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IN;I‘RODUCCION

Los activadores del plasminégeno son una clase de serina proteasas que convierten, mediante
proteolisis limitada, un zimogeno circulante, el plasmindgeno, en una proteasa tripsina-like, la plas-
mina (31). Ademds, los activadores del plasmindgeno presumiblemente juegan un importante papel
en varios procesos en los que tiene lugar proteolisis extracelular como diferenciacién terminal, remo-
delacién tisular y transformacién maligna (42), ovulacién y embrioimplantacién (54).

Las primeras observaciones acerca del origen tisular de ciertos activadores de la fibrinolisis datan
de 1930 a partir de los trabajos de Fisher (18) quien demostrd que ciertos cultivos de células normales
y neopldsicas podian licuar codgulos de fibrina. En 1947 Astrup y Permin (1) comprueban que cier-
tos tejidos animales contienen un agente capaz de activar el plasmindgeno al que se denomind fibri-
nokinasa. Posteriormente Williams (63) demostrd la existencia de un activador del plasmindgeno en
la orina, conocido como uroquinasa, y Miillertz (33) encontrd un activador en la sangre, ahora lla-
mado activador del plasminégeno sanguineo o vascular, Los activadores del plasmindgeno pueden
obtenerse a partir de cultivos celulares procedentes de tejidos normales y tumorales y también han
sido hallados en fluidos bioldgicos, Inicialmente se han denominado en relacién al tejido de origen.

En los mamiferos los activadores del plasmindgeno estdn representados por dos familias de en-
zimas: una de ellas relacionada con el enzima urinario uroquinasa (u-PA) y la otra con el llamado
activador tisular del plasminégeno (tissue-type plasminogen activator, t-PA).

La importancia fisiopatologica del t-PA deriva del papel que el descenso de la actividad fibri-
nolitica puede jugar en la patogénesis de la enfermedad trombédtica y/o aterosclerética (38, 39).

Todos los activadores del plasminégeno estudiados hasta la actualidad ejercen su accién por
hidrélisis del enlace Argggo—Valggy enla molécula del plasmindgeno (8).

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL tPA

Los tPA se hallan presentes en muchos organos, tejidos y secreciones, pero su concentracién
varia considerablemente, Se han encontrado niveles relativamente altos en titero, corazén, musculo
estriado, rifién, ovario, pulmén, tiroides y nédulos linfoides (31). Asimismo ha podido detectarse
actividad fibrinolitica en jugo gdstrico y I'quido seminal (19). Los t-PA han sido purificados y ca-
racterizados a partir de diversas fuentes, incluyendo corazén de cerdo, tejido vascular postmortem
y sangre después de ejercicio fisico (8, 31), asi como cultivos de células endoteliales (25, 51). La
primera purificacién satisfactoria a partir de tejido humano ha sido de tejido uterino (44); con un
antisuero obtenido tras inmunizacién con este activador se ha podido demostrar .que el activador
extraido de tejidos humanos, el activador vascular y el activador sanguineo son similares desde el

punto de vista inmunolégico, pero diferentes de la uroquinasa (45). Ello induce a pensar que el acti- )

vador sangurneo es.el mismo activador vascular liberado al torrente circulatorio por accién de diver-
sos estimulos (8). El t-PA también se ha aislado en cantidades relativamente importantes a partir

de cultivo de células de melanoma humano (46). Este activador ¢s inmunolégicamente indistingui-

_ ble del activador aislado a partir de dtero humano (9, 46, 61).

Recxentementc el gen que expresa el t-PA ha sido clonado e . insertado en Eschenchla Coli me-
diante técnicas del DNA recombinante (40). Ello permite la obtencién de importantes cantidades
. abriendo perspectivas optimistas para su aplicacién terapéutica. El t-PA recombinante (Rec-t-PA)
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es indistinguible del activador natural aislado del células de melanoma humano, tanto desde el punto
de vista bioquimico como en lo que respecta a turnover y efecto trombolitico especifico (13, 56),

El t-PA es una glicoproterna de cadena dnica con un peso molecular aproximado de 63.000 que
contiene 527 aminodcidos (40). El activador de una cadena es una serina proteasa activa, como lo
demuestra su capacidad para incorporar diisopropiifluorofosfato radiactivo (3H-DFP), vy contiene
dos “kringle", estructuras homoélogas a las encontradas en el plasmindgeno (40).

