica de las otras serinoproteasas. Esta region contiene el
sitio activo His;,y-Asp 37,y Ser 433 ™

Los distintos dominios del t-PA estan involucrados en las diversas funciones de la
enzima incluyendo la unidn a fibrina, la unién a receptor de células endoteliales, la
activacion del Plg y la rdpida depuracién in vivo. La membrana plasmatica de la
célula endotelial tiene una proteina ligante de t-PA (t-PAR). Este receptor para t-PA
tiene un unico sitio de union para t-PA y Lys-Plg pero no une el activador tipo
uroquinasa (u-PA). Este hecho permite una activacion eficiente del Plg sobre la
superficie endotelial s

Verall et al descubrieron la presencia de otro receptor celular especifico para t-PA
en las neuronas de granulos cerebelosos °. El t-PA, asi localizado en la superficie
celular, daria origen a grandes zonas con actividad proteolitica que intervendrian en

la migracidn celular y axonal.
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Existen otros receptores celulares para t-PA que median los procesos de
degradacién in vitro del activador en las células endoteliales de cordén umbilical y en
las lineas Hep62 de hepatomas humanos

El sct-PA se sintetiza principalmente en las células del endotelio vascular y es
secretado al plasma de manera continua. Las diversas regiones del endotelio vascular
secretan distintas cantidades de sct-PA: las extremidades superiores secretan 4 veces

mas sct-PA que las extremidades inferiores.

El activador tisular del plasminogeno de dos cadenas se obtiene por accién de la
plasmina y la calicreina, que hidrolizan el enlace peptidico Arg,;s-Ile,;, del activador
tisular del plasminégeno de una sola cadena >%. Rijken ha demostrado que el
activador del Plg de una cadena es convertido en el activador de dos cadenas durante
el proceso fibrinolitico %

El activador tisular de dos cadenas (tct-PA), unidas por un puente disulfuro,
reacciona mas rapidamente con los sustratos tripeptidicos sintéticos (Wallen 1979).
Sin embargo, las dos formas del activador sct-PA y tct-PA, presentan igual actividad
fibrinolitica en sistemas purificados compuestos de plasmindgeno y fibrina a
concentraciones plasméticas(’o.

El tct-PA reacciona mas rapidamente con el inhibidor diisopropilfluoro que el
activador de una sola cadena ®'.

Las mayores velocidades de reaccion reportadas para las distintas interacciones
del tct-PA con moléculas de bajo peso molecular, inhibidores o sustratos sintéticos,
sugieren que hay una mayor exposicion del sitio activo en el activador de dos
cadenas que en el activador de una sola cadena; sin embargo esta modificacién
estructural no seria suficiente para inducir una mayor actividad proteolitica sobre
moléculas mas grandes como el Plg.

El sct-PA y el tct-PA forman sendos complejos con la a,-macroglobulina (a,M) ;
estos complejos activador a,M mantienen la actividad proteolitica sobre el

., 78
plasmindgeno .
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CINETICA DE ACTIVACION DEL PLASMINOGENO POR t-PA. ROL DE
LA FIBRINA

La cinética de activacion del Plg por ambos tipos de activadores tisulares tct-PA y
sct-PA, cumplen el modelo de Michaelis Menten. Ambas formas del activador tisular
tct-PA y sct-PA, presentan afinidades muy bajas por el Glu-Plg en ausencia de
fibrina; las constantes de Michaelis (Km) en estas condiciones son mayores que 60
uM. La fibrina aumenta la velocidad de reacciéon del Plg por ambas formas del
activador tisular .

La fibrina actia en la reaccion de activacion del plasmindgeno por t-PA tanto
como sustrato de plasmina, como catalizador de la reaccion (catalisis heterogénea).
Las constantes de Michaelis y las constantes cataliticas para el Glu-Plg son 3 veces
mayores que para el Lys-Plg .

El fibrinégeno aumenta ligeramente , en forma concentracion dependiente, la
velocidad de reaccién t-PA/Plg en sistemas puros; sin embargo dado que el Kmg,,.pj,
a concentraciones infinitas de fibrindgeno es 28 uM y la concentracion plasmatica de
fibrindgeno alrededor de 1 puM, el t-PA no convierte eficientemente el Glu-Plg en
plasmina en medio plasmatico. Si bien los valores de Km hallados por otros

60,80 . . . )
son diferentes, todos coinciden en que la presencia de fibrina aumenta la

autores
eficiencia catalitica del t-PA.

Las discrepancias entre los valores de Km hallados podria deberse a los distintos
medios donde se llevo a cabo la reaccion y a las distintas metodologias utilizadas en
la determinacién de la actividad plasminica. Actualmente los mas aceptados son los
estudios cinéticos realizados por Hoylaerts que sugieren un mecanismo de reaccion

secuencial ordenado. La fibrina se uniria al t-PA y luego el Plg también se uniria

formando un complejo ternario ciclico sobre la fibrina. La union inicial del t-PA a la
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fibrina estaria gobernada por el dominio “finger”, una vez unido el t-PA a la fibrina
la fuerza de la unién aumentaria a través del Kringle2 del activador s

El Plg por su parte se uniria a la fibrina por los sitios LBS y aminohexil, presente
este Gltimo en el kringle 5. La union del Plg a la fibrina se daria primero a través del
sitio aminohexil del K5 y luego a través de los LBS; el resultado de estas
interacciones es una mayor exposicion del enlace Argsq-Valss,. A medida que la
fibrina es degradada se forman nuevos sitios de unién con mayor afinidad para el t-
PA y también permite la union de mas moléculas de Plg.

La interaccion de la fibrina y el K2 del t-PA esta mediado por un LBS, en cambio
en la interaccion fibrina-dominio finger del t-PA no intervendrian los LBS. La fibrina
parcialmente degradada por plasmina aumenta la velocidad de unién del t-PA a la
fibrina. Este incremento estaria mediado parcialmente por los LBS del K2 y seria
dependiente de la cantidad de residuos lisina carboxi terminal que se generen en la
matriz de fibrina®%.

La estimulacion dptima de la activacidn del Plg por t-PA depende de las
modificaciones de la fibrina ocasionadas por la plasmina y requeririan la presencia de
los dominios K1-4 del Plg.

La activacién de Plg mediado por t-PA es entonces catalizada por la fibrina lo cual
permite:

a) un incremento en la concentracién local de Plg sobre la superficie de fibrina
b) una menor inactivaciéon de la plasmina formada por su principal inhibidor,
la a,-antiplasmina (tiempo de vida media de la plasmina unida a fibrina
alrededor de 80 seg.) la plasmina libre, en cambio, es rapidamente inhibida

por la a,-antiplasmina (tiempo de vida media de la plasmina libre 0.15

seg.).28

c) la plasmina formada en un principio convierte el sct-PA rapidamente,
sugiriendo que si bien la fibrinolisis comienza con sct-PA, ocurre

principalmente por la accién del tct-PA ?
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El resultado final de todas estas interacciones es el aumento de, aproximadamente
1500 veces, la eficiencia catalitica del t-PA en presencia de fibrina; por lo cual el
proceso fibrinolitico parece ser iniciado, estar confinado y ser dependiente de la

fibrina.
1.2.3.2- ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TIPO UROQUINASA (u-PA)

La uroquinasa fue aislada por primera vez de orina humana. Posteriormente se ha
demostrado la presencia de diversos activadores tipo uroquinasa (u-PA) en las células

84 .
” 7, monocitos,

de niidén 33, células epidermales, fibroblastos, células “natural killer
macréfagos y polimorfonucleares 5en células tumorales y en pequefias
concentraciones en plasma % u-PA se une a un receptor especifico que esta presente
en numerosos tipos de células. Este receptor celular es una proteina glicosilada
heterogénea que une todas las formas de activadores tipo uroquinasa. El receptor
para u-PA regularia la activacion del plasminégeno a nivel de la superficie celular,
interviniendo principalmente en la protedlisis celular.

El u-PA regulado por la expresion del receptor actuaria como activador del
sistema Plg/PIm en una gran variedad de procesos bioldgicos: la involucion de la
glandula mamaria, implantacion de las cigotas fertilizadas en el ttero, inflamacin,
migracion de las células inflamatorias, metastasis de las células malignas 87.88.89.90

La accioén del u-PA como activador del plasminégeno en presencia de fibrina, es ain

controvertida.

El activador tipo uroquinasa de una sola cadena (single chain urokynase type
plasminogen activator: scu-PA) es una glicoproteina de una sola cadena de masa

molecular 54 kD, que contiene 4 residuos aminoacidicos *' (Fig. L.S)
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El scu-PA es sintetizado principalmente por las células endoteliales vasculares y

renales. Las células tumorales producen 10 veces mas scu-PA que las células

93
normales.
u-PA
Leud11-COOH
(5;056
Dominio “EGF like™ ‘
2 Sitio activo
Ser 1- NH2 X A A

Lys158 - lle159 His204 ——Asp255 J

Dominio serino proteasa

Fig. 1.5 - Esquema de 1a molécula de u-PA.

En la cadena polipeptidica glicosilada pueden distinguirse varios dominios:
a) el dominio N-terminal del residuo 1-19 es homélogo con el dominio del
factor de crecimiento epidémico.
b) una region homdloga a los kringles presentes en la molécula de
plasminégeno.
c) en el extremo C-terminal se encuentra el sitio activo compuesto por la triada
catalitica caracteristica de las serinoproteasas Asp,ss, His;o4 Y Serjsg.

El scu-PA sufre distintos grados de protedlisis por accién de distintas enzimas,

dando origen a otros activadores tipo uroquinasa:

a) La plasmina y las calicreinas clivan el enlace peptidico Lys, sg-1le, 50,
originando el activador del Plg tipo uroquinasa de dos cadenas (tcu-PA: two
chain urokynase type plasminogen activator). Las dos cadenas estan unidas por

un puente disulfuro.
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b) La hidrélisis del enlace peptidico Lys 135-Lys 136 del tcu-PA por accién de
la plasmina origina el tcu-PA de bajo peso molecular (Mr 33kD)
c) El scu-PA de 32 kD (scu-PA 32) se genera por protedlisis especifica del
enlace Glu,4;-Leu,, del scu-PA, por accion de una proteasa plasmatica no
identificada *.

En resumen el scu-PA es clivado por diversas enzimas:

scu-PA

Plm

Lys;si-lleso

Trombina Proteasa desconocida tcu-PA
Arg,s¢-Phe, s, Glu, ;-Leu 4y Plm
l Ly3s-Ly136
v
tcu-PA (inactiva) scu-PA (32 kD) tcu-PA (33kD)

Todas estas formas de activadores se denominan genéricamente activadores del
plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA), tienen un receptor comun en distintas células,
se unen a plaquetas humanas y células endoteliales y son inhibidos por el inhibidor
del activador del plasmindgeno (PAI). i

El scu-PA y el tcu-PA presentan diferencias en sus comportamientos enzimaticos:

a) La actividad del scu-PA frente a sustratos sintéticos es menor que la del
tcu-PA.

b) El scu-PA se une in vitro especificamente a la fibrina; en cambio el tcu-PA
no presenta especificidad por la fibrina. El tcu-PA activa tanto al plasminégeno
plasmatico circulante como al plasminégeno unido a la fibrina.

c) La actividad enzimatica del scu-PA para transformar plasminégeno a
plasmina es discutida actualmente: Algunos autores sostienen que scu-PA
presenta un potencial intrinseco de activacion del plasmindgeno en cambio
otros investigadores postulan que el scu-PA es una proenzima genuina que no

presenta actividad.



Diversos estudios han encontrado que la actividad del scu-PA in vitro es entre 0.1

a 0.5% del tcu-PA.

MECANISMO DE ACCION DEL scu-PA

Existen diversas hipotesis acerca del mecanismo de activacidon del Plg y la
especificidad en la lisis del coagulo por accion del scu-PA.

Utilizando diversos mutantes de los u-PA se han realizado numerosos estudios in
vitro en sistemas puros y en medio plasmatico.

En mezclas de scu-PA y plasmindgeno se generan rapidamente tcu-PA vy
plasmina. El analisis cinético de estas reacciones ha revelado que la conversiéon de
scu-PA a tcu-PA y de plasmindgeno a plasmina puede ser descripta por una
secuencia de tres reacciones, cada una de las cuales cumple con la cinética de

Michaelis Menten:

Plasmindgeno + scu-PA — Plasmina
Plasmina + scu-PA — tcu-PA
tcu-PA + Plasminogeno — Plasmina

Estudios de la activacion de Plg mediado por scu-PA en medio plasmatico han
demostrado que hay conversion del scu-PA a tcu-PA durante la lisis del coagulo; en
estas condiciones solo hay lisis sistémica del fibrindgeno, cuando hay una conversion
importante del scu-PA a tcu-PA, que genere una cantidad de PIm tal que exceda a la
concentracién plasmatica de APL. La eficiencia y especificidad de la lisis del
coagulo de fibrina por scu-PA en medio plasmitico e in vitro, requeriria la
amplificaciéon del proceso fibrinolitico por conversion de scu-PA a tcu-PA. La
generacion de tcu-PA constituiria un mecanismo de retroalimentacién positivo sobre
el sistema y localizaria la accién de tcu-PA sobre el coagulo de fibrina evitando la

activacion del Plg en forma sistémica.
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Aun no esta claramente establecido la forma por la cual el scu-PA activaria al Plg
en presencia de fibrina.

a) Lymen et al sostienen que el scu-PA tiene un potencial intrinseco de
activacion del Plg que esta bloqueado en el medio plasmatico por un inhibidor
competitivo; en presencia de fibrina el scu-PA se uniria preferencialmente al
coagulo y activaria plasminégeno a plasmina.

b) Pannell y Guerrevich postulan que el scu-PA seria incapaz de activar al
plasmindgeno circulante en su conformacion nativa (Glu-Plg); pero activaria al
Lys-Plg unido a la fibrina parcialmente degradada.

c) Kassi y Peterson sostienen que el scu-PA es un zimogeno y que para que
haya fibrinolisis el scu-PA debe ser transformado en tcu-PA por plasmina o
calicreinas.

Estudios con scu-PA recombinante plasmina resistente sugieren que el mecanismo
fisiolégico de accidon del scu-PA podria no ser idéntico al mecanismo de activacion
del plasmindgeno y lisis del coagulo por accién del scu-PA en medio plasmatico in
vitro.

Diversos scu-PA recombinantes plasmina resistente, es decir incapaces de
transformarse en tcu-PA, originarian un efecto trombolitico en conejos con trombosis
venosa, sin inducir la activacidn sistémica del sistema fibrinolitico.

Estos hallazgos sugeririan que el scu-PA tendria un potencial intrinseco de
activacidn del plasminégeno in vivo.

El sistema u-PA ha sido propuesto también como un sistema amplificador del t-
PA ya que se ha observado que existe un efecto sinérgico cuando se utiliza t-PA
seguido de u-PA en modelos experimentales de trombosis yugular en conejos y
modelos terapeiticos en humanos. Al administrarse t-PA seguido de u-PA se obtiene
un mejor efecto litico que si se administra la misma dosis aisladamente 94,9596

Estudios en ratones transgénicos u-PA -/-, u-PA-/+ y t-PA -/- demostraron que
tanto el u-PA como el t-PA intervendrian en la prevencién de los procesos

inflamamtorios y/o de dafio endotelial.
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1.2.3.3- ACTIVADORES EXOGENOS: LOS AGENTES TROMBOLITICOS

Los agentes tromboliticos son drogas que inducen la conversién de Plg a plasmina
y por lo tanto la disolucion del trombo existente. El objetivo principal de la terapia
trombolitica es la disolucidn con alta especificidad del trombo, en el menor tiempo
posible, para restablecer el flujo sanguineo en el tejido dafiado, razén por la cual
continuamente se estd investigando en el desarrollo de agentes tromboliticos con
mayor potencia, seguridad y selectividad para fibrina’".

La uroquinasa (UK) y la estreptoquinasa (SK) fueron los primeros tromboliticos
utilizados. La SK y UK activan en forma sistémica al sistema Plg/Plm, por lo tanto
no soélo se degrada la fibrina sino que también sufren protedlisis otras proteinas
plasmaticas como el factor VIII y V de coagulacién, el fibrindgeno, factor von

Willebrand y componentes del sistema complemento.

Los agentes tromboliticos de primera generacion fueron desarrollados en los
afios 60.

La estreptoquinasa se aisla de ciertas colonias de streptococos B hemolitico y
Tillet comprob6 por primera vez que la administracidn sistémica de SK disolvia
completamente el trombo forrmado en la oreja de un conejo. Actualmente esta
plenamente aceptado que la SK induce la disolucién de trombos venosos y
arteriales.”’

La SK es altamente antigénica y la mayoria de los individuos sanos presentan
anticuerpos antiSK en la sangre debido a infecciones B-hemoliticas previas.
(Hoffman 1988). A pesar que estos anticuerpos circulantes disminuyen la efectividad

de la SK, se ha logrado establecer un esquema de dosis fija para la administracion de

SK.
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La SK, de 47 kD, no es una enzima sino que forma un complejo equimolecular
con el Plg, induciendo un cambio conformacional en la molécula de Plg , exponiendo
el sitio activo sin clivaje proteolitico. El complejo formado activa a otras moléculas
de Plg a PIm 3

SK +Plg — [SK . Plg ]
[ SK .Plg]+Plg— [SK.PIm]+Plm
[ SK .Pm]+Plg— [SK.Plm]+Plm

La SK no se une a la fibrina pero el complejo SK- Plg tiene afinidad a la fibrina
por los sitios LBS del Plg a pesar de lo cual, se ha comprobado empiricamente que la

SK activa al sistema fibrinolitico en forma sistémica.

La uroquinasa es una serinoproteasa de dos cadenas que existe en dos formas:
una glicoproteina de 54 kD llamada UK de alto peso molecular (HMW-UK) y una
forma degradada 1lamada UK de bajo peso molecular (LMW-UK).

La HMW-UK se aisla a partir de orina humana y la LMW-UK se obtiene a partir
de células de rifién fetal humano .

Ambos tipos de uroquinasa presentan propiedades farmacocinéticas similares. Las
principales ventajas de la UK respecto a la SK es que la uroquinasa tiene menor
antigenicidad y un tiempo de vida medio mas corto; la mayor desventaja es su alto
costo. La UK no se une a la fibrina y cuando se lo administra produce un estado

proteolitico general.
Los agentes tromboliticos de segunda generacion, fueron producidos por

biotecnologia: el t-PA recombinante y u-PA recombinante a partir de los afios 80 y

numerosos mutantes del t-PA y estafiloquinasa recombinante a partir de los afios 90 .
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El activador tisular del Plg recombinante (rt-PA) comenzé a producirse a
partir de 1982, afio en que se cloné el DNA del t-PA y se expreso en el ovario de
hamsters.

El t-PA se aisl6 de células de melanoma de Bower, se caracterizo y se observo
que cuando era administrado a pacientes con trombosis venosa el coagulo se disolvia.
La purificacion de t-PA de cultivos celulares era muy costosa, razon por la cual se
vi6 limitado su uso como agente trombolitico hasta que se comenzd a poducir el t-PA
recombinante. El rt-PA se probd en diversos modelos animales y fue aprobado por la
FDA en 1984 .

Actualmente existen el rsct-PA denominado alteplase y el rtct-PA, lamado
anteplase. La ventaja de este agente trombolitico es su alta especificidad por fibrina
comprobada, porque se ha observado que cuando se administra rt-PA la actividad
litica permanece aun cuando la concentracion plasmatica de t-PA era practicamente
cero. Otra ventaja es que el rt-PA casi no produce fibrindgenolisis.

Diversos estudios han demostrado que €l rt-PA presenta una cinética de activacion
del plasmindgeno similar al t-PA humano. El rt-PA se utiliza actualmente en el
tratamiento precoz del infarto de miocardio; la mayor desventaja es el alto costo de la
droga.

Se han sintetizado diversos mutantes del rt-PA entre ellos, mutantes con menor
clearence plasmatico, mayor selectividad para fibrina, resistente a los inhibidores y
variantes no glicosiladas, que actualmente son utilizadas en diversos estudios

s 91
multicéntricos en Europa ™.

El activador del plasminégeno tipo uroquinasa de una sola cadena
recombinante, denominado samplase, se obtuvo por primera vez en 1980 cuando se
cloné el cDNA del scu-PA y se expresd en E coli.

El rscu-PA degrada fibrina con un efecto sistémico menor que la uroquinasa.

Cuando se administra scu-PA se observo una fase “lag” antes del comienzo de la
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fibrinolisis. Collen ha sugerido que la fibrinolisis del coagulo mediada por scu-PA

s6lo ocurriria luego que la fibrina fuera degradada inicialmente por el t-PA ”

El complejo activador SK-plasminbégeno “anisolayted” (APSAC) es el
complejo SK-Plg, pero donde el sitio activo estd acoplado a p-anisol. EIl APSAC
tiene el sitio activo bloqueado pero presenta una alta afinidad por fibrina. Este agente
trombolitico que presenté una mayor especificidad por el coagulo y caus6 menor
fibrindgenolisis que la SK en los modelos animales estudiados, actualmente ha caido

70
en desuso .

Los agentes tromboliticos de tercera generacion se produjeron a partir de los

afios 90 y son vanantes de la molécula nativa de los activadores del plasmindgeno.

Los agentes recombinantes quiméricos son moléculas que tratan de unir la
capacidad trombolitica de alguna especie con la especificidad por fibrina de otras. En
la ultima década se han realizado numerosas investigaciones para mejorar los agentes
tromboliticos; se utilizan mutantes de los activadores del plasmindgeno, moléculas
quiméricas que conjugan dos activadores distintos; activadores de plasmindgeno
unidos a anticuerpos monoclonales antifibrina, etc. Si bien todos estos agentes
tromboliticos son investigados en modelo de trombosis animal ninguno ha sido

, e 91
aprobado aln para su utilizacién en seres humanos *.

Los activadores de Murciélago, presentes en la saliva del murciélago, son 4
activadores diferentes de Plg los cuales presentan homologia por el t-PA. Todos los

activadores del murciélago tienen un sé6lo kringle y alta especificidad por la fibrina.
La estafiloquinasa (SAK), es una proteina de 136 aa producida por algunas cepas

del Staphylococcus aureus. La SAK forma un complejo estequométrico 1:1 que

activa otras moléculas de Plg.
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La estafiloquinasa recombinante es mas potente para disolver coagulos que la

estafiloquinasa obtenida de Staphylococcus en diversos modelos animales 100,

Permanentemente se estan desarrollando y probando nuevos agentes tromboliticos
por ingenieria genética. En general los agentes que son fibrina especificos causan
menor protedlisis sistémica que los activadores que no se unen a fibrina. Segin
estudios recientes realizados con rt-PA, el problema, en realidad, no seria el tipo de
activador utilizado sino su concentracion. Asi, ya que para eliminar rapidamente la
obstruccion producida por el trombo, utilizarian dosis muy altas de agentes
tromboliticos, estos perderian afinidad por la fibrina y producirian una fibrinolisis

sistémica no deseada.

1.2.4- INHIBIDORES DEL SISTEMA PLASMINOGENO/PLASMINA

La inhibicion del sistema plasmindgeno/plasmina ocurre a nivel de la enzima
activa mediante los inhibidores de plasmina y a nivel de los activadores del
plasmindgeno a través de los inibidores de los activadores del plasminégeno (Fig.

L1).
1.2.4.1- INHIBIDORES DE PLASMINA: a,-ANTIPLASMINA (APL)

El principal inibidor fisiolégico de plasmina es la a,-antiplasmina (APL),
perteneciente a la familia de las serpinas (inhibidores de serinoproteasas). La

concentracioén plasmatica del inhibidor es 70 mg/ml (alrededor de 1pM) y su vida

media 2.6 dias '
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La a,-antiplasmina es una glicoproteina de una sola cadena de masa molecular
70.000. La molécula estd formada por 452 aminoacidos, contiene 2 puentes
disulfuros y presenta tres dominios funcionales:

1) El sitio activo localizado en la regidon C-terminal esta constituido por Argsg,
y Met 35 ',

2) El sitio complementario de los sitios LBS del plasminégeno, cercano al
extremo C-terminal, denominados sitios de unién a LBS (LBS-binding site)
3) El sitio de entrecruzamiento a glutamina, cercano al extremo N-terminal de

, 10
la molécula ',

En plasma y en sistemas puros la a,-antiplasmina forma un complejo
equimolecular con la plasmina de masa molecular 140 kD. El complejo plasmina o,-

: . . f . . 104,105
antiplasmina no presenta actividad proteasica ni estearasica .



Cadena A

Plasmina
' u-PA, t-PA

Cadena B
Plasmina

LBS 1

HO-Lys \
Ser.we\-Arg~Ser

) o, - antiplasmina
H —Asn-G:n-Glu

( Lys Val- OH

Cadena o
Fibrina

H-Gly

Fig. 1.6 - Interaccion de la a,-antiplasmina con la fibrina y la plasmina.

El mecanismo de inhibicién ocurre en dos etapas:
a) en la primera etapa se forma un complejo reversible que involucra la
reaccion de los sitios LBS de la Plm y los LBS de la a,-antiplasmina
b) la segunda etapa, mas lenta e irreversible, culmina con la formacidn de un
complejo estable.
La formacion del complejo se da a través de la formacidn de un enlace fuerte,
probablemente covalente, entre el residuo serina del sitio activo de la plasmina y

arginina, presente en el sitio activo de la o,-antiplasmina.
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La plasmina libre es inhibida rapidamente por la a,-antiplasmina, en cambio
cuando la plasmina es entrecruzada con la fibrina por accién del factor XIlla de
coagulacion, el inhibidor atrapado en el coagulo es capaz de inhibir sélo la plasmina

103,104 . ,
. La plasmina comenzaria a

generada inicialmente en la superficie del mismo
lisar el coagulo cuando se genera una cantidad de plasmina tal que supere la

concentracion del inhibidor presente en el trombo.

1.2.4.2- INHIBIDORES DE LOS ACTIVADORES DEL PLASMINOGENO

Los inhibidores de los activadores del plasmindgeno han sido denominados
genéricamente PAI (plasminogen activators inhibitors). Hasta el momento se han
descripto cuatro proteinas diferentes con actividad inhibitoria: PAI-1, PAI-2, PAI-3 y

proteasa Nexina.

El Inhibidor del Activador del Plasmindgeno tipo-1 (PAl-1) es una glicoproteina
de una sola cadena de masa molecular 52.000 que contiene 379 residuos
aminoacidicos |07"0(’; su sitio activo estd localizado en los residuos aminoacidicos
Argy,-Met,,,. Pertenece a la familia de las serpinas y se lo propone como el

regulador primario de la activacion del plasminégeno y de la protedlisis extracelular
108,109



sitio activo
Activadores del Plasmin6geno

N

Arg346 - Met 347

COOH 379

NH,

Fig. 1.7 - Esquema de la estructura del PAI-1

El PAI-1 es el principal inhibidor fisiolégico de los activadores del plasminégeno.
Inhibe al t-PA de una sola cadena, al t-PA de dos cadenas y al activador del

HO.MT 'y 2 inhibicion de los activadores se produce por

plasminégeno tipo uroquinasa
la formacién de un complejo equimolecular estable "z

El PAI-1 es producido por las células endoteliales, es liberado de los granulos a
de las plaquetas durante la activacidn plaquetaria y sintetizado in vitro por células de
hepatomas inducidas por dexametasona .

Hasta el momento no han sido establecidos los mecanismos que regulan la
secrecion del PAI por las distintas células que lo sintetizan. Las células endoteliales
incrementan la produccién de PAI-1 cuando son estimuladas por algunas citoquinas o

. g 113,114
lipopolisacaridos .
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El PAI-1 esta presente en plasma en pequefias cantidades, pero su concentracién
plasmaética aumenta en procesos febriles e inflamatorios por lo que es considerado
como una proteina reactante de fase aguda ''>''°.

Los niveles plasmaticos de PAI muestran variaciones circadianas; la actividad de
PAI-I presenta un pico en la mafiana temprano y luego desciende rapidamente.

Otro factor determinante de la concentracién plasmatica de PAI-1 es el polimorfismo

genético; con el polimorfismo Hind III, el genotipo 1/1 tiene concentraciones

plasmaticas de PAI-1 mas elevadas que el genotipo 2/2 ''7.

El PAI-1 es inestable en solucidn ya que se convierte espontineamente en una
forma latente inactiva por la pérdida de residuos cisteina y la formacion de un enlace
disulfuro intramolecular. El tratamiento de PAI-1 latente con agentes
desnaturalizantes, como SDS, reestablece la actividad inibitoria HZM8 gl pAI-1
circula en plasma humano unido a las proteinas ligantes de PAI-1 (PAI-1 binding
protein) las cuales estabilizan la forma activa del inhibidor. La mayor parte del PAI-1

109,119

activo, circula unida a la vitronectina (VN) incrementando ocho veces su

tiempo de vida media y localizando al inhibidor en los diversos tejidos.

El Inhibidor del Activador del Plasminogeno tipo 2 (PAI-2) es un inhibidor
perteneciente a la familia de las serpinas que inhibe rapidamente al tcu-PA y tct-PA
pero practicamente no inhibe sct-PA 108

Existen 2 formas de PAI-2: una no glicosilada, asociada a células de masa
molecular 47b KD y otra glicosilada de 60b KD que es la secretada.

La proteina glicosilada contiene 393 residuos aminoacidicos y su sitio activo esta

formado por Arg;sg-Thrysg 120
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Se identificd por primera vez en la placenta humana (Kawano 1968) pero también
se sintetiza en monocitos humanos, macréfagos humanos, diversas lineas celulares
mononucleares y en otros tipos celulares como células endoteliales y fibroblastos.

En condiciones fisiologicas los niveles plasmaticos de PAI-2 no son detectables
pero aumentan significativamente en el tercer trimestre del embarazo.

Aunque el PAI-2 inhibe a los distintos activadores del Plg eficientemente,
fisiologicamente estd almacenado en copartimientos intracelulares. Asi el PAI-2

, . . VPR 1
representaria un reservorio de actividad antifibrinolitica ~'.

El Inhibidor del Activador del Plasmindgeno tipo 3 (PAI-3) se encuentra en
orina y en plasma a muy bajas concentraciones; presenta identidad inmunolégica con
el inhibidor de la proteina C (PC) activada 122

PAI-3 inhibe PC activada, activador del plasmindgeno tipo urinario de dos
cadenas y muy lentamente al tct-PA en presencia de heparina 12

Aunque la concentracion plasmatica de PAI-3 (2 pg/ml) es alrededor de tres veces
la concentracion de PAI-1 y PAI-2, el PAI-3 es un inhibidor ineficaz de los
activadores del Plg tipo uroquinasa, porque la cinética de inhibicién en medio
plasmatico es muy lenta.

El PAI-3 inhibiria al u-PA en situaciones donde éste sobrepasara al efecto del

PAI-1, como por ejemplo, en las terapias tromboliticas con urokinosa 12

1.2.4.3- OTROS INHIBIDORES

La a, macroglobulina es un inhibidor de proteasas de amplio espectro. Es una
glicoproteina de 725 KD y esta constituida por cuatro cadenas polipeptidicas
idénticas, unidas por 2 pares de puentes disulfuro. Cada par forma una subunidad y

las dos subunidades estan asociadas por enlaces no covalentes.
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La o,- macroglobulina inhibe plasmina y reacciona con uroquinasa y t-PA,
formando sendos complejos activadores -a,M que mantienen la actividad proteolitia

2,124,125 ‘g PPN T ,
. La accién antifibrinolitica de la a,M estaria dado por

sobre el plasmindgeno
el hecho que los activadores unidos a a,M se depurarian mas rapidamente que los
activadores libres.

La reaccion a,M- plasmina es mucho mas lenta que entre plasmina y o,-
antiplasmina.

La o,- macroglobulina podria funcionar como un reservorio anti fibrinolitico que

seria utilizado en situaciones donde ;- antiplasmina se hubiera agotado.

La proteasa nexina I, es un inhibidor no especifico de trombina u-PA y plasmina,
secretado por la célula endotelial. La proteasa nexina se expresa en la membrana de
la célula endotelial, compleja a la enzima activa y el complejo se internaliza y

126 El heparan sulfato de la superficie

degrada por accion de las enzimas lizosomales
endotelial aumenta 200 veces la velocidad de reaccién proteasa nexina I- trombina,
sugiriendo que el principal rol fisiolégico de la proteasa nexina I es inhibir trombina.
La proteasa nexina I actuaria como inhibidor del sistema fibrinolitico cuando las
concentraciones de plasmina o u-PA excedieran la capacidad inhibitoria de la «,-

antiplasmina y de los PAI

La Glicoproteina Rica en Histidina (HRGP) es una glicoproteina de peso
molecular 75 KD que se encuentra en plasma (Conc. plasmatica: 1,8 pM) y en las
plaquetas. La glicoproteina rica en histidina se une al Plg a través del LBS del
Kringlel y por lo tanto es un inhibidor competitivo frente a la fibrina.

Fisiologicamente el 50% del plasmindgeno circula complejado en forma

reversible a esta proteina, reduciendo la concentracidn plasmatica de plasminégeno

. 29,127,128
libre }
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El CI- Inhibidor es una glicoproteina con un peso molecular de 105 KD,
compuesta por 478 aminoacidos. Presenta homologia estructural con otras proteinas
inhibidoras de serinoproteasas (serpinas).

Es el principal inhibidor de los factores XI y XII activados del sistema de
coagulacioén y de las calicreinas. El C1 inhibidor reacciona, in vitro, con la plasmina
y el t-PA lentamente por lo que la inhibicion directa de plasmina o t-PA no tendria

. . . e e, . 11
importancia a nivel fisiolégico .

1.2.5- MODULADORES DE LA ACTIVIDAD FIBRINOLITICA

La liproproteina a [Lp(a)] es una lipoproteina similar a lipoproteinas de baja
densidad (LDL) cuyos niveles plasmaticos correlacionan con la enfermedad
cardiovascular.

La Lp(a) se diferencia de la LDL por la presencia de la apolipoproteina a .

