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RESUMEN

Los estudios realizados en animales sugieren que la activación del plasminógeno en el músculo esquelético es necesaria
para la reparación del mismo. Sin embargo, los activadores del plasminógeno han sido poco estudiados en los seres
humanos. Por consiguiente, los objetivos de este estudio fueron: 1) evaluar los cambios en la expresión génica en el
músculo esquelético de los factores fibrinolíticos y de coagulación 2) evaluar la actividad plasmática de tPA y PAI-1, en
respuesta a una sesión aguda de ejercicio aeróbico de intensidad máxima, 3) determinar si existe alguna relación entre la
expresión génica de tPA y PAI-1 en el músculo y los niveles de actividad plasmática. Seis varones saludables, de edad
universitaria donaron voluntariamente muestras de sangre y músculo antes e inmediatamente después de un test de
ejercicio de intensidad máxima en cinta rodante. El tejido muscular fue homogeneizado y luego se purificó el ARN que
posteriormente fue sometido a RT-PCR con cebadores (primers) específicos para los genes tPA y PAI-1, y a biotinilación
para microarreglos (microarray).  La muestras de sangre fueron analizadas mediante un ensayo de inmunoabsorción
biofuncional para determinar la actividad de tPA y PAI-1. Se observó un aumento significativo en el ARNm de tPA con el
ejercicio (p=0,038) mientras que los ARNm de PAI-1 no presentaron ningún cambio con el ejercicio. La actividad de tPA en
el músculo no presentó ningún cambio con la sesión de ejercicio. El tPA plasmático presentó un aumento significativo en la
actividad (p<0,0001), mientras que la actividad plasmática de PAI-1 no presentó ningún cambio con la sesión de ejercicio.
En conclusión, la síntesis de tPA aumenta en el músculo luego de la realización de ejercicio agudo, de alta-intensidad y la
producción muscular no contribuye significativamente con el aumento plasmático de tPA observado con el ejercicio agudo
de alta intensidad.
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INTRODUCCION

Aunque  el  ejercicio  es  una  parte  importante  de  la  prevención  de  las  enfermedades  cardiovasculares,  aumenta
temporalmente el potencial de coagulación de la sangre (28) y el riesgo de eventos cardiovasculares (21). La fibrinólisis es
la disgregación de redes de fibrina asociada con los coágulos sanguíneos y contrarresta la coagulación. La respuesta
fibrinolítica frente al ejercicio es fundamental para mantener bajo, el riesgo de eventos cardiovasculares tales como el
infarto de miocardio y el accidente cerebro vascular, que generalmente son provocados por coágulos oclusivos (8, 17). La
fibrinólisis es iniciada por el activador tisular de plasminógeno (tPA) o activadordel plasminógenotipo uroquinasa(uPA;
principal activador en ratones), que convierte el plasminógeno a plasmita, una proteasa activa que degrada las redes de
fibrina. El tPA es inhibido por el inhibidor del activador del plasminógeno 1 (PAI-1) lo que asegura una precisa regulación
de la fibrinólisis. Diferentes estudios han observado aumentos en la actividad de tPA y disminuciones en la actividad de
PAI-1 en el plasma, con el ejercicio de máxima intensidad (3, 14, 24, 26, 28, 29), lo que sugiere que la actividad fibrinolítica
aumenta con ejercicio agudo, lo que posiblemente brinda protección frente a los trombos oclusivos.

Se ha demostrado en modelos con animales, que la activación del plasminógeno se produce de manera localizada dentro
del músculo esquelético luego de una lesión, y que esta activación desempeña un papel en la regeneración del músculo
(23). Más específicamente, plasminógeno, tPA/uPA y PAI-1 aumentan inicialmente la expresión en el músculo esquelético
luego de una lesión en animales (22). Además, la inactivación del sistema del plasminógeno en los modelos con ratones
knockout produce un defecto severo en la regeneración muscular luego de una lesión muscular inducida químicamente
(15, 22). Adicionalmente, los ratones deficientes en PAI-1 presentan una mayor recuperación en la fuerza, en los niveles de
proteínas y en la morfología muscular, luego de una lesión (11). Estos resultados sugieren que la activación local del
plasminógeno en el músculo esquelético es importante para la recuperación del daño muscular provocado por ejercicios o
lesiones. Un estudio reciente observó la expresión de tPA y PAI-1 en el músculo esquelético en varones con síndrome
metabólico después de entrenamiento aeróbico (9). Los factores de coagulación también pueden estar involucrados dado
que ciertos factores de coagulación (Factor Xa y Va) pueden acelerar la activación del plasminógeno inducida por tPA (19).
Sin embargo, las respuestas fibrinolíticas y de los factores de coagulación en el músculo esquelético humano, que se
producen luego de ejercicio que daña los músculos,  no han sido evaluadas.  El  conocimiento de los mecanismos de
reparación y regeneración muscular luego de las lesiones musculares, como por ej. del ejercicio de alta intensidad, podría
ser clínicamente útil para atletas o pacientes que estén realizando ejercicios de rehabilitación.