Por accién plasminica limitada dicha molécula es convertida en activador de doble cadena co-
conectada por puentes disulfuro (46, 60). Ello se produce por escision del enlace Argyq5lle, 74 y
formacién de una cadena pesada (Pm $1.000), derivada del extremo NH,-terminal de la molécula,
y una cadena ligera (Pm 28.000) procedente de la region COOH -terminal (37).

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que las dos formas de t-PA tienen propiedades fi-
brinoliticas y tromboliticas similares (47, 60); se ha sugerido que sobre la superficie de la fibrina
el activador de una cadena es rapidamente convertido e activador de doble cadena (47). Sin em-
bargo, en el momento actual no estd claro el papel que esta conversiéon puede jugar en la regulacion
de la fibrinolisis.

MECANISMO DE ACCION

Una propiedad importante del t-PA es su especifica afinidad por la fibrina. El t-PA es un débil
enzima en ausencia de fibrina, pero la fibrina incrementa enormemente el grado de activacion del
plasminégeno (5, 27, 59). .

La activacién del plasminégeno por t-PA obedece a la cinética de Michaelis-Menten con Km =
65 uM en ausencia de fibrina y Km =0,16 uM en su presencia (20). Estos datos indican que la fi-
brina aumenta el grado de activacién del plasminégeno por t-PA porque incrementa la afinidad del
tPA ligado a la fibrina y no por influendiar la eficacia catalitica del enzima. Los datos proporciona-

- dos por los estudios cinéticos sugieren la absorcién de t-PA y plasmindgeno al codgulo de fibrina de

un modo secuencial con la formacién de un complejo ternario, La fibrina incrementaria la concentra-
cién local ‘de plasminégeno al crear una interaccion adicional entre éste y el t-PA (20). De esta forma
el proceso fibrinolitico seria desencadenado por la fibrina y estaria localizado en su superficie,

La activacién del plasminégeno por t-PA también se ve potenciada por mondmeros de fibrina
y fragmentos de fibrindgeno tras digestion por GNBr (29, 34) lo que sugiere que la estructura poli-
mérica de Ia fibrina no es un requisito para la estimulacién.

LIBERACION DEL t-PA AL TORRENTE CIRCULATORIO

Aunque existen poderosos argumentos que sugieren que el t-PA circulante deriva de las células
endoteliales (8, 51) el mecanismo que controla su liberacién no ha sido suficientemente aclarado.
Numerosas drogas vasoactivas tales como adrenalina, acido nicotinico, histamina, vasopresina y and-
logos como 8-D-Arginina-Vasopresina (DDAVP) aumentan la actividad fibrinolitica sanguinea, pero
su efecto es de escasa duracién (19, 36). Algunos esteroides anabolizantes como etilestrenol o esta-
nazolol incrementan tanto la sintesis como la liberacién de activador del plasmindgeno desde la pared
vacular (35). Stress, ejercicio fisico y oclusién venosa estimulan la actividad fibrinoli'tica plasmatica
(8, 19). Dado que la mayoria de estos estimulos provocan liberacién de catecolaminas, se ha sugerido
que estas hormonas pueden representar uno de los principales mecanismos de control de liberacién de
t-PA. Sin embargo, la falta de correlacién entre la liberacién de catecolaminas y t-PA en respuesta al
ejercicio fisico y electroshock sugiere mecanismos de control adicionales, Cash ha pensado en unz
regulacién neurchormonal de la liberacién de tPA (6). El ha sugerido que la secrecion de t-PA al
torrente circulatorio estarfa modulada por una hormona peptidica central (plasminogen activator
releasing hormone, PARH) estructuralmente similar a la vasopresina, sintetizada en la regién hipo- °
talamo-hipofisaria, La PARH seria la responsable de la liberacién de t-PA desde el endotelio mientras
que la via catecolaminica estarfa implicada en situaciones de stress intenso (6, 8). Sin embargo, un
reciente estudio no ha podido evidenciar la exitencia de una hormona especifica, diferente de la va-
sopresina, responsable de la liberacién de tPA (15).