Apo (a) es una una liporpoteina plasmatica de baja densidad constituida por un centro
lipidico y dos subunidades proteicas, unidas por puentes disulfuros a y b. La
subunidad a tiene alrededor de 37 copias del Kringle4 y una copia del Kringles,
ambos dominios Kringles tienen respectivamente 75-85% y 90% de homologia
estructural de los correspondientes Kringles presentes en el plasminégeno. Lp (a)
tiene sitios de unidn a lisina y por lo tanto podria interferir con las funciones del
plasmindgeno que estan mediadas por esos kringles.

Si bien debido a las similitudes estructurales de 1a Lp(a) y el plasmindgeno ; la
Lp(a) podria interferir en la generacion de plasmina, actualmente no hay consenso de
la naturaleza de este efecto '>°.

Numerosos estudios in vitro han demostrado que la Lp (a) inhibe la activacion de

130,131132,

plasmindégeno mediado por t-PA ; hallazgos recientes sugieren que altas

concentraciones de t-PA superarian el efecto inhibitorio de la Lp(a) y activarian al



plasminégeno. Pacientes con altos niveles de Lp (a) no mostraron un incremento del
riesgo trombotico. 133,136

A pesar de la controversia existente, la hipdtesis que la Lp(a) modularia la
fibrinolisis es atrayente y seran necesarios nuevos estudios para establecer el efecto

de la Lp(a) sobre el sistema plasmindgeno/plasmina.

La trombospondina forma parte de la familia de proteinas adhesivas. Es una
glicoproteina de 3 cadenas que es secretada por los granulos o plaquetarios cuando la
plaqueta es estimulada por concentraciones de trombina menores que 199 ng/ml. La
trombospondina interviene en el fendmeno de agregacidon plaquetaria mediando las
interacciones celulares, células y célula matnz.

La trombospondina se une al plasmindgeno, a la glicoproteina rica en histidina, in
vitro y en ausencia de fibrina, la trombospondina acelera 30 veces la activacion del
plasminégeno por el t-PA; la trombospondina modularia la activacién del
plasminégeno mediada por t-PA por formacién de un complejo ternario t-PA y

. 137,139
fibrina '3,

La tetranectina es una proteina tetramérica de peso molecular 68 Kd que se
encuentra en sangre y plaquetas. Su concentracién plasmatica es 0,2 uM. La
tetranectina se une in vitro al K4 del Plasmindgeno favoreciendo la activacion a

plasmina mediada por t- PA.

La vitronectina, una glicoproteina adhesiva de 75 Kd, que interviene en
numerosos procesos fisiologicos y patologicos.

Es una proteina ligante de PAI-1 en plasma, la unién del PAI la vitronectina
prolonga de 2 a 4 veces la vida media del inhibidor. (De clerck 1988).

La VN localizaria y concentraria la accién del PAI-1 a regiones especificas dentro

09

de los tejidos : , regulando de este modo la accién antifibrinolitica del PAI-1.
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La endotelina-1 es un péptido vasoconstrictor aislado del sobrenadante del cultivo
de células endoteliales de cordon umbilical. La endotelina disminuye la liberacion de
t-PA de las células endoteliales de cordon humano cuando son estimuladas por

trombina. La endotelina actuaria como un regulador de la liberacidn de t-PA 140,

I.3- EL SISTEMA FIBRINOLITICO: EL SISTEMA
PLASMINOGENO/PLASMINA Y LA HEMOSTASIA:

El término hemostasia se refiere al conjunto de mecanismos y factores que
permiten que la sangre fluya a través de los vasos sanguineos manteniendo intacta la
vasculatura. El mecanismo hemostatico es responsable de formar el trombo
hemostatico cuando ocurre una lesién vascular, evitando una hemorragia excesiva, y
de lisar el trombo removiendo los depdsitos intravasculares de fibrina restablecer el
flujo sanguineo.

Los componentes del sistema hemostatico son: factor vascular, factor plaquetario,
sistema de coagulacidn, sistema plasmindgeno/plasmina, sistemas enzimaticos
plasmaticos (quininas, calicreinas, complementos) y factores reolégicos.

Todos estos componentes estan en un equilibrio dinamico y complejo; regulado
por interacciones moleculares especificas entre el endotelio, las células sanguineas,
enzimas, cofactores, zimégenos ¢ inhibidores presentes en el plasma o almacenados
en distintas células. Cuando este equilibrio se ve perturbado puede dar origen a

. ‘s i 141142
fendmenos hemorragicos o trombéticos .



1.3.1- SISTEMA DE COAGULACION

Cuando ocurre la ruptura del endotelio comienzan numerosos procesos tendientes
a formar un coagulo y detener el sangrado. Los vasos sanguineos se contraen; las
plaquetas se adhieren, luego se agregan formando el tapon hemostatico primario y
liberan factores procoagulantes.

La célula endotelial y los monocitos exponen el factor tisular (TF), hoy sefialado
como principal iniciador del sistema de coagulacién. El TF se une al factor
FVII, éste se activa y se forma el complejo TF. FVIIa
El complejo TF.FVIla activa el F X a Fr Xa en presencia de membrana fosfolipidica
y calcio; el complejo TF.F VIla también activa al FIX a FIXa, que en presencia de
VIla genera mas F Xa. Este mecanismo de amplificacion es necesario porque el F Xa
generado inicialmente se inhibiria rapidamente por el inhibidor fisiologico de la via
del factor tisular (Tisular factor pathway inhibitor) TFPI frenando la activacion
continua del Xa.

El factor Xa, en presencia de Va, fosfolipidos e iones Ca’ transforman la
protrombina a trombina. La trombina cliva al fibrindgeno originando fibrina soluble
y activa el factor XIII a factor XIlla y a los cofactores VIIla, Va y VlIila
respectivamente (la activacion de los cofactores constituyen un mecanismo de
retroalmentacidn positiva del sistema de coagulacion). El factor Xllla, estabiliza la
fibrina soluble a fibrina insoluble consolidando asi el tapédn hemostatico.

Al producirse la injuria endotelial se activa el sistema de calicreinas/quininas,
generando factor XI a factor Xla que actua sobre el factor IX generando factor 1Xa.
Este refuerzo en la generacion de factor IXa a través del factor XIa, seria necesario en
sitios del organismo donde la actividad fibrinolitica estd aumentada, como lo
demuestra la existencia de sangrado en encias que manifiestan los individuos
deficitarios de XI '*>'*.

El sistema de hemostasia esta regulado fisiologicamente a tres niveles:
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a) a nivel de las serinoproteasas activas, por los inhibidores de serinoproteasas
(serpinas): Los factores de coagulacion interactiian con las serpinas como sustratos
suicidas. A este grupo de inhibidores pertenecen la antitrombina III (ATIII), el
cofactor II de la heparina (HCII) y el Cl-inhibidor. La antitrombina III, considerada
el principal inhibidor fisiolégico del sistema, inhibe trombina, F Xa, F IXa y F Xlla.
La accién de la ATIII es potenciada in vivo por el heparan sulfato presente en el
endotelio. La heparina, utilizada en la terapeutica anticoagulante, aumenta alrededor
de 1000 veces la velocidad de reaccién trombina-antitrombina. El cofactor II de la
heparina inhibe sélo trombina y su potenciador el dermatan sulfato, se encuentra en
la capa media de los vasos sanguineos 145,146

b) A nivel de los cofactores del sistema de coagulacion (FVIIIa y FVa):el sistema
Proteina C/Proteina S que inhibe la accién de los factores VIIla y Va. La trombina
induce en la célula endotelial la exposicién de trombomodulina, la PC se une a la
trombomodulina y es activada a PC activada por trombina.

La PC activada en presencia de PS, factor V y membranas fosfolipidicas inhiben a
los factores Va y VIlla. La proteina S también inhibiria factor Va en forma
independiente 147
c) A nivel del complejo factor VIIa-TF: Por la accion de un inhibidor tipo Kunitz,
denominado TFPI (tisular factor pathway inhibitor) liberado por distintas células. El

TFPI tiene especificidad dual e inhibe primero al factor Xa y luego el complejo FXa-

TFPI, inhibe al factor VIIa %,

Los inhibidores fisioldgicos, que siempre estan en exceso, son los responsables de
mantener arrestado el sistema de coagulacion; para que ocurra la formacion del
trombo se debe generar, en el sitio de la injuria, una cantidad de factores activados
que supere a la concentracion de inhibidores disponibles. Fisiolégicamente
continuamente se estan generando pequefias cantidades de trombina que son

inhibidas por la antitrombina III, es decir que fisiolégicamente hay un equilibrio
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dinamico entre la generacién y la inhibicién de trombina o expresado en otros

términos entre la activacion e inhibicidn del sistema de coagulacién.

1.3.2- FISIOLOGIA DE LA LISIS DEL COAGULO

El mecanismo fibrinolitico controla y limita la formacién de fibrina intravascular
y particpa junto a neutrdfilos y monocitos en la remocion del trombo. El inhibidor de
los activadores del Plg-tipo 1 (PAI-1) ha sido postulado como el principal regulador
fisiologico del sistema fibrinolitico in vivo. )

Los diversos estudios realizados sobre el sistema fibrinolitico in vitro y en vivo y
el advenimiento de los activadores recombinantes como agentes tromboliticos han
permitido esclarecer hechos importantes_en el mecanismo fibrinolitico. Debido a, la
ausencia de pacientes con deficiencias congénitas de los activadores fisiologicos y a
las dificultades que se presentan para reproducir in vitro las interacciones que existen
en un coagulo sanguineo formado in vivo, es que son pocas las certidumbres acerca
de las posibles interacciones dinamicas que ocurren in vivo entre la fibrina, los
activadores e inhibidores fibrinoliticos, la célula endotelial y los leucocitos. Durante
mucho tiempo se creyd que t-PA era el activador principal que intervenia en la
remocion del coagulo. Sin embargo, la utilizacion de terapia trombolitica combinada
con t-PA y u-PA recombinante en humanos y en modelos animales, han demostrado
que ambos activadores tienen un efecto sinérgico en la trombolisis. Estudios con
animales transgénicos sugirieron que tanto el t-PA como el u-PA contribuirian en
prevenir la deposicién de fibrina, durante los procesos de inflamacién e injuria
endotelial. El u-PA intervendria en la prevencion de la deposicidn de fibrina, a través
de una proteolisis plasminica asociada a células, pero aun no estan esclarecidas las
condiciones bajo las cuales el u-PA podria participar en la disolucién del coagulo in

vivo (Fig.1.8) 150.151
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Fig. I. 9 - Lisis del codgulo de fibrina.
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Se postula que durante la formaciéon del coagulo el activador tisular del
plasminégeno y el plasminégeno plasmatico se adsorberian a la fibrina. La
a,-antiplasmina también se uniria a la fibrina, por accion del factor XIlla; este hecho
aseguraria la estabilidad del tapén hemostatico ya que la plasmina generada
inicialmente seria inhibida por la a,-antiplasmina entrecruzada. La lisis del coagulo
se iniciaria solamente cuando se generara una cantidad de plasmina que supere la
concentracion de la o,-antiplasmina entrecruzada al coagulo. Por otro lado la
trombina, generada durante la activacion del sistema de coagulacion, y el éstasis
venoso, originado por la oclusidn del vaso sanguineo, inducirian la liberacién del t-
PA y del scu-PA del endotelio. El t-PA liberado en las cercanias del coagulo, se
uniria rapidamente a la fibrina, evitando ser inhibida por el PAI-1, liberado también
por la célula endotelial estimulada.

El t-PA activaria al plasmindgeno a plasmina a través de la formaciéon de un
complejo termario y la plasmina formada comenzaria a degradar fibrina. Como
consecuencia de esta protedlisis inicial se expondrian sitios adicionales de alta
afinidad (sitios lisina carboxiterminal), para la unién de mas plasmindgeno. Este
mecanismo constituye un “feed back” positivo para el sistema fibrinolitico y asegura
la activacion del plasmindgeno localizado sobre el coagulo de fibrina. A medida que
transcurre la degradacion del trombo, la plasmina es liberada al plasma y es inhibida
por la a,-antiplasmina.

La intensidad y la velocidad de la lisis del coagulo in vivo dependeria de la
orientacion y la concentracidn de los agentes profibrinoliticos y antifibrinoliticos en
la malla de fibrina y de la estructura, ancho y rigidez de las fibras de fibrina que

. 51,53
forman el codgulo .



1.3.3- HEMORRAGIA O TROMBOSIS: EL RESULTADO DE UN
DESBALANCE HEMOSTATICO

La hemostasia es el resultado final de una serie de interacciones estrictamente
reguladas. Pequefios cambios en algunos de los componentes hemostaticos pueden
predisponer a manifestaciones hemorragicas o trombdticas.

Los estados hemorragicos pueden deberse a una hipocoagulabilidad ocasionada
por una deficiencia, adquirida o hereditaria, de uno o mas factores del sistema de
coagulacion o una activacién excesiva del sistema fibrinolitico.

Los estados protrombdticos pueden deberse a una hipercoagulabilidad causada por
una activacion descontrolada del sistema de coagulacion (déficit adquirido o
hereditario de algin inhibidor fisioldgico) o por disminucién de la actividad
fibrinolitica. Un individuo que presente un estado de hipercoagulabilidad, tendra una
mayor disposicion a presentar eventos trombdticos cuando aparezca alguin factor
desencadenante (cirugia, embarazo, etc.). La magnitud del proceso trombdtico

dependera de las causas que lo produjeron y del estado general del individuo.

1.3.3.1- HIPOFIBRINOLISIS Y TROMBOSIS

La actividad fibrinolitica neta en el torrente sanguineo y en los tejidos, reflejan el
balance entre los componentes profibrinoliticos (plasmina y activadores del
plasminégeno), y los componentes antifibrinoliticos (a,-antiplasmina e inhibidores
de los activadores de plasminogeno). Dado que el plasmindgeno se encuentra en altas
concentraciones en el plasma y en otros fluidos bioldgicos, la regulacion del sistema
fibrinolitico ocurre por el balance neto entre los activadores del plasminégeno (PA) y

sus inhibidores (PAI).
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Una actividad fibrinolitica disminuida esta asociada a un aumento en el riesgo
trombdtico, pero la asociacidon entre y trombdsis no ha sido confirmada por
estudios. Los estados hipofibrinoliticos aparecen cuando hay niveles del
plasmindgeno funcionales y/o inmunolégicos disminuidos, defectos en la sintesis o la
liberacién del activador tisular del plasmindgeno o incremento en los niveles del
PAI-11°%",

La deficiencia congénita de plasmindgeno como causa de fendmenos trombéticos

155,154

ha sido observada en pocos pacientes . Niveles del plasminégeno disminuidos

se han observado en numerosos estados patolégicos como enfermedad hepética,

1% Anormalidades en la molécula de

sépsis '7 y la fiebre hemorragica Argentina
plasmindgeno llamadas displaminogenemias, impiden una activacion efectiva del
plasmindgeno a plasmina, o dan origen, luego del proceso de activacion a moléculas
de plasmina inactivas. Los plasminégenos anormales Tochigi I, Tochigi II, Nogoya,
Tokyo, Paris I y Frankfurt I presentaron una sustituciéon aminoacidica cercana al sitio
activo; estos displamindgenos al ser activados generaban una plasmina incapaz de
lisar fibrina. Los displasminégenos Chicago I, Chicago II y Chicago III no son
activables a plasmina, por accién de los activadores del plasmingeno'”’. En todas
estas displaminogenemias, el proposito fue identificado luego de su primer evento
trombdtico, mientras que los miembros de las respectivas familias no habian sufrido
manifestaciones trombéticas *° a pesar de haber sido estudiados a edades avanzadas.

Si bien niveles disminufdos de t-PA han sido sefialados como causa probable de
hipofibrinolisis, hoy es aceptado que el PAI-1 es el principal regulador fisiologico
del potencial de activacién del sistema fibrinolitico '* .

En la mayoria de los pacientes con terapia trombolitica en los cuales ha sido
detectado una hipofuncién del sistema fibrinolitico, esta disminucién estuvo
relacionada a un incremento de PAI-1 mas que a un descenso de los niveles de
(. PAIOT158

Sin embargo, tadavia no ha sido fehacientemente establecido que un incremento

de PAI-1 sea un factor independiente en el desarrollo de la trombosis venosa
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profunda. Hay que tener presente que, a pesar de altos niveles de PAI-1, la trombosis
se manifestaria clinicamente sélo cuando alglin estimulo trombogénico apareciera.
En estas condiciones los niveles incrementados de PAI-1 inhibirian la respuesta
fibrinolitica normal, promoviendo la persistencia de la fibrina intravascular.

Por ultimo, debe considerarse que el PAI-1 es un reactante de fase aguda, por lo
tanto, el aumento podria deberse (y no ser la causa), a la trombosis venosa

desarrollada previamente.

1.3.3.2- HIPERFIBRINOLISIS Y HEMORRAGIA

Una hiperfibrinolosis, debido a incremento en los niveles de t-PA o a una
disminucidn de la a,-antiplasmina, podria inducir a manifestaciones hemorragicas.

Pacientes con deficiencia congénita homocigota de a,-antiplasmina tienden a
tener hemorragias severas. Las manifestaciones de sangrado se deberian a una lisis
prematura del coagulo de fibrina debido a una mayor actividad plasminica en
ausencia del inhibidor. Existen 36 casos reportados de pacientes heterocigotas con
deficiencia de o,-antiplasmina, todos con niveles funcionales y antigénicos del
inhibidor entre 40 y 60% del valor normmal (13/36 presentaron episodios
hemorragicos).

La deficiencia adquirida de o,-antiplasmina ha sido encontrada en pacientes con
enfermedades hepaticas severas, coagulacion intravascular diseminada y algunas
enfermedades renales.

Existen solo dos casos reportados en la literatura, donde se ha encontrado un
aumento de actividad fibrinolitica, por un incremento hereditario de los niveles de
t-PA 7198139 Egtos pacientes presentaron acortamiento en los tiempos de lisis de las

englobulinas, pero las manifestaciones de sangrado ean esporadicas.
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I1.4- EL SISTEMA PLASMINOGENO/PLASMINA EN OTROS
PROCESOS BIOLOGICOS

El sistema plasmindgeno/plasmina, ademas de actuar como sistema fibrinolitico,

interviene en numerosos fenomenos biolégicos: la reparacién tisular, ovulacidn,

160 ., )
remodelacion de la matriz

163,164

implantacion embrionaria, embriogénesis

161162 invasién tumoral y metastasis

extracelular . El sistema Plg/Plm podria
también estar involucrado en las funciones del cerebro, ya que se ha detectado la
exposicion de componentes fibrinoliticos en areas especializadas del cerebro durante
el desarrollo.

El sistema Plg/PIm debe ser considerado como un sitema de protedlisis
extracelular, regulado y localizado precisamente, a través de la sintesis y secresion de
los activadores € inhibidores del plasmindgeno. Diversos estudios, in vitro, han
demostrado la intervencidn del sistema Plg/PIm en diversos procesos bioldgicos sin
embargo no se ha demostrado su importancia fisioldgica cuando dichos procesos

.. 5§
ocurren in vivo .

1.4.1- REMODELACION TISULAR

La degradacion de la matriz extracelular y de las membranas basales es necesaria
en todo proceso de remodelacién tisular. Las tres principales metoloproteasas (MP)
que participan en la degradacidon de las proteinas de la matriz extracelular son:
colageno, melisina y gelatinasa, que son secretadas en forma de zimégenos por las
células del tejido conectivo.

La plasmina degrada la matriz extracelular y transforma a las MP en la forma
activa. Los activadores de Plg tipo uroquinasa actuarian sobre algunas proteinas de la

matriz y originarian una protedlisis pericelular independiente de plasmina letiez
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El sistema plasminégeno/plasmina también intervendria en la remodelacion de la
médula durante el crecimiento y la edad adulta. Las colagenasas latentes serian
activadas por proteodlisis plasminica promoviendo asi la migracidn de los osteoblastos
y facilitando la reabsorcion medular. Estudios en ratones transgénicos deficientes en
t-PA 6 u-PA, han revelado que el sistema plasminégeno/plasmina no es

imprescindible para la remodelacién normal de la médula *°.

1.4.2- OVULACION

El sistema plasmindgeno/plasmina intervendria en la remodelacién tisular que
tiene lugar durante la formacién de los foliculos preovulatorios y proveeria una
protedlisis selectiva y direccional durante la ruptura de los foliculos, en el ovario
humano.

El t-PA es el activador del plasminégeno predominante en los foliculos
preovulatorios de ratas estimuladas con gonodotrofinas.

Estudios in vivo en ratas demostraron que la actividad de t-PA era baja previa a la
ovulacion, aumentaba luego de la estimulacién con gonadotrofinas en la ovulacion y
disminuia luego de producida la ovulacién. El comportamiento de la actividad del
PAI-1 fue inverso al del t-PA.

Estudios con ratones transgénicos han demostrado que la ovulacién inducida por
gonadotrofinas, puede ocurrir en ausencia de t-PA, u-PA, PAI-1 o Oy~
macroglobulina, pero se encuentra reducida en ratones con deficiencia combinada de
u-PAy t-PA”.

Hasta el momento se puede afirmar que el sistema Plg/Plm esta involucrado en
diversas funciones en el ovario, pero son necesarios mas estudios para esclarecer la
importancia relativa de los distintos componentes del sistema Plg/Plm en estos

procesos.
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1.4.3- ANGIOGENESIS

La angiogénesis es el proceso por el cual se forman nuevos capilares sanguineos, a
partir de vasos preexistentes.

Una degradaciéon proteolitica controlada de la degradacién de la matriz
extracelular seria necesaria y reflejaria un balance entre los activadores del sistema
fibrinolitico y sus inhibidores. El factor fisioldgico para la angiogénesis y el factor de
crecimiento B (TGFg), moduladores de la participacion de la célula endotelial en la
angiogénesis, inducen la liberacion de t-PA y u-PA.

Modelos experimentales, usando monocapas de células endoteliales discontinuas,
han demostrado que las células secretan u-PA hasta que se genera una monocapa
continua. La protedlisis plasminica, jugaria un rol mas importante en la
reendotelizacidn o reangiogénesis en un proceso inflamatorio o luego de una injuria

endotelial que durante el proceso normal de formacion de capilares sanguineos.

1.4.4- PROCESOS PROLIFERATIVOS

La protedlisis plasminica pericelular facilitaria la migracion de las células a través
de barreras anatomicas, por degradacion de los constituyentes de la matriz
extracelular.

La expresion de u-PA, u-PAR y PAI-1 esta aumentada en las células tumorales y

163164 Diversos componentes del sistema fibrinolitico

en el estroma que las circunda

han sido sugeridos como marcadores prondsticos de algunos tumores en €l hombre.
En carcinomas humanos de colon y prostata existe una correlacion entre la

expresion de u-PA y la agresividad del tumor y progresién clinica de la

enfermedad '%’.
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En modelos experimentales se ha comprobado que la invasion de las células
tumorales en embriones de pollo esta reducida cuando se inhibe la produccién o la
actividad de u-PA'®. Otros autores utilizando diversas lineas celulares, han
encontrado que la agresividad del tumor correlaciona no sélo con la expresiéon del u-

PA sino también con la del t-PA.

1.4.5- ATEROSCLEROSIS

La ateroesclerosis es una enfermedad de las arterias musculares medianas y
grandes, y de arterias elasticas, en la cual hay una pérdida de la elasticidad de los
vasos arteriales Existen dos formas de lesiones ateroesclerdticas: la placa lipidica y
la placa fibrosa, caracteristica de la ateroesclerosis senil. La placa fibrosa consiste en
una core necrotico compuesto por células espumosas cubiertas por macrofagos,

169,170
. El ateroma

células del musculo liso, colageno, elastina y proteoglicanos
asintomatico es un sitio donde hay sustancias procoagulantes que podrian conducir a
la trombosis. Numerosos estudios epidemioldgicos, genéticos y moleculares asocian
un estado hipofibrinolitico con el desarrollo y/o el progreso de la ateroesclerdsis (38-
40), sugiriendo que una deficiencia en la generacion de plasmina podria contribuir a
la patogénesis de la enfermedad. Estudios con ratones transgénicos que
sobreexpresan la lipoproteina Lp(a), han demostrado una disminucion de la
generacion de plasmina en los vasos ateroesclerdticos. El analisis de arterias
humanas ateroesclerdticas revelan la presencia de PAI-1 en la placa ateromatosa 6o
La presencia de altos niveles de PAI-1 dentro de la placa ateromatosa podria inhibir
la generaciéon de plasmina y por ende la degradacion de la matriz extracelular
contribuyendo a estabilizar de esta forma la lesion. La magnitud y la forma en que el

sistema fibrinolitico podria afectar las lesiones ateroescleréticas aun no estan bien

establecidas.
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II- LAS ENZIMAS LEUCOCITARIAS

I1.1- POLIMORFONUCLEAR NEUTROFILO

Los leucocitos son elementos nucleados morfoldgica y funcionalmente
heterogéneos presentes en la sangre, su medio de transito desde los drganos que los
generan hasta los espacios celulares donde cumplen su rol fisioldgico. Los diversos
tipos de leucocitos se encuentran en la sangre periférica en concencentraciones
diferentes y relativamente constante, resultado de un equilibrio dinamico entre los
leucocitos que se incorporan y los que abandonan permanentemente el sistema
circulatorio. Bajo condiciones de relajacion fisica y mental el nivel basal de

M "Bl nivel de leucocitos aumenta

leucocitos es 5,0 a 7,0 x 10° células/litro
ligeramente hacia el atardecer, con la radiacién solar intensa, durante la ovulacién y
el embarazo. El ejercicio extremo origina una marcada leucocitosis de valores hasta
22,0 x 10 células/litro, especialmente por incremento de los leucocitos neutrofilos.
Los leucocitos se clasifican en linfocitos (y sus derivados, las células plasmaticas),
los monocitos y los granulocitos, denominados asi por la presencia de granulos en su
citotoplasma. Los granulocitos, se designan como neutrdfilos, eosindfilos y baséfilos
segun las caracteristicas tintoriales de sus granulos. Se denominan
polimorfonucleares (PMN) a los granulocitos en el estadio mas maduro, en el cual el
nucleo esta polilobulado. Los neutréfilos, cosinéfilos y baséfilos tienen perfiles
similares de proliferacion, diferenciacion, maduracién, almacenamiento medular y
liberacion a la sangre y tienen una célula troncal comun, la CFUyy donde los tres
primeros estadios constituyen el comportamiento mitdtico y los tres ultimos el
comportamiento madurativo. Los estadios del proceso de proliferaciéon y maduracién
de los granulocitos son: Mieloblasto, promielocito, mielocito, metamielocito, células

en cayado y PMN maduro. Diversos factores humorales, denominados factores de
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crecimiento hemopoyético, regulan la actividad proliferativa de las células
progenitoras de granulopoyesis.

En la regulacidn de la mielopoyesis intervienen principalmente la interlukina 3, el
GM-CSF, G-CSF y el M-CSF. Para conservar la mielopoyesis dentro de los limites
fisiolégicos existen también diversos inhibidores, como son la PGE2 y la isoferritina,
que actian mediante mecanismos de retroalimentacion negativa.

Las caracteristicas principales de cada estadio celular estan resumidas en la tabla
II.1. Hay que tener en cuenta que las definiciones morfolégicas para diferenciar los
estadios celulares son arbitrarias y no siempre concuerdan con los cambios
bioquimicos o funcionales, ocurridos a nivel celular.

Durante el estadio promielocitico aparecen y se acumulan los granulos llamados
no especificos, azuréfilos o primarios, que permanecen en el PMN maduro. En el
estado mielocito aparecen los granulos especificos o secundarios. El contenido de
granulos primarios del mielocito es menor que el de granulos secundarios, ya que los
granulos azuréfilos se forman sélo en el promielocito y se reparten equitativamente
entre las células resultantes de sucesivas divisiones mitéticas. En el neutréfilo
maduro, estadio final del proceso de maduracién, la relacién G.azurdfilos
/G.secundarioses 1,20 37,

La microscopia electronica permite diferenciar las tres series granulociticas,
neutréfilas, eosindfilas y basoéfilas, por la estructura fina de los granulos azurdfilos a
partir del estadio promielocitico; en cambio por microscopia Optica las series
granulociticas solo pueden diferenciarse a partir del estadio mielocitico.

A medida que las células maduran se produce progresivamente reduccidon del
tamafio celular, condensacion cromatinica y lobulacién nuclear progresiva; cambios
en la composicion bioquimica del citoplasma, de la membranacelular de los granulos
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y un aumento en las capacidades funcionales de los granulocitos ™.



Tipo de tamarfio Nicleo Citoplasma
Célula (uM) Posicién Forma/ Cromatina | Nucleado Cantidad Color Granulos
Color Relativa
Granulocitos
Mieloblasto 10-8 Excéntricao | Redondo u Fina 2-5 Escasa Azul Ninguno
Central oval/Purpura
Promiclocito 12-20 Excéntricao | Redondo u Fina 2-5 Moderada Azul Primarios
Central oval/Pirpura
suave
Mielocitos 12-18 Excéntrico | Oval Purpura Fina Raros Moderada Rosa Primarios
Azulado Secundarios (en
neutréfilos)
Metamielocitos 10-18 Central o Herradura Distingue Ninguna Abundante Rosa Neutréfilo Cosinéfilo
Excéntrica Pirpura basi y oxi- Basofilo
Azulado cromatina
Cayado 10-10 Central o Form Distingue Ninguna Abundante Rosa Neutréfilo Cosinéfilo
Excéntrica a de banda Basi y oxi- Basdfilo
Parpura cromatina
Azulado
Polimorfonuclear
Neutréfilos 10-15 Central o 2-5 lébulos Densa Ninguna Abundante Rosa Finos Rosas
Excéntrica Purpura Pélido o Violetas
Azulado
Eosinéfilos 1015 Central o 2-3 lébulos Densa Ninguna Abundante Rosa Grandees
Excéntrica Pardo Numerosas
Uniformes
Basdfilos 10-15 Central 2-3 16bulos Densa Ninguna Abundante Rosa Grandes
Pirpura Espesos
Azulado Oscuros

Tabla II.1- Caracteristicas de los distintos estadios celulares de los leucocitos.
(Tinci6n May Griinwald-Giemsa)




El neutrdfilo maduro, denominado polimorfonuclear, el leucocito mas abundante
en circulacion, es una célula pequeiia con volimen de 600f, con nucleo lobulado,
cromatina condensada, escasas mitocondrias, granulos citoplasmaticos, alto
contenido de glucdgeno, y diversas proteinas de membrana y citoplasmaticas
comprometidas en la funcionalidad celular.

La funcién principal de granulocito neutréfilo es prevenir o retardar la accién de
agentes infecciosos u otro material extrafio al huésped. Para cumplir su rol, el
neutrofilo tiene capacidad de movilidad, de adhesion celular, fagocitica y bactericida.

La poblacion de neutréfilos de un individuo es heterogénea en cuanto al desarrollo
de cada una de las funciones seflaladas. No esta plenamente establecido si la
heterogeneidad encontrada indica, subpoblaciones verdaderas provenientes de
precursores celulares distintos, diferencias de maduracion o influencias del
microambiente celular '*.

La membrana del neutréfilo no expresa antigenos ABO ni los antigenos de Clase
I1 del sistema HLA. Esta membrana contiene receptores para factores quimiotacticos
(péptidos N-formilados, leucotrienos B-4), para factores opsonizantes (regién Fc de
las inmunoglobulinas IgG1 y de Ig G3, C3b y C3bi) y para diversos mediadores
celulares que modulan su accién (II-1, TNF, GM-CSF, G-SCF, factor activador de
plaquetas y agentes adrenérgicos). La union del ligando al receptor induce cambios
en el citoesqueleto plasmatico, que producen la extension de pseudépodos en un
proceso mediado por proteina G y fosfatidilinositol.

En la membrana también se encuentran tres receptores glicoproteicos,
denominados Mac-1, LAF-1 y p150,95 que son exclusivos de los leucocitos y que
intervienen en la adhesion de los neutréfilos a las células endoteliales humanas. La
membrana del neutréfilo también presenta citocromo b558 y una flavoproteina
asociada; diversas fosfolipasas y proteinas Na/K-APTasa y Ca/Mg-ATPasa que
actian como canales y bombas de iones.

En el citoplasma del neutréfilo se encuentra actina, miosina y diversas proteinas

ligadoras de actina que intervienen en la movilidad. fagocitosis y degranulacion del
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neutrofilo. En el citosol se encuentran distintas cantidades de enzimas que actian en
los diversos ciclos metabdlicos, agentes oxidantes (dismutasa, catalasa, glutation,
peroxidasa, reductasa) y glucdgeno como fuente energética en situaciones de
anaerobiosis. La naftol-D-clorocetato estereasa, es una enzima citoplasmatica

presente sélo en neutréfilos y sus precursores gl

II.1.I- GRANULOS DE NEUTROFILO:

En el neutréfilo existen al menos tres clases de granulos que difieren en su
contenido y cuya secrecion estaria controlada por mecanismos diferentes' '
* Granulos primarios o azuréfilos
* Granulos secundarios o especificos
* Granulos terciarios

Los grdnulos primarios o azurdfilos son empacados y liberados desde el interior
de la superficie cdncava del aparato de Golgi, en el estado promielocitico. Contienen
estructuras cristalinas centradas que unen colorante rojo neutro apareciendo como
cuerpos rojos en las preparaciones supravitales.

Ellos son esencialmente lisosomas unidos a membranas que contienen distintas
enzimas: peroxidasa, elastasa, catepsina G, estearasa, B glucoramidasa, 8-
galoctosidasa, a manosidasa, lisozimas y otras proteinas basicas. La mieloperoxidasa
es la enzima que se utiliza habitualmente como marcador de granulacién primaria.
Los granulos azurdfilos contienen componentes que ejercen funciones microbicidas
tras su expulsion del fagosoma; la fagocitosis estimula la secrecion de los granulos.
La estimulaciéon del neutrofilo, pretratado con citocolasina B o lipopolisacaridos
bacterianos, complejos inmunes, factores quimiotacticos, ésteres de forfol e
ion6foros de calcio, producen la degranulacién in vitro de los granulos secundarios
primero y luego de los azuréfilos. La monosina, un ionéforo de calcio y la nigericina,

. , . .. ' . ’ - . 176
un ionéforo de K, inducirian la secresion selectiva de los granulos primarios .
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Los grdanulos secundarios o especificos son mas prqueiios que los primarios. Se
forman y son liberados del exterior de la superficie convexa del aparato de Golgi en
los mielocitos.