La expresión de tPA se ha observado en el  útero, cerebro y corazón pero tradicionalmente se cree que los niveles
plasmáticos son producidos por las células del endotelio vascular (10, 25). Como mencionamos antes, la expresión de tPA y
PAI-1 se ha observado en el músculo esquelético de seres humanos (9) y animales (15, 22). Los aumentos en la activación
del plasminógeno en el  músculo de los animales luego de las lesiones,  junto con el  hallazgo de expresión local  de
activadores de plasminógeno en el músculo esquelético podrían sugerir que el músculo contribuye con el gran aumento
observado con el ejercicio en tPA (3, 14, 24, 26, 28, 29). Esta sugerencia es atractiva ya que el músculo esquelético aporta
un tejido muy abundante para la liberación de tPA. Sin embargo, no se ha estudiado con detalle el aporte de tPA y PAI-1
muscular a los niveles plasmáticos.

Por consiguiente, los propósitos de este estudio fueron: 1) evaluar los cambios en la expresión génica de los factores
fibrinolíticos y de coagulación en el músculo esquelético 2) evaluar la actividad plasmática de tPA y PAI-1 en respuesta a
una sesión aguda de ejercicio aeróbico máximo, 3) determinar si hay alguna relación entre la expresión génica muscular de
tPA y PAI-1 y los niveles de actividad plasmática.

METODOS

Sujetos

Seis varones de edad universitaria, saludables participaron en este estudio. En la Tabla 1 se enumeran las características
de los sujetos. Los sujetos no podían participar si habían tenido previamente enfermedades como diabetes o problemas
cardiovasculares entre los que se incluyen desórdenes en la  sangre e hipertensión.  No se exigió a los sujetos que
estuvieran entrenados y en la Tabla se presentan los valores medios de VO2max. Los antecedentes de salud y ejercicio se
determinaron mediante un cuestionario. Todos los sujetos estaban de acuerdo en participar en el estudio y firmaron un
consentimiento informado. Este estudio fue aceptado el Comité de Revisión Institucional de la Universidad Estatal de
Michigan.
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Procedimientos

Pruebas de Ejercicio

El test de intensidad máxima en cinta rodante comenzó con una velocidad de 2,5 millas por hora (4 km.h-1) y aumentaba
0,5 mph (0,8 km.h-1) por minuto, hasta alcanzar una velocidad máxima de 6,0 mph (9,6 km.h-1). Una vez que se alcanzó esta
velocidad, la pendiente de la cinta rodante se incrementaba 3% por minuto de manera continua, hasta que los sujetos
alcanzaran el agotamiento volitivo. Se controló la frecuencia cardíaca mediante el monitor de frecuencia cardíaca Polar
(Electro Inc Polar., Lake Success, NY, EE.UU.) y el consumo de oxígeno fue medido continuamente mediante calorimetría
indirecta (Sensor Medics 2900 Metabolic Cart, Yorba Linda, CA, EE.UU.). El mayor consumo de oxígeno alcanzado en un
minuto durante el test fue definido como consumo de oxígeno máximo (VO2max). Para asegurar un esfuerzo máximo, los
sujetos debían alcanzar dos de los tres siguientes criterios establecidos, (4): 1) alcanzar el 95% de la frecuencia cardíaca
máxima para la edad, 2) tener una tasa de intercambio respiratorio mayor o igual a 1,15 y 3) presentar un plateau en el
consumo de O2 (ΔO2 ≤ 150 mL O2.min-1) (2).