Se ha postulado un mecanismo de control adicional a ras’z de la observacién de que la proteina G
activada (la forma activa de una proteina plasmatica vitamin-K-dependiente) de origen bovino es ca-
paz de incrementar la liberacion de t-PA en perros (16). Sin embargo, estudios llevados a cabo en pri-
mates utilizando proteina C humana han cuestionado el papel de este enzima en el control de la li-
beracién de t-PA (14).
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Algunos autores han pensado que cambios en la motilidad vascular serian responsables de la li-
beracion de tPA en determinadas situaciones (19). .

En conclusién, el mecanismo que controla la liberacién de t-PA desde las célula’s endoteliales
precisa una mayor clarificacién, )

MECANISMO DE INHIBICION DEL t-PA EN LA SANGRE

Los mecanismos por los que el t-PA es aclarado de la sangre son miltiples y no bien conocidos
(10). El higado juega un importante papel en este clearance resultando una vida media para el t-PA
de escasos minutos (23). : .

Se han encontrado inhibidores fibrinoli'ticos en extractos de células endoteliales humanas a los
que se ha atribuido el descenso de Ia actividad t-PA (26, 28). La deteccién de complejos t-PA-inhi-
bidor ha podido evidenciarse con técnicas inmunorradiométricas; en sujetos normales pueden exis-
tir diversas formas moleculares de t-PA circulante: fraccién libre y formas de alto peso molecular iden-
tificadas como complejos t-PA-a, antiplasmina y t-PA-q; antitripsina (49). En diversas situaciones
patoldgicas {infarto de miocardio,-trombosis, etc.) los niveles de t-PA antigénico y complejos de alto
peso molecular estaban significativamente elevados (21), pero no pudieron identificarse como com-
plejos t-PA-a, antiplasmina o t-PA-q; antitripsina, lo que sugeria la exjstencia de otros mecanismos
de inhibicién, Recientemente se ha podido identificar un rdpido y especifico inhibidor del t-PA (7)
de Pm 50,000 que esti presente en muy bajas concentraciones de plasma de sujetos sanos, elevan-

dose en ciertas situaciones clinicas (enfermedad hepdtica severa, pancreatitis, neoplasia, etc.). No

obstante, el exacto papel fisiopatolégico de este inhibidor necesita ser establecido.

METODOS PARA LA DETERMINACION DEL t-PA

El t-PA antigénico puede dosificarse con técnicas inmunorradiométricas. El nivel medio de una
muestra de plasma obtenida en reposo es de 6,6 + 2,9 ng/ml (48). Similares resultados pueden obte-
nerse utilizando un radioinmunoanglisis o enzimoinmunoandlisis (3, 30). Dicho nivel incrementa
sinificativamente tras ejercicio fisico, oclusién venosa o infusibn de DDAVP (36, 48). Asimismo se
han encontrado niveles elevados en situaciones patolégicas como infarto de miocardio, cirrosis hepi-
tica y tumores malignos (21).

Los métodos para la determinacién de t-PA funcionalmente activo se han basado en estimular
la activacion del plasminégeno por t-PA en presencia de fibrina o de fragmentos obtenidos tras su
digestién, Ranby y colab. (41) han descrito un método sensitivo consistente en incubar plasmindgeno,
tPA, monémeros de fibrina y un sustrato cromogénico sensible a la plasmina. Este método, que ha
demostrado ser sensible en sistemas purificados, debe ser adaptado para su uso en plasma mediante
acidificacién de las muestras, en orden a destruir inhibidores de proteasas, o bien utilizando la frac-
cién euglobulinica (58, 64). Gon este método la actividad plasmdtica basal es 0,05 + 0,03 Ul/ml
(0,2 £0,1 ng/ml), elevdndose a 1,2 + 1,2 UI/ml tras oclusién venosa.