Los granulos secundarios contienen aminopeptidasa, lisozima, colagenasa,
lactoferrina, proteina ligante de B12, transcobalaminas y una variedad de proctinas
basicas. La presencia de fosfatasa alcalina en los granulos secundarios es
controversial. La lactoferrina y la proteina ligante B12, son las proteinas marcadoras
de degranulacién de granulos secundarios.

Los componentes de los granulos secundarios ejercen funciones degradativas en el
fagosoma, generan péptidos de accién quimiotactica y facilitan la iniciacion de los
procesos reparativos. Las funciones que pueden corresponder a la lactoferrina y a la
proteina ligadora de B12 no estan bien establecidas; es probable que ejerzan efectos
bacteriostaticos e intervengan en la regulacién de la granulopoyesis.

Los granulos secundarios secretan su contenido cuando el neutréfilo es estimulado
por agentes quimiotacticos, ésteres de forbol e ionéforos de calcio. El citocromo b y
una flavoproteina presentes en la membrana del granulo son responsables del

fenomeno de la explosion o estallido respiratorio.

Los grdnulos terciarios aparecerian en los estadios de metamielocitos y
neutréfilos en cayados, contienen gelatinasa, catalasa, ubiquinona y fosfatasa alcalina
leucocitaria. Algunos investigadores sugieren que los granulos terciarios no serian

tales, sino serian solo variaciones de los granulos primarios y secindarios.

La funcién principal de las enzimas leucocitarias liberadas durante la
degranulacién es bactericida; este mecanismo, mediado por las enzimas degradativas,

es tmbién eficaz en anaerobiosis. El proceso de degranulacion ocurre una vez que la
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particula extrafia ha sido internalizada, por fusion de los granulos lisosomales con el
fagosoma. El contenido de los granulos especificos es liberado primero dentro del
fagosoma y es independiente de la degranulacién posterior de los granulos azuréfilos.

La fusidn del lisosoma y la membrana celular estaria mediada por microtibulos y
es independiente del metabolismo oxidativo del neutréfilo. Si bien la fusién de los
lisosomas con el fagosoma ocurre intracelularmente, por lo general parte del
contenido lisosomal es liberado al medio extracelular por degranulacion prematura
(fenémeo de regurgitacion ) durante la alimentacion. Una degranulacion extracelular
excesiva pude lograrse tratando los neutrdfilos con citocalasina B; en esta situacion
las células liberan el contenido de los granulos al medio extracelular cuando son
estimulados a nivel de membrana ',

Las enzimas liberadas también pueden actuar sobre estructuras tisulares al resultar
expulsadas en el espacio tisular, por mecanismos de exocitosis 0 por mecanismos no
asociados con la fagocitosis. Las proteasas neutras, elastasa, colagenasa y catepsina
G, cuando son liberadas extracelularmente y superan la capacidad inhibitoria de las
antiproteasas plasmaticas, degradan una amplia gama de sustratos biologicos
produciendo un incremento en la respuesta inflamatoria.

Existen diversas sustancias que inducen la degranulacion in vitro, muchas de las
cuales estan presentes normalmente en el plasma y aumentan en aquellos pacientes
con alteraciones neutréfilas; estos hechos sugieren que el neutréfilo tendria in vivo

171177

funciones no solo fagociticas sino también secretorias.

I1.1.2- DISTRIBUCION DE LOS NEUTROFILOS

Los leucocitos se producen continuamente en cantidades relacionadas con el nivel
de demanda del organismo, procurando protegerlo de agresiones fisicas, quimicas y

microbioldgicas y participando en la regeneracion de las lesiones.
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En condiciones basales el tiempo de transito medular desde el estadio de
mieloblasto hasta el acceso del granulocito neutréfilo a la sangre circulante, es de 7 a
11 dias. Una vez maduros los neutréfilos pasan de la médula a la sangre periférica.
La cantidad de neutrdfilos que entra en el compartimiento intravascular es del orden
de 1.63 x 10° células kg/dia. La reserva celular del compartimiento medular
postmitético es alrededor de 12-14 veces los neutrofilos circulantes. Los neutréfilos
del compartimiento intravascular estan repartidos en dos subcompartimientos que
coexisten en un equilibrio dinamico: un pool de neutréfilos circulantes y ( neutréfilos
marginados) un pool marginal. El pool marginal esta constituido por los neutréfilos
que se mantienen fijos a capilares marginales y en los sinusoides esplénicos. En un
hombre normal los neutrofilos estan en un equilibrio constante entre los dos
compartimientos y los pools son casi de igual tamafio. Las alteraciones de este
equilibrio son la respuesta inicial a las agresiones en el organismo o a diversos
estimulos fisioldégicos i

El tiempo medio de permanencia de los neutréfilos en el compartimiento
intravascular es de alrededor de 10 horas, es decir que hay alrededor de dos
renovaciones diarias del contenido total de neutrdfilos. Los neutréfilos del pool
marginal acceden a los espacios tisulares por diapedesis entre las células endoteliales
de las vénulas post capilares sin orden cronoldgico y probablemente sin retorno a la
circulacién. El tiempo que esta el neutrofilo en el compartimiento tisular es alrededor
de 4 dias, luego son destruidos.

La determinacién del numero de neutréfilos realizada sobre una muestra
sanguinea obtenida por puncién venosa refleja la cantidad de células en el sub-
compartimiento circulante. El nimero de neutréfilos en circulacion puede aumentar
(granulocitosis neutréfila o neutrofilia) por movilizacién de elementos del
compartimiento marginal y/o bloqueo de la emigracién a espacios tisulares (ocurren
durante el ejercicio fisico o y estrés). La disminucién de la concentracion de
neutrofilo en sangre (neutropenia) puede deberse al aumento del pool marginal o al

déficit absoluto o parcial de regeneracién medular.
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I1.1.3- FUNCION DE LOS GRANULOCITOS NEUTROFILOS

La funcion principal de los granulocitos neutréfilos es la fagocitosis de los agentes
infecciosos y/o materiales extrafios presentes en el organismo.

Para lograr cumplir su rol, los neutréfilos deben acumularse en el lugar de la
inflamacién (presencia del agente extrafio), fagocitarlo y digerirlo mediante la accién
de las enzimas lisosomales. Esta secuencia fue descripta por primera vez por
Metchnicoff '’®. Actualmente se acepta que la defensa del organismo se da a través
de factores fagociticos (neutréfilos, macréfagos) y factores plasmaticos (anticuerpos),

en eventos asociados de una forma extraordinariamente compleja.

11.1.3.1- QUIMIOTAXIS Y MOVIMIENTO CELULAR

La capacidad de acumulacidn de los neutréfilos en el lugar de la injuria depende
de la capacidad de movimiento y de la orientacién direccional en respuesta a los
estimulos quimiotacticos. La quimiotaxis esta mediada por dos caminos: a) los
citoantigenos, aquellas sustancias que generan factores quimiotacticos al interactuar
con el suero, componentes del complemento, mastocitos o linfocitos sensibilizados
(ejemplos de citoantigenos son complejos Ag-Ac, endotoxina, ciertas bacterias,
algunas enzimas que reaccionan con las proteinas del complemento y lisosomas de
los neutrofilos) y b) citotoxinas, que son sustancias que actian directamente sobre los
neutrofilos (por ejemplo, productos de bajo peso molecular del complemento, C5a)

Los agentes quimiotacticos de mayor relevancia bioldgica son C5a, oligopéptidos

N-formilados (FMLP) derivado de las bacterias, leucotrienes B4; CCF (factor
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producido por los neutréfilos cuando ingieren cristale) y el factor de activacién
plaquetario.

Los factores quimioticticos tienen receptores en membrana y la unién ligando
receptor inicia una serie de eventos bioquimicos y celulares que incluyen cambios en
el potencial de membrana y en el flujo de iones, polarizacién morfolégica de la
célula, locomocién, secrecion del contenido granular y produccién de superdxido.

Para la migracién de los neutréfilos es esencial su adherencia a las células
endoteliales, proceso Mg2+ dependiente y mediado por dos moléculas de adhesion
intercelular, ICAM-1 y ELAM-1, presentes en la célula endotelial activada y la
expresién del CD11b/CD18 en el neutréfilo 7',

11.1.3.2- FAGOCITOSIS Y DEGRANULACION

El neutréfilo fagocita so6lo aquellas particulas que presente en su superficie
distintas opsoninas (inmunoglobulinas, fracciones de complemento, lectinas,
fibronectina) para las cuales el neutréfilo tiene receptores de membrana. La
interaccion ligando-receptor favorece la emisiéon de un pseudépodo por el contacto
con la particula, de modo que la misma resulta progresivamente englobada e
internalizada.

Luego que el fagosoma es internalizado se produce rapidamente la fusién con los
lisosomas secundarios y primarios y también se produce la liberacion de las diversas
enzimas hidroliticas, digestivas y sustancias antibacterianas en la vacuola fagocitica.
Luego de la fusion la bacteria es muerta y el material resultante es digerido. El
proceso de fagocitosis transcurre con un aumento de la glucélisis y de la sintesis de

lipidos de membrana en la célula bactericida.
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11.1.3.3- ACCION MICROBICIDA

El neutréfilo tiene dos sistemas antimicrobianos, uno dependiente y otro
independiente de oxigeno. Existen dos mecanismos oxigeno dependientes, uno
mediado por la mieloperoxidasa y otro en el que intervienen H,0O,, anién superdxido,

radicales hidroxilos y oxigeno singulete.

El mecanismo oxigeno dependiente, asociado con el “estallido respiratorio”
mediado por mieloperoxidasa, es el de mayor importancia en el ataque bacteriano.

El término “estallido respiratorio” se refiere a cuatro eventos metabodlicos que
ocurren cuando el neutréfilo es estimulado apropiadamente: un aumento en el
consumo de O, , produccién de superdxido (O,), produccién de H,0, y oxidacion de
la glucosa via el camino de las hexosas monofosfatos.

Una oxidasa en la membrana del fagosoma actia sobre el O, generando O,, y

NADP*

20, + NADPH __ s 20, +NADP'+H"

20, +2H" 0, + H,0,

El H,0,, no seria un agente bactericida per se, sino que seria sustrato de la
mieloperoxidasa (MPO) una enzima abundante en los granulos azuréfilos.

La mieloperoxidasa en presencia de haluros genera hipoclorito.
H,0,+ClI __ M2  H,0,+CIO
La combinacion MPO/H,0,/ClI" es eficiente para matar bacterias en

concentraciones de H,0, tan bajas como 10uM, en cambio en ausencia de MPO son

necesarios niveles de H,O, de 0.5 mM o mayores para lograr el mismo efecto.
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El mecanismo oxigeno dependiente, pero independiente de mieloperoxidasa, seria
importante, en pacientes con deficiencia de MPO; esto explicaria por qué sélo de 1 al
5% de los pacientes deficientes en MPO tienen mayor suceptibilidad a las
infecciones.

Los sistemas bactericidas independientes de oxigeno estan mediados por lisozima,
lactoferrina, proteinas catidnicas, defensinas y proteasas neutras. El aumento de la
concentracion de protones que ocurre en el fagosoma ha sido sugerido como causa de
muerte de algunas bacterias.

La lisozima es una proteina basica de 145 kD, capaz de hidrolizar las paredes
celulares de algunas bacterias produciendo su muerte. Otras bacterias son resistentes
a la lisozima pero se sensibilizan luego de ser expuestas al H,0O, y al acido ascdrbico.

La lactoferrina es una proteina bacteriostatica presente en los granulos especificos.
Inhibe el crecimiento bacteriano porque se une al hierro, un nutriente esencial para el
microorganismo.

Algunas proteinas cationicas son muy activas frente a microorganismos Gram
positivos, pero no lo son frente a organismos Gram negativos. La electroforesis del
extracto de granulos azurdfilos humanos presenta distintas proteinas catidnicas.
Todas exhiben una actividad enzimatica simil quimiotripsina pero su accidén
microbicida seria independiente de esta actividad. Se ha sugerido que actuarian como
sales amonio cuaternario interaccionando con la membrana lipidica del
microorganismo.

Las defensinas son polipéptidos catiénicos que exhiben actividad bactericida
contra bacterias, hongos y virus. Estan presentes en granulos azuréfilos o en
microgranulos separados.

Luego de haber dado muerte a la bacteria, se produce la digestion por accién de
las enzimas hidroliticas acidas liberadas al fagosoma desde los granulos primarios y
la liberacién del material digerido. Algunas bacterias como la pneumococci son
digeridas lentamente; el material no digerido queda en el citoplasma del neutréfilo

como mielina. Si la accion bactericida del neutrofilo no fue exitosa, el
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microorganismo podria multiplicarse y matar al neutréfilo, eludiendo el mecanismo
de defensa.

En algunas circunstancias (ingestion de cristales de acido urico o de hidroxipatita,
liberacién de endotoxinas bacterianas) se podria romper la pared del fagosoma y
liberar, al medio extracelular, el contenido de las enzimas hidroliticas donde podrian

. . .y . N . 7 4
causar dafio tisular y ser el comienzo de una reaccion inflamatoria secundaria 17,

I1.2- PROTEASAS DEL NEUTROFILO

Las proteasas neutras, pertenecientes a la familia de las quimiotripsinas, elastasa,
proteinasa 3 y catepsina G son las constituyentes principales de los granulos
azurdfilos de los neutréfilos. Estas serinopeptidasas comparten sustratos biologicos
por los que se denominan en conjunto enzimas simil elastasa (enzimas elastase like).
Otra endopeptidasa neutra, la colagenasa esta en los granulos secundarios.

La unidad catalitica esencial de estas endopeptidasas neutras es una cadena
polipeptidica de alrededor de 220 residuos aminoacidicos con un sitio activo formado
por la triada catalitica His-Asp-Ser, caracteristica de las serinoproteasas.

Fisiolégicamente las proteasas leucocitarias intervienen en la destruccion de los
microorganismos fagocitados. Cuando las proteasas son liberadas total o
parcialmente al medio extracelular por exocitosis de los granulos, la elastasa y la
proteinasa 3 clivan elastina; la elastasa y la catepsina G atacan proteoglicanos
denudando al colageno que es luego degradado por la colagenasa. En resumen, las
proteasas participan activamente en la remodelacion tisular. La actividad enzimatica
extracelular de estas serinoproteasas esta controlada fisiolégicamente por un grupo de
inhibidores de proteasas, siendo la a,-proteinasa inihibidor (o;-PI) o o-antitripsina
el inhibidor de mayor concentraciéon en el plasma humano. Las secreciones de

mucus, el liquido seminal humano y el fluido bronquial contienen inhibidores de
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serinoproteasas de bajo peso molecular (alrededor de 11 kD) denominados
leucoproteasas'79.

Cuando las proteasas neutras presentes en el medio extracelular sobrepasan la
capacidad inhibitoria de las antiproteasas plasmaticas, ya sea por exocitosis
extracelular excesiva (sepsis, leucemia) o disminucién de los inhibidores (efisema
pulmonar), producen dafio tisular y la aparicidon de una respuesta inflamatoria. Estas
proteasas leucocitarias y en especial la elastasa, han sido sefialadas como las
principales responsables del dafio tisular observado en los procesos inflamatorios.

Estas proteasas neutras no inhibidas tienen accion proteolitica sobre los sistemas
plasmaticos de coagulacién, fibrinolisis, complemento y de calicreina- quininas. El
dafio de la matniz extracelular irreversible, la activacion de los diversos sistemas
plasmaticos de proteasas y la presencia de diversos agentes quimiotacticos, alguno de
ellos generados por la accidn de las propias enzimas leucocitarias ( ejemplo elastina),
atraen neutrdfilos al sitio de la injuria amplificando la magnitud de la respuesta

. . 180,181
inflamatoria .

I11.2.1- COLAGENASA

La colagenasa es una metaloendopeptidasa dimérica de 70 a 76 kD de masa
molecular localizada en los granulos especificos de los polimorfonucleares.

Para que la colagenasa pueda degradar el colageno nativo, éste primero debe ser
liberado de los componentes microfibrilares por accién de otra proteasa neutra, como
la elastasa.

En el neutréfilo humano existen dos colagenasas isoméricas. La colagenasa es

inhibida por EDTA, cisteina, a,-macroglobulina y a;- inhibidor de proteinasa 1,



I1.2.2- CATEPSINA G

La catepsina G es una serinoendopeptidasa de peso molecular 32 kD producida en
la etapa de diferenciacion de la serie granulocitica y almacenada en los granulos
azuréfilos de los polimorfonucleares. La catepsina G en el PMN tiene accién
bactericida; liberada al compartimiento extracelular degrada los proteoglicanos de los
cartilagos, colageno insoluble, fibrindgeno, histonas y hemoglobinas'79. La catepsina
G es un potente agonista plaquetario que aumenta el Ca** citoplasmatico en las
plaquetas a través de su unién a un receptor especiﬁco'sz'm.

Es inhibida por la o, - antiquimiotripsina y la o, - macroglobulina y en menor
grado por el o;-inhibidor de proteinasa. Los inhibidores sintéticos de catepsina G son

DFP (di-isopropilfluorfosfato), PMSF (fenilmetilsulfonilfluoruro), el inhibidor de

tripsina de semilla de soja y aprotinina.

I1.2.3- MIELOBLASTINA O PROTEINASA 3 LEUCOCITARIA

La mieloblastina, inicialmente denominada proteinasa 3, es una serina
endopeptidasa de masa molecular 29 kD que se produce en la etapa de diferenciacion
mieloide y se almacena en los granulos azurdfilos del neutrdfilo en cantidades
similares a la de la elastasa y catepsina G. La composiciéon aminoacidica de la
mieloblastina es similar a la de las otras proteasas neutras de los granulos
primarios '7°"'®.

La proteinasa 3 interviene en el control de crecimiento y diferenciacion de células
leucémicas, causa dafio tisular y efisema, tiene actividad bactericida y reacciona
contra los anticuerpos antineutréfilos citoplasmaticos (ANCA) presentes en la

granulomatosis de Wegener. La mieloblastina degrada in vitro a la elastina,

fibronectina, laminina, vitronectina, colageno tipo IV e hidroliza hemoglobina.
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Hasta el momento no se ha identificado ningun sustrato que sea hidrolizado por la
proteinasa 3 y no por la elastasa.

La proteinasa 3 es inhibida fisiolégicamente por a,-inhibidor de proteinasa y o,-
macroglobulina. Las antileucoproteasas de las secreciones y fluidos intersticiales son
degradadas por la mieloblastina.

La mieloblastina también es inhibida por inhibidor de tripsina de soja y Eglin c,
pero no es inhibida por aprotinina (eficiente inhibidor de elastasa y catepsina G).

La mieloblastina es inhibida in vitro por PMSF, DIFF y algunos derivados de las

clorometil cetonas inhibidores de la elastasa.

I1.2.4 - ELASTASA LEUCOCITARIA

La elastasa de los PMN (E.C. 3.4.21.37) es una endopeptidasa glicosilada de una
sola cadena, de peso molecular 30 kD que tiene actividad de serinoproteasa. La
elastasa se sintetiza durante la etapa temprana de la diferenciacién mieloide y se
almacena en los granulos azuréfilos de los granulocitos, los cuales contienen 3-4 mg
de elastasa /10° cel. El recambio de la elastasa leucocitaria es de 300 a 400 mg/dia, lo
cual evidencia la potencia del sistema proteolitico del polimorfonuclear.

En los granulos azurdfilos existen cuatro isoformas de elastasa leucocitaria que
tienen secuencias aminoacidicas aminoterminales idénticas, sugiriendo que la
diferencia de movilidad electroforética se deben a variaciones en el contenido de
carbohidratos '%°.

La secrecion de elastasa comienza a los 5 segundos de haber sido estimulados los
PMN vy se completa en los 30 segundos posteriores; esta liberacion aumenta en
respuesta a un estimulo bacteriano. La elastasa en el fagosoma no seria bactericida
por si misma, sino que induciria cambios subletales en algunos microorganismos

haciéndolos mas susceptibles a agentes microbicidas como la mieloperoxidasa. Si la
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elastasa leucocitaria, liberada al medio extracelular durante la fagocitosis o
regurgitacion, supera la accion de los inhibidores de proteasas, comienza a actuar
sobre diversos componentes plasmaticos de la matriz extracelular, degradando e
inhibiendo la sintesis de los proteoglicanos y denudando las fibras de colageno; la
elastasa leucocitaria tiene accion proteolitica sobre la elastina, colageno tipo 1, II, III,
IV y fibronectina (componentes de la matriz extracelular), factores de coagulacion,
proteinas del sistema complemento, inmunoglobulinas, antitrombina III, o,
antiplasmina, transferrina y prealbumina. También actia extracelularmente junto a
las metaloproteasa 3 (estromelisina) y metaloproteasa 2 (gelatinasa), las cuales
digieren colageno tipo I ,IV, IX, laminina, fibronectina y gelatina.

La elastasa seria un modulador de la respuesta plaquetaria ya que degrada las
glicoproteinas de membrana GPIb y GPIIb/IIla 183,

Los inhibidores plasmaticos de la elastasa leucocitaria liberada a circulacion son
a,- inhibidor de proteinasa (o,-PI) y a,-macroglobulina, (o,-M). La vida media del
complejo (E - a,-PI) es de una hora, mientras que la del complejo (E - a,-M) es de

10 minutos.

El «,. inhibidor de proteinasa (o, PI), conocido también como o, antitripsina,
esta presente en altas concentraciones en la sangre, en el fluido intersticial y en las
secreciones mucosas. El o,PI reacciona con la elastasa como un inhibidor
competitivo, formando un complejo equimolecular sin actividad enzimatica. El
complejo elastasa - a,-PI (EAPI) se disocia, con transferencia de la elastasa a la a,
macroglobulina. Los agentes oxidantes producidos por los neutréfilos producen una
desnaturalizacion oxidativa del a, PI con disminucion de afinidad por la elastasa

... 185,189
leucocitaria .

La o, macroglobulina (0, M), un inhibidor de proteasas estrictamente

plasmatico, actia como un inhibidor secundario de la elastasa. La inhibicién de
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elastasa por la o, M es el resultado de la hidratacion estérica del centro activo de la
enzima con formacién de un complejo estable. El complejo (E - a,-M) no tiene
actividad sobre sustratos proteicos de alto peso molecular pero presenta actividad
estearasica frente a los sustratos sintéticos de bajo peso molecular.

Los inhibidores fisiolégicos de elastasa a nivel tisular intersticial son la a-
antitripsina, la antileucoproteasa de la secrecion salival y antitripsina urinaria.

Los inhibidores sintéticos de elastasa son los derivados de la clorometilcetona
(ejemplo, la aprotinina) y trifluorcetil péptidos (e¢jemplo , el PMSF).

Los derivados de las clorometilcetonas tienen actividad antielastasica in vivo. La
heparina y la catepsina G inhiben la actividad de elastasa y la magnitud de la

inhibicion depende del grado de sulfatacion del glicosaminoglicano. 4245

La elastasa leucocitaria presenta isoformas ubicadas especificamente en células
mononucleares, plaquetas, adrticas y en el pancreas.

La elastasa plaquetaria: se encuentra en la plaqueta en forma de proenzima
(proelastasa plaquetaria) y en forma activa. La proelastasa plaquetaria es tripsina
dependiente; la elastasa plaquetaria es anionica; agentes quelantes de metales como
el EDTA inhiben parcialmente su actividad y no presenta inmunoreactividad cruzada
ni con la elastasa leucocitaria ni con la pancreatica.

La elastasa plaquetaria intervendria en la elastolisis arterial inducida por
plaquetas. La elastasa plaquetaria y/o la elastasa leucocitaria inhiben la respuesta

plaquetaria a la accion de los agonistas trombina, colageno y ristocetina 183

La elastasa de los macréfagos alveolares y peritoneales es una metaloproteasa,
que es inhibida por los quelantes de metales pero no es afectada por clorometilcetona
nt por el fenil me'til sulfonil fluoruro. La elastasa de los macréfagos no es inhibida
por o,-inhibidor de proteinasa y es capaz de degradarlo por protedlisis sustrato
inespecifica. La elastasa de los macr6fagos tiene distinta especificidad para las

. . .. 185
insulinas que la elastasa leucocitaria’ .
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La elastasa pancredtica es producida por el acino pancreatico en forma de
proelastasa, sin actividad enzimatica. Existen dos isoformas de proelastasa
pancreaticas: proelastasa 1 y proelastasa 2. Las proelastasas se liberan junto a las
demas proteasas pancreaticas en el intestino delgado donde son inactivadas por la
microflora intestinal. La tripsina transforma a la proelastasa 1 y 2 en las
correspondientes formas enzimaticamente activas, elastasa 1 y 2.

La elastasa 1 es una proteina anidnica, de peso molecular 30 kD y esta presente en
plasma en forma del complejo con a,- inhibidor de proteinasa. La elastasa 2 es una
proteina catidnica de peso molecular 24 kD que se encuentra en plasma unido a o,-
inhibidor de proteinasa. Ambas elastasas pancreédticas tienen comportamientos
enzimaticos distintos y diferente afinidad con los diversos sustratos que degradan. La

elastasa 1 y 2 actian sinérgicamente para degradar elastina 183,

La elastasa aértica tiene alrededor de 22 kD de peso molecular y difiere de las
otras elastasas de origen humano en su composicién aminoacidica y su actividad
inmunolégica. La elastasa adrtica se encuentra localizada en células endoteliales y en
espacios subendoteliales de la aorta y a nivel de la membrana plasmatica. Actuaria en
la degradacion de elastina de la pared arterial durante la maduracion y
envejecimiento de los tejidos. Los glicosaminoglicanos de la aorta inhiben la
actividad elastasica de la pared arterial.

Si bien la elastasa adrtica ha sido sefialada como anti-aterosclerética por algunos
autores, la mayoria de los investigadores coinciden en que contribuiria al desarrollo

de la aterosclerosis.



11.2.4.1- ACCION PROTEOLITICA DE LA ELASTASA LEUCOCITARIA
SOBRE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA DE COAGULACION

La elastasa es liberada por los neutréfilos durante la coagulacién “in vitro”,
proceso dependiente de la concentraciéon de calicreinas. In vitro la elastasa
leucocitaria inactiva rapidamente por protedlisis los factores I, II, VII, VII1, IX y XII
purificados, mientras que el V es inactivado luego de ser transitoriamente activado
por la elastasa 188,189

La elastasa cliva tanto la subunidad enzimaticamente activa (subunidad a) como la
proteina transportadora (subunidad b) del factor XIII 10

La accion de la elastasa sobre el fibrindgeno genera productos de degradacion del
fibrindgeno estructural e inmunoldgicamente diferentes a los productos de
degradacion obtenidos por accidén de plasmina. Distintas concentraciones de elastasas
generan fragmentos de fibrindgeno diferentes, en cambio cuando la fibrindgenolisis
ocurre a través de la plasmina, los productos formados son siempre los mismos, lo
cual indica que la accidon plasminica es limitada. Cuando la elastasa cliva al
fibrinégeno se altera, entre otros, el péptido 30-43 de la cadena B quien causa la
dilatacion de las arterias mesentéricas e incrementa los niveles de AMP, y GMP, en
los vasos. La elastasa modifica, in vitro, la actividad funcional e inmunolédgica de la

191192 .
. La elastasa cliva la

ATIII, principal inhibidor fisiolégico de trombina
trombomodulina unida a la célula endotelial generando un péptido que tiene efecto
catalitico sobre la activacion de la proteina C por trombina.

Diversos estudios clinicos han demostrado que existe asociacion entre los niveles
plasmaticos del complejo elastasa - o PI y las alteraciones en el sistema coagulacion

193,194 .
. Estos pacientes presentan un

que presentan pacientes sépticos y leucémicos
estado de hipercoagulabilidad, demostrado por la detecciéon de altos niveles

plasmaticos del complejo trombina-antitrombina III.



11.24.2- ;LA ELASTASA LEUCOCITARIA ES UNA ENZIMA ANTI O
PROFIBRINOLITICA?

In vitro, los leucocitos se acumulan en el trombo y migran a los sitios donde hay
deposicion de fibrina; los neutréfilos liberan, su contenido lisosomal casi
simultaneamente con el inicio de la coagulacién 187,

Desde hace afios se conoce la accion fibrinogenolitica de la elastasa, sin embargo
el avance de los conocimientos acerca de los mecanismos moleculares de fibrinolisis
en los que intervienen el t-PA y el Plg, ha permitido demostrar que la lisis de fibrina
por elastasa reduce el efecto catalitico de la fibrina sobre la activaciéon del
plasmindgeno mediado por t-PA.

La accidn anti o profibrinolitica de la elastasa es entonces la resultante de acciones
diversas; la elastasa cliva al plasmindgeno y a la a,-antiplasmina; degrada al
fibrinégeno transformandolo en incoagulable y degrada la cadena a de la fibrina. Si
bien in vitro, altas concentraciones de elastasa (concentraciones no fisioldgicas)
inactivan, a la a,-antiplasmina ' in vivo no se han reportado disminucién de los
niveles de actividad plasmatica en pacientes con altos niveles de complejo elastasa -
o, -inhibidor de proteinasa 17196, es probable que la accién sobre la a,-antiplasmina
ocurra en el microambiente cercano a la degranulacién de los leucocitos.

Se ha demostrado que la degradacion de la cadena o de la fibrina reduce el efecto
estimulante de la fibrina sobre la activacion del plasmindgeno mediado por t-PA, por
lo que una accion aparente profibrinolitica, se transforma in vitro, en antifibrinolitica.
Cuando se deja coagular sangre entera, obtenida por post oclusion venosa, que
contiene altos niveles de t-PA; en presencia de elastasa, se produce un retraso en el
tiempo de lisis del coégulom. Los polimorfonucleares neutréfilos tendrian un
sistema de proteasas de membrana que potenciarian la accion de la plasmina sobre el

coagulo de fibrina 198,
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Todos estos hallazgos sugieren que en los procesos inflamatorios, in vivo, cuando
la elastasa liberada al compartimiento extracelular y sobrepasa la accion de sus
inhibidores, inhibiria la lisis del coagulo.

Este hecho, junto a los niveles descendidos de plasmindgeno, el aumento de PAI-1
y el estado hipercoagulable presente en los pacientes sépticos, explicaria la formacion
de depdsitos de fibrina sefialados como una de las causas de la falla organica miltiple

en los pacientes sépticos.

11.24.3- ACCION DE LA ELASTASA LEUCOCITARIA SOBRE EL
PLASMINOGENO: MINIPLASMINOGENO

La elastasa leucocitaria degrada, por protedlisis limitada, al plasmindgeno en

varios fragmentos que contienen distintos kringles (K): K1234, K123, K4 y KS. El
mecanismo postulado de la digestion de Plg por elastasa es el siguiente:
En primer lugar son clivados los enlaces Valj;5-Sers;qy Valys;-Valss,. Esto conduce a
la produccion de dos péptidos aminoterminales, correspondientes a los residuos
Tyrse-Valyz; y Tyrye-Valysy y dos formas de Plg intermedia, correspondiente a la
region aminoterminal Seryyg-Asnyg Y Valyse-Asnsgg. Posteriormente, por accion de la
elastasa, se liberan los péptidos Serj;s-Valysy y Valygs-Alasy, formandose el
miniplasmindgeno Val,,,-Asn,q,. Los fragmentos correspondientes a los residuos
aminoacidicos 1-78 y 440-441 son degradados totalmente 18199

El fragmento que contiene el K123 del plasmindgeno, denominado angiostatina,
ha demostrado ejercer una actividad inihibitoria de la proliferacion de las células del

20 g fragmento que corresponde al kringle4 aislado

endotelio capilar, in vitro
estimula la proliferacion de las células endoteliales in vitro; esta estimulacidn es

inducida por el factor basico de crecimiento del fibroblasto.
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El fragmento que contiene el sitio activo y al kringle5 denominado Val,,,
plasmindégeno o miniplasminégeno (mmiPlg), presenta una masa molecular de 38
kD.

El miniplasminégeno ha sido detectado en pacicnlcs séplicos 7 originado
probablemente por accion de las enzimas leucocitarias liberadas cn ¢l proceso
inflamatorio generalizado que presentan estos pacientes.

El miniPlg no se une a una columna de lisina sefarosa ya que no tiene sitios dc
union a lisina pero se une a la fibrina a través de un sitio aminoaxil (AH) presentc cn
el K5 '°. El miniplasmindgeno es activado por estreptoquinasa y uroquinasa a

199,201

miniplasmina . La activacion de miniPlg por SK y UK muestra una cinética

200.12 ,
. El t-PA de ttero humano

similar a la obtenidos cuando se acliva plasmindgeno
purificado y recombinante activan miniplasminogeno a miniplasmina, reaccion
potenciada por fibrina y por fibrinégeno pero no por los fragmentos D y E que cn

12202 ey ..
. La utilizacion de

cambio si potencian la activacion del plasmindgeno in vitro
anticuerpos monoclonales permitio establecer que la activacion de miniPlg por
uroquinasa, (-PA y eestreptoquinasa involucra en la catilisis regiones de la molécula

de miniPlg distintas de las que intervienen en la activacion del Pig.



La miniplasmina muestra actividades similares a la plasmina para hidrolizar

199202 | a miniplasmina, al igual que

sustratos sintéticos de plasmina a pH 7,8 y 25°C
la plasmina, cataliza la hidrdlisis de los enlaces del sustrato.

La miniplasmina presenta mayor o menor actividad que la plasmina frente al
coagulo de fibrina en forma concentracion dependiente.