Recolección de las Muestras de Sangre y de Tejido Muscular

Las muestras de sangre y músculo fueron obtenidas luego de un ayuno de 12 horas. Las muestras fueron recolectadas
entre 7 y 10 de la mañana para minimizar los efectos de la variación diurna en la fibrinólisis (1). Antes de la primera
extracción de sangre, los sujetos se colocaron en una posición semi-reclinada durante 30 minutos para eliminar los efectos
posturales en la fibrinólisis (27). Las muestras de 5 mL de sangre, fueron extraídas de la vena antecubital y colocadas en
una solución de citrato acidificada. La sangre fue centrifugada para obtener el plasma libre de plaquetas y guardada a
-80oC hasta el momento en que se realizaran las pruebas.

El sitio fijado para obtener biopsias musculares fue la línea media del cuadriceps en el vasto lateral. Las muestras de
músculo fueron obtenidas usando una aguja de biopsia Bergstrom de 5 mm y se obtuvieron mediante succión (5). La
muestra del músculo se colocó inmediatamente en un vidrio de reloj enfriado con hielo y se le extrajeron todos los rastros
visibles de sangre, tejido adiposo y conjuntivo. Una porción de la muestra fue congelada inmediatamente en nitrógeno
líquido, y la otra porción de la muestra fue mantenida en RNAlater (Ambion, Austin, TX, EE.UU.). Ambas muestras fueron
mantenidas a -80ºC hasta el análisis.

Luego de la extracción inicial de las muestras, los sujetos realizaron el test de ejercicio con cinta, gasa estéril y una venda
de presión elástica sobre la incisión de la biopsia. Inmediatamente después del ejercicio, los sujetos fueron ubicados en la
camilla de examen en posición supina y se realizó nuevamente la extracción de sangre y la biopsia de tejido muscular en la
misma incisión que la biopsia inicial. Todas las muestras de sangre y músculo fueron recolectadas dentro de los 4 minutos
de haber finalizado la prueba de ejercicio.

Análisis de la expresión de tPA y PAI-1 en el músculo

Reacción en Cadena de la Polimerasa en Transcripción Reversa (RT-PCR)

Una porción del tejido de la biopsia muscular fue homogeneizada en reactivo Tri  (Molecular Research Center,  Inc.,
Cincinnati, OH, USA) en un homogeneizador politrón. El ARN total fue extraído y purificado con una columna RNeasy
siguiendo las instrucciones del fabricante (RNeasy kit, Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA.). Posteriormente el ARN fue
sometido  a  un  tratamiento  con  DNasas  (DNase  Free,  Ambion,  Austin,  TX,  EE.UU).  El  ARN  fue  cuantificado
espectrofotométricamente a 260:280 nm para determinar su concentración y pureza. El ARN total (0,5µg) fue sometido a
transcripción reversa mediante el kit de reacción para la síntesis de la primera hebra SuperScriptTM III (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Cantidades iguales de ADNc fueron amplificadas por PCR
utilizando cebadores (primers) específicos para los genes tPA y PAI-1 y un kit de reacción HotStarTaq Master Mix (Qiagen
Inc., Chatsworth, CA, EE.UU). La secuencia nucleotídica de los cebadores (primers) utilizados fueron las siguientes: para
tPA el cebador sentido (sense primer) fue 5-AGGAGCCAGATCTTACCAAGTGA-3 y el cebador antisentido (antisense primer)
5-CGCAGCCATGACTGATGTTG-3 para un tamaño del producto de 78 pb; mientras que para el gen PAI-1 (30) el cebador
sentido fue 5-GTATCTCAGGAAGTCCAGCC-3 y el cebador antisentido 5-TCTAAGGTAGTTGAATCCGAGC-3 para un tamaño
de producto de 396 pb. La PCR se realizó con una temperatura de inicial de apareamiento (annealing) de 76oC mientras
que la desnaturalización se produjo a 94oC durante 45 segundos para las reacciones de tPA y PAI-1. Después del ciclo
inicial de 76oC, en los siguientes cuatro ciclos se disminuyó la temperatura de apareamiento en 2oC hasta que se alcanzó
una temperatura de apareamiento final de 66oC para tPA y PAI-1. La extensión se realizó a 72oC durante 1 minuto para
tPA y PAI-1. La reacción de PCR se optimizó en 40 ciclos para PAI-1 y 34 ciclos para tPA. Estas condiciones de PCR con
cebadores para tPA y PAI-1 fueron optimizadas en nuestro laboratorio y cada muestra fue procesada por duplicado. Luego
el ADNc fue sembrado en un gel de agarosa al 2% y fue sometido a electroforesis durante 30 minutos a 120 V. Para
analizar la intensidad de la banda se utilizó un procesador de imágenes KODAK 2000R con el software KODAK 1D (versión
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4).