PROPIEDADES TROMBOLITICAS DEL T-PA

La estreptoquinasa y la uroquinasa se utilizan ampliamente como agentes tromboliticos, Ambas
carecen de especifica afinidad por la fibrina, pues activan el plasminégeno circulante y el ligado a la
fibrina de un modo relativamente indiscriminado, induciendo lo que se ha denominado estado Iitico
sistémico. La plasmina generada en la circulacién serd inmediatamente neutralizada por la ay-anti-
plasmina y, una vez agotada la capacidad de este inhibidor, varias proternas plasmaticas serdn degra-
dadas por la plasmina (fibrinégeno, Factor V, Factor VIII, etc.) con el consiguiente riesgo hemorrs-
gico. Unicamente puede hablarse de trombolisis especifica si el proceso de activacién del plasminé-
geno se localiza sobre la superficie de la fibrina. Ello puede conseguirse con un activador que, como
el fisiol6gico, interaccione con la fibrina activindose in situ, Dicho activador deberfa reunir una serie
de propiedades como ausencia de antigenicidad, selectividad de accién sobre el codgulo para evitar
la aparicién de un estado Iitico sistémico y corta vida media bioldgica para que la hemostasia pueda
normalizarse rdpidamente, ) '

El t-PA puede ser obtenido en cantidades significativas a partir del cultivo de células de mela-
noma, Ello ha permitido conocer las propiedades bioquimicas, bioldgicas y tromboliticas de este
activador que son muy similares a las del activador fisiolégico del plasminégeno,
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1) Estudios in vitro

El efecto trombolitico especifico del t-PA sobre codgulos de sangre total o plasma con diferentes
grados de fibrina polimerizada se ha evaluado utilizando un sistema compuesto de un codgulo de fi-
brina marcada con I125 suspendido en plasma humano. Cuando se infundian 90 UI/ml de t-PA du-
rante tres horas se consegufa un 95 por ciento de lisis del codgulo en aproximadamente cinco horas
sin descenso de los pardmetros hemostdticos; dicho grado de lisis no se conseguia cuando se utiliza-
ba una cantidad equivalente de uroquinasa (22). Resultados similares han sido constatados recien-
temente con Rect-PA (13). - ]

. El grado de fibrinolisis guarda estrecha relacién con la cantidad de t-PA incorporado en el coa-
gulo, Se necesitan menores cantidades de t-PA enddgeno (incorporado en el coagulo) que de t-PA
exégeno (afiadido después de la formacién del codgulo) para obtener una lisis eficaz (4, 65). Codgulos
formados a partir de plasma previamente depleccionado en a,-antiplasmina fueron mds ficilmente
lisables por t-PA endbgeno y exdgeno que coigulos de plasma normal (65). En conclusion, no sola-
mete la concentracién de t-PA y de su inhibidor son importantes en la regulacién de la trombolisis,
sino también su distribucién tanto en el codgulo como en el plasma circundante.

2) Estudios in vivo

- Activador tisular del plasminégeno como agente tromboli'tico en tromboembolismo venoso.
Se ha investigado el efecto trombolitico del t-PA en conejos con embolismo pulmonar experimental
(32) vy comparado con una dosis equivalente de uroquinasa. El efecto trombolitico del t-PA fue
diez veces superior al de la uroquinasa y cursé sin excesiva activacion del plasmindgeno ni descenso
de otros pardmetros hemostaticos. El mismo efecto ha podido ponerse de. manifiesto en perros con
trombosis experimental de la vena femoral (24). La infusién de uroquinasa a una dosis de 2.500

' UI/Kg/h durante cuatro horas no indujo significativa lisis comparada con infusion salina y la lisis

tras administracién de 25.000 UI/Kg/h durante cuatro horas se asocié con un significativo grado de
defibrinogenacién, Sin embargo, la infusion de 2,500 UI equivalentes de t-PA/Kg durante cuatro
horas causd lisis significativa sin provocar depleccion de fibrinégeno.

Similares resultados fueron obtenidos en un modelo de trombosis venosa en conejos (11). Se
estudid el efecto trombolitico del t-PA, desde un punto de vista cuantitativo, sobre un trombo radioac-
tivo inducido en un segmento aislado de la vena yugular. La lisis obtenida tras infusién de 100,000
UI t-PA (aproximadamente 1 mg de proteina) fue 75 por ciento para codgulos recientes; el activador
de cadena Unica y el de doble cadena se comportaron de forma similar y la trombolisis no se asocié
con fibrinolisis sistémica ya que los niveles de fibrinégeno, plasminogeno y a,-antiplasmina no sufrie-
ron alteraciones. La infusidén sistemética de uroquinasa provocdé significativa trombolisis inicamente
a una dosis que se asocid con activacién sistémica del plasminégeno,

Utilizando este mismo modelo experimental se ha podido comprobar que Rec-t-PA y melanoma
t-PA tienen propiedades tromboliticas muy similares (56).