El acido 6 aminohexanoico (EACA) es, in vitro, inhibidor competitivo de la
miniplasmina. Los datos cinéticos obtenidos para esta reaccidon de inhibicidn son los
mismos que los encontrados para la plasmina. La miniplasmina es inhibida por «,-
antiplasmina y la o,-macroglobulina, mediante la formacién de un complejo
equimolecular. La velocidad de inactivaciéon de plasmina por o,-antiplasmina es
mayor que la de miniplasmina. La fibrina disminuye la velocidad de inactivacion de
ambas enzimas fibrinoliticas. La miniplasmina también es inhibida in vitro por la
antitrombina III pero este hecho no seria importante a nivel fisioldgico. La heparina

no modifica la actividad fibrinolitica de la plasmina ni de la miniplasmina ****.

I1.3- LEUCOCITOS E INFLAMACION

Diversos estudios han demostrado que en los sitios de injuria tisular ocasionada ya
sea por infeccion bacteriana, deposicion de complejos antigeno-anticuerpo, dafio
celular fisico (calor o frio, productos quimicos) o cualquier otra causa, ocurren un
conjunto de reacciones interrelacionadas, denominadas *“proceso inflamatorio” 18

Estas reacciones son similares pero no idénticas en todas las situaciones de dafio
tisular y varian en intensidad y duracidn de acuerdo a la magnitud de la injuria
inicial.

En las injurias leves, se produce una vasodilatacion de las vénulas postcapilares

acompaiiado de un incremento de la permeabilidad vascular; luego de

aproximadamente 10 minutos se libera localmente histamina, citoquinas y enzimas
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lisosomales de los neutrdfilos presentes en el tejido dafiado. Como resultado de la
accion de los distintos mediadores celulares entre las dos y diez horas posteriores al
incidente, vuelve a incrementarse la permeabilidad vascular con mayor adherencia de
leucocitos al endotelio dafiado.

Fisiolégicamente las células endoteliales son impermeables a la transferencia
pasiva de células sanguineas, pero en los sitios dafiados los leucocitos se unen a
través de sus receptores con receptores constitutivos e inducibles presentes en la
membrana de la célula endotelial. Los leucocitos adheridos a la célula endotelial
migran luego, entre las células endoteliales hacia los espacios extravasculares 205,

La extravasacion de los leucocitos desde la luz del vaso hacia el sitio inflamado
requiere una unién especifica seguida por la migracion de los neutréfilos a través del
endotelio hacia el foco inflamatorio y la activacion de la célula endotelial 206,

La interaccidn de los leucocitos con el endotelio ocurre a través de moléculas de
adhesidn especificas.

Continuamente se estan describiendo nuevas moléculas que participan en las
diversas interacciones célula-célula que ocurren en el proceso inflamatorio, pero
algunas ya han sido caracterizadas y clonadas. La molécula de adhesion entre
endotelio y leucocito, ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion molecule-1) es una
proteina de 115 kD, inducible sobre la membrana de la célula endotelial por distinta
citoquinas (IL-1, IL-8, TNF, PAF) que media la unién de los polimorfonucleares al
endotelio.

La molécula de adhesion intercelular, ICAM-1(CD54) (intercelullar adhesion
molecule -1), aumenta su concentracion sobre la membrana de la célula endotelial
por accidn de interferdn §, IL-1 y TNF y media la adhesion del neutréfilo a través del
receptor LFA-1 (CDIIa/CD18) presente en su membrana de este ultimo.

La molécula de adhesion intercelular, ICAM-2, es una molécula homologa de
ICAM-1, que también media las adhesiones celulares a través de LAF-1.

Cuando la injuria es pequeiia, la concentracién sanguinea de leucocitos no cambia.

Si la lesidn es extensa son necesarios una gran cantidad de leucocitos, los cuales
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migran desde los sitios de produccién o almacenamiento hacia el tejido dafiado
produciendo una leucocitosis o leucopenia transitoria de acuerdo a la patologia.

Ademas de los neutrofilos, los macrofagos también migran hacia el sitio injuriado,
donde ingieren restos de tejidos, eritrocitos y neutréfilos; también se multiplican.

La molécula de adhesion de células vasculares VCAM-1, es inducida por
citoquinas, y une linfocitos y monocitos a través de las integrinas VLA-4 de sus
membranas.

La participacion de los eosindfilos y los basofilos es escasa en la mayoria de los
procesos inflamatorios, aunque son capaces de adherirse a las células endoteliales in
vitro.

La IL-8 ha sido sefialada como moduladora de la migracidn de los leucocitos en el
sitio de la inflamacién. Sin embargo hay que tener en cuenta, que en el sitio de
injuria coexisten varias citoquinas y que ademas se activan simultaneamente los
sistemas de complementos, coagulacién, fibrinolitico y calicreinas-quininas, por lo
tanto es dificil que experimentos in vitro aislados reflejen las distintas interacciones
que ocurren en el proceso inflamtorio.

La inflamacién, aparece entonces, como un proceso util para la defensa del
organismo. Pero existen situaciones en que se produce la liberacion de las enzimas
hidroliticas en el tejido (por ejemplo cuando el neutréfilo ingiere cristales de acido
trico) produciendo distinto grado de dafio tisular en el propio organismo del

. . . 118
huésped, como ocurre en sepsis y otras patologias .



III.- HEMOSTASIA Y SEPSIS

II1.1- SEPSIS: DEFINICIONES.

Durante varios afios los términos sepsis, shock séptico, infeccién, septicemia y
sindrome séptico han sido utilizados por los investigadores con distintas acepciones.
Debido a la falta de una clara e inequivoca definicion de las poblaciones de
pacientes, la interpretacion de los resultados se torné complicada y poco util.

En 1992 los miembros de American College of Chest Physicians y de Society of
Critical Care Medicine (ACCP/SCCM Concensus Conference) >'' se reunieron en
una Conferencia para consensuar la utilizacidn de una terminologia con el fin de
eliminar confusiones y poder comparar protocolos, A partir de ese momento los
términos sepsis, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), infeccion y
falla organica multiple son aceptados universalmente como se definen a
continuacion. (Fig.III.1).

El término sepsis significa una respuesta inflamatoria sistémica a la infeccion.

La frase sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) describe un proceso

inflamatorio independiente de las causas que lo originan. El estado definido como
SIRS presenta al menos dos de las siguientes manifestaciones clinicas:
a) Temperatura mayor a 38°C o menor a 36°C ; b) frecuencia cardiaca mayor a 90
pulsaciones/min.; ¢) frecuencia respiratoria menor a 20 beats/min o la pCO, menor a
32 mm de Hg y d) un recuento leucocitario mayor a 12.000 cel/mm’ o menor a 4000
cel/mm’ o mas del 10% de formas inmaduras.

La inflamacion sistémica puede ser la respuesta a una gran variedad de estimulos:
trauma multiple, injuria tisular, shock hemorragico, administracion exogena de
mediadores del proceso innflamatorio, pancreatitis, infecciéon, quemaduras y otros.

Cuando la inflamacidon sistémica es el resultado de un proceso infeccioso

establecido, se denomina sepsis y por lo tanto el paciente séptico debe manifestar



 QUEMADURAS

PANCREATITIS

Fig. Il . 1 - Interrelacién entre el Sindrome de Respuesta Sistémica Inflamatoria (SIRS), Sepsis e Infeccién.




clinicamente al menos dos de las alteraciones enumeradas anteriormente. Es decir
que, cuando el proceso inflamatorio es debido a una infeccion, los términos sepsis y
SIRS son sindnimos. La sepsis es clinicamente indistinguible del SIRS.

La infeccién es el fendmeno microbiano caracterizado por una respuesta
inflamatoria a la presencia o invasion de tejidos tisulares estériles del huésped, por
microorganismos.

La bacteremia es la presencia de una bacteria viable en la sangre. Asi, la presencia
de virus, hongos, parasitos, son descriptas como viremia, fungemia, parasitemia,
respectivamente.

La evolucidon de la sepsis representa un conjunto de estados continuos de
severidad variable.

El término sepsis severa esta asociado a una disfuncidn organica, hipoperfuncién
o hipotension, con o sin acidosis lactica, oliguria y alteracion del estatus mental.

El shock séptico esta definido por una hipotension persistente, inducida por sepsis,
con la presencia de anormalidades de hipoperfusion o disfuncion organica.

Los térmminos septicemia y sindrome séptico utilizados previamente fueron
descartados por la Conferencia Consenso.

El sindrome de disfuncién organica multiple (MODS: multiple organ dysfunction
sindrome) es la presencia de alteraciones de la funcidn organica en un enfermo
critico que impide el mantenimiento de la homeostasis sin intervencion externa. La
acepcion MODS describe un conjunto de sintomas y signos multiples y progresivos
que estan relacionados patofisiologicamente. EIl MODS es un proceso dinamico,
modulado por numerosos factores externos y del hiiesped en periodos de tiempo
variable.

El MODS puede ser primario o secundario. EIl MODS primario es el resultado
directo de la accién de un agente agresor bien establecido en el cual la falla organica
ocurre tempranamente y puede ser atribuida directamente a la agresion misma (EI

MODS es consecuencia directa del insulto).
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El MODS secundario se desarrolla no como una respuesta directa a la agresion,
sino como consecuencia de una respuesta exacerbada del hiesped y es identificado
en el contexto de un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, (sepsis en el caso
de infeccién). Dado que SIRS (sepsis) es un proceso continuo, el MODS debe
entenderse como el evento de mayor severidad que caracteriza al SIRS (sepsis). El

MODS aparece un tiempo después (periodo de latencia ) de ocurrida la agresion.

II1.1.1- FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS

La sepsis es una causa comun de morbilidad y mortalidad, particularmente en
pacientes afiosos, inmunocomprometidos y severamente enfermos.

Los sintomas clinicos de la sepsis son multiples: fiebre, leucocitosis,
trombocitopenia, taquicardia, coagulacién intravascular diseminada difusa, etc.
Desde el punto de vista molecular se pueden establecer tres fases en la respuesta
inflamatoria a una infeccion: a) iniciacion de la cascada séptica por liberacién de una
endotoxina proveniente de bacterias Gram negativas, antigenos virales o fungicos,
productos de la pared celular de las levaduras y bacterias Gram positivas; b) sintesis
y secrecion de diversas citoquinas por el macréfago; c) activacidon de la cascada
inflamatoria que culmina con lesion endotelial 2

Es muy dificil establecer exactamente la secuencia de activacion que conduce a la
sepsis ya que las interacciones célula-célula, mediador-célula y citoquina-citoquina
son extremadamente complejas. A partir de numerosos estudios realizados in vitro y
de la administracidn de distintos mediadores a personas sanas, Bone ha postulado el
mecanismo bioquimico detallado a continuacion para una sepsis iniciada por

213 L as endotoxinas son lipopolisacaridos (LPS) constitutivos de la

endotoxina
pared celular de las bacterias Gram negativas que consiste en tres partes: una parte

lipidica (Lipido A) y dos estructuras de carbohidratos.



Una vez liberada la endotoxina, en el sitio de la injuria, promueve la liberacién de
factor de necrosis tumoral (TNF), IL-1, IL-6, IL-8 y el factor activante de plaguecta
(PAF) de los macrofagos y otras células.

La IL-1, el factor de necrosis tumoral (TNF) y la IL-6 son las citoquinas sefialadas
como principales mediadores de la sepsis. También activan el sistema de
coagulacion, el sistema de complemento y el sistema fibrinolitico, aunque no esta
establecido si la activacion es producto directo de la endotoxina, estimulacion de
TNF u otro mediador. Diversos estudios han demostrado que la activacion del
sistema de coagulacion se daria, por la via del factor tisular (factor VIla) por accién
de la IL-6. La activacion del sistema fibrinolitico en cambio estaria mediada por el
TNF.

Recientemente se ha descripto que la IL-10 suprimia la activacion del sistema
fibrinolitico por supresion de la sintesis de TNF 2

El acido araquiddnico es metabolizado a leucotrienos en presencia de IL-1 y TNF.

LaIL-1y laIL-6 activan a los linfocitos T para producir interferdn, IL-2, IL-4 y el
factor estimulante de la colonia granulocitica-macréfago. La endotoxina activa el
sistema complemento (particularmente fragmento C3d y C5a) y dicho proceso, junto
a los otros mediadores, potencian la adhesion de leucocitos al endotelio la activacion
de neutrofilos y la agregacion plaquetaria. Los neutréfilos  activados  también
contribuirian al dafio endotelial por liberacion de las enzimas lisosomales y por su
propia adhesiéon y agregacion. Las moléculas de adhesion, ligandos para los
receptores de las células inflamatorias, que intervienen en el proceso séptico son:
ELAM-1 (une neutrofilos al endotelio vascular), ICAM-1 (une neutrofilos y
linfocitos B (pero no T) al endotelio y participa en la transmigracién del neutréfilo a
través de las monocapas del endotelio) y VCAM-1 las moléculas de adhesidn de

células vasculares (participan en la unién de monocitos y linfocitos al endotelio

vascular).
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La endotoxina, ¢l TNFa, PAF, los leucotrienos y el tromboxano A, incrementan
la permeabilidad endotelial. El endotelio a su vez, libera el oxido nitrico y la
endotelina-1.

Las citoquinas liberadas por el macréfago en el sitio de la injuria, pueden
individual o conjuntamente, causar dafio endotelial o activar otras células y sistemas
celulares en el microambiente cercano al sitio de la injuria. Cuando el sistema de
defensa del organismo se descontrola, uno o mas mediadores o la endotoxina misma,
puede ser liberada a la circulacion y dar origen a una respuesta generalizada.

La accion de endotoxinas y citoquinas en circulacién inducen en el endotelio,
cambios estructurales, metabdlicos y de expresidon genética que incrementan la
permeabilidad; ademds producen activaciéon de la célula endotelial con mayor
exposicion de receptores para leucocitos y disminuyen sus propiedades
antitromboticas.

La activacion endotelial producida y los distintos mediadores, originan un
desequilibrio en el balance hemostatico con predominio de mecanismos
proagregantes, procoagulantes y antifibrinoliticos que podrian contribuir al desarrollo
de una microtrombosis a nivel capilar, episodio sefialado como una de las causas
principales de la falla organica miltiple.

El desarrollo de la sepsis seria entonces el resultado de una respuesta excesiva y
descontrolada del mecanismo de defensa fisioldgico en el hombre, como lo son la
liberacidn de las citoquinas y la activacion de los sistemas celulares, ¢l sistema de
coagulacion, los sistemas fibrinoliticos y el sistema complemento 181213,

No todo individuo que tenga una infeccion va a dar origen a una sepsis. El hecho
que la sepsis se desarrolle o no, dependera de varios factores: la presencia de
mediadores celulares ya existentes en circulacidn, la presencia de macrofagos, la
activacién de los neutréfilos en circulacion, el estado general del paciente, el estado
del endotelio del paciente y la accion de diversos moduladores de la inflamaci6én
sintetizados algunos de ellos, por la propia célula endotelial (productos oxidativos,

prostoglandinas E2).
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I11.2- EL LABORATORIO DE HEMOSTASIA EN SEPSIS

Las alteraciones hemostaticas en pacientes con sepsis, septicemia, shock séptico, y

193,215,217

falla organica multiple se conocen desde hace varios afios . La activacion de

la cascada de proteasas plasmaticas y celulares (enzimas leucocitarias) seria la causa
del daiio celular presente en el evento séptico a2

Los estudios en pacientes sépticos pueden ser tiles para el diagndstico, ya que
una continua activacién podria indicar la persistencia del foco séptico; como
prondstico, ya que el grado de desvio del perfil normal podria estar asociado al riesgo
de muerte del paciente y para la terapeutica, porque se dispone de diversos
medicamentos para modular la activacion de los distintos sistemas de proteasas
plasmaticas.

Si bien se han realizado numerosos estudios para establecer los diversos
mecanismos implicados en la sepsis, recién a partir del afio 1992 (afio de la
11

. 2
Conferencia Consenso) estos resultados son comparables

Un ejemplo de ello son los estudios sefialados a continuacion:



Estudio: Hesselvik 1989: Prospectivo seriado durante 3 dias®'®

Poblacion: n=53 con sepsis severa 60(28-81) afios.30/53 sobrevivieron
12/53 con shock séptico y 12/53 sobrevivieron
11/53 con shock séptico, falla organica multiple y no
sobrevivieron
Compara accion contra controles normales

Terapia:Heparinizaciéon con  heparina  fraccionada en  bajas
dosis.Administracion de plasma

Sistema de coagulacién: Fib TT, FVIII TT, FVII JrJr, FXII Jr, FvWag T,
FV=N
ATIIN yPC{
PK{ en pacientes con shock

Sistema fibrinolitico: Plg N en pac. s/shock
Plgd al dia 1 y luego normaliza en los 12 pacientes
con shock septico que sobrevivieron..
Plgl en pac c/shock y no sobrevivientes
APLI en los no sobrevivientes
PAI-1T1 en no sobrevivientes

Mediadores celulares: No determina

Conclusiones: PAI-11T1 en sépticos c/shock que murieron: hipofibrinolisis
Activacion del sistema de coagulacion
Sépticos tienen marcada activacion del sist. coagulacion e
hipofibrinolisis
Marcador propuesto: PAI-1 y ATIII



' Estudio: Philippé J. 1991: Estudiados al ingreso **°.

Poblacién: n=30 infeccion severa sin sepsis 64 (26-82) afios
n=24 sepsis y shock séptico
9/24 sobreviven 60 (26-89) afios
15/24 murieron 60 (22-72) afios
24 con hemocultivos positivos
Compara contra normales

Terapia: Profilaxis con heparina de bajo peso molecular

Sistema de coagulacién: ATII Limite inf. normal PC { en infeccién severa
ATII, PCL4, PC esta signif. 4 en pac.no
sobrevivientes con sepsis.

Sistema fibrinolitico: Plg no determina
PAI T t-PAact Ny t-PAag T u-PA N, en infec.
severa
PAI T11T t-PAact T t-PAag T u-PA 111, en sepsis y
shock

Mediadores celulares: no determina

Conclusiones: Sepsis y el shock estan asociados con elevacion de u-PAag.
La PC, ATIII, estan significativamente disminuida en los
pacientes sépticos con respecto a la infeccion sin sepsis.
El t-PA act y PAI-1lag estan significativamente aumentados
en los pacientes con sepsis

' NOTA: Si bien los trabajos deHesselvik (1989) y el de Philippe (1991) son anteriores a la
Conferencia Consenso de 1992, fueron incluidos en esta resefia porque el criterio de sepsis utilizado
en la seleccion de pacientes concuerda con lo establecido en 1992.
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Estudio: Dodderfoff 1992: prospectivo al ingreso *'°.

Poblacion: n=20, 67 afios
APACHEII 20 (7 a 33)
8/20 con shock séptico
10/20 hemocultivos positivos
Compara contra pacientes internados en la misma unidad de
terapia (n=7)

Terapia: No informa

Sistema de coagulacién: no determina

Sistema fibrinolitico: Plg no determina, PAI-1 ag T

Mediadores celulares: TNF T 18
IL-6 T

Conclusiones: El APACHE II correlaciona con el PAI-1 (r=22) y la IL-6
(r=0.3)
La PC, ATIII, estan significativamente disminuida en los
pacientes sépticos con respecto a la infeccion sin sepsis.
El t-PA act y PAI-lag estan significativamente aumentados
en los pacientes con sepsis



Estudio: Philippé 1992: estudiados al ingreso **

Poblacién: 35 pacientes con evidencia clinica de infeccion
3 dias de internacion en UT] y APACHE >12.
21/35 sobrevivieron (S) APACHE 18 (13-26); 4/21 sepsis
14/35 no sobrevivieron (NS)
12/14 sepsis
9/14 shock séptico
Grupo Control Normal

Terapia: No informa
Sistema de coagulacién: no determina

Sistema fibrinolitico: Plg no determina, u-PAag T1 en sobrevivientes
scu-PAag elevado en no sobrevivientes

Mediadores celulares: TNF fue 4 veces mas en S queen NS y
correlacioné con el APACHE 11

Conclusion: Por regresion logistica, encuentran que los niveles de u-PA
son un marcador de sobrevida en infeccion severa (p<0,03)



Estudio: Lorente1993: prospectivo seriado (dias 1,4 y7) **

Poblacién: 48 con shock séptico/ edad 57 + 7.3 afios
23/48 sobrevivieron (S), 20 £ 2.9 afios
25/48 no sobrevivieron (NS), 22 + 3.1
APACHE 23+2.3
21/48 hemocultivos positivos
Grupo control Normal

Terapia: Profilaxis con heparina de bajo peso molecular.en minidosis

Sistema de coagulacion: Fib T71 significativo en NS todos los dias

vWF? respecto al grupo Normal todos los dias
ATIII en limite inferior en NS. sobre recuento dia
1,4 y7

PC { en no sobrevivientes

TAT Tt enSyNS

Sistema fibrinolitico: Plg al dia 1 y Normal en sobrevivientes
Plg 4 en no sobrevivientes todos los dias
o, antiplasmina Normal

Plg/a, -APL = 0.65 en no sobrevivientes
PAI-1T1Ten Sy NS
t-PAag N

u-PAag g 71 en no sobrevivientes

Mediadores celulares: no determina

Conclusiones: Los no sobrevivientes tienen una marcada activacion del
sistema de coagulacién y una marcada hipofibrinolisis. Al dia
1 no hay diferencia entre sobrevivientes y no sobrevivientes; al
estudiarlos en forma seriada comienzan a observarse

diferencias significativas entre los niveles de Plg PAI-1 y u-PA
entre sobrevivientes y no sobrevivientes.
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Estudio: Massignon 1994: al ingreso ***

Poblacién: 34 pacientes
10 con cirugia mayor sin enfermedad infecciosa, 64+ 9 afios
12 sepsis sin complicaciones, 54 + 19 afios
12 con shock séptico, 62 + 13 afios

Terapia: No informa

Sistema de coagulacién: FVIII T1 en sepsis y shock séptico
FIX, FXII, FVII: Normal
APTT: Normal
II, V N VII, X: Normal
Fibrinog,. lig T en los tres grupos
vWF 7 en tres grupos
ATIII 4 en shock séptico
ATIII{ en sepsis y cirugia mayor
PCI en shock séptico
PC! en sepsis y cirugia mayor

Sistema fibrinolitico: Plg no determina

t-PAact Normal

t-PAag T en shock séptico

PAI-1ag 711 en shock séptico

PAI-1 11 en los otros 2 grupos

Plg en shock séptico en limite inferior normal
APL:normal
pdf T 1 en shock séptico y pdf T en sepsis

Mediadores celulares: IL-1y IL-6 TTen shock séptico

Conclusién: Hay gran activacion sist. coagulacién en shock séptico asociado
con hipofibrinolisis. Propone el indice ATIII/PAI-1 como
marcador pronostico. Hay correlacién positiva entre los niveles
de TNF e IL-6 y entre PAl-lag y pdf.



Estudio:Mesters RM 1996: Prospectivo seriado®**

Poblacién: 62 pacientes con cancer hematoldgico y con leucopenia inducida
por quimioterapia
13/62 sepsis severa
36/62 episodios febriles sin complicaciones

Terapia: Citoestaticos y antimicrobianos
Sistema de coagulacion: No determina

Sistema fibrinolitico: Plg no determina
t-PAag T y PAI-1ag significativamente en shock
séptico
PAI-1 T11
APL { en shock

Mediadores celulares: no determina

Conclusiones: La activacion del sistema de coagulacion y la inhibicién del
fibrinolitico es casi simultanea en los pacientes leucopénicos
PAI-lact es el mejor marcador prondstico del evento final.
A mayor actividad de PAI-1 menor probabilidad de sobrevida.

Los resultados de los trabajos expuestos muestran que los cambios detectados en
el laboratorio de hemostasia son complejos, variables en el tiempo (de ahi la
necesidad de mediciones seriadas ) y por lo general dificiles de interpretar. Los
diferentes hallazgos ilustran que basicamente en sepsis puede encontrarse cualquier
tipo de disturbio hemostatico. Si bien es muy dificil comparar los distintos resultados
debido a la heterogeneidad poblacional y el tratamiento terapéutico que recibe cada
grupo de pacientes, los distintos estudios muestran un sistema de coagulacién
activado (niveles disminuidos de ATIII y PC, valores aumentados de FVIII y

fibrindgeno y del complejo trombina-antitrombina) y un sistema fibrinolitico
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deprimido, ya sea por niveles altos de PAI-1 como por niveles disminuidos de
plasmindgeno. (solo 2 estudios determinan los niveles de este zimdgeno)

También en pacientes con shock séptico se han encontrado niveles elevados de
TNF, IL-1 e IL-6 existiendo una marcada correlacion entre los niveles plasmaticos
TNF/IL-6 y los niveles de PAI-1. Este ultimo estd presente en la membrana de
leucocitos de pacientes sépticos, aunque también podria ser de origen endotelial o
provenir de los hepatocitos 225 Ppacientes sépticos y con shock séptico presentaron
altos niveles plasmaticos del complejo elastasa - o;inhibidor de proteinasa, indicando
que existe activacion de los granulocitos neutrofilos en este cuadro inflamatorio,
aunque la concentracidén del complejo elastasa - o, -inhibidor de proteinasa no
correlaciona con la gravedad del paciente.

Si bien, se han propuesto diversos marcadores prondsticos para predecir la
probabilidad de sobrevida del paciente de la sepsis, hasta el momento ningin

marcador se ha establecido fehacientemente.



Objetivos



I- OBJETIVOS

Trabajos previos de la Dra. Kordich, en pacientes sépticos, mostraron un descenso
de los niveles plasmaticos de plasmindgeno (Plg) y presentaron actividad plasminica
en la fraccion plamatica incapaz de unirse a lisina. Los estudios in vitro de Moroz y
de otros autores demostraron que la elastasa leucocitaria cliva al plasmindgeno,
originando varios fragmentos, uno de los cuales se denomina miniplasmindgeno
(miniPlg). El miniPlg no se une a lisina y es activable a miniplasmina por uroquinasa
y estreptoquinasa.

Los objetivos de este trabajo fueron:

a) Investigar prospectivamente en forma serniada en 45 pacientes sépticos
consecutivos, los componentes del sistema de coagulacién y fibrinolitico (en especial
los niveles de plasminégeno).

b) Investigar si la probabilidad de sobrevida era funcién de algin parametro
hemostatico.

c) En el caso en que los niveles plasmaticos de Plg estuviesen disminuidos, investigar
si la accion de las proteasas leucocitarias era causa del descenso de la actividad de
Plg.

d) Estudiar in vitro la accion de las enzimas leucocitarias y de los polimorfonucleares
degranulados sobre el Plg e investigar la presencia de miniPlg en el plasma de los
pacientes sépticos.

e) Estudiar in vitro si el mimiplasmindgeno presentaba actividad fibrinolitica.



II- OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar en forma seriada en pacientes sépticos los niveles plasmaticos de
actividad y de antigenicidad de los componentes (factores e inhibidores) del sistema

de coagulacidn.

* Determinar los niveles plasmaticos de actividad y de antigenicidad de los

componentes del sistema fibrinolitico

* Determinar los niveles plasmaticos del complejo elastasa - o -inhibidor de

proteinasa, como indicador de activacion neutrofila

* Determinar en el plasma de pacientes sépticos la presencia de miniplasmindgeno,

un fragmento del Plg.

* Purificar y caracterizar fisicoquimicamente el Plg obtenido a partir de plasma

humano.

* Estudiar in vitro la protedlisis del Plg por accién de elastasa, de extracto

leucocitario y de polimorfonucleares activados.

* Caractenzar fisicoquimicamente el miniPlg obtenido in vitro.

* Estudiar la cinética de activacidon del miniPlg con distintos activadores del sistema

fibrinolitico (activador tisular del plasmindgeno, uroquinasa, estreptoquinasa).
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Materiales

y
Métodos



I-EL LABORATORIO DE HEMOSTASIA EN SEPSIS

I.1. POBLACION

Se estudiaron tres grupos de individuos: pacientes sépticos, pacientes no sépticos

de la misma unidad de terapia intensiva y voluntarios sanos (grupo control).

Grupo Séptico (GS): constituido por 45 pacientes que ingresaron en la unidad de
terapia intensiva con el diagnoéstico de sepsis, de acuerdo al Conferenciae Comitee of
The American Collage of Chest Physicians and Society of Cnitical Care Medicine 21

Se diagnosticd sepsis cuando el paciente presentaba evidencia clinica de infeccion
y cumplia dos de los siguientes requisitos: recuento leucocitario <3500 ¢
>15.000cel/ul 0 mas de 10% de formas inmaduras, recuento plaquetario <100.000
cel/ul; temperatura <35.5°C & >38°C; frecuencia cardiaca mayor que 90
pulsaciones/min; frecuencia respiratoria mayor que 20 inhalaciones/min o la pCO,
<32 mm de Hg.

La edad fue 58 (38-72) afios (mediana y rango), 25 hombres y 33 mujeres.

Todos los pacientes recibieron heparina no fraccionada en dosis profilactica, no se

les suministré vitamina K en la dieta y se les aplicé el tratamiento habitual en estos

pacientes.

Grupo No Séptico o Grupo Control Terapia (GCT): formado por 17 pacientes no
sépticos internados en la misma unidad de terapia intensiva (UTI), con problemas
traumatologicos o accidente cerebrovascular. Este grupo constituyé un grupo control
que reflejaba el manipuleo de la terapia intensiva independiente de la sepsis. La edad

fue 52 (30-68) afios (mediana y rango); 10 hombres y 7 mujeres.
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En los dos grupos de pacientes se establecié la severidad de la enfermedad al
ingreso de acuerdo al indice APACHE II (Acute Physiology and Chronic Health
Education).

El APACHE II es un puntaje basado en 12 valores fisiolégicos de rutina y la edad,
que da una medida general de la severidad de la enfermedad. Este indice, que va
desde 0 a 71, esta asociado con el riesgo de muerte hospitalaria 2°.

Ninguno de los pacientes sépticos 0 no sépticos internados en la unidad de terapia

intensiva mostraron evidencia clinica de coagulacién intravascular diseminada.

Grupo Control Normal (GC): constituido por 30 individuos seleccionados de
acuerdo a las normas del Panel de Expertos en Teoria de los Valores de Referencia
de la Federacién Internacional de Quimica Clinica. La edad, mediana y rango, fue 48

(28-58) aifios, 21 hombres y 27 mujeres 27

Recoleccion de la sangre:

La sangre se extrajo por puncién venosa entre las 8 hs. y las 10 hs. de la mafiana y
fue colocada en un tubo con citrato de sodio 0.133M (9 partes de sangre + 1 parte de
citrato) y 10 Ul/ml de aprotinina (Trasylol, Bayer). La sangre se centrifugé 15 min a
2000g y el plasma fue alicuotado y congelado a -70°C. Las determinaciones se
realizaron los dias 1, 3 y 7 a partir del momento del diagnéstico de sepsis, en el caso
de los pacientes sépticos y a los dias 1,3 y 7 de haber ingresado a la terapia intensiva

en los casos de pacientes no sépticos.



I1.2- ESTUDIO DE LOS COMPONENTES PLASMATICOS DEL
SISTEMA DE COAGULACION

1.2.1- PRUEBAS GLOBALES

Tiempo de protrombina o tiempo de Quick (T.P): La técnica consiste en
determinar el tiempo de coagulacién del plasma en presencia de un exceso de factor
tisular (Tromboplastina) e iones Ca * El tiempo de Quick detecta anormalidades en
los factores IV, VII y X. La tromboplastina utilizada es no comercial y fué
preparada en el laboratorio segun el método de Quick. La determinacidn se realiza de
acuerdo a la técnica onginal de Quick (1957) 28

Se realiza una curva de calibraciéon Tiempo de coagulacidn vs. Protrombina con un
pool de al menos 10 plasmas normales y con el tiempo de coagulacién de la muestra

se extrapola al % de protrombina correspondiente. Los resultados se expresan en %

de protrombina.

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado con Caolin (KPTT):

Esta prueba mide el tiempo de coagulacion del plasma en presencia de cefalina, un
activador (caolin) e iones Ca®*. La cefalina se obtiene de acuerdo al protocolo de Bell
29 E] KPTT se determina utilizando la técnica de Rappaport 20 La prueba estudia
globalmente calicreinas, quininégenos de alto peso molecular y los factores XII, XI,
IX, VIII, X, V, Il y I (estos dos tltimos con poca sensibilidad). El valor de referencia

(n=50) determinado en el laboratorio es 35-45 seg.

Tiempo de Trombina

Mide el tiempo de coagulacion del plasma en presencia de una cantidad fija de
trombina. Estudia la cantidad y/o calidad del fibrinégeno presente. Se coagula plasma
con una solucién de trombina de aproximadamente 15 Ul/ml (Trombina bovina

Parker-Davis, USA). Se ajusta la concentracién para que un plasma fresco coagule de
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13 al5 segundos. Se utiliza para investigar la presencia de heparina en las muestras y

. . .. 231
anormalidades en la etapa de fibrinoformacién .

1.2.2- ENSAYOS FUNCIONALES DE LOS FACTORES DE COAGULACION

Determinacion de fibrinégeno
Se utilizé6 el método funcional de Clauss (manual) en el que el tiempo de
coagulacion del plasma diluido en presencia de trombina es inversamente

232 . .,
. La técnica se realizé

proporcional a la concentracidon de fibnnégeno del plasma
de acuerdo a las indicaciones del equipo comercial (Fibri prest, STAGO, Francia). La

cantidad de fibrindgeno coagulable se expresa en mg/dl.