Expresión Génica en Microarreglos (microarray)

Una porción del ARN total mencionada previamente se utilizó para el análisis en microarreglos (microarray). Las muestras
obtenidas antes del ejercicio (pre) de todos los sujetos fueron agrupadas en una muestra de modo que se utilizara una
cantidad igual de ARN de cada sujeto; así se obtuvieron 5µg de ARN para la muestra pre-ejercicio (0,83µg ARN/sujeto, de
un total de 6 sujetos) que fueron utilizados en el chip de microarreglo. Las muestras post ejercicio también fueron
agrupadas con cantidades iguales de ARN de cada sujeto alcanzando un valor total de 5µg de ARN. A estas muestras de
ARN agrupadas se les realizó un marcaje con biotina usando el sistema de marcaje BioArrayTM Single-Round RNA and
Biotin Labeling System  (Enzo,  Life Sciences,  Farmingdale,  NY, EE.UU).  Posteriormente el  ARN pre-  y post-ejercicio
biotilinado, fue cuantificado para determinar su concentración y pureza. La calidad del ARN biotilinado fue analizada
utilizando un bioanalizador Agilent 2100 y Agilent ARN 6000 Pico chip (Agilent technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La expresión genómica de ARN biotilinado para las muestras agrupadas pre- y
post-ejercicio agrupadas fue cuantificada usando un kit comercial Affymetrix GeneChip U133 Plus 2.0 (Santa Clara, CA,
EE.UU) siguiendo las instrucciones del fabricante. La fragmentación y el análisis fueron realizados por el laboratorio de
Apoyo en Tecnología Genómica en la Universidad estatal de Michigan. Las proteínas de coagulación y fibrinolisis fueron
s e l e c c i o n a d a s  a  p a r t i r  d e  l a  b a s e  d e  d a t o s  N e t A f f x  e n  e l  s i t i o  w e b  d e  A f f y m e t r i x
(http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx).  Los  genes  de  la  vía  de  la  fibrinólisis  evaluados  fueron:  tPA,  uPA,
plasminógeno, PAI-1 y fibrinógeno. Los genes de la vía de la coagulación evaluados fueron: factores de coagulación II, III,
V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII, factor de Von Willebrand, proteína S y proteína C.

Análisis de la Actividad de tPA Muscular

A partir del homogenato de tejido muscular se realizó una extracción de proteínas totales utilizando TriReagent™ y las
mismas fueron resuspendidas en SDS 0,1% según las instrucciones del fabricante. La concentración de proteínas fue
determinada mediante el  kit  comercial  DC Protein Assay Kit  (Bio-RAD, Hercules,  CA,  USA).  Cinco microgramos de
proteínas fueron sembrados en un gel de poliacrilamida al 12%. Como control positivo se utilizó 0,1 ng de un estándar de
tPA. Se realizaron varios estudios de optimización con el estándar de tPA y las muestras de tejido (datos no mostrados). La
cantidad de proteína (5 µg) y las condiciones del gel que se utilizaron fueron las óptimas para ver las diferencias entre los
controles positivos. Los geles fueron sometidos a electroforesis a 4oC durante 5 h a 180 V, a continuación se realizaron dos
lavados de 30 minutos con 2,5% Tritón-X para reactivar el tPA. Entre los lavados, los geles fueron enjuagados brevemente
con el agua destilada. Posteriormente fueron incubados durante 19 h a 37oC con un buffer de absorción de colagenasa
(pH=7,5) para permitir que el tPA activo presente catalice la ruptura de plasminógeno co-polimerizado en el gel. Se
preparó una solución madre de tinción de PhastGel Azul-R (Pharmacia, NY, NY, EE.UU.) 0,2% siguiendo el protocolo del
fabricante. Se preparó una solución final de teñido/desteñido al 0,025% mezclando 26,5 mL de la solución de tinción madre
con 184ml de solución de desteñido (1:3:6 acido acético glacial:metanol:agua destilada) (12). Cada gel fue sumergido en
200 mL de la solución final de teñido/desteñido y fue suavemente agitado durante 4 h. Para analizar la intensidad neta de
las bandas y cuantificar la desintegración del plasminógeno en cada muestra, se utilizó un equipo KODAK 2000R y un
software de procesamiento de imágenes KODAK 1D (versión 4).