El tPA ha sido administrado a dos pacientes con trombosis venosa (62). La infusion intravenosa
de 7,5 mg en aproximadamente 24 horas indujo lisis completa de un trombo ileofemoral y renal en
un paciente que habia recibido un transplante renal y en otro paciente con sindrome nefrdtico y
trombosis de vena cava y vena renal derecha. En ambos casos la trombolisis no se asocié con consumo
de fibrinégeno, plasminégeno ni a, -antiplasmina.

— Trombolisis coronaria con t-PA.,

Existen evidencias de que el tratamiento de la fase aguda del infarto de miocardio (IAM) con
agentes tromboli'ticos puede contribuir a una mayor supervivencia en estos pacientes derivada del res-
tablecimiento funcional miocdrdico. L.a administracién de tromboliticos en IAM se basa en el hecho
de que el mecanismo precipitante més frecuente de infarto agudo transmural es la oclusién trombébtica
de una arteria coronaria aterosclerdtica (17). Si, como-es razonable admitir, la reapertura del vaso
oclui'do perniite la recuperacién de tejido miocdrdico puede deducirse que la trombolisis precoz de una
arteria coronaria oclurda conseguird mejoria de la funcidn miocardica, reduciré el reinfarto y proba-
blemente disminuira la tasa de mortalidad (12). No obstante, es preciso sefialar que la trombolisis co-
ronaria no es el punto final del tratamiento, sino que se empleard para prevenir ulterior necrosis y
disfuncién de las células miocdrdicas isquémicas y para recuperar aquellas células no totalmente pri-
vadas de sangre.

Varios autores han demostrado que la trombolisis intracoronaria con estreptoquinasa restable-
ce el flujo en aproximadamente el 80 por ciento de los pacientes, hecho constatado angiografica-
mente (43, 55). También se ha demostrado que la administracién sistémica de altas dosis de estrep-
toquinasa consigue un grado de reperfusién coronaria bastante similar al obtenido por via intraco-
ronaria (50, 53). Sin embargo, la necesidad de cateterizacién cardiaca en el primer caso y el riesgo
de fibrinolisis sistémica en el segundo constituyen serias desventajas (52).




Activador tisular del plasmindgeno, Mecanismo de accién y propiedades tromboliticas 771

Utilizando melanoma-t-PA, Bergman y colab. (2) demostraron que la infusién intravenosa de
10.000 UI/min durante 60 min en perros con trombosis coronaria experimental producia lisis en
aproximadamente 10 min (angiogrdficamente constatada) y ademds restablecfa la perfusién miocdr-
'dica y reducra el dafio metabélico (comprobado con técnicas tomograficas) sin provocar un estado
Iftico sistémico. El efecto trombolftico del Rect-PA en el mismo modelo experimental fue absoluta-
mente comparable (66). -

Recientemente melanoma-t-PA ha sido administrado a siete pacientes con IAM (57). El propé-
sito de este estudio era determinar si la administracién intracoronaria o intravenosa de t-PA podia
lisar trombos coronarios sin provocar activacién fibrinoli'tica sistémica. En seis de los siete pacientes
se produjo lisis del codgulo (confirmada angiogrificamente) sin modificaciones apreciables en los ni-
veles de fibrinégeno, plasminégeno y ay-antiplasmina, Sin embargo, un importante grado de este-
nosis residual persistié en cuatro pacientes y reinfarto ocurrié en dos. Esta experiencia preliminar
sugiere que el t-PA es un agente trombolitico coronario eficaz; su exacta utilidad terapéutica puede
radicar en la rapidez con que altas dosis pueden ser administradas por via sistémica en pacientes
con sospecha de IAM. . .

De los estudios realizados hasta la actualidad se desprende que el t-PA es un potente y selectivo
agente tromboli'tico que puede ser administrado por via intravenosa sin inducir activacién fibrinoli-
tica sistémica. Rec-t-Pa puede ser una buena alternativa en el tratamiento trombolitico de pacientes
con infarto agudo de miocardio,
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