Dosaje de factores II, VII, V, X por el método coagulable

Mediante la técnica de dosaje de factores se determina, funcionalmente el
porcentaje de actividad del factor presente en la muestra en estudio respecto a un
plasma control o pool de plasmas normales B! Técnica: Diluir el plasma en estudio
con solucion fisioldgica, considerando la dilucién 1/10 como el 100% de actividad,
se mezcla 100 pul de cada dilucion con 100 pl de un plasma deficitario en el factor que
se quiere estudiar (SIGMA Co, USA), se agrega 100 pl de tromboplastina, se
recalcifica con 100 pl de CaCl, 0.025M y se mide el tiempo de coagulacion. Se
realiza una curva de calibracion con el pool normal (tiempo de coagulacion vs.
concentracion del factor) y con el tiempo de coagulacion de la muestra se interpola el
% del factor en la misma. Se informa la actividad en % respecto al normal o en
Ul/ml, considerando que una unidad de factor corresponde a la cantidad funcional de

ese factor que hay en 100 ml de plasma 21
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Dosaje de los factores XII, XI, IX y VIII por el método coagulable

El principio de la determinacién es el ya sefialado para los otros factores; para
dosar los factores XII, XI, IX y VIIIC se utiliza cefalina como activador 231
Técnica: diluir el plasma en estudio con solucidn fisioldgica, considerando la
dilucién 1/10 como el 100% de actividad.

Se mezcla 100 ul de cada dilucién con 100 pul de un plasma deficitario en el factor
que se quiere estudiar (SIGMA Co, USA) y 100 pl de la solucién de cefalina, se
agregan 100 pl de CaCl, 0.025M y se determina el tiempo de coagulacién. Se

extrapola de la curva tiempo de coagulacién vs porcentaje de factor y se informa la

actividad en % respecto al normal o en Ul/ml.

1.2.3- DOSAJE DE LOS INHIBIDORES FISIOLOGICOS DEL SISTEMA DE
COAGULACION

Determinacion de antitrombina III
La actividad de antitrombina II (ATIII) se determina por un método amidolitico
indirecto. Al reaccionar el plasma diluido con trombina (T) en presencia de heparina
se forma el complejo T-ATIII(TAT) y queda T residual. La trombina en exceso actia
frente al sustrato 2238 (Chromogenix, Suecia) liberando p-nitroanilina (p-NA). La
concentracion de p-NA, determinada a 405nm, es inversamente proporcional a la
concentracion de ATIII en el plasma e

La técnica se realizé segun el protocolo del fabricante. La concentracion de ATIII,

determinada funcionalmente, se informa en porcentaje respecto a un plasma normal o

en Ul/ml de plasma.
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Determinacién de PC

La actividad plasmatica de proteina C se determina por un método aminodolitico
directo. En presencia de un activador especifico, Agkistrodén contortrix, la proteina
Cdel plasma es transformada en PC activada, cuya concentracién es determinada por
su actividad aminodolitica sobre el sustrato sintético CBS 42-46 (STACHROM PC
STAGO, France) **. La p-nitroanilina  liberada se  determina
espectrofotométricamente.

La técnica se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del equipo comercial utilizado y

la concentracion de PC se informa en porcentaje respecto al valor normal o en Ul/ml

Determinacion de Proteina S

El ensayo se basa en la habilidad de la PS para actuar como cofactor de la PC
activada, potenciando su efecto anticoagulante frente al factor V Se determina el
tiempo de coagulacion de una mezcla que contiene el plasma incdgnita diluido, PC
activada, factor V y plasma normal deficiente en PC. El tiempo de coagulacién es
directamente proporcional a la concentracién PS en el plasma incégnito B0 La
técnica se realiza segun las instrucciones del fabricante (STACLOT Protein S,

Diagnédstica STAGO, Francia).

Determinacién de Cofactor II de la Heparina (HCII)

La actividad del cofactor II de la heparina se determina por un método amidolitico
en 2 etapas 2% En una primer etapa se hace reaccionar el HCII del plasma,en
presencia de dermatan sulfato (DS), con trombina en exceso y luego se mide la

trombina residual haciéndolo reaccionar con sustrato especifico de trombina.

Purificacién de Dermatan Sulfato (DS)
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Se tratan 100mg de DS tipo B de piel porcina (SIGMA Chem.Co. USA) con 30ml
de una solucién de NaNO, 0.24M en acido acético 1.8M durante 80 minutos, a
temperatura ambiente 81

La solucidén de DS purificado se dializa durante toda la noche contra solucién
tampdn-Tris-salina (Tris-HCI- 0.05M, NaCl 0.15 M pH 8). Se diluye hasta obtener

una solucién de trabajo de DS 0.5g/1 en buffer Tris salino.

Determinacion de la actividad de HCII

La dilucién de un pool de plasma normales con buffer Tris-EDTA 1:50 se define
como 100% de actividad de HCII; para realizar la curva estandar (Absorbancia vs %
de actividad de HCII) se utilizan las diluciones 1:200, 3:200 y 1:40 que corresponden
a 50%, 75% y 125% respectivamente.

Se colocan en tubos plasticos 200 pl de la solucién de DS, se agregan 200 pl de
cada una de las diluciones del pool de plasmas normales y la dilucién
correspondiente al 100% del plasma de paciente a cada uno de los tubos.

Se incuban a 37°C durante 5 min.

Se agregan 200 pl de Trombina humana (20 U/ml).

Se afiaden 200 pl de sustrato H-D-Phc-Arg-pNA (S-2238, Chromogenix, Suecia).

A los 120 segundos exactos de la adicion del sustrato, se interrumpe la amidolisis
con el agregado de 400 pl de acido acético 50%.

Se esperan 5 minutos. Se centrifugan a 3000 rpm 10 minutos.

La absorbancia del sobrenadante, leida espectofotométricamente a 405 nm, es
inversamente proporcional a la concentracién de cofactor II de la heparina.

Los resultados se informan en % respecto al plasma normal o en Ul/ml
Valores de Referencia de Cofactor II de la Heparina en Capital Federal

Para determinar los valores de referencia del inhibidor se emplearon 150 muestras

de plasmas citratados de 83 mujeres y 67 hombres, seleccionados de acuerdo a las
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recomendaciones del Panel de Expertos en Teoria de Valores de Referencia de la
Federacién Interacional de Quimica Clinica 27

Debido a que no existian datos sobre los valores de referencia para la actividad y la
antigenicidad del cofactor II de la heparina para la poblacion de Buenos Aires, se
determinaron los mismos en 150 individuos seleccionados de acuerdo a las
recomendaciones de los Valores de Referencia de la Federacion Intermacional de
Quimica Clinica (Valor ref). Los intervalos de referencia definidos por fractiles y
determinados por métodos no paramétricos fueron 70-130% de actividad y 75-110%
de antigenicidad. El rango de normalidad hallado para este inhibidor es
considerablemente amplio, cuando se los compara con, los valores de referencia para
otros inhibidores, por ejemplo antitrombina III cuyo valor de referencia es 80-100 y

coincide con lo descripto para la poblacién caucasica de Europa y Estados Unidos.

I.3-ESTUDIO DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE LOS
COMPONENTES DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

1.3.1-PRUEBAS DE GLOBALES

Lisis de euglobulinas

El método consiste en diluir el plasma del paciente en medio acido para precipitar
las euglobulinas que contienen plasmindgeno, fibrinégeno y los activadores del
plasmindgeno (t-PA, scu-PA), mientras que los inhibidores del sistema fibrinolitico
quedan en solucion. El precipitado se redisuelve y es coagulado con Ca”, registrando
el tiempo de lisis del coagulo formado. El tiempo de lisis del coagulo es

inversamente proporcional a la actividad fibrinolitica plasmatica.
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Técnica:

Se mezcla por inversion

V(ml)
Plasma citratado 0.5
Agua destilada 8.0
Acido acético 0.15

Se deja reposar 20 min. a 4°C.

Se centrifuga 5 min a 3000 rpm.

Se descarta el sobrenadante y se escurre los tubos sobre el papel de filtro.

Se redisuelve el precipitado en buffer borato (Borato 1M, pH 9) a 37°C, se coagula
con trombina 20 Ul/ml y se cronometra el tiempo de lisis total del coagulo.

Tiempo de lisis de un plasma normal > 120 minutos >*'.

1.3.2-ENSAYOS FUNCIONALES DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA
FIBRINOLITICO

Determinacion del plasminégeno (miniplasmin6geno)

La actividad de plasminogeno se determina activandolo con streptokinasa en
exceso y midiendo la actividad plasminica generada por un método amidolitico 28

La actividad plasminica (miniplasminica) se determina por su acciéon amidolitica
sobre HD-Val-Leu-Lys-pNA (Stachrom Plg, Diagnéstica STAGO, France) y sobre
sustrato 2251 (Chromogenix, Suecia).

La p-nitroanilina liberada en ambos casos y determinada espectofotométricamente
a 405 nm, es directamente proporcional a la concentracion de plasmindgeno
(miniplasmindgeno) presente. Se hace una curva de calibracién con plasmindgeno

puro (Chomogenix, Suecia) y una con un pool de plasma normales. Los resultados se

expresan en % de Plg respecto al normal o en molaridad.
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La técnica se realizo segun las instrucciones de cada reactivo. Este procedimiento se

utilizo para determinar miniplasminogeno.

Determinacién de o,-antiplasmina
Los niveles plasmaticos de a,-antiplasmina (APL) se determinan con un método
aminodolitico en dos etapas 29,
APL + Plg (exceso)—> APL/Plg + Plg residual
Plg residual + Val-Leu-Lys pNA + uroquinasa— pNA + Val Leu LysOH
El plasma se mezcla con un exceso de plasmindgeno; la cantidad de plasminogeno
residual, determinada por un método aminodolitico es inversamente proporcional a la
concentracion de a,-antiplasmina. La concentracién de o,-antiplasmina se expresa en
% respecto al normal o en Ul/ml.
La técnica se realizé de acuerdo al protocolo del fabricante (Stachrom antiplasmin,

Diagnéstica STAGO).

Determinacion de PAI-1 actividad

La actividad del inhibidor de los activadores del plasmindgeno se determina por un
ensayo cromogénico en dos etapas [Spectrolyse (PL) PAI, Biopool, USA] de acuerdo
a las instrucciones del equipo comercial. En la primera etapa se hace reaccionar el
PAI contenido en la muestra plasmatica con tPA en exceso durante 15 minutos a
25°C. El t-PA residual se determina por un método amidolitico o

La absorbancia a 405 nm es inversamente proporcional a la concentracién de PAI-1.

PAI (Plasma) + t-PAexceso — (PAI-tPA) + t-PA residual
t-PA residual + Plg + Val-Leu-Lys pNA — pNA + Val-Leu-Lys OH
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1.3.3-DETERMINACIONES ANTIGENICAS DE LOS COMPONENTES DEL
SISTEMA FIBRINOLITICO

Las concentraciones antigénicas de Plg y APL se realizaron por
electroinmunodifusion (Rocket) utilizando un antisuero policlonal especifico 24

Las concentraciones antigénicas de t-PA y PAI-1 se determinaron por enzimo-
inmunoensayo Asserochrom tPA (Asserochrom PAI-1, Diagnéstica STAGO,

Francia).

1.4- OTRAS DETERMINACIONES

El complejo trombina-antitrombina (TAT), marcador de la activaciéon del
sistema de coagulacién, se determindé por enzimoinmunoensayo tipo “‘sandwich”

(Enzygnost TAT, Merck).

El complejo elastasa-a,; inhibidor de proteinasa (EAPI), marcador de la
degranulacién neutrofila se determindé por enzimoinmunoensayo utilizando un

antisuero policlonal especifico (Enzygnost EAPI, Merck).

El factor de necrosis tumoral TNF se determindé por enzimoinmunoensayo

realizado de acuerdo a las instrucciones del equipo.

El dosaje de dermatan sulfato plasmadtico se realiza en dos etapas: se adsorbe el
plasma con una suspension de bentonita para eliminar el cofactor II de la heparina,
antitrombina III y fibrindgeno y el sobrenadante se incuba con cofactor II purificado

y un exceso de trombina. La trombina residual se determina por su actividad
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aminodolitica sobre el sustrato cromogénico CBS 61.50. La absorbancia, medida a
405 nm, es inversamente proporcional a la concentraciéon de DS (242).

La determinacidn se realiz6 siguiendo el protocolo comercial (STACHROM DS,
Diagnéstica STAGO). Los valores de referencia del DS se determinaron midiendo el
DS plasmatico en 40 plasmas de los utilizados para determinar los valores de

referencia del cofactor II de la heparina.

1.5- TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

1.5.1- ANALISIS EXPLORATORIO DE LOS DATOS Y COMPARACION DE
LAS POBLACIONES

El analisis exploratorio de los datos se realizo utilizando el procedimiento de
Multiple Box & Whisker plot (Software STATGRAPHICS) **.

La comparacién de las distintas variables entre los distintos grupos se realizé
utilizando el método no paramétrico de Mann-Whitney (Software
STATGRAPHICS)**.

El BOX-Plot es un grafico que muestra la distribucion de los datos representando el
minimo y el maximo, el primer y tercer cuarto y la mediana.

La caja central representa el 50% de los datos. Se puede asi observar la distribucion
de los datos y detectar posibles valores extremos. El multiple Box & Whisker Plot
permite representar en un mismo grafico distintas distribuciones facilitando asi una

rapida comparacion exploratoria.

1.5.2- DETERMINACION DEL MARCADOR PREDICTIVO DEL EVENTO
FINAL: REGRESION LOGISTICA.
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Fundamentos

La regresion logistica (RL) permite calcular la probabilidad de que ocurra un hecho
determinado (por ejemplo sobrevida o muerte) en funcién de k variables que se
presumen relevantes o influyentes 244, 243,

La probabilidad de que el evento ocurra puede expresarse como una funcién

logistica.

P(Y=1)=

1+ exp (-a-B, X;-Bo X5 -BiXi)

donde a, By, B2, --.- Py son los parametros del modelo; X, X,....X, son las variables
explicativas o covariables y exp denota la funcién exponencial.

Al construir el modelo de RL, las covariables pueden ser dicotonicas, ordinales,
continuas o nominales.

El coeficiente [B; para una variable X; es una medida del riesgo relativo inherente a
poseer la condicidon X; a los efectos de que ocurra el hecho descripto, suponiendo que
el resto de las variables del modelo permanecen constantes.

Un valor mayor de B; no indica un mayor peso de la variable X;, ya que el solo
hecho de usar unas u otras unidades en X; produce cambios en los valores de los
coeficientes.

Para cuantificar el aporte de cada X; con fines comparativos se utiliza el coeficiente
estandarizado definido por bi* = biSi, donde bi es la estimacion de Bi y Si la varianza
muestral correspondiente a la variable X .

Los coeficientes estandarizados se utilizan para comparar la magnitud de los
efectos debidos a las diferentes variables sobre la probabilidad que se estima.

En general se acepta, aunque no es una regla formalmente fundamentada, que el
numero de sujetos para poder usar la RL sin problemas debe ser superior a 10 (k+1),

donde k es el nimero de covariables.
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Ademas, si la variable de respuesta es dicotdmica debe presentar al menos 10 casos
con cada uno de sus dos valores posibles.

El nimero de pacientes (n=45) no alcanza para incluir todos los parametros
hemostaticos en la RL; por lo tanto se seleccionaron aquellas variables que mostraron
diferencias significativas entre los sobrevivientes y no sobrevivientes.

Estas variables fueron: FX, FII, FIX, FVII, ATIII, PC, Plg y dentro de ellas se
descartaron los factores k-dependientes por tratarse de parametros modificables por
la dieta a que son sometidos los pacientes y no por la sepsis.

Resumiendo, se intenta hallar la probabilidad de sobrevida de un paciente de
acuerdo a la siguiente funcién:

PS=1)= 1 .
1 + exp (-a-B, ATIII - B,PC - B;Plg)

1.5.3- CURVA ROC (RECEIVING OPERATING CHARACTERISTIC)

Cuando la probabilidad de que ocurra un evento puede expresarse en funcién de
uno o mas covariables (X;), es posible crear un mecanismo de clasificacion en
funcién del resultado probabilistico. En esos casos se puede fijar un valor X;=P;
denominado punto de corte tal que si para el i-ésimo sujeto X;<P, la probabilidad de
que ocurra se considera tan baja que se le pronostica el no evento.

Como consecuencia de aplicar tal mecanismo se produciran falsos positivos, (se les
predice el evento, pero realmente no lo presentaron), falsos negativos (se les predice
el no evento cuando realmente lo presentaron), ademas de aciertos en uno u otro
sentido).

Asi, para cada punto de corte P, se puede formar una configuracién segin la cual
pueden clasificarse los datos de una muestra de acuerdo con el resultado real y

vaticinado:
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Produccién Realidad Total
Evento No Evento
Evento (X;>P) Verdaderos Falsos at+b
Positivos (a) Positivos (b)
No evento (X<P) Verdaderos Falsos c+d
Negativos(c) Negativos(d)
Total atc b+d n

De aqui se puede calcular la sensibilidad y la especificidad como:

Sensibilidad=__a Especificidad= __b_ .,
atc b+d

Las curvas ROC empiricas se construyen a partir de los valores de sensibilidad y
especificidad usando los distintos puntos de corte 2** 2%,

En el eje de las abscisas se sitia la probabilidad de un falso positivo (1-
especificidad) y en el eje de ordenadas, la probabilidad de declarar como tal a un
verdadero positivo (sensibilidad).

Se grafica para cada punto de corte el par (sensibilidad, 1-especificidad).

Una curva de ROC, mientras mas proxima esté a la esquina superior izquierda del
grafico, mas precisa es, debido a que la tasa de verdaderos positivos es uno y la tasa
de falsos positivos es cero. Es decir que el area bajo la curva ROC da una medida de
la capacidad predictora global de la funcién, ya que cuanto mayor sea esa area,
mayor capacidad predictiva tendré la funcién.

Cuando para iguales puntos de corte de una variable explicativa se pueden describir
la probabilidad del evento por diversas funciones, la curva ROC sirve para comparar
las distintas funciones predictivas. Para una funcidon dada, el mejor punto de corte
para la variable X; sera aquel que tenga mayor sensibilidad y especificidad.

En este estudio se realizé l1a curva ROC para intentar discemir qué variable dentro

de los parametros hemostaticos estudiados eran utiles para predecir la sobrevida o no

del paciente.




1I- DEGRADACION DEL PLASMINOGENO:
MINIPLASMINOGENO

II.1- PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PLASMINOGENO
HUMANO

I1.1.1-PURIFICACION DE PLASMINOGENO

El plasminégeno humano se obtiene a partir de plasma humano, por cromatografia
de afinidad sobre lisina sefarosa **.

Preparacion de la columna de lisina-sefarosa: Se lava | gr de sefarosa, activada
con CNBr (SIGMA Chemical Co., USA), con 100 ml de acido clorhidrico ImM, se
resuspende y deja hidratar durante 15 minutos. Se lava con é4cido clorhidrico y luego
con el buffer de activacién bicarbonato 0.IM cloruro de sodio 0.5M, pH 8.3. Se agita
la sefarosa con la lisina (30mg/ml) durante 2 horas cabeza a cola; se filtra y el gel
resultante se agita otras 2 horas con etanolamina IM, pH 8. Finalmente se lava
ciclicamente con buffer bicarbonato 0.IM cloruro de sodio IM pH 9,2 y buffer
acético/acetato 0.1M pH 4.

Se empaqueta la columna de 6 cm x 0,8 cm y se equilibra con buffer inicial
(NaH,PO,/Na, HPO, 0.1M, EDTA 0.003M pH 7,4)

Proceso de purificacién: a 10 ml de plasma, obtenido por puncién venosa y
anticoagulado con citrato de sodio y aprotinina, se le agregan 8 ml de agua destilada
y 0.002 g de EDTA Na,. Esta mezcla se siembra en la columna previamente
equilibrada, se recoge el filtrado en fracciones de 2ml, a una velocidad de 4
gotas/min; las fracciones concentradas 2 meses, se utilizaron en ensayos posteriores
como plasma libre de plasmindgeno (se investigé la presencia de plasminégeno por

Outcherlony con un antisuero policlonal antiplasminogeno).
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Se lava la columna con buffer hasta obtener un filtrado cuya absorbancia a 280nm
sea menor que 0.002. Finalmente se eluye con buffer fosfato 0,]M EDTA 0,2M pH
7.4, que contiene acido € aminocaproico monitoreando la absorbancia 280nm.

En los tubos que presentaron mayor absorbancia se investigd la actividad
inmunoldgica de plasmindgeno por imnunodifusion radial 3 la actividad funcional
como ya se describié y la concentracidn de proteinas totales por el método de
Lowry244.

Con los tubos que presentaron actividad se hace un pool y se guarda alicuotado a
-20°C hasta su uso.

Con el Plg obtenido se realiz6 una electroforesis en geles de poliacrilamida con

SDS para investigar el grado de pureza y estimar el peso molecular y un

isoelectroenfoque en poliacrilamida para obtener el punto isoeléctrico.

I1.1.2- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

El gel de poliacrilamida (T=10%, C=2%, preparado segun técnica de Laemmli) fue
corrido hasta que el frente alcanzo la maxima distancia interelectrodica, a 180 Vts
con una intensidad menor que 30mA y teflido posteriormente con Azul Brillante de
Coonasie 5% (SIGMA Chemical Co., USA) durante al menos 12 hs. El gel se
decolora y se seca entre papel celofan. Para estimar el peso molecular se utilizaron
marcadores de peso molecular. Se grafico el cuadrado de la distancia, entre el
comienzo del gel separador y la posicidn de la banda, en funcién del peso molecular
de los estandares y se extrapolo el PM de la muestra de acuerdo a la distancia

249

recorrida “"". La determinacion se repitié tres veces.
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I11.1.3- ISOELECTROENFOQUE EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Para realizar el isoelectroenfoque se prepararon geles de acrilamida T= 4,5% y
distintas concentraciones de anfolito rango de pH 3-10 (Pharmalyte 3-10, Pharmacia,
Suecia). Los geles se prepararon incubando solucion de acrilamida, glicerol, agua y
anfolito (rango 3-10) y persulfato de amonio de acuerdo a la técnica de Righetti. Se
trabajé con distinta condiciones eléctricas (voltaje, intensidad y potencia) hasta lograr
tener un gradiente de pH estable y con buena resolucién. Las condiciones eléctricas
optimas encontradas fueron: Potencia max.: 8 watts, voltaje max. 1.500 volts e
intensidad maxima 15 mA; temperatura 8°C y se aplicaron 3500 volts horas en todas
las placas. Luego de finalizada la corrida, se cortd una zona del gel en areas de lem?
desde el catodo hacia el anodo, las cuales se eluyeron con cloruro de potasio IM y se
midio6 el pH de cada solucion resultante 20 La zona de la placa restante se fijé con
una solucion de acido tricloroacético 10%, acido sulfosalicilico 5% durante 30
minutos, se lavo y se tifié con Azul Brillante de Coomasie. Con los datos obtenidos
se realiz6 una curva de pH vs distancia de donde de acuerdo a las distancias de cada

muestra se extrapold el punto isoeléctrico .

I1.2.- DEGRADACION DEL Plg POR LA ACCION DE LA ELASTASA
PURA: OBTENCION DE MINIPLASMINOGENO

I1.2.1- DOSAJE DE LA ACTIVIDAD DE ELASTASA

Método amidolitico
La actividad de la elastasa leucocitaria pura (SIGMA Chemical Co., USA) se
determina por su efecto amidolitico sobre el sustrato Pyro-Glu-Pro-Val-pNA,

especifico para elastasa (S-2484, Chromogenix, Suecia). La concentraciéon de p-
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nitroanilina, medida espectrfotométricamente a 405nm, es proporcional a la

concentracion de elastasa. La técnica se realizo segun las instrucciones del fabricante.

Método con N-BocAla

La actividad proteolitica de la elastasa se midié espectrofotométricamente usando
N-Boc-Ala-NP %,

Se realiz6 una curva de calibracién con 5,10,15 y 20 pg de elastasa leucocitaria
estandard respectivamente, se incubaron 100 pl de N-Boc-Ala-NP 102M en metanol
con 2900 pl de buffer fosfato 0,05M pH 6,5 y de 10 pl de muestra y se monitorea la
variacion de la absorbancia (AAbs/min).

De la curva AAbs vs concentracién se extrapolo la concentracidn de elastasa de la

solucion incégnita.

I1.2.2- ACCION DE LA ELASTASA LEUCOCITARIA SOBRE EL
PLASMINOGENO HUMANO PURIFICADO

Se incubaron a 37°C distintas relaciones Plg/elastasa leucocitaria humana (mg de
Plg/elastasa: 2,2uM/1UI, 1,1uM/1UI, 1,1pM/2UI) y se tomaron alicuotas a las 2, 4 y
24 horas de colocados en el bafio. En un tubo adicional se coloca plasminégeno,
elastasa y a,- inhibidor de proteinasa en exceso (20UL/ml). Al tiempo establecido se
inhibié la reaccidn con fenilmetil sulfonil fluoruro PMSF (10mM en
dimetilsulfoxido) y se almaceno cada alicuota a -20°C.

La accion proteolitica de la elastasa sobre el plasmindgeno se investigé mediante la
técnica SDS-PAGE/Westemn blot, utilizando anticuerpo policlonal antiplasminégeno
y anticuerpo monoclonal selectivo para miniplasminégeno (reconoce solo al kringle

5).
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I1.2.3- OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL MINIPLASMINOGENO

Se incubd plasmindgeno purificado 1,1 pM con elastasa leucocitaria humana
(10Ul/ml) (SIGMA Chemical Co., USA) durante 4 horas. La reaccion se detuvo con
el agregado de PMSF.

La solucién resultante fue diluida con buffer H,NaPO,/HNa,PO, 0.IM EDTA
0,003M pH7,4 y sembrada en una columna de lisina-sefarosa. Se recogieron los
filtrados en fracciones de 2 ml, se lavo las columnas con buffer H,NaPO,/HNa,PO,
0,3M EDTA 0.003M pH7,4 hasta que la absorbancia a 280 nm fuera menor que 0.02.
Por ultimo se eluyé la columna con buffer H,NaPO,/HNa,PO,, 0.IM EDTA
conteniendo actdo € aminocaproico 0,2M pH 7,4.

En el pool de filtrados se determind la actividad amidolitica frente a un sustrato
especifico de plasmina y la concentracién antigénica frente a un antisuero
monoclonal selectivo para miniplasmindgeno (American Diagnostic).

Se determind la concentracidn de proteinas del pool de filtrados y se realizé SDS-
PAGE seguido de Western blot, para determinar el peso molecular y un

_ . . . . .. . 249,250
isoelectroenfcque para investigar el punto isoelectrico del miniplasmindgeno X

I1.3-DEGRADACION DEL PLASMINOGENO POR EL EXTRACTO
DE ENZIMAS LEUCOCITARIAS

I1.3.1-PREPARACION DEL EXTRACTO DE ENZIMAS LEUCOCITARIAS
Los leucocitos se aislaron a partir de un concentrado de blastos obtenidos por
plasmaféresis segtn el procedimiento de Bough y Travis 23 Las preparaciones de

leucocitos se resuspenden en KCI 0.15M y la mezcla se centrifuga a 1000g. Se

eliminan los eritrocitos contaminantes por lisis hipoténica; se repite varias veces
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hasta eliminar totalmente los globulos rojos. Se centrifuga y resuspende el “pellet” en
500ml de una solucién que contiene Img/ml de heparina sédica en sacarosa 0.2M. Se
agita la mezcla en hielo durante 2 horas.

El lisado celular se centrifuga a 15.000g por 60 minutos. Los granulos (contenidos
en el pellet) se resuspenden en sacarosa 0.34M y se centrifuga a 15.000g por 60
minutos. El pellet se resuspende en acetato de sodio 0,2M pH4 y se homogeiniza con
un Potter-Elvejhem de vidrio. El extracto de los granulos se centrifuga a 15000g 10
minutos y el pellet es rehomogeneizado tres veces. Se determina la actividad de
elastasa en el extracto leucocitario, se concentra hasta obtener una actividad
enzimatica de 1 Ul/ml, se alicuota y almacena a -20°C hasta su utilizacion. La
actividad de elastasa frente al sustrato cromogénico se utiliza como un indice de

actividad enzimatica del extracto leucocitario.

I1.3.2-ACCION DEL EXTRACTO LEUCOCITARIO SOBRE EL
PLASMINOGENO

Se incubaron a 37°C plasminogeno 1,1 pM (aproximadamente la concentracion
plasmatica) y extracto leucocitario en distintas proporciones: 10:1, 20:1 y 5:1 vol
Plg/UI elastasa. De cada mezcla se tomaron alicuotas a las 2, 4 y 24 horas de iniciada
la incubacion, se frené la actividad enzimatica con PMSF en dimetilsulfoxido y se
almacenaron las alicuotas a -20°C. Para comprobar si la actividad proteolitica era
inhibida por inhibidor de proteasa, se realizé una incubacién de plasmindgeno con

extracto leucocitario en presencia de un exceso de o, inhibidor de proteinasa
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I1.4-PROTEOLISIS DEL PLASMINOGENO IN VITRO POR
POLIMORFONUCLEARES DEGRANULADOS

11.4.1- OBTENCION DE LOS POLIMORFONUCLEARES

Los polimorfonucleares se aislaron a partir de sangre humana normal por el método
de Boyum modificado, utilizando centrifugacién diferencial 24 Se diluy6 la sangre
al medio con buffer fosfato salino y EDTA, Cf 20mM. Se agregd dextran 500.000
(Cf=1%) y se dejo sedimentar los eritrocitos durante 30 minutos. El sobrenadante se
coloca en un gradiente de Ficoll-Hypaque & 1.077 y se centrifugd 20 minutos a
2000g. Se eliminaron los eritrocitos del pellet por lisis hipotonica. Se resuspende el
pellet en buffer fosfato que contiene CaCl, ImM, MgCl, ImM y glucosa SmM. Se
cuenta el nimero de neutrofilos por microscopia dptica y se estudia la viabilidad por
el test de exclusion de Azul Tripan. Se ajusta la concentracién celular a 1,5 10°

cel/ml.

I1.4.2-DEGRANULACION DE LOS POLIMORFONUCLEARES EN
PRESENCIA DE PLASMINOGENO

Dos volimenes de PMN (lO8 cel/ml) se preincubaron 1 minuto con citocalasina B
(10uM) y se incubaron con un volumen de:
A) Plasmindgeno puro 1mg/ml C) Plasminégeno 0,2 mg/ml
B) Plasma humano normal D) Plasmindgeno Img/ml y a, inhibidor de
proteinasa (6 mg/ml)
Todas las muestras fueron estimuladas con FMLP (33 uM) e incubadas a 37°C
durante 15 horas, después de 1a cual la reaccion fue inhibida con PMSF; se centrifugd

y el sobrenadante se almacené a -20°C.
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La presencia de plasminogeno y sus fragmentos proteoliticos se investigd por
SDS-PAGE y Western blot usando un anticuerpo policlonal anti-plasminégeno

humano.

11.4.3- DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE DEGRANULACION

El porcentaje de secresién se calcula en base a la actividad de las proteinas
liberadas de los granulos presentes en el sobrenadante (sob) y a la actividad de las

25 El porcentaje de degranulacion se calcula

proteinas liberadas dosables en el pellet
como:

% Degranulacion =___Act sob , 100

(Act. sob + Act. pellet)
Para calcular el porcentaje de degranulaciéon se determind la actividad de
mieloperoxidasa y de elastasa, enzimas marcadoras de degranulacién de granulos

primarios.

I1.4.4- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE MIELOPEROXIDASA
(MPO)

La actividad de esta enzima se determina midiendo espectrofotométricamente la
peroxidacion del guayacol por el perdxido de hidrégeno 2

Colocar el sustrato (0,3mM de guayacol, 0,2mM de H,0, y 0,1% de Tritéon X100)
en buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7,4. El sustrato debe prepararse en el dia y
mantenerse a 37°C hasta su utilizacion. Se agrega la muestra a una de las cubetas y se

registra la absorbancia a 436 nm durante 2 minutos. Se toma la pendiente inicial de la

curva en Abs/min y se calcula la actividad enzimatica.
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IL.S- INVESTIGACION DE LA PRESENCIA DE
MINIPLASMINOGENO EN EL PLASMA DE PACIENTES SEPTICOS.

Los plasmas de los pacientes sépticos fueron diluidos con buffer
H,NaPO,/HNa,PO, 0.IM EDTA 0.003M pH 7,6 y filtrados por las columnas de
lisina- sefarosa. Cada uno de los filtrados fue concentrado por membranas de Amicon
y se investigd la presencia de miniplasmindgeno por SDS-PAGE/Western blot,
utilizando un anticuerpo monoclonal, selectivo para miniplasminégeno y un

anticuerpo policlonal antiplasmindgeno humanos.



I1I- ACTIVIDAD FIBRINOLITICA DEL
MINIPLASMINOGENO

IIL.1- ACTIVIDAD DE PLASMINA Y MINIPLASMINA SOBRE UN
COAGULO DE FIBRINA FRESCO

Para obtener miniplasmina y plasmina se incubaron 50 pl de Plg (1,1 uM) o miniPlg
(LI uM) con 50 ul de uroquinasa 100 U/ml (Ukidam, Serono) y 25 pl de glicerol
durante 4 horas a 37°C 2. El 95% del zimogeno es convertido a la enzima activa,
plasmina y miniplasmina respectivamente, cuando la reaccidon es monitoreada por la
actividad amidolitica de plasmina (miniplasmina). Las mezclas alicuotadas se
guardaron a -20°C.

Se determind la actividad de plasmina y miniplasmina sobre un coagulo de fibrina
fresco formado al mezclar 50 pl de fibrinégeno libre de plasmindégeno 1 mg/ml
(Laboratorios Cutter, Suiza) y 50 pul de trombina bovina 30 Ul/ml (Meditech, USA).
Se prepararon varios tubos que contenian el coagulo recientemente formado. Se
agregd a cada uno distintas concentraciones de plasmina (o miniplasmina),
simultaneamente al agregado de la enzima se dispar6 el cronometro y se registré el
tiempo de lisis total del coagulo.