Análisis del Plasma

Las actividades plasmáticas de tPA y PAI-1 fueron cuantificadas mediante un ensayo de inmunoabsorción biofuncional
(Biopool International, Ventura, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones de fabricante. La concentración plasmática del
antígeno tPA fue determinada a través del ensayo de inmunoabsorción enzimática (American Diagnostica, Greenwich, CT,
EE.UU) de acuerdo a las instrucciones de fabricante y no se efectuaron correcciones para los cambios en el volumen de
plasma.

Análisis Estadísticos

Los cambios en la  expresión génica pre-ejercicio vs post-ejercicio mediante microarreglos,  fueron analizados con el
software  operativo GeneChip (GCOS) versión 3.1, y fueron realizados en el Laboratorio de Apoyo para la Tecnología
Genómica en la Universidad Estatal de Michigan. Los cambios en las variables dependientes determinadas en músculo y
plasma,  pre-ejercicio vs post-ejercicio fueron evaluados por medio de test-t  para muestras apareadas.  Las variables
dependientes fueron: ARNm muscular (tPA y PAI-1), actividad de tPA muscular y actividades de tPA y PAI-1 en el plasma.
Se evaluaron las correlaciones entre las variables musculares y las variables plasmáticas por medio del coeficiente de
correlación de Pearson. Estas pruebas fueron realizadas en SPSS versión 11. La significancia estadística se fijó en p<0,05.
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RESULTADOS

Análisis del Tejido muscular

Expresión Génica en RT-PCR

En la Figura 1A y 1B se muestran los valores medios de los ARNm de tPA y de PAI-1 por RT-PCR
para todos los sujetos. No se observaron cambios significativos en la expresión de tPA o de PAI-1
entre los valores pre- y post-ejercicio. La Figura 1C muestra la expresión génica para cada sujeto
individual y refleja el valor erróneamente alto durante el descanso y una respuesta diferencial para
el tPA del sujeto 2 en comparación con los otros sujetos. Por lo tanto, cuando se realizó un análisis
donde se excluyó al sujeto #2, se observó un aumento significativo (p<0,05) en la expresión de tPA
muscular pre- vs post-ejercicio (Figura 1D). La exclusión del sujeto #2 no cambió los resultados para
el ARNm de PAI-1.

Figura 1. Expresión de los ARNm de tPA y PAI-1 con el ejercicio. Las muestras de tejido fueron extraídas mediante biopsia
percutánea justo antes y después de la realización de ejercicio aeróbico agudo de máxima intensidad. El tejido fue homogeneizado y

se extrajo el ARN total, que luego fue analizado para determinar el contenido de ARNm a través de RT-PCR semicuantitativa. Panel A:
Cuantificación del ARNm de tPA del tejido muscular, establecida a partir de un gel representativo de un sujeto (n=6); Panel B:

Cuantificación del ARNm de PAI-1 del tejido muscular, establecida a partir de un gel representativo de un sujeto (n=6); Panel C:
ARNm del tPA del tejido muscular, pertenecientes a cada sujeto del estudio, determinados pre-ejercicio (barras blancas) y post-

ejercicio (barras negras); Panel D: Cuantificación del ARNm de tPA del tejido muscular luego de la exclusión de los datos del sujeto 2,
(n=5). *Representa p<0,05.

Expresión Génica en Microarreglos (Microarray)

Si bien se observaron cambios en la expresión génica, no se observaron cambios en ningún factor
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fibrinolítico que fuera estadísticamente significativo (Tabla 2), los que indica probablemente que los
cambios de la expresión no fueron lo suficientemente importantes para poder ser medidos por el
análisis de microarreglos. El factor V fue el único factor de coagulación en el cual se observó un
aumento estadísticamente significativo en la expresión génica en el tejido muscular (Tabla 3).

Tabla 2. Expresión de los genes de la fibrinólisis en los microarreglos. Los valores corresponden a la media de todos los sujetos. Los
números colocados en cada gen corresponden a las diferentes pruebas utilizadas en el chip de microarreglos.