Se realiz6 la misma experiencia pero preparando el coagulo en presencia de
plasmina o miniplasmina. Se incuban 50 pl de fibrinégeno libre de plasminégeno con
distintas volumenes (0,1-2,4) ul de plasmina (0 miniplasmina) y se dispara el
crondmetro cuando se agregan 50 ul de trombina bovina 30 Ul/ml, la concentracién
de trombina utilizada es tal que el coagulo se forma instantaneamente. Cada
experiencia se realiza por triplicado y se grafica el tiempo de lisis promedio vs. la

concentracion de plasmina o miniplasmina.
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IL.2- ACTIVIDAD AMIDOLITICA DE MINIPLASMINA SOBRE
DISTINTOS SUSTRATOS CROMOGENICOS

Se incubaron a 37°C miniplasmina (o plasmina) con tres sustratos cromogénicos
diferentes, el M.M L.Tyr-Arg pNA (CBS 33.08) (Diagnostica STAGO, Francia) y H-
DVal-Leu-LyspNA (S-2251-Chromogenix, Holanda) y H-D-Phe-Pip-ArgpNA
(S-2238 - Chromogenix, Holanda) registrando las variaciones de absorbancia/min. Se
utilizaron 8 concentraciones distintas de cada sustrato cromogénico. Se calcularon las
velocidades iniciales y se determiné la constante de Michaelis-Menten (Km) y la
constante catalitica (Kc) de plasmina y miniplasmina por el método Lineweaber -

Burk.

III.3-ACTIVACION DE LA MINIPLASMINA POR UROQUINASA

Se incuban en una cubeta 100 pl de plasmindégeno (1,1 pM) (o miniplasminégeno)
con 30 y 10 unidades respectivamente de uroquinasa (Ukidam, Serono) y el sustrato
Val-Leu-Lys-pNA (Cf=0,60 nM). Las diluciones se realizan con un buffer fosfato
salino pH7,4 conteniendo 0,006% Twcen 80. La formacidén de p-nitroanilina se

monitorea espectrofotométricamente. La plasmina generada se calcula como:

Plm = A Ab_Qinm—d SQLKII]
— Plm
At Keat So

donde pNA es el incremento de p-nitroanilina en 120 segundos y S, la concentracién
del sustrato cromogénico usado en cada ensayo 22 la Ke y el Km son los
determinadas en el ensayo anterior. La actividad amidolitica de la uroquinasa y el
plasminégeno o miniplasminégeno sobre el sustrato cromogénico no es significativo

en las condiciones del ensayo.
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II1. 3.1- EFECTO DEL FIBRINOGENO

Se incuban en una cubeta plasminégeno o miniplasminégeno, el sustrato Val-Leu-
Lys-pNa y fibrinégeno libre de plasmindgeno (0,50; 1,5; 4,5uM) y uroquinasa.

El fibrinégeno aumenta la turbidez de la solucion. Para descontar la interferencia se
mide la absorbancia a 405 y a 435 nm, de tal forma que la concentraciéon de pNA a
un tiempo dado se calcula a partir del AAb = A,y5-A43s 202

La utilizacién de esta longitud de onda permite maxima sensibilidad y minima

interferencia por turbidez.

111.3.2- EFECTO DE LA FIBRINA

Coagular 50 pl de fibrinégeno (0,1mg/ml) con 10 pl de trombina (5 NIH/ml),
centrifugar descartar el sobrenadante, lavar con solucion fisioldgica y secar en estufa
a 37°C durante 15 horas. La pelicula obtenida se almacend a temperatura ambiente
durante mas de una semana. A cada uno de los tubos que contenia la pelicula de
fibrina se agregd plasmindgeno (o miniplasmindgeno), uroquinasa y Val-Leu-Lys-
pNA en las concentraciones ya sefialadas. Se monitored la absorbancia a 405 nm
(restando la absorbancia que presenta la cubeta con la pelicula de fibrina). Se calcula
la concentracién de plasmina en funcién del tiempo. Los ensayos con fibrindgeno y

las peliculas de fibrina se realizaron con (1 nM) y sin acido € aminocaproico (EACA).



I1.4- ACTIVACION DE MINIPLASMINOGENO POR
ESTREPTOQUINASA

Las mismas determinaciones realizadas en III.3. se realizaron utilizando
estreptoquinasa (Streptokinase, Stochrcm Plg. Diagnostica STAGO) como activador

del plasmindgeno. La concentracion de estreptoquinasa utilizada fue

III.5- ACTIVACION DEL MINIPLASMINOGENO POR t-PA
RECOMBINANTE (rt-PA)

Mezclar en una cubeta 100 pl de plasminégeno (C=0.5 20 pM) o
mimiplasminégeno ( 0,5-20 pM) con 100 pl rt-PA (C£=0,5-20UI) (Genetech INC.
USA, Actividad especifica 500.000 UI/Im), 100 pl Val-Leu-Lys-pNA (S-2251,
Chromogenix, Suecia) y la pNA generada se monitorea espectrofotométricamente. Se
calcula la concentracion de plasmina como se indico anteriormente. Las diluciones se
realizaron en PBS conteniendo Tween 0,006%. Las propiedades bioquimicas y
bioldgicas de
rt-PA son similares a las del activador tisular aislado de utero (Collen et al, no

publicado). Incubando rtPA con S-2251 no se observa liberacién de p-nitroanilina.

I11.5.1- EFECTO DE FIBRINOGENO, LOS MONOMEROS SOLUBLES DE
FIBRINA Y LA FIBRINA
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Los mondmeros de fibrina se preparan coagulando 1 ml de fibrinégeno libre de
plasminégeno (1 mg/ml) con reptilase (Diagnostica, STAGO, Francia) luego se
estruja el coagulo y se lava con solucion fisiologica 4 veces; los mondmeros se
disuelven en | ml de urea 7M y se mantiene la solucion a -20°C hasta su utilizacién.

Para el efecto sobre la activacidon del miniplasminégeno mediado por r-tA de los
mondmeros solubles de fibrina y el fibrindgeno se incuban en una cubeta 100 pl de
plasmindégeno o miniplasminégeno (Cf{=0.5-20 uM), conl100 ul de rt-PA (55-10
p/ml) y 10 pul de buffer 6 10 pl de monémeros solubles de fibrina (Img/ml) 6 10 pl de
fibrindgeno (1 mg/ml) y 100 pl de S-2251. Se registra la absorbancia a 405 y se
calcula la concentracién de plasmina segun la descripta en II1.3.

Para estudiar el efecto de la fibrina sobre la activacién se colocan en tubos que
contienen las peliculas de fibrina 100 pl de plasminégeno o miniplasminégeno
(Cf=0,5-20 uM), 100 pl de rt-PA (10U/ml) y 10 pl de buffer y 100 ul de S-2251. Se

registra la absorbancia a 405 nm y se calcula la concentracién de plasmina.

III.6-COMPARACION DEL EFECTO FIBRINOLITICO DEL
PLASMINOGENO Y MINIPLASMINOGENO EN SISTEMAS
PURIFICADOS Y EN MEDIO PLASMATICO

Se utiliza como plasma libre de plasminogeno, el plasma filtrado por la columna de
lisina sefarosa y concentrado dos veces con membrana de dialisis.

En el plasma depletado se investiga la presencia de Plg por el método de
Outcherlony utilizando un antisuero policlonal anti-plasminégeno humano
(Diagnostica STAGO, Francia).

Se coagulan instantaneamente 50 ul de plasma libre de plasminégeno o fibrindgeno
puro libre de Plg (1 mg/ml) con trombina humana en presencia de Plg o miniPlg (Cf:

1,2 uM, la concentracion plasmatica) y r-tPA (Cf=5 Ul/ml). Se registra el tiempo de
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lisis completa en cada caso y se informa el tiempo de lisis promedio. A distintos
intervalos de tiempo se tomaron alicuotas del sobrenadante para determinar la
concentracion de Dimeros de D, por enzimoinmunoensayo. La técnica se realiza de
acuerdo al protocolo del equipo comercial. Cada ensayo se realiz6 por triplicado y se

informa el promedio * la desviacién standard.

II1.7- DETERMINACION DE LOS TIEMPOS DE LISIS EN PLASMA
DE PACIENTES SEPTICOS LIBRE DE PLASMINOGENO

Los plasmas de los pacientes sépticos diluidos con buffer H,NaPO, / HNa,PO,
0,1M, EDTA 0,003M pH filtrados por la columna de lisina-sefarosa que no
mostraron banda de miniplasminégeno por Western Blot fueron coagulados con
trombina humana en presencia de Plg (1,2 uM), o miniplasmindgeno (Cf 1,2 pM) y
rt-PA. Simultdneamente al agregado de trombina se dispard el cronémetro y se

determind el tiempo de lisis total. Cada determinacion se realiza por triplicado.



Resultados
y
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I- EL LABORATORIO DE HEMOSTASIA EN SEPSIS

1.1-POBLACION Y TRATAMIENTO

La sepsis es una respuesta inflamatoria generalizada inducida por una infeccion
2218 En el curso del proceso séptico se produce la activacién de numerosos
sistemas plasmaticos (coagulacion, quininas y calicreinas, fibrinolitico,
complemento) y celulares (granulocitos, monocitos, células endoteliales). Dada la
interrelacidon dinamica que existe entre estos sistemas, el perfil hemostatico de estos
pacientes es complejo, varia durante el curso del episodio séptico y depende de la

218,225 . . . i
. En este trabajo se estudiaron los parametros hemostaticos

terapeutica aplicada
a través de estudios globales y especificos en forma seriada de un grupo de pacientes
sépticos (GS), comparandolos con un grupo control de sujetos normales (GN) y un
grupo internado en la misma unidad de terapia intensiva sin manifestaciones clinicas
de sepsis (GCT).

El grupo séptico (GS) esta constituido por 45 pacientes consecutivos con el
diagndstico de sepsis de acuerdo al criterio establecido en materiales y métodos.

Los pacientes sépticos recibieron antibidticoterapia apropiada, minidosis de
heparina no fraccionada como profilaxis y no ingirieron suplemento de vitamina K.
Ningin paciente presenté evidencias clinicas de coagulacion intravascular
diseminada y las muestras fueron recogidas los dias 1 (dia del diagnéstico de sepsis),
3 y 7 entre las 8 y 10 hs.de la mafiana.

El indice APACHE II fue significativamente mayor (p< 0,001) en los pacientes que

no sobrevivieron. 18 de los 45 pacientes murieron a causa del episodio séptico con un

tiempo de sobrevida mayor a 9 (7-16) dias (mediana y rango).
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GRUPO SEPTICO
SOBREVIVIENTES | NO SOBREVIVIENTES
Nro. de Pacientes 27 18
Sexo: femenino 11 7
masculino 16 11
Edad: afios (mediana y rango) 50 (38-69) 61 (42-72)
APACHE II 8 (4-10) 17 (14-20)
Fuente de Infeccion: Pulmonar 7 8
Urogenital 5 3
Abdominal 11 6
Miscelanea 5 1
Hemocultivos: Gram negativos 6 7
Gram positivos 2 2
Levaduras -- 1
Ninguno 19 8
Leucocitos (10 cel/l) 12 (6-25) 22 (9-44)

El grupo control terapia (GCT) esta constituido por 17 pacientes ( 9 hombres y 8
mujeres) con accidente cerebrovascular, internados en la misma unidad de terapia
intensiva. La mediana y rango de la edad fue 52 (30-68) afios, el indice APACHE I1
de 10 (6-16); ningin paciente presentd sintomas clinicos de sepsis durante el estudio
y no recibieron vitamina K como suplemento de la dieta.

Este grupo constituyd un grupo control que refleja, en parte, la variabilidad de los
parametros hemostaticos del paciente por estar internado en la unidad de terapia

intensiva.




I.2-ESTUDIO DE LOS COMPONENTES PLASMATICOS DEL
SISTEMA DE COAGULACION

Los pacientes sépticos mostraron un tiempo de Quick significativamente

disminuido 45 (30-90)%; (mediana y rango); el control terapia presenté valores de 60
(38-100)% y el grupo control normal 100(95-100).
Los niveles plasmaticos de los factores vitamina K dependientes FII, FVII, FIX
y FX estan significativamente disminuidos (p<0,01) en los pacientes internados en la
unidad de terapia intensiva (GS y GCT) con respecto al grupo control normal,
aunque los pacientes sépticos presentan valores ligeramente menores (p<0,05 entre
ambos grupos de terapia) (Tabla1.2.1 y Fig. 1.2.1).

Este hecho se deberia a la falta de ingesta de vitamina K que sufren los pacientes
internados en unidades de terapia intensiva. Cuando los factores K dependientes se
estudiaron en forma seriada, al dia 1, 3 y 7, se observd que los pacientes que no
sobrevivieron al evento séptico presentaron valores de actividad, de los mencionados
factores, menores que los sobrevivientes (Tabla 1.2.2). Los pacientes sépticos
mostraron niveles de fibrindgeno plasmatico significativamente altos respecto al
grupo de pacientes internados en terapia y al grupo de controles sanos (p<0,01). La
alteracion de los niveles de fibrindgeno podria deberse a que es una de las proteinas
plasmaticas que aumentan en los procesos inflamatorios agudos, denominadas
reactantes de fase aguda.Cuando estos parametros se estudian a los dias 1,3 y 7 se
observé que el fibrinégeno tiende a aumentar hacia el dia 7 en los pacientes que no
sobrevivieron al evento séptico, pero esa diferencia no es significativa entre los
pacientes sobrevivientes y no sobrevivientes.

Los niveles plasmiticos de los inhibidores fisiologicos del sistema de
coagulacién, antitrombina III, proteina C, proteina S y cofactor II de la
heparina estan disminuidos significativamente en los pacientes sépticos (Tabla

1.2.1). La concentracién plasmatica de antitrombina III estd significativamente
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disminuida respecto al grupo control terapia y al grupo normal (p<0,001). La
proteina C y la proteina S estan significativamente disminuidos en ambos grupos de
pacientes respecto al grupo control sanos pero no respecto al grupo de pacientes no
sépticos internados en la misma unidad de terapia intensiva. La sintesis de estos
inhibidores es dependiente de la vitamina K, por lo tanto es probable que el descenso
se deba, parcialmente, a la falta de ingesta de vitamina K en la dieta. Las
determinaciones seriadas de antitrombina III, proteina C y proteina S muestran que
existen diferencias significativas en los niveles de actividad plasmaticos de proteina
C y antitrombina III entre pacientes sobrevivientes y no sobrevivientes (p<0,001;
Tabla 1.2.2). La actividad de HCII estd significativamente disminuida respecto a
ambos grupos controles (p<0,001). Si bien los niveles de cofactor no se determinaron
en forma seriada, existen diferencias significativas al dia 1 entre los niveles de
actividad del HCII en los pacientes que sobrevivieron y los que murieron (Tabla
1.2.2). El descenso de los niveles de cofactor II de la heparina podria deberse a un
mayor consumo del inhibidor al estar presente su potenciador, el dermatan sulfato, en
el plasma de los pacientes sépticos. Los niveles plasmaticos de complejo trombina-
antitrombina III (TAT), marcador de activacién del sistema de coagulacion, estan
significativamente elevados respecto al grupo control terapia y al grupo normal
(p<0,001, Tabla 1.2.1). Al dia 1 no existen diferencias significativas entre pacientes
sobrevivientes y no sobrevivientes; la concentracion del complejo no fue
determinada en los dias restantes.

De los datos expuestos se deduce que los pacientes sépticos presentan un estado
hipercoagulable, marcado por niveles altos de fibrinégeno, del complejo trombina-
antitrombina y niveles plasmaticos disminuidos de antitrombina III, cofactor II de la
heparina, proteina C y proteina S. Estos resultados estan de acuerdo con los

220 221 . 223
, Llorente y Massignon “*, entre otros,

descriptos por Hesselvik 213 Philippé
quienes encuentran un estado hipercoagulable en los pacientes sépticos definidos con

el mismo criterio que los incluidos en este estudio.
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Whisker plot).

GS: Grupo Séptico.

GCT: Grupo Control Terapia.
GN: Grupo Normal.
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Grupo Séptico

Grupo Control

Grupo Control

n=45 Terapia (n=17) Normal (n=30)
Tiempo Quick % 45 (30-90) 60 (38-100)e 100 (95-100)
Fibrinégeno g/l 4,6 (2,1-8,0)* 3,0(2,0-4,4) 3,0 (2,0-4,0)
FII % 30 (25-60)e 60 (55-70)e 100 (90-110)
F VII % 35 (25-40)e 54 (40-65)e 95 (90-100)
FIX % 50 (40-65)e 80 (65-95)e 90 (80-110)
FX% 25 (20-40)e 55 (40-60)e 95 (90-110)
Antitrombina III % |71 (25-140)** 90 (70-110) 100 (80-120)
Proteina C % 49 (10-95) ## 50 (35-85)## 100 (70-140)
Proteina S % 81 (41-110) # 80 (65-100)# 100 (70-140)
Cofactor II de la 29 (15-120)** 85 (80-110) 92 (75-110)
heparina %
TAT pg/ml 7,9(5,2-10,6)** 2(1,8-5,2) 1,5 (1-4,1)

Tabla [.2.1 Parametros del sistema de coagulacion al dia 1, en los pacientes sépticos, pacientes

control terapia y controles sanos.

Los resultados son expresados en mediana y rango (entre paréntesis)

® p<0.01 diferencias entre Grupo Control Terapia y Grupo Séptico respecto del Grupo Control

Normal.

* p<0.01 ; ** p<0.001 : diferencias entre Grupo Séptico y ambos Grupos Controles (Control Terapia

y Normal)

# p<0.005 ; ## p< 0.001: diferencias entre Grupo Séptico y Grupo Control Terapia respecto del Grupo

Control Normal




Pacientes Dia 1 Dia 3 Dia 7
Fibrindgeno (g/1) S 5.0(2.5-8.0) 4.3 (2.0-6.4) 4.0 (2.0-6.9)
NS 4.4 (2.1-8.0) 3.0(2.6-9.0) | 5.4(2.6-6.6)#
F II (%) S 60 (35-80)* 70 (30-90)* 70 (23-80)*
NS 45 (10-80) 40 (10-70)* 42 (10-65)*
F VII (%) S 50 (30-85)* 50 (30-85)* 60 (23-85)*
NS 32 (13-80) 35 (15-70)* 35 (10-65)*
F IX (%) S 80 (35-110)* 80 (7-110)* 80 (25-110)*
NS 52 (35-100) 50 (30-85)* 60 (20-100)
F X (%) S 45 (25-90) 52 (35-95) 65 (25-90)
NS 30 (20-90) 35 (15-70) 32 (15-90)
Antitrombina III S 85 (35-140)* 100 (35-140)* | 100 (35-138)*
NS 58 (25-110) 65 (16-100) 70 (25-110)
Proteina C S 50 (15-80)* 50 (15-90)* 55 (15-100)*
NS 37 (10-95) 30 (5-70) 35 (25-100)
Proteina S S 87 (47-105) 90 (65-105) 80 (83-105)
NS 75 (41-110) 80(30-105) 70 (30-100)
Cofactor II de la S 82 (50-120)* |No determinado | No determinado
heparina

NS

30 (15-80)

Tabla 1.2.2: Parametros del sistema de coagulacion. Comparacion entre pacientes sobrevivientes (S)

(n=27) y no sobrevivientes (NS) (n=18). Los resultados estan expresados en mediana y rango (entre

paréntesis)

* p< 0.001, diferencia significativa entre sobrevivientes y no sobrevivientes

# p< 0.001 comparado con el dia 1




1.3- ESTUDIO DE LOS COMPONENTES PLASMATICOS DEL
SISTEMA FIBRINOLITICO

Se han determinado los niveles plasmaticos de plasmindgeno, o,-antiplasmina,
activador tisular del plasmindgeno (t-PA) y el inhibidor de los activadores del
plasmindgeno tipo-1 (PAI-1). La fig. 1.3.1 muestra el analisis exploratorio de datos
por Multiple Box & Whisker Plot de todos los parametros del sistema fibrinolitico en
los tres grupos estudiados. La actividad de plasmindgeno en los pacientes sépticos
fue significativamente menor (p<0,001) que en el grupo control terapia y el grupo
control normal, mientras no se encontraron diferencias significativas en la actividad
de o,-antiplasmina entre los grupos estudiados (Tabla 1.3.1). El descenso de los
niveles de Plg en pacientes sépticos fue relatado también por otros autores 72 1a
concentracion plasmatica de plasmindgeno, al igual que otras proteinas, esta
determinada por el balance entre su sintesis y catabolismo, este ultimo por
degradaciéon y/o consumo. El hecho que en los pacientes sépticos los niveles
plasmaticos de APL sean normales indicaria por un lado, que el descenso en los
niveles de Plg no esta asociado a problemas de sintesis ya que ambas proteinas se
sintetizan en el mismo sitio del hepatocito y por el otro, que la disminucion de los
niveles de plasminogeno no se debe a un aumento del consumo, ya que en ese caso
también disminuye la APL por complejar a la plasmina generada.

De acuerdo a los datos de este estudio el descenso de los niveles plasmaticos del
plasmindgeno se deberia principalmente a un aumento en la degradacion del
zimdgeno. Los niveles plasmaticos de plasminégeno mostraron dos comportamientos
diferentes entre los pacientes que sobrevivieron y los que no sobrevivieron, cuando
se los estudi6 a través del tiempo. El nivel de plasmindgeno en los pacientes
sobrevivientes esta normal o ligeramente disminuido al dia 1 y aumenta hasta llegar a
valores normales el dia 7 (Fig. 1.3.2). Existe diferencia significativa (p<0,001) entre
los niveles de plasmindgeno en el dia 1 y en el dia 7 en los pacientes sobrevivientes.

En cambio en los pacientes sépticos que no sobrevivieron, el plasminégeno esta
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disminuido el primer dia (Plg act 51 (15-75)%) y continia disminuido hasta el dia 7
en que concluyo el estudio. (Tabla1.3.2 y Fig. 1.3.2).

Los niveles antigénicos de t-PA en el grupo séptico y en el grupo control terapia
son mayores que en los controles sanos (p<0,001); ademas, las concentraciones
antigénicas de t-PA son 40% mayores en los pacientes sépticos que en los pacientes
no sépticos de la misma unidad de terapia. El aumento de la actividad de t-PA en el
GS y en el GCT podria deberse al estrés que sufren los pacientes internados en la
unidad de terapia intensiva; el discreto aumento de t-PA en los pacientes sépticos
podria deberse a una mayor activacion de la célula endotelial. Los niveles antigénicos
y de actividad de PAI- | estan significativamente aumentados en ambos grupos de
pacientes internados en terapia intensiva respecto al grupo de controles normales

(Grupo Séptico vs. Grupo Nommal p<0,001; Grupo Control Terapia vs. Grupo

Nommal p<0,005).
El aumento de PAI- 1 observado esta de acuerdo a lo reportado por Dodderfoff,
Salgado, Philippé y Llorente 21221922, oste aumento reflejaria el comportamiento de

reactante de fase aguda del PAI-1. En cuanto a los niveles de t-PAag, la bibliografia
reporta datos controvertidos, ya que hay autores que encuentran niveles elevados de
t-PAag 220 y otros describen niveles normales nnn

Para este grupo de pacientes sépticos, las determinaciones seriadas de t-PAag,
PAlact y PAlag no muestran diferencias significativas entre sobrevivientes y no
sobrevivientes (Tabla 1.3.2).

Los datos expuestos muestran que los pacientes sépticos estudiados presentaron
un estado hipofibrinolitico, debido principalmente a la disminucién de los niveles
plasmaticos del plasminégeno.

El incremento de los niveles de PAI-1 acentuaria ain mas el estado
hipofibrindlitico en estos pacientes.

La depresion del sistema fibrinolitico, junto con el estado de hipercoagulabilidad,

ya sefialado, contribuiria al desarrollo de la falla organica multiple que se presenta

frecuentemente en los pacientes sépticos.
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Grupo Séptico Grupo Control Grupo Control
(n=45) Terapia (n=17) Normal (n=30)

Plasmindgeno % 65 (15-106)** 100 (82-108) 98 (75-110)
a,-antiplasmina % [ 100 (60-150) 98 (70-125) 97 (80-110)
Relacion Plg/APL 0,6 (0,1-1,5) 1,0 (0,8-1,3) 10 (0,9-11)
t-PA (ng/ml) 11 (2-217)## 8 (3-16)## 2(1-4)
PAI-1 act (UI/ml) |20 (1-240)## 10 (3-44)# 4 (0-10)
PAI-1 ag (ng/ml) 65 (10-210)## 68 (30-75)# 15 (0,6-46)

Tabla 1.3.1: Parametros del sistema fibrinolitico al dia 1 en el Grupo Séptico, Grupo Control Terapia
y Grupo Control Normal.

Los resultados son expresados como mediana y rango (entre paréntesis)

* p<0,01 ; ** p< 0,001 : diferencia significativa entre el Grupo Séptico y sendos Grupos Controles

# p< 0,005 : diferencia significativa entre el Grupo Control Terapia por un lado y el Grupo Control
Normal por otro lado.

## p< 0,001 : diferencia significativa entre el Grupo Séptico y el Grupo Normal

Pacientes Dia 1 Dia 3 Dia 7
Plasmindgeno (%) S 71 (30-106) 81 (60-106)# 92 (75-110)#

NS 51 (15-75) 51 (15-75) 55 (25-100)
a,-antiplasmina (%) |S 100 (70-130) 100 (75-130) 100 (70-130)

NS 99 (60-150) 98 (65-130) 100 (65-120)
Relacion Plg/APL S 0,83(0,42-0,15)* | 0.80(0.85-0.11)* | 0,90(0,50-0,14)*

NS 0,47(0,11-0,75)* [ 0.50(0.20-0.11)* | 0,50(0,25-0,11)*
t-PA (ng/ml) S 10 (2-80) 10 (2-70) 9 (2-25)

NS 14 (4-217) 13 (4-63) 10 (4-58)
PAI-1 (ng/ml) S 65 (13-210) 55 (10-300) 44 (13-250)

NS 70 (10-180) 74 (10-310) 80 (20-300)
PAI-1 act (Ul/ml) N 20 (1-240) 20 (1-190) 18 (0-170)

NS 20 (2-120) 21 (2-130) 27 (2-120)

Tabla 1.3.2: Parametros del sistema fibrinolitico en pacientes sépticos. Comparaciéon entre
sobrevivientes (S) (n=27) y no sobrevivientes (NS) (n=18).
Los resultados son expresados en mediana y rango.* p< 0.001 diferencia significativa entre

sobrevivientes y no sobrevivientes# p< 0.001 comparando con el dia 1.
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1.4- OTRAS DETERMINACIONES

El complejo elastasa - o,-inhibidor de proteinasa (EAPI) se determiné en los tres
grupos de pacientes, mostrando que el complejo EAPI esta significativamente
elevado (p<0,001) en los pacientes sépticos respecto a los otros dos grupos controles
(Grupo séptico:EAPI 320 (210-515)mg/ml; Grupo Control Terapia 78 (62- 100);
Grupo Control Normal 80 (61-102) )

216,217

Este hecho, ya reportado en la bibliografia por Seitz y mostrado por varios

212215,221
autores ?

confirmaria que los pacientes tienen una activacion neutréfila, con
liberacién del contenido de sus granulos. El EAPI no correlaciona con ninguno de los
otros parametros estudiados al dia 1. La determinacion de EAPI seriada no se realizo
por el alto costo de los reactivos y porque numerosos estudios previos han
demostrado que el complejo no es un buen marcador prondstico en pacientes

sépticos, ya que en presencia de cualquier infeccion los niveles de EAPI se

incrementan rapidamente.

El factor de necrosis tumoral (TNF) sefialado inicialmente como uno de los
mediadores de la cascada séptica se determind en 30 de los 45 pacientes sépticos,
encontrandose elevados en todo este grupo de pacientes (GS: 10.9 (0.4-46); GCT: 0.6
(0-0.7) y GN: no detectable) pero no muestran diferencias significativas entre
pacientes sobrevivientes y no sobrevivientes. Tampoco existe correlacion entre los
niveles de TNF y las infecciones Gram negativas, hecho que concuerda con lo

22 Dodderhoff et al *'° no hallaron diferencias

descripto por otros autores
significativas, en los niveles de TNF, entre sobrevivientes y no sobrevivientes
cuando estudiaron un grupo de 20 pacientes sépticos. Philippé 220 demostrd que
cuando el TNF se evalia junto a otras variables no alcanza significacion estadistica,

como marcadore predictivo de sobrevida en sepsis.
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El dermatén sulfato (DS), un glicosaminoglicano sintetizado por los fibroblastos y
potenciador de la inhibicién de trombina por el cofactor II de la heparina, no esta
presente normalmente en el plasma. 40 de los 45 de los pacientes sépticos mostraron
niveles plasmaticos de DS significativamente elevados; la presencia de DS en plasma
podria deberse a la injuria endotelial que existe en estos pacientes. (Grupo Séptico:
DS(mg/ml) 1.9(0,004-3.4); Grupo Control Terapia 0,004 (0,00-0,006) y Grupo
Control Normal: no detectable). En la bibliografia no existen datos acerca de los
niveles de dermatan sulfato en sepsis y seria necesario un estudio de mayor cuantia
para establecer si el DS correlaciona con otros marcadores de activacion endotelial

(IL-6, IL-10).

I.5- ESTUDIO DE MARCADORES PREDICTIVOS DE SOBREVIDA
EN SEPSIS POR REGRESION LOGISTICA

Debido a la complejidad de los diversos mecanismos implicados en la respuesta
inflamatoria sistémica a sido dificil de establecer marcadores predictivos de
sobrevida del proceso séptico. Durante muchos afios se ha estudiado si cambios en
las concentraciones plasmaticas de los componentes del sistema de coagulacién o
fibrinolitico, o en los niveles plasmaticos de diversas citoquinas (TNF, IL-6) o en los
niveles plasmaticos del marcador de degranulacion neutréfila (EAPI) podrian
predecir la sobrevida 215224

Cuando se realizo el estudio de la probabilidad de sobrevida en funcién de
aquellas variables hemostaticas (antitrombina III, plasminégeno y proteina C) que
diferian significativamente al dia 1 entre los pacientes que sobrevivieron y no

sobrevivieron, se encontr6 por regresion logistica que la probabilidad de sobrevida

(S) depende de la variable plasminégeno (Plg) segun el siguiente modelo final:
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Modelo final Error Y+
standard est
Log S=-3.638 + 0,86 28.8 p<0,00001

2,944(Plg)

Resultados similares se encontraron para los dias 3 y 7.

Asi, 1a probabilidad de sobrevida del paciente puede expresarse en funcién de los
niveles de actividad plasmatica del plasmindgeno.

El nivel de Plg en el plasma de cada uno de los pacientes sobrevivientes estuvo
normal o ligeramente disminuido al dia 1 y aument6 hasta llegar a valores normales
el dia 7 (en todos los pacientes). En cambio en los pacientes sépticos que no
sobrevivieron, los niveles de Plg estan ligeramente o muy disminuidos en el primer
dia (Plg act 51 (15-75)%) y disminuyen mas o se mantienen bajos al dia 7, en que
concluy¢ el estudio (Fig. 1.3.2).

Como ya se menciond, los niveles de Plg estan determinados por el balance entre
su sintesis y catabolismo, por lo tanto seria util poder expresar la probabilidad de
sobrevida no en funcidn de los niveles de Plg sino de relacion de la Plg/APL, ya que
de esta forma se elimina la variabilidad respecto a los problemas de sintesis que
pueden ocurrir en los pacientes con dafio hepatico (ver 1.3).

Por consideraciones clinicas, se realizé nuevamente el estudio de la probabilidad
de sobrevida (S) incluyendo la relaciéon (Re=Plg/APL) como variable explicativa.

Se obtuvo, asi, el siguiente modelo final.

Modelo final Error x” + est
standard
Log S=-4.234 + 7,407(Re) | 2.30 20,35 p<0.00001

Se calcularon, la sensibilidad y especificidad para distintos puntos de corte con

incrementos de 5% para Plg y de 0.05 para la Re. Se obtuvo asi que, el mejor punto
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de corte para el Plg era 65% y para Re resultd 0.65. La tabla 1.5.1 muestra la

sensibilidad y especificidad para cada variable.

Marcador Punto de corte Sensibilidad Especificidad
Plg 65% 90.5% 66.7%
Plg/APL 0.65 95.2% 70.8%

Tabla 1.5.1. Sensibilidad y especificidad de los marcadores y puntos de corte elegido en el dia 1.
Sensibilidad y especificidad similares se obtienen con datos del dia 3 y dia 7 para el mismo punto de

corte.

La Fig. I.5.1. muestra la curva ROC para las dos vanables de ajuste Re y Plg; se
puede observar que no hay una clara diferenciacidn entre ambos ajustes y si bien la
relacidon Plg/APL tiene una sensibilidad ligeramente superior y mayor especificidad,
la cantidad de pacientes estudiados no es suficiente para decidir si el cociente
Plg/APL o el Plg solo es el mejor marcador, pero desde el punto de vista clinico la
relacion Plg/APL seria de mayor utilidad.

En estudios previos se han sugerido distintos marcadores para predecir el
desenlace del episodio séptico, tales como la relacién antitrombina III - PAI
antigénicom; los niveles antigénicos de los activadores del plasmindgeno tisular y
tipo uroquinasa 220. |a concentracion plasmatica de factor de necrosis tumoral y los
niveles de PAI-1 '**.

En este estudio no se han encontrado diferencias significativas en los niveles
antigénicos de t-PA, factor de necrosis tumoral y PAI-1 entre pacientes
sobrevivientes y no sobrevivientes

Ensayos electrozimograficos en el plasma de los pacientes sépticos, mostraron
aumento de la actividad del activador tipo uroquinasa (u-PA) en sélo 3 pacientes, por

lo que no se dosaron cuantitativamente los niveles antigénicos de u-PA.
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Si bien la ATIII y la PC mostraron diferencias significativas entre pacientes
sobrevivientes y no sobrevivientes, el estudio por regresion logistica reveld que al
establecer la probabilidad de sobrevida estas variables no intervienen.

La diversidad de los marcadores sefialados en los distintos estudios refleja lo
dificil que es encontrar un marcador plasmatico que represente el conjunto de
interrelaciones que existen entre los distintos sistemas plasmaticos y celulares que
estan involucrados en el curso del proceso séptico y que varian de acuerdo a la
terapeutica aplicada. Las diferencias en los hallazgos al estudiar los distintos grupos
de pacientes sugiere la necestdad de realizar un estudio multicéntrico con mayor

nimero de pacientes y un protocolo bien establecido.
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Fig. I. 5.1 - Curva ROC para las variables Plg / APL y Plasminégeno.
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1.6- CONCLUSIONES

El paciente séptico presenta una respuesta inflamatoria sistémica a la infeccion,
con dafio endotelial y una gran variedad de manifestaciones clinicas (fiebre,
leucocitosis, taquicardia, etc.). La activacion endotelial producida origina un
desequilibrio en el balance hemostatico 213207

Los pacientes sépticos estudiados muestran un estado hipercoagulable e
hipofibrinolitico que podria conducir a una microtrombosis capilar, causa de la falla
organica miltiple, que suelen presentar estos pacientes. Los resultados hallados en
este estudio son similares a los descriptos en otros trabajos realizados en EE.UU y
Europa 28225

El estado hipercoagulable esta dado por los altos niveles plasmaticos de
fibrinégeno y por los niveles disminuidos de los inhibidores fisiologicos,
principalmente antitrombina III, proteina C y cofactor II de la heparina.

Los altos niveles del complejo TAT presente en estos pacientes confirman la
activacion del sistema de coagulacion.

Los plasmas de los pacientes sépticos presentaron altos niveles del complejo EAPI
(elastasa - a,-antitripsina), lo cual demuestra la activacion de los granulocitos, ya
descripta por otros autores en pacientes sépticos 215217

Los pacientes sépticos tuvieron altos niveles de TNF, reflejando la injuria
endotelial existente en esta patologia. Los niveles de TNF no mostraron diferencias
significativas entre los pacientes sobrevivientes y no sobrevivientes, como lo sefiala
Philippé en un estudio previo 2

El dafio endotelial estaria reflejado por los altos niveles de dermatan sulfato (DS)
en el plasma de los pacientes sépticos (en la bibliografia no existen datos al respecto).

La hipofibrinolisis es el resultado principalmente del descenso de los niveles
plasmaticos de plasminégeno (Plg) y de los altos valores de PAI-1.

Los pacientes sépticos también mostraron niveles plasmaticos de t-PA elevados,

pero no serian sélo consecuencia de la sepsis sino también producto del estrés
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producido por su estadia en la unidad de terapia intensiva. Los pacientes estudiados
mostraron, por electrozimografia, niveles normales de activador del plasmindgeno
tipo uroquinasa.

La actividad de a,-antiplasmina fue normal en los pacientes sépticos, acorde con
lo reportado por otros autores 20222

Distintos estudios in vitro demuestran que la o,-antiplasmina es degradada por la
elastasa leucocitaria; por lo que la presencia de valores normales en los pacientes
sépticos probablemente se deba a que su sintesis esté aumentada por ser un reactante
de fase aguda, compensando asi la inactivacion por la enzima leucocitaria.

Los estudios por regresion logistica han demostrado que la probabilidad de Sda
del paciente puede describirse como funcién de los niveles de plasmindgeno o de la
relacion plasmindgeno/a,-antiplasmina.

Los datos expuestos permiten sefialar que los niveles de Plg o la relacion Plg/APL
son utiles para monitorear la eficacia de la terapeitica aplicada, ya que si el paciente

mantiene sus niveles de plasminogeno en valores menores de 65% aumenta su

probabilidad de muerte.



II- DEGRADACION DEL PLASMINOGENO:
MINIPLASMINOGENO

El estudio del sistema hemostatico ha demostrado que los pacientes sépticos
tienen un estado hipercoagulable e hipofibrinolitico; este ltimo debido,
fundamentalmente, a un descenso en los niveles de plasmindgeno. La disminucion de
la concentracion plasmatica de una proteina se debe a un desbalance entre su
velocidad de sintesis y su velocidad catabolica, esta ultima por degradaciéon o
consumo. La sintesis del plasmindgeno, al igual que la de o,-antiplasmina, se
produce fundamentalmente en el hepatocito por lo tanto es poco probable que el
descenso del Plg se deba a una alteracidn de la sintesis, por dafio hepatico, ya que en
los pacientes sépticos los niveles de o,-antiplasmina son normales. La disminucidon
del Plg tampoco podria deberse a una hiperfibrindlisis ya que esto conduciria a una
disminucién simultanea de los niveles de a, antiplasmina por consumo del inhibidor.
Por lo tanto, los niveles de plasmindgeno estarian disminuidos por un aumento de la
degradacion de esta proteina.

Kordich et al ¥’ han demostrado que algunos plasmas de pacientes sépticos
presentan una fraccién proteica que no se une a lisina-sefarosa, tiene actividad
plasminica y actividad inmunolégica frente al antisuero policlonal antiplasminégeno
humano. Es decir que dicho fragmento podria ser miniplasmindgeno, también
obtenido por accion de la elastasa leucocitaria en ensayos in vitro e

Las experiencias que se muestran a continuacion pretenden esclarecer si la
elastasa leucocitaria y los polimorfonucleares degranulados clivan in vitro al
plasmindgeno generando miniplasminégeno y si esta molécula estd presente en el

plasma de los pacientes sépticos.
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II.1- OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PLASMINOGENO
HUMANO

A partir de un pool de plasmas normales se obtuvo plasmindgeno nativo (Glu-Plg)
por cromatografia de afinidad sobre lisina-sefarosa en presencia de la aprotinina.

La fig. II.1.]1 muestra el perfil de elucidn del plasminégeno a través de la columna
de lisina-sefarosa. El tubo Nro 2, cuya absorbancia a 280 nm fue de 0,8 presenta
actividad plasminica frente al sustrato cromogénico H-D-Val-Leu-Lys-pNA y
reaccidén inmunolégica positiva frente a un anticuerpo policlonal antiplasmindgeno
humano por la técnica de Outcherlony y por SDS-PAGE/ Western blot.

La electroforesis de la solucidn presente en el tubo 2 sobre geles de
poliacrilamida con SDS, muestra una banda mayoritaria correspondiente a 83+2 kD
(El peso molecular es el promedio de tres electroforesis). El valor del peso molecular
hallado concuerda con la bibliografia ya que si bien el peso molecular determinado
por secuenciaciéon aminoacidica es 92 kD 2 el peso molecular determinado por SDS-
PAGE es 85 kD '”°. La Fig. II.1.2 muestra el analisis del plasmindgeno por
isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida y el gradiente de pH obtenido. Puede
observarse que el gradiente presenta poca pendiente, lo cual permite una mayor
resolucion en las distintas mediciones de los puntos isoeléctricos. Una vez
estandarizada la técnica se realizaron tres isoelectroenfoques, con la misma relacion
volts/horas del tubo Nro. 2, para determinar los puntos isoeléctricos, de las variantes

isoformicas del plasminégeno.
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Fig. I1.1.1-  Perfil de elucion del plasmindgeno de la columna de lisina-sefarosa.

La cromatografia de afinidad se realizo segiin lo descripto en Seccion I1.1.1 de Materiales y
Métodos. El tubo Nro. 2 present6 actividad plasminica y reaccién inmunolégica positiva frente
al anticuerpo policlonal antiplasminégeno humano.
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Fig. I1.1.2. Isoelectroenfoque de plasmindgeno (A) y del miniplaminégeno (B)

Se aplicaron 3500 volts horas a una placa de poliacrilamida T: 5%

Masa sembrada: 10 pg Tincién: Azul Brillante de Coomasie.

El gradiente de pH se determiné eluyendo los iones H+ del gel segtin lo descripto en
Materiales y Métodos. Punto isoeléctrico del Plasminégeno: pH 7,6 a 8,8 (variantes mas
abundantes pH 7, 9; 8,2 y 8,3). Punto isoeléctrico del miniplasminégeno: pH 8,5




I1.2. DEGRADACION DEL PLASMINOGENO POR ACCION DE
ELASTASA LEUCOCITARIA PURA OBTENCION DE
MINIPLASMINOGENO

Se incubé a 37°C plasmindgeno humano con elastasa leucocitaria humana en
distintas proporciones (2,2 pM:1Ul/ml; 1,1uM/10 Ul/ml) y se tomaron alicuotas a
las 2, 4 y a las 24 horas. Para observar si el efecto proteolitico desaparecia por
agregado de a,-inhibidor de proteinasa se incub6 un tubo conteniendo este inhibidor
en exceso, elastasa y plasmindgeno. Se frend la reaccion y con cada alicuota se
realizé una electroforesis SDS-PAGE seguida por una electrodifusion a membrana de
nitrocelulosa (Western blot) y revelado con un antisuero monoclonal altamente
selectivo para el K5 del plasminégeno.

Se puede observar (Fig. 11.2 , relacion: 1,1pM: 1Ul/ml.) que a las 2 horas aparece
una banda alrededor de 40 kD que corresponde a fragmentos que contienen al K5,
previos a la formacién de minplasmindgeno; a este tiempo todavia existe
plasminégeno sin degradar (banda alrededor de 85kD). A las 4 horas de comenzada
la incubacién, aparece una banda de 38 kD que presenta el K5 (calle 4) y desaparece
completamente la banda del plasmindgeno. Cuando se extrajo una muestra a las 3
horas se observd la presencia de Plg intacto (datos no mostrados). La calle 2
correspondiente a la incubacién de 24 hs. del Plg con elastasa leucocitaria en
presencia de o, PI en exceso muestra al Plg intacto lo que indica que el a,-inhibidor
de proteinasa inhibe eficientemente la accién proteolitica de la elastasa sobre el Plg.
La incubacidn de 24 hs. no presenta ninguna banda, lo cual indicaria que la accién
prolongada de la elastasa leucocitaria genera fragmentos pequefios que pierden los
epitopes que reconoce el antisuero utilizado. Estos resultados son similares a los

' El mismo perfil electroforético se observa cuando

descriptos por Moroz y Leitz
se realizo el SDS-PAGE/Western blot de las mezclas de incubacién 2,2 pM/1 Ul/ml

y 1,1pM/10 UI/ml.
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Fig. I1.2. Accion de la elastasa leucocitaria humana sobre el plasminégeno
La técnica de SDS-PAGE/Western blot se realizd segiin Materiales y Métodos y se revelé con

antisuero monoclonal altamente selectivo para el K5 del plasminogeno.

1. Plasmin6geno humano purificado.

2. Incubacion de plasminégeno humano con elastasa leucocitaria (1,1pM: 1UI/ml) durante 24 horas
en presencia de o,-inhibidor de proteinasa.

3. Plasmindgeno humano incubado 2 horas con elastasa leucocitaria.

4. Plasmindgeno humano incubado 4 horas con elastasa leucocitaria.
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I11.2.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE MINIPLASMINOGENO

El plasmindégeno humano purificado fue incubado con elastasa leucocitaria
humana durante 4 horas a 37°C (este es el tiempo 6ptimo de incubacién establecido
en los ensayos previos). La mezcla resultante se filtré a través de una columna de
afinidad lisina-sefarosa y el filtrado se dializé durante 24 horas. Se concentré y se
obtuvo asi una solucién proteica 1,1 puM con la cual se realiza una electroforesis
SDS-PAGE, que muestra una sola banda mayorntaria alrededor de los 38 kD (el peso
molecular se determina utilizando marcadores de peso molecular segin lo descripto
en Materiales y Métodos).

La fig. II.2 muestra el resultado de la corrida por SDS-PAGE (Calle 4), seguido de
una electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa revelada con un antisuero
monoclonal altamente selectivo para miniplasmindgeno (reconoce solo la region del
K5 del plasmindgeno).

Cuando la solucién proteica se incubd con uroquinasa se generé actividad
amidolitica sobre H-D-Val-Leu-Lys-pNA, un sustrato especifico de plasmina.

De los resultados expuestos se concluye que el fragmento aislado es
miniplasmindgeno, fragmento ya descripto por Sottrup-Jensen et al '8 y aislado por
Moroz'” a partir de elastasa leucocitaria y plasminégeno humano.

Con el miniplasminégeno se realizd6 un isoelectroenfoque en geles de
poliacrilamida. La fig. II.1.2. muestra el gradiente de pH formado y la aparicién de
una banda mayoritaria que presenta un punto 1soeléctrico de 8.5. No hay bibliografia
respecto al punto isoeléctrico del miniplasmindgeno, pero el valor obtenido
concuerda con el hecho que en una electroforesis sobre acetato de celulosa pH 8,6 el
miniplasmindgeno aparece en la zona de las gamaglobulinas séricas.

El miniplasmindgeno obtenido se utilizé para realizar los ensayos de actividad

(parte II1.3).
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I1.3- DEGRADACION DEL PLASMINOGENO POR EL EXTRACTO
DE ENZIMAS LEUCOCITARIAS

Los granulos azurdfilos, presentes en el citoplasma de los polimorfonucleares,
tienen tres proteasas neutras, elastasa, catepsina G y proteinasa 3, entre otras
enzimas. Con el fin de comparar el grado de proteolisis producido por el extracto
leucocitario respecto del generado por la elastasa leucocitaria, se incubaron distintas
concentraciones de plasmindgeno con extracto de enzimas leucocitarias.

El extracto leucocitario se obtuvo por el método de Travis a partir de sangre
enriquecida en las formas inmaduras de la serie granulocitica neutréfila. En el
extracto obtenido se determind la actividad estearasica de la elastasa frente al sustrato
cromogénico S-2284, como un indice de actividad enzimatica. Para hacer los ensayos
con el plasmindgeno se concentro el extracto leucocitario hasta obtener una actividad
enzimatica de 1 Ul/ml.

Se incubaron a 37°C distintos volimenes de plasminégeno 1,1uM (concentraciéon
plasmatica) y extracto leucocitario (actividad de elastasa 1 Ul/ml): 10:1(vol/vol) ;
20:1 y 5:1. Se tomaron alicuotas a las 2, 4 y 24 horas de iniciada la incubacion; estas
fracciones fueron estudiadas por SDS-PAGE/Western blot y reveladas con un
antisuero policlonal antiplasmindgeno humano (calles 4 y 5) y un antisuero
monoclonal anti K5 del plasmindgeno (calles 1, 2 y 3) (el K5 es el tnico kringle que
esta presente en el miniplasmindgeno por lo que el antisuero es altamente selectivo
para miniplasmindgeno).

La Fig. II.3 muestra la accion proteolitica del extracto de enzimas leucocitarias
cuando la incubacion se realizd en la proporcién plasmindgeno /enzima 10:1
(vol/vol) A las 2 horas (calle 2) se observa la aparicion de una banda de alrededor de
40 kD y una banda de aproximadamente 85 kD que corresponde al plasmindgeno

intacto. A las 4 horas el plasminégeno ha sido completamente degradado y aparece
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una banda de peso molecular alrededor de 38 kD que corresponde al
miniplasmindgeno, cuando se revela con el antisuero monoclonal (calle 3).

Cuando se revela con el antisuero policlonal antiplasminégeno humano, que
reconoce todos los fragmentos del plasmindgeno, en la calle 4 se observan tres
bandas entre 40 kD y 25 kD que corresponderian a los distintos fragmentos del
plasmindgeno, anigiostatina (K123), K4 y miniplasminégeno. La alicuota
correspondiente a 24 horas de incubacién no presentd ninguna banda, lo cual
indicaria que la accion proteolitica no termina en el miniplasminégeno, sino que
continia a una degradacién mayor que da origen a fragmentos menores no
reconocibles por los anticuerpos utilizados (datos no mostrados). El sobrenadante
correspondiente a 24 hs. de incubacidn no present6 actividad plasminica.

Cuando la incubacion del plasmindgeno y el extracto leucocitario se realiza en
presencia de un exceso de o -inhibidor de proteinasa la electrodifusion a membrana
de nitrocelulosa posterior a la electroforesis muestra una banda correspondiente al
plasminégeno humano purificado intacto. Estos resultados indican que o,-inhibidor
de proteinasa es capaz de inhibir todas las proteasas presentes en el extracto
leucocitario.

Las alicuotas provenientes de las otras incubaciones presentaron el mismo perfil
electroforético; la velocidad de degradacion del plasmindgeno es dependiente de la
concentracion de enzima, es decir que a mayor concentracion de enzima menor es el
tiempo que tarda en desaparecer la banda de plasmindgeno intacto. Con altas
concentraciones de extracto leucocitario a las 12 hs de incubacion la electrodifusion a
membrana de nitrocelulosa no muestra ninguna banda, lo cual indicaria que la
protedlisis del Plg no es limitada, sino que en presencia de un exceso de proteasas
continia a fragmentos pequefios, sin actividad plasminica y no reconocibles por los

antisueros antiplasminégeno.
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Fig. I1.3 Accidn del extracto leucocitario sobre el plasminégeno humano.

SDS-PAGE/Western blot se realiza seglin Materiales y Métodos, utilizando antisuero monoclonal
altamente selectivo para el K5 del plasminégeno (calles 1,2,3) y un antisuero policlonal
antiplasminogeno humano (calles 4 y 5). Los nimeros indican el peso molecular de los marcadores

utilizados.

1. Plasmindgeno humano.

2. Plasmindgeno humano incubado 2 horas con extracto leucocitario.
3. Plasmindgeno humano incubado 4 horas con extracto leucocitario.
4. Plasmin6geno humano incubado 4 horas con extracto leucocitario.

5. Plasminégeno humano.
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II1.4- PROTEOLISIS DEL PLASMINOGENO, IN VITRO, POR
POLIMORFONUCLEARES DEGRANULADOS

Se aislaron polimorfonucleares a partir de sangre humana total por el método de
Boyum. En todos los aislamientos realizados se obtuvo una viabilidad promedio del
90% vy el frotis, tefiido por May Grunwald Giemsa muestra, un 98% de células
granulociticas. Dos volimenes de 1,5 x 10° cel/ml se preincubaron con citocalasina B
y se incubaron con un volimen de:

1) Plg 1 mg/ml (ensayo A)

i1) Plg 0,2 mg/ml (concentracion plasmatica) (ensayo B)

i11) plasma humano normal (ensayo C)

iv) plasminégeno (1mg/ml) y a,-inhibidor de proteasas (6 mg/ml) (ensayo D).

Se realiza un tubo control conteniendo 10® cel/ml y Plg (1 mg/ml) donde no se
induce la degranulacion para comprobar que el plasmindgeno no se adhiere a los
polimorfonucleares.

Las mezclas preincubadas se estimularon con FMLP y se dejaron a 37°C durante
15 horas hasta frenar la reaccién con PMSF.

El porcentaje de degranulacidn de los granulos azuréfilos medidos por actividad
de elastasa fue de 52% y medido por actividad de mieloperoxidasa de 55%.

En el tubo que contenia el inhibidor no pudo establecerse el porcentaje de
degranulacidn pero se asumio que era el mismo que en el resto de los tubos.

El plasmindgeno y sus fragmentos se investigaron por SDS-PAGE/Western blot
utilizando un anticuerpo policlonal antiplasminégeno humano. La electrodifusién a
membrana de nitrocelulosa del ensayo A (Fig. I11.4 calle 2 y 5) muestra tres bandas
entre 45 y 30 kD, similar a los fragmentos obtenidos por protedlisis in vitro con
elastasa. Los ensayos B y C no presentan banda correspondiente al Plg intacto ni a

los fragmentos proteoliticos ( Fig. I1.4 calle 3 y 4). Cuando se utiliza una
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concentracion de Plg purificado igual a la plasmatica (Ensayo B) la electrodifusion a
membrana de nitrocelulosa no muestra ninguna banda (Fig. I1.4, calle 4).

Este hecho indicaria que el Plg, a la concentracion plasmatica, es degradado a
fragmentos pequeiios cuando hay una degranulacién de polimorfonucleares.

La ausencia de bandas en el ensayo B (Fig. I1.4, calle 3) donde la degranulacion se
realizé en presencia de plasma humano, indicaria que a la concentracion plasmatica,
el o,-inhibidor de proteinasas no es capaz de inhibir la accidon de las proteasas
neutrofilas, cuando la degranulacion es masiva; esta situacion reflejaria en parte lo
que ocurre cuando se produce una activacion de los polimorfonucleares en sitios de
inflamacidn a nivel extravascular.

El Western blot del ensayo D muestra una sola banda de 83 kD, correspondiente
al plasmindgeno intacto, demostrando que un exceso de a,-inhibidor de proteinasa
inhibe completamente la accion proteolitica de las enzimas liberadas.

Estos ensayos muestran que cuando los polimorfonucleares se degranulan, las
enzimas liberadas degradan parcial o totalmente al plasmindgeno dependiendo de la
concentracion de zimdgeno. El proceso proteolitico no es inhibido por el a,-
inhibidor de proteinasa a la concentracidon plasmatica, pero si por un exceso de

inhibidor en las condiciones del ensayo.
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Fig. I1.4. Protedlisis del plasmindgeno por accién de polimorfos nucleares degranulados. SDS-
PAGE/Western blot se realizé segin Materiales y Métodos revelando con antisuero policlonal

antiplasminégeno humano.

1. Sobrenadante de la incubacién de plasminégeno humano con PMN sin degranular.

2. Sobrenadante de la incubacion de plasminégeno humano (1mg/ml) con PMN degranulados.
(Ensayo A)

3. Sobrenadante de la incubacion de plasma humano con PMN degranulados.(Ensayo C)

4. Sobrenadante de la incubacion de plasminégeno humano (0,2mg/ml) con PMN degranulados.
(Ensayo B)

5. Sobrenadante de la incubacion de plasminégeno humano (1mg/ml) con PMN degranulados.
(Ensayo A)

6. Sobrenadante de la incubacion de plasminégeno humano con PMN degranulados en presencia de
o,-inhibidor de proteinasa en exceso. (Ensayo D)

Todas las alicuotas fueron extraidas a las 15 horas de incubacion.
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IL.S- INVESTIGACION DE LA PRESENCIA DEL
MINIPLASMINOGENO EN EL PLASMA DE PACIENTES SEPTICOS

Dado que los resultados ya expuestos mostraban que la elastasa, el extracto
leucocitario y los polimorfonucleares activados tienen accién proteolitica in vitro
sobre el plasmindgeno, se traté de investigar si esa degradacion ocurriria in vivo.

Con ese fin los plasmas de 24 pacientes sépticos fueron filtrados a través de una
columna de lisina-sefarosa. Los filtrados recogidos fueron concentrados y se
investigd en ellos la presencia de miniplasminégeno por SDS-PAGE/Western blot,
utilizando un anticuerpo monoclonal especifico para el K5 del plasminégeno y un
anticuerpo policlonal antiplasmindgeno humano. Ocho de los veinticuatro plasmas
filtrados (33%) tuvieron el perfil que muestra la Fig.I.5 (calles A, B,CyF). By C
muestran una banda de 38 kD correspondiente al miniplasminégeno, en cambio A
muestra una banda de 38 kD y otra mas importante alrededor de los 40 kD, similar a
la que se obtenia en la degradacion parcial del Plg in vitro.

En la calle F de la Fig. II.5 B, donde se revela con antisuero policlonal, se
observan tres bandas entre 40 y 30 kD, similares a las obtenidas por accion del
extracto leucocitario in vitro (Fig. I1.3.calle 3).

El hecho que se haya detectado fragmentos del miniplasmindgeno en sélo el 33%
de los pacientes podria deberse a que esta molécula pequefia y polar se depura
rapidamente in vivo por lo cual no se la puede detectar en el plasma o bien, que la
accion proteolitica fuese de una intensidad y continuidad tal que genere fragmentos
proteoliticos no reconocibles con los antisueros utilizados (situacidn similar ocurre in

vitro, cuando se deja que las enzimas actuen por mas de 12 horas).
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Fig. IL.5 Presencia de miniplasmindgeno en el plasma de pacientes sépticos

SDS-PAGE/Western blot realizado segun Materiales y Métodos y revelados con antisuero policlonal
antiplasminégeno humano (A) y antisuero monoclonal altamente selectivo para el K5 del
plasmindgeno (B).

A,B,C y F: Plasma de pacientes sépticos filtrados por la columna de lisina sefarosa (concentrados 10
veces)

D,E y G: plasminégeno humano normal.
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I1.6- CONCLUSIONES

Las conclusiones que sugieren los resultados de los ensayos 11.2, 1.3, I1.4 y IL.S
permiten esclarecer cual seria la causa del descenso de los niveles plasmaticos del
Plg en los pacientes sépticos.

El hecho de que este grupo de pacientes sépticos presento niveles disminuidos de
plasmindgeno, concentracion normal de a,-antiplasmina (ambas proteinas de sintesis
hepatica y depuracion conjunta) y altos niveles de complejo EAPI (marcador de
activacion neutrofila) indujeron a pensar que el descenso en los niveles del zimogeno
podrian deberse a la accién proteolitica de las enzimas leucocitarias.

Las experiencias realizadas permitieron comprobar que a) el Plg es degradado in
vitro por la elastasa y el extracto leucocitario, dependiendo de la concentracion de
enzima; b) que la degradacién in vitro del Plg genera varios fragmentos reconocibles
por antisueros policlonales antiPlg, uno de los cuales presenta actividad plasminica y
contiene al K5 (miniplasmindgeno); c) cuando la exposicion de Plg a las proteasas es
continua, se regeneran fragmentos sin actividad plasminica y no reconocibles por los
antisueros utilizados; d) cuando los polimorfosnucleares son degranulados al 50% en
presencia de Plg, los inhibidores de proteasas plasmaticos no alcanzan para inhibir la
degradacién del Plg y ) en el plasma del 33% de los pacientes sépticos se detectan
fragmentos de plasmindgeno similares a los obtenidos por degradacion del Plg in
vitro.

Los resultados sefialados sugieren que, efectivamente, la causa principal del
descenso de los niveles plasmaticos de Plg seria la accidn proteolitica de las enzimas
leucocitarias, ya que se demostré que la degradacidn se produce tanto in vitro como
in vivo. El hecho de que los fragmentos sélo se encuentren en el 33% de los
pacientes hablaria de una mayor velocidad de depuracidon de esos fragmentos o una
degradacion exhaustiva con la generacidn de fragmentos no reconocibles por los

antisueros, antiplasmindgeno y anti K5 del plasmindgeno.
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III- ACTIVIDAD FIBRINOLITICA DEL
MINIPLASMINOGENO

En resumen, los resultados expuestos demuestran que el descenso de los niveles
de plasminodgeno encontrado en los pacientes sépticos, podria ser la resultante de la
accion proteolitica de las enzimas leucocitarias simil elastasa, sobre dicho zimégeno.
Esta hipotesis esta basada en el hecho de que la elastasa pura, el extracto de enzimas
leucocitarias y los polimorfonucleares degranulados inducen in vitro una protedlisis
del plasmindgeno generando distintos fragmentos, entre ellos el miniplasmindgeno
(el Unico con actividad enzimatica potencial) y que estos fragmentos han sido
detectados en ¢l plasma de algunos pacientes sépticos con activacion neutréfila.

Dada la probabilidad de que el miniplasminégeno se encuentre presente en el sitio
de inflamacién, surgid el interrogante de si ese miniplasmindgeno era eficaz como
agente fibrinolitico.

En estudios realizados con sustratos cromogénicos diversos autores han sefialado
que el miniplasmindgeno es mas facilmente activable que el plasminégeno nativo
194203 Lo que resta es tratar de establecer el potencial fibrinolitico del
miniplasminégeno cuando es activado por t-PA (principal activador fisiologico
implicado en la lisis del coagulo).

Los ensayos que se detallan a continuacion pretenden esclarecer esta disyuntiva,
estudiando el proceso de activacidon del miniplasmindgeno por diversos activadores y

la accidn de la enzima activa miniplasmina.



IIL.1- ACTIVIDAD DE PLASMINA Y MINIPLASMINA SOBRE UN
COAGULO DE FIBRINA FRESCO

La miniplasmina consiste en dos cadenas polipeptidicas, la cadena liviana (561-
790 aa) idéntica a la de la plasmina, que presenta el sitio activo y una cadena
peptidica pesada, mas corta que la presente en la molécula de plasmina'a‘zz‘m. El
objetivo de estos ensayos fue estudiar las propiedades fibrinoliticas de la
miniplasmina y compararla con la plasmina.

Se agregaron distintas concentraciones de las enzimas a un coagulo de fibrina
recientemente preparado registrandose el tiempo de lisis en cada ensayo. La Fig.
I[II.1.A. muestra los tiempos de lisis obtenidos en funcién de la concentracion de
plasmina o miniplasmina. La plasmina es ligeramente mas efectiva que la
miniplasmina, para concentraciones menores de 0,3uM, dado que el tiempo de lisis
de la primera fue menor.

Para las concentraciones superiores a 0,4 pM, la miniplasmina presenté una
actividad fibrinolitica ligeramente mayor. Este hecho podria deberse a que la
miniplasmina difundiria mas rapido que la plasmina a través del coagulo por ser una
molécula mas pequeiia. Estos resultados estan de acuerdo con los descriptos por
Moroz en los que sefiala que para las concentraciones por encima de 0,6 pM, la
miniplasmina es mas efectiva para lisar fibrina '

Cuando la coagulacién del fibrindgeno ocurre en presencia de plasmina o
miniplasmina, los tiempos de lisis se acortan significativamente (Fig. III.1.B.). Este
acortamiento es mas notorio en la plasmina que en la miniplasmina. Los tiempos de
lisis cuando se coagula en presencia de plasmina son 75 + 4% (n=3) mas cortos que
cuando se agrega plasmina luego de la formacién del coagulo. En el caso del
miniplasmina el acortamiento promedio es de 60 + 5% (n=3), en todas las

concentraciones estudiadas. La actividad litica de ambas enzimas es similar a

concentraciones mayores a 0,5 uM.
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Fig. I11.1 Tiempo de lisis en funcion de la concentracién de la enzima.

A) A un codgulo recientemente preparado se agregan distintas concentraciones de plasmina y
miniplasmina y se registra el tiempo de lisis total (curvas superiores).

B) Se coagulé fibrindgeno en presencia de plasmina y miniplasmina y se monitorea el tiempo
de lisis total (curvas inferiores).

Los puntos son el promedio de tres determinaciones




II1.2- ACTIVIDAD DE MINIPLASMINA FRENTE A LOS SUSTRATOS
CROMOGENICOS

La plasmina hidroliza los sustratos cromogénicos liberando p-nitroanilina, de
acuerdo a la cinética Michaeliana °"*%,

Se estudid la actividad amidolitica de miniplasmina sobre los sustratos
cromogénicos H-D-Val-Leu-Lys pNA y MML.TyrArg pNA , sustratos especificos
para plasmina y el H-D-Phe-Pip-Arg pNA, sustrato para trombina. Se incubd
miniplasmina (0 plasmina) con 8 concentraciones distintas, de cada uno de los
sustratos (n=2). Se graficé absorbancia vs. tiempo y se calcularon las velocidades
iniciales para cada concentracion de sustrato y luego se graficé 1/V inicial.

Se calculo el Km y la constante catalitica kc para plasmina y miniplasmina

Los resultados obtenidos son:

Miniplasmina Plasmina
H-D-Val-Leu-Lys pNA  [Km (mM) 0,14 + 0,02 0,13 £ 0,02
ke (ST 12,1 +£0,4 11,8+ 0,5
H-D-Phe-Pip-Arg pNa | Km (mM) 1,3+0,1 1,0+ 0,1
ke (S™) 13,8+0,9 10,1+ 0,9
MML-Tyr-Arg-pNA Km (mM) 0.21 +0.01 0.22 +0.01
ke (S7) 124+ 0.4 12.2+0.5

Al igual que la plasmina, la miniplasmina tiene poca afinidad para el sustrato de
trombina y en cambio presenta una afinidad mayor (Km 0.14) para los dos sustratos
especificos de plasmina. La miniplasmina cataliza la hidrdlisis de los sustratos
cromogénicos en forma similar a la de la plasmina; este hecho indicaria que la
porcidén de la cadena pesada formada por los residuos 15441 no intervendria en la
catalisis de los sustratos cromogeénicos. Estos datos son similares a los descriptos por
Takada y Christensen quienes no encuentran diferencias significativas en los

203,231 . L.
. La eficiencia catalitica de

parametros cinéticos de la plasmina y miniplasmina
la plasmina y la miniplasmina son similares frente a los sustratos especificos de

plasmina.
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I11.3- ACTIVACION DE MINIPLASMINOGENO POR UROQUINASA

La uroquinasa es un activador exdgeno del plasminégeno, de uso general con fines
terapeticos, que activa plasmindgeno en forma sistémica.

Se investigd la capacidad de la uroquinasa para activar al miniplasminégeno a
miniplasmina, comparandolas con la activacion del plasminégeno. Se incubaron
miniplasminégeno (plasmindgeno), uroquinasa y el sustrato cromogénico D-Val-
Leu-Ly pNa. La concentracion de plasmina, se calculd a partir de las absorbancias a
405 nm, a distintos tiempos segun se describio en Materiales y Métodos II1.3.

La Fig. II1.2. muestra los resultados obtenidos cuando la activacion se llevo a cabo
con dos concentraciones de uroquinasa (10 y 30 U/ml). Se observa que el
miniplasminégeno es activado por uroquinasa con una cinética similar al
plasminégeno. Cuando se utilizan 10 unidades de uroquinasa la velocidad de
activacion de plasmina es mayor que la velocidad de activacion de miniplasmina;
cuando la activacion se realiza con 30 unidades de uroquinasa la diferencia entre las
velocidades de activacidon es menos evidente. Los resultados encontrados estan de
acuerdo a trabajos previos en los cuales se sefiala que el miniplasminégeno es
activable, por uroquinasa, a miniplasmina siguiendo una cinética Michaeliana igual
que la plasmina 201

Esta similitud entre ambas cinéticas de activacion indicaria que en la activacion de
Plg y miniplasminégeno, por uroquinasa, intervienen fundamentalmente los residuos
aminoacidicos 561-790 correspondientes a la cadena liviana de la plasmina, intacta
en la molécula de miniplasmina.

La Fig. II1.3. muestra que el fibrindgeno no afecta la velocidad de activacion del

miniplasmindgeno por uroquinasa, mientras que la fibrina aumenta alrededor de un

10% la velocidad de activacion.
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Fig. 111.2- Activacion de miniplasmin6geno por uroquinasa.