Tabla 3. Expresión en microarreglos de los genes vinculados a la coagulación. Los valores corresponden a la media de todos los
sujetos. Los números colocados en cada gen corresponden a las diferentes pruebas utilizadas en el chip de microarreglos.
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Actividad Muscular de tPA

La actividad muscular de tPA, evaluada mediante zimografía del plasminógeno en gel, no cambió significativamente con el
ejercicio (Figura 2A). La exclusión del sujeto 2 en el análisis, no alteró los resultados para la actividad de tPA en el
músculo.

Análisis del Plasma

La actividad de tPA de plasma presentó un aumento significativo (Figura 2B) con el ejercicio, mientras que la actividad
plasmática de PAI-1 no mostró ningún cambio estadístico (Figura 2C). No se observó asociación significativa entre las
variables del plasma y las variables del tejido muscular (p>0,05).

Figura 2. Actividad de las proteínas de tPA y PAI-1. Panel A: El tejido muscular fue extraído por biopsia percutánea, antes e
inmediatamente después de la realización del ejercicio aeróbico agudo de intensidad máxima. El tejido fue homogeneizado, y a partir

del mismo se realizó la extracción de proteínas. Para el zimografía se utilizaron cantidades iguales de proteínas (ver Materiales y
Métodos). La cuantificación de la actividad de tPA muscular se obtuvo del gel, tal como se observa a través de las bandas de un gel

representativo. Panel B: Las muestras de sangre fueron recolectadas antes e inmediatamente después del ejercicio aeróbico agudo. La
actividad de tPA fue determinada mediante ELISA. Panel C: La actividad de PAI-1 en la sangre fue analizada mediante ELISA.

DISCUSION

La activación de plasminógeno desempeña claramente un papel en la recuperación y regeneración muscular luego de una
lesión. La inhibición del uPA provoca una menor fusión y diferenciación de mioblastos (6,18) y una menor proliferación (6,
7). Adicionalmente, el daño muscular químico aumenta la expresión génica de uPA y de los genes miogénicos provocando
reparación y regeneración muscular en ratones (15). Además, los ratones deficientes en uPA presentaron una mayor
deposición de fibrina y alteracionesen la reparación de los músculos dañados (15). La eliminación de los depósitos de
fibrina a través de un veneno de serpiente llamado ancrod, luego de la lesión muscular, produjo una mayor reparación y
regeneración muscular (22). Un estudio posterior demostró que los ratones knockout para PAI-1 tienen una habilidad
avanzada para la reparación y regeneración muscular (11), lo que indica que éstos activadores del plasminógeno son
fundamentales para enfrentar el daño muscular. Los estudios sobre la activación del plasminógeno en células humanas han
utilizado  sólo  uPA  (6,7),  sin  embargo,  los  resultados  de  nuestro  laboratorio  sugieren  que  tPA  es  el  activador  de
plasminógeno predominante en los seres humanos (13).  A pesar de todo,  estos activadores de plasminógeno serían
fundamentales para la reparación del músculo después de la lesión.

El presente estudio apoyaría la hipótesis que la activación del plasminógeno desempeña un papel en la reparación de los
músculos. Se ha observado un aumento en el tPA en humanos que realizan un programa de ejercicios crónicos, y en
varones con enfermedad metabólica (9). Sin embargo, el presente estudio es el primero en demostrar un aumento en el
ARNm de tPA en el músculo esquelético humano luego de la realización de ejercicio agudo, de alta intensidad (Figura 1D).
En ratones también se observan aumentos similares, aunque en uPA, pero los ratones también muestran un aumento en el
ARNm de PAI-1 (22). El presente estudio observó un aumento en tPA pero no en PAI-1, lo que sugiere un posible aumento
en el potencial fibrinolítico. A pesar de éstos cambios en el ARNm, nosotros no observamos un aumento significativo en la
actividad de tPA en las muestras de músculo entero (Figura 2A). Luego del ejercicio se observó un aumento en la expresión
génica  del  Factor  V  a  pesar  de  que la  forma activa  del  Factor  V  es  un conocido acelerador  de  la  activación del
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plasminógeno inducida por tPA (19). Por otra parte, un aumento en la actividad de tPA podría requerir la síntesis de la
proteína completa ya que nosotros sólo descubrimos aumentos en el ARNm. Es posible que el presente ejercicio no haya
inducido el daño muscular suficiente para aumentar la actividad de tPA. Sin embargo