La cantidad de urokinasa utilizada fue 10 Ul/ml y 30 Ul/ml

La concentracion de plasmina se calculé segun lo descripto en Materiales y Métodos y cada
punto corresponde al promedio de 3 ensayos.
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Fig. 111.3- Efecto del fibrindgeno y la fibrina sobre la activacion de miniplasminégeno en
presencia de 10 UI/ml de uroquinasa.

La concentracion de plasmina se calcul6 segiin lo descripto en Materiales y Métodos y cada
punto corresponde al promedio de 3 ensayos.



111.4- ACTIVACION DE MINIPLASMINOGENO POR
ESTREPTOQUINASA

La estreptoquinasa (SK), otro activador exdgeno del plasmindgeno actia a través
de la formacion de un complejo activo [SK-P1lg] que potencia la generacién de

70,91,93 . . : - o :
. Para investigar si el miniplasminégeno es activable por la

plasmina
estreptoquinasa se incubaron miniplasminogeno, SK vy el sustrato cromogénico H-D-
Val-Leu-Lys-pNa, monitoreando la plasmina generada en la unidad de tiempo, a
través de la determinacion espectrofotométrica de p-nitroanilina.

La Fig. II1.4. muestra que la velocidad de activacion de Plg es significativamente
mayor que la del miniplg cuando se activa con niveles cataliticos de SK. La menor
velocidad de activacién del miniplasmindgeno podria deberse a la incapacidad de
formar el complejo [miniPlg. SK] o a una menor eficiencia en la activacion del
miniPlg por el complejo [miniPlg. SK]; esta segunda hipétesis tendria mayor
posibilidad ya que Powell ha demostrado, a través de un seguimiento por
electroforesis y utilizando anticuerpos monoclonales, que el miniplasminégeno
forma un complejo con la SK 201

El fibnndgeno y la fibrina aumentan significativamente la velocidad de activacion
del miniPlg por la SK (Fig. IIL.5), resultados que concuerdan con los descriptos por
Takada %% y son similares a los descriptos para la activacidon de Plg mediada por SK.
La constante catalitica para la activacién de Plg por SK aumenta con la concentracion
de fibrindgeno o fibrina, probablemente por la formacién de un complejo
tnimolecular SK-Plg-fibrina (fibrinégeno) » La mayor velocidad de activacion de
miniPlg mediada por SK encontrada, podria deberse entonces a la formacion de un
complejo trimolecular estreptoquinasa, Plg y fibrinégeno (fibrina), que seria mas

eficaz para activar miniPlg que el complejo bimolecular conformado por el miniPlg y

la SK.
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Fig. I11.4- Activacién de miniplasmindgeno por estreptoquinasa.

Dos concentraciones distintas de streptokinasa, 0,5 Ul/ml y 5 UI/ml se mezclaron con
miniplasminégeno y plasminégeno. La concentracion de plasmina se determiné
espectrofotométricamente. Cada punto es el promedio de 3 determinaciones.
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Fig. IIL.5- Efecto de fibrina y fibrinégeno sobre la activacién de miniplasminégeno mediado
por estreptoquinasa.

La activacion de miniplasminégeno se llevé a cabo en presencia de fibrindgeno (Img/ml) y
peliculas de fibrina. Los puntos corresponden al promedio de 3 ensayos.




IIL5S- ACTIVACION DEL MINIPLASMINOGENO POR t-PA
RECOMBINANTE (rt-PA)

La activacion del plasminégeno por t-PA es un mecanismo de catalisis
heterogénea complejo, donde la fibnina es simultineamente sustrato de la plasmina

273947 Hoylaert postulo

generada y catalizador de la interaccion t-PA-plasminégeno
la formacién de un complejo temario Plg-Fib-tPA que permitiria un proceso de
activacion mas efectivo y una localizacion de la plasmina sobre el coagulo; este
modelo temario es consistente con los datos cinéticos encontrados por numerosos
investigadores 79.80.203

Para investigar si el miniplasmindgeno era activable por t-PA (comparandolo con
el Plg) y si la fibrina también catalizaba dicha reaccidn, se realizaron diversas
experiencias utilizando como activador un t-PA recombinante (rt-PA) con
propiedades bioquimicas muy similares al t-PA liberado por la célula endotelial.

Se incubé miniplasmindgeno o plasmindgeno, con distintas concentraciones de t-
PA y sustrato cromogénico H-D-Val-Leu-Lys pNA. Se monitored la generacién de
pNA espectrofotométricamente y se calculé la concentracién de plasmina en cada
ensayo. La Fig. II1.6. muestra la generacién de plasmina (o de miniplasmina) en
funcién del tiempo. El plasmindégeno y el miniplasmindégeno son pobremente
activados en ausencia de fibrina, alin a altas concentraciones de rt-PA. En todas las
concentraciones estudiadas la velocidad de activacién del miniplasmindgeno fue
mayor que la de plasminégeno nativo.

Cuando la reaccion se realiz6 en tubos conteniendo peliculas de fibrina, la
velocidad de generacién de plasmina aumenté en mayor medida que la de
miniplasmina. A los 90 minutos, practicamente todo el plasmindgeno fue convertido
a plasmina, en cambio sélo se activd una pequefia porcion de miniplasmindgeno

(concentracion de miniPlg a las 2 hs. 0,15uM). Este comportamiento se observé con

todas las concentraciones de t-PA estudiadas.
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Fig. I1L6- Activacion de miniplasminégeno por rt-PA. Efecto de la fibrina.

Se incubaron plasminégeno o miniplasminégeno con rt-PA (Cf 20 Ul/ml) en presencia de
H-D-Val-Leu-Lys pNA; la plasmina generada se calculé a partir de los valores de Abs a
405nm. Los ensayos se repitieron en tubos conteniendo peliculas de fibrina (Fib)

Cada punto es el promedio de 3 determinaciones.




Para estudiar mejor esta diferencia, se activé al miniplasminégeno en presencia de
monomeros de fibrina solubles y con menor concentracidn de rt-PA. Para investigar
si los sitios de unién a lisina estaban involucrados en la catalisis por fibrina, se
realizaron ensayos en presencia y ausencia de acido e-aminocaproico (EACA).

En la Fig. II1.7.B.se puede observar que la activacion del plasmindgeno, presenta
una fase “lag” durante la primera hora, en cambio la velocidad de generacion de
miniplasmina es lineal. A los 60 minutos se generaron alrededor de 0,1 pmol de
plasmindgeno, en cambio, solo se generd menos de 0,001 pmol de plasmina. Cuando
la reaccion se realizo en presencia de acido €-aminocaproico el efecto potenciador del
monoémero de fibrina sobre la activacién del plasmindgeno nativo fue completamente
abolido. En la activacion del miniplasmindgeno, el EACA utilizado a la misma
concentracion, disminuyd sélo parcialmente el efecto catalitico del mondmero de
fibrina (Fig. III.7.A.) La inhibicion total del efecto catalitico de los mondmeros sobre
la activacion del plasminégeno por EACA confirma que el Plg se une a la fibrina,
principalmente por los distintos sitios de unién a lisina (LBS) de su molécula. La
potenciacidon inducida por los mondmeros de fibrina sobre la activacion de
miniplasminégeno mediada por rt-PA podria deberse en parte a interacciones con
residuos lisina independientes de los LBS y a través del sitio aminohexil del K5.

De los datos expuestos se puede concluir que el miniplasminogeno es activable
lentamente en presencia de rt-PA en sistemas puros en mayor o igual magnitud que el
Glu-plasminégeno, pero el efecto catalitico de los monémeros de fibrina solubles o
de la fibnna misma es significativamente mayor en la activacion del plasminogeno
mediado por t-PA que en la activacién del miniplasmindgeno. Se sabe que la fibrina
cataliza la activacion del Plg por la formacién de un complejo inicial temario, a
través del sitio aminohexil presente en el K5 del Plg y el dominio “finger” del t-PA
7 Luego la fibrina, parcialmente degradada incrementa la catalisis por unién de mas
Plg (a través de los sitios de unién a lisina) y mas t-PA ( a través del kningle 2 del t-

PA) 47,43.
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Fig. I11.7- Efecto de los mondémeros de fibrina sobre la activacion del miniplasminégeno
mediado por t-PA. Accion del EACA.




El efecto catalitico de la fibrina sobre la activacién de miniPlg por rt-PA seria
menor porque fallaria la potenciacion de la activacion por la fibrina parcialmente
degradada, proceso que requiere la presencia de los kringles 154 del plasmindgeno
(ausentes en el miniPlg) 1879,

En resumen, si bien el miniplasmindgeno es activable por rt-PA, en presencia de
su sustrato fisiologico, fibrina, el plasmindgeno es activado por el rt-PA mas
eficientemente que el miniplasminégeno. (Fig.II1.6 y Fig. I11.7).

Diversos autores postulan al miniplasminogeno como un camino alternativo para la
fibrinolisis, basados en el hecho que el miniPlg es mas facilmente activable que el
plasmindgeno nativo; sin embargo esta afirmacion se basa en sistemas modelos no
fisiolégicos. Si bién el miniplasmindgeno es activable por uroquinasa,

42201,204
, los resultados expuestos

estreptoquinasa y t-PA en sistemas puros
demuestran que en presencia del activador fisiologico y el sustrato fisiologico (t-PA
y fibrina) la activaciéon del miniplasminégeno es mucho menor que la del

plasmindgeno.



II1.6- COMPARACION DEL EFECTO FIBRINOLITICO DEL
PLASMINOGENO Y MINIPLASMINOGENO EN SISTEMAS
PURIFICADOS Y EN PLASMA HUMANO NORMAL LIBRE DE
PLASMINOGENO

Con los ensayos descriptos anteriormente se comprobd que el miniplasminégeno
puede ser activado a miniplasmina por el rt-PA y que la miniplasmina es capaz de
lisar fibrina (ver III.1 y II1.3). El objetivo de esta experiencia fue tratar de reflejar la
situacion fisiologica que se produce cuando, al formarse un coagulo, el plasmindgeno
(o el miniplasmindgeno si esta presente) queda atrapado en contacto intimo con la
red de fibrina y el t-PA es liberado por el éstasis venoso producido. Se determinaron
los tiempos de lisis total de un coagulo formado a partir de fibrindgeno puro o a
partir de plasma humano normmal depletado de plasmindgeno, en presencia de
plasminégeno o miniplasminégeno y t-PA, en las concentraciones plasmaticas y
agregados en el orden que indica cada ensayo (Tabla V).

La trombina utilizada es suficiente para producir la coagulacion instantanea del
fibrinégeno, por lo que el cronémetro se dispara conjuntamente con el agregado de
trombina. Se realizaron tubos controles para verificar que el Plg, el miniPlg o rt-PA
no lisaban el coagulo por si solos.

En los ensayos A y B la formacién de la red de fribrina se produce en presencia de
Plg o miniPlg (similar a lo que ocurre fisiolégicamente), en cambio en los ensayos
A’y B’el Plg o el miniPlg son agregados luego que el coagulo ha sido formado.

Los resultados encontrados en cada ensayo son los detallados a continuacion:

Ensayo A Ensayo B Ensayo A’ Ensayo B’
Fib. libre Plg. | Fib. libre Plg. | Fib. libre Plg. | Fib. libre Plg.
t-PA t-PA trombina trombina
Plg Miniplg Plg miniPlg
Trombina Trombina t-PA n-PA
Tiempo de lisis (x = DS,[2,3 +0,6 9,8+0,1 11,2+0,7 23,4+ 0,8
min, n=3)
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Tabla V: Tiempo de lisis total en sistemas puros. Efecto del orden de agregado de los reactivos.

Cuando el agregado de Plg o miniPlg se realiza una vez formado el coagulo de
fibrina, los tiempos de lisis se alargan (ensayo A’y B"); en el caso del Plg, el tiempo
de lisis del ensayo A’es alrededor de 5 veces el tiempo de lisis cuando el coagulo se
forma en presencia del Plg, en cambio para el miniPlg el alargamiento del tiempo es
s6lo 2.5 veces mayor (ensayo B vs. ensayo B').

Estos resultados podrian deberse a dos efectos: a) por un lado, al ser el miniPlg
una molécula pequeifia difundiria dentro del coagulo con mayor facilidad que el Plg,
por lo tanto no seria tan importante su presencia en el instante de la formacidn de la
red y b) la fibrina potencia mucho menos la activacién del miniPlg que la del Plg, lo
que hace que el efecto de estar o no en la red sea menos notorio en el caso del
miniPlg.

Si bien cuando el sistema enzimatico se agrega al codgulo ya formado, el efecto de
alargamiento del tiempo de lisis es mayor para el plasmindégeno que para el
miniplasminégeno, el sistema Plg/rt-PA continda teniendo un mayor potencial
fibrinolitico (t lisis=11.2 £ 0.7 min.) que el sistema miniPlg/rt-PA (t lisis=23.4 + 0.8
min.)

La Fig. III.8 muestra el tiempo de lisis del codgulo en presencia de
miniplasmindégeno y plasmindgeno, en los ensayos A y B, en funcion de la
concentracion de enzima. El miniPlg es menos eficiente que el plasminégeno para
producir la lisis del coagulo en sistemas puros a todas las concentraciones estudiadas
(0.2-1.4 uM). A la concentracién plasmatica el tiempo de lisis total en presencia de
miniplasmindgeno (9,8 + 0,1 min.) es mayor que para el Plg (2,3 £ 0,06min.), es
decir que el sistema rtPA/miniPlg presenta menos efecto litico que el rt-PA/Plg a
pesar de que la miniplasmina tiene, para concentraciones mayores a 0.4 pM, mayor
actividad fibrinolitica. Estos resultados indicarian que en sistemas purificados, la

activacion de miniPlg mediado por rt-PA seria menor que la del plasminégeno.
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Fig. II1.8- Tiempo de lisis del coagulo de fibrina como funcién de la concentracién de
zimégeno. Plasmindgeno o miniplasminégeno fueron mezclados con fibrinégeno libre de Plg,
rt-PA y coagulado con trombina. Se cronometrd el tiempo de lisis total.



La Fig. II1.9 muestra la concentracion de dimeros D en el sobrenadante del
coagulo formado en sistemas puros, a tiempos distintos. La concentracion de dimeros
D se consider6 arbitrariamente como el 100%, cuando la lisis del coagulo en
presencia de plasminégeno, fue completa.

El plasmindgeno muestra una fase lag al comienzo del proceso litico, en cambio el
miniPlg produce dimeros D antes del primer minuto, pero luego la fibrinolisis
mediada por el miniplasmindgeno se torna lenta. Cuando los coagulos han sido
totalmente lisados, la concentracién de dimeros D liberados fue igual para ambos
sistemas, pero la velocidad de produccion de dimeros D es menor en la activacion de
miniPlg mediado por rt-PA que en la del Plg, para las dos concentraciones de

zimogeno estudiadas.
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Se coagul6 fibrinégeno libre de plasminégeno, en presencia de plasminégeno/rt-PA o
miniplasmindgeno /rt-PA y se determind la concentracion de dimeros D a medida que

transcurrio la lisis.




Se determinaron los tiempos de lisis total de un coagulo formado a partir de un
plasma depletado de Plg (actividad inmunolégica negativa frente al anticuerpo
policlonal anti Plg) en presencia de Plg o miniPlg en concentraciones plasmaticas y
afiadidos en el orden que indica cada ensayo (Tabla VI). Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla VI.

Ensayo C Ensayo D Ensayo C’ Ensayo D’
Plasma libre de Plg | Plasma libre de Plg | Plasma libre de Plg | Plasma libre de Plg
Plg Miniplg Trombina Trombina
t-PA rt-PA t-PA t-PA
Trombina Trombina Plg Miniplg
Tiempo de|15 0,6 > 180 120+ 0,5 > 180
lisis (x * DS,
min)

Tabla V1. Tiempo de lisis en medio plasmatico libre de Plg.

En medio plasmatico el miniPlg es incapaz de producir la lisis completa del
coagulo en presencia de rt-PA (Tabla VI); en cambio el tiempo de lisis para el
sistema rt-PA/Plg fue de 15 minutos. Atin después de 12 horas a 37°C los tubos del
ensayo D contenian fibrina. La Fig.III.10 muestra la concentracién de dimeros D en
el sobrenadante, como indicador del desarrollo de la fibrinolisis. Si bien al comienzo
hay liberacion de dimeros D en el sistema miniPlg/rt-PA, luego la fibrinolisis parece
ser inefectiva y la concentracidon de dimeros D nunca alcanza al 100%. El tiempo de
lisis del ensayo C’ es 8 veces mayor que el de C porque al afiadirse Plg con el
coagulo ya formado el Plg es transformado a plasmina fuera de la red y parte de la
plasmina generada es rapidamente inhibida por la «,-antiplasmina y las otras
proteasas plasmaticas. Al agregarse el miniPlg al coagulo ya formado es
transformado a miniplasmina, la cual produce una rapida fibrinolisis inicial
(presencia de dimero D en el sobrenadante) pero luego es inhibido por las proteasas
plasmaticas sin lograr una disolucidon completa del coagulo. El analisis de los datos
obtenidos muestra que en medio plasmatico, al igual que en sistemas puros, la

activacion de miniPlg mediado por rt-PA es menor que la del Plg.
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Fig. I11.10 Liberacion de dimeros D en plasmas depletados de plasmindgeno en presencia de
miniplasminégeno como una medida de la lisis del coagulo.

Cada punto es el resultado de 3 ensayos. La liberacién de dimeros D nunca alcanza el 100%.
(El 100% corresponde arbitrariamente a la concentraciéon de dimeros D liberados por el
sistema plasminégeno/rt-PA).




I11.7- DETERMINACION DE LOS TIEMPOS DE LISIS EN PLASMA
DE PACIENTES SEPTICOS LIBRE DE PLASMINOGENO

En los plasmas de los pacientes sépticos (PS) filtrados por las columnas de lisina-
sefarosa, y concentrados dos veces, se investigd inmunoldgicamente la presencia de
Plg y miniPlg. En cada uno de los plasmas negativos inmunolégicamente para Plg y
miniPlg (n=10), se determiné el tiempo de lisis cuando los mismos fueron
coagulados en presencia de Plg/rt-PA y miniPlg/rt-PA. Cada una de las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Los tiempos de lisis total obtenidos fueron:

Plg/rt-PA MiniPlg/rt-PA
Plasma sépticos (n=10) 19 £ 0,9 min. > 180 min
Plasma normales (n=8) 15£0,9 min. > 180 min

Tabla VII- Tiempo de lisis en plasma de pacientes sépticos depletados de Plg.

No existen diferencias significativas entre los tiempos de lisis del coagulo en
presencia de Plg/rt-PA, obtenidos con plasma de pacientes sépticos y los obtenidos a
partir de plasma normal. Este hecho indicaria que la variaciéon en la composicion
proteica que presentan los pacientes sépticos debido a la presencia de las proteinas
reactantes de fase aguda no afecta el proceso fibrinolitico si hay plasmindgeno

suficiente.

I11.8- CONCLUSIONES
En resumen, los resultados muestran que el miniplasmindgeno puede ser
transformado en miniplasmina, (enzima con actividad fibrinolitica) por el rt-PA. La

velocidad de activacién del miniplasminégeno por rt-PA respecto del plasminégeno,
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depende de la presencia de fibrina. En ausencia de fibrina, la velocidad de activacion
del miniplasminégeno estudiada mediante sustrato cromogénico, es ligeramente
superior a la del plasminogeno nativo (Fig. II1.6) pero en presencia de fibnna la
velocidad de generacién de plasmina es 3 veces la velocidad de produccion de
miniplasmina (Fig. II1.6). Este hecho es explicable, si se recuerda que la fibrina
cataliza la activacion de Plg mediada por t-PA a través de un mecanismo secuencial
ordenado en el cual participan los sitios LBS del plasminégeno ausentes en el
miniplasminégeno. El t-PA primero, y el Plg después, se unirian a la fibrina
formando un complejo ternario ciclico sobre la red. La unidn de Plg a fibrina esta
mediada por los sitios de unidn a lisina (LBS) y el sitio aminohexil, este dltimo
presente en el K5.

La fibrina parcialmente degradada uniria mas Plg (por sitios LBS) y mas t-PA,
aumentando la eficiencia catalitica. Esta ultima potenciacién requeriria la presencia
de los dominios K 1-4 del Plg, ausentes en la molécula de miniPlg; este ultimo hecho
explicaria el menor efecto catalitico de la fibrina sobre la activacién de MiniPlg por
rt-PA.

Dado que: a) la miniplasmina es capaz de lisar fibrina igual o mas rapidamente
que la plasmina, b) el hecho que el sistema enzimatico miniplasminégeno/rt-PA tarda
aproximadamente 4 veces mas tiempo que el sistema Plg/rt-PA en lisar un coagulo
de fibrina fresca y c) el sistema miniplasmindgeno/rt-PA es incapaz de lisar
completamente un coagulo fresco formado a partir de plasma humano normal (Tabla
VII) queda demostrado que lo que falla es el proceso de activacidon de miniPlg por t-
PA y no la accion litica de la enzima.

Asi, el miniplasmindgeno que se encuentra presente en el plasma de los pacientes
sépticos seria incapaz de actuar como agente fibrinolitico en forma eficiente,

acentuando ain mas el estado hipofibrinolitico que presentan estos individuos.
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I- PLASMINOGENO: UN PARAMETRO HEMOSTATICO
IMPORTANTE EN LOS PACIENTES SEPTICOS

Sepsis es la respuesta sistémica a la infeccion con una alta morbilidad y
mortalidad; la respuesta inflamatoria del huésped se conoce como sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica. La falla organica multiple progresiva, que suele
estar acompaiiada por depodsitos de fibrina y microtrombos, es la causa de muerte
mas frecuente asociada con sepsis y shock séptico. Fisioldgicamente la fibrina es
removida eficientemente por el sistema fibrinolitico, el cual esta constituido por un
zimogeno, el plasmindgeno, que es activado a plasmina por la accidn de activadores
especificos.

Diversos autores han demostrado que los pacientes sépticos presentan
alteraciones en el sistema de coagulacion y fibrinolitico, ademas de otras
anormalidades implicadas en esta patologia. Estas alteraciones podrian conducir a
una oclusion trombética de la microvasculatura, originando un dafio tisular
irreversible, posiblemente causante principal de la falla organica miltiple.

Las endotoxinas de las bacterias Gram negativas inducen la liberacion de
diferentes mediadores celulares, como el factor de necrosis tumoral e interleuquinas
de los macréfagos y de las células endoteliales. La accion de los distintos mediadores
induce la adhesién de leucocitos a la célula endotelial y la migracidn de las mismas
hacia el sitio de injuria, donde frecuentemente los neutréfilos se degranulan liberando
diversas proteasas, denominadas también enzimas simil elastasa. Cuando estas
proteasas neutrofilas superan la capacidad inhibitoria de los inhibidores plasmaticos
de proteasas, inducen el llamado “sindrome proteolitico no especifico”, durante el
cual numerosas proteinas plasmaticas y de la matriz extracelular son destruidas. La
elastasa es capaz de digerir fibrinégeno, numerosos factores de coagulaciéon y

antitrombina 111, lo cual afecta al sistema de coagulacic’)n."m'm'253
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Las enzimas simil elastasa también regulan al sistema fibrinolitico; la digestion in
vitro del plasmindgeno nativo con elastasa origina varios fragmentos, entre ellos el
miniplasmindgeno, el cual no tiene sitios LBS y es incapaz de unirse a fibrina y a
superficies celulares. 199203

El miniplasmindgeno es activable por uroquinasa, estreptoquinasa y t-PA a

miniplasmina, la cual presenta actividad amidolitica similar a la plasmina.

En este trabajo se estudiaron los componentes del sistema fibrinolitico y del
sistema de coagulacidn en pacientes sépticos en forma longitudinalmente durante
siete dias, para tratar de establecer si la probabilidad de sobrevida del paciente podria
expresarse en funcion de algun parametro hemostatico (Resultados parte I).

45 pacientes sépticos consecutivos, diagnosticados segin la Conferencia
Consenso de 1992 2", que ingresaron a la misma unidad de terapia intensiva,
presentaron un estado hipercoagulable e hipofibrinolitico, al dia del diagnéstico
de sepsis, considerado el dia 1 del estudio (Tablas 1.2.1,1.2.2 y [.3.1)

Los altos niveles de fibrinégeno y fundamentalmente los niveles plasmaticos
disminuidos de los inhibidores fisiolégicos, antitrombina III, proteina C y
cofactor II de la heparina, habrian contribuido al estado hipercoagulable en
estos pacientes, confirmado por los elevados valores del complejo trombina-
antitrombina III (TAT).

Los pacientes sépticos estudiados también presentaron los factores de
coagulacidon K-dependientes (II, VII, IX y X) disminuidos, pero dicho descenso no
mostro diferencia significativa con los pacientes no sépticos internados en la misma
unidad de terapia intensiva (Tabla 1.2.1).

La disminucion de la actividad plasmatica de las proteinas K-dependientes se
debio principalmente, a la baja ingesta de vitamina K que tienen estos pacientes

Cuando estos parametros se estudiaron en forma seriada entre pacientes

sobrevivientes y no sobrevivientes, se encontré que los factores de coagulacién II,
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VII y IX y los inhibidores fisioldgicos, antitrombina III y proteina C fueron
significativamente mas altos en los pacientes que sobrevivieron.

Este comportamiento se mantuvo durante los 7 dias del estudio (Tabla 1.2.2).

En los pacientes que no sobrevivieron los niveles de fibrindgeno estan mas
elevados en el dia 7 que en el dia 1.

Estos resultados estarian indicando que la hipercoagulabilidad presente en el
momento del diagnostico de sepsis se mantiene durante la evolucion y se acentiia aun
mas en los pacientes que no sobrevivieron al evento séptico. Estos hallazgos también
fueron reportados por los trabajos de Hesselvik, Phillipé, Llorente y Massignon en
estudios europeos y estadounidenses.?' #2222

Los niveles plasmaticos de los componentes del sistema fibrinolitico indican que
los pacientes estudiados presentan un estado hipofibrinolitico marcado
principalmente por el descenso de los niveles de plasminoégeno (Tabla 1.3.1). Esta
disminucion también fue hallada por Llorente en pacientes sépticos.y por Hesselvik
en pacientes con shock séptico.m‘222

En el dia 1 del estudio el grupo séptico presenté niveles plasmaticos de
plasmindgeno significativamente menores que los de ambos grupos controles. Al
estudiar esta proteina en forma seriada, se observé un comportamiento claramente
distinto entre los pacientes sobrevivientes y no sobrevivientes (Tabla 1.3.2.).

Los sobrevivientes tuvieron valores de plasminégeno disminuidos o en el
limite inferior normal al dia 1 y luego se normalizaron hacia el dia 7. En
cambio, los no sobrevivientes mantuvieron los niveles de plasminégeno bajos
durante los 7 dias del estudio. Llorente sugiere que el descenso de los niveles de
plasminégeno se debe a una disminucién en la sintesis de la proteina o a un aumento
en el consumo de Plg; sin embargo esta hipétesis no concuerda con el hecho de que
los niveles de a,-antiplasmina esten en el rango normal en los pacientes sépticos,
tanto en el presente estudio como en el realizado por el autor mencionado.

La a,-antiplasmina y el plasmindgeno se sintetizan en el mismo sitio del

hepatocito y tienen vida media semejante, por lo tanto es logico suponer que el
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descenso de la sintesis los afecte en forma similar (como ocurre en pacientes con
dafio hepatico donde la disminucién de ambas proteinas correlacionan). Si el
descenso en los niveles de Plg se debiera a un aumento de la activacion a plasmina,
también deberian descender los niveles de a,-antiplasmina, ya que ambos se depuran
en forma conjunta con la formacién del complejo plasmina - a,-antiplasmina (PAP)
(los pacientes con hiperfibrinolisis primaria tienen aumentados los niveles de PAP y
disminuidos los de a,-antiplasmina).

Otra alternativa para explicar el descenso de los niveles de plasminégeno es la
degradacion de esta proteina, probablemente por la accién de las enzimas
leucocitarias. Esta hipétesis esta sustentada por diversos hechos: a) el
plasminégeno es degradado in vitro por la elastasa leucocitaria, extracto de
enzimas leucocitarias y polimorfonucleares (Resultados Parte I11.2,, I1.3 y I1.4) b)
el plasma de los pacientes sépticos presenta altos niveles de complejo elastasa -
o, -antitripsina (Resultados Parte 1.) ¢) el 33% de los pacientes sépticos
presentaron en el plasma fragmentos de degradacion del Plg similares a los
obtenidos in vitro (Resultados I1.5). Uno de los fragmentos detectados por la
técnica de SDS-PAGE/Western blot correspondia a mimiplasminogeno. La
ausencia de fragmentos proteicos en el 67% de los pacientes sépticos podria deberse
a que los fragmentos fueran depurados rapidamente por el sistema reticulo endotelial
o bien que fueran clivados hasta fragmentos no reconocibles por los antisueros
utilizados (situacidn similar, se presenta in vitro cuando se incuba plasmindgeno con
elastasa, extracto leucocitario o polimorfonucleares degranulados por mas de doce
horas).

Entre los fragmentos obtenidos in vitro, por accién de la elastasa leucocitaria, se
encuentra el miniplasminégeno, un fragmento activable por uroquinasa y
estreptoquinasa a miniplasmina, una proteasa con actividad amidolitica frente a
sustratos sintéticos de plasmina.

Los resultados de los ensayos realizados in vitro muestran que el

miniplasminégeno es activado en presencia de fibrina por rt-PA menos
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eficientemente que el plasmindgeno; el sistema rt-PA/miniplasminégeno es
incapaz de lisar totalmente un coagulo formado a partir de un plasma libre de
plasminégeno (Resultados Parte I11.5 y II1.6).

Es decir que los pacientes sépticos tendrian niveles disminuidos de Plg, por
degradacién proteolitica generando numerosos fragmentos, entre ellos el
miniplasmindgeno, que tiene actividad fibrinolitica disminuida.

El estado hipofibrinolitico de los pacientes sépticos, debido como ya dijimos
a los bajos niveles de plasminogeno, esta aiin mas acentuado por la presencia de
altos niveles de PAI-1.

El aumento de los niveles de PAI-1 podria ser el resultado de un aumento en la
velocidad de sintesis, debido a que se trata de una proteina reactante de fase aguda y
por lo tanto ser la consecuencia, y no la causa, del estado general del paciente; los
pacientes no sépticos internados en la misma unidad de terapia intensiva también
presentaron altos niveles de PAI-1.

La complejidad de los mecanismos implicados en la respuesta sistémica
inflamatoria hace dificil encontrar marcadores plasmaticos itiles para predecir la
sobrevida del paciente. Se han sugerido diversos marcadores basados en cambios en
la concentracion plasmatica de los componentes de los sistemas de coagulacion o
fibrinolisis, de los niveles de citoquinas, del factor de necrosis tumoral o marcadores
de degranulacién neutréfila.

Los estudios por regresion logistica de los pacientes sépticos han demostrado
que la probabilidad de sobrevida puede expresarse en funcion de los niveles
plasmaticos de plasmindégeno, como asi también de la relacién plasminogeno/a,-
antiplasmina, ésta ultima permite descartar aquellos pacientes con daiio
hepatico. Para un punto de corte correspondiente a niveles de plasmindgeno del 65%
la sensibilidad fue de 90,5% y la especificidad de 66,7%; para el punto de corte de la
relacion Plg/APL 0,65 la sensibilidad fue de 95,2% y la especificidad de 70,8%

(Resultados Parte 1.6).La persistencia de niveles disminuidos de plasmindgeno
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durante varios dias sugieren al médico que el paciente no responde a la terapéutica
aplicada.

La diversidad de los marcadores plasmaticos obtenidos en los distintos trabajos,
sefiala la necesidad de realizar un estudio multicéntrico con un mayor nimero de
pacientes y con protocolos bien establecidos.

Por lo expuesto anteriormente esta tesis demuestra que los pacientes séticos
presentan un estado fibrinolitico principalmente por un descenso de los niveles de
plasminégeno. El descenso de los niveles de plasmindgeno seria un signo mas de los
que aparecen en el sindrome de protedlisis inespecifica, causado por la liberacién de
proteasas leucocitarias. Si bien se encontrd un descenso de los niveles plasmaticos de
plasmindgeno en diversos estudios realizados en pacientes sépticos y Seitz postulo la
degradacion de este zimdgeno por la elastasa leucocitaria, este trabajo detecta por

primera vez la presencia de miniplasminégeno en el plasma de pacientes sépticos.
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ABREVIATURAS

o,-APL: a,-antiplasmina

o, M: a,- macroglobulina

o, PI: a;-inhibidor de proteinasa

ATIII: antitrombina III

DS: dermatan sulfato

dct-PA: activador tisular del plasminégeno doble cadena.
ELAM-1: molécula de adhesion leucocito-endotelio
HCII: cofactor II de la heparina

HFG: factor de crecimiento del hepatocito

HRG: glicoproteina rica en histidina

ICAM-1: molécula de adhesion leucocito-endotelio
IL: interleuquinas

K: kringle

LBS: sitios de unién a lisina

Lp(a): lipoproteina a

MiniPIm: miniplasmina

MiniPlg: miniplasminégeno

PA: activadores de plasmindgeno

PAI: inhibidores de los activadores del plasmindgeno
PC: proteina C

PGE,: prostaglandina E dos

Plg: plasmindgeno

PIm: plasmina

PMN: polimorfonuclear

PMSF: fenil metil sulfonil fluoruro

PS: proteina S



rt-PA: activador tisular del plasminégeno recombinante

sct-PA: activador tisular del plasmindgeno de una sola cadena

scu-PA: activador del plasminégeno tipo uroquinasa de una sola cadena
SDS-PAGE.: electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
SK: estreptoquinasa

TAT: complejo trombina-antitrombina III

TFPI: inhibidor del camino del factor tisular

t-PA: activador tisular del plasminégeno

VCAM-1: molécula de adhesion de células vasculares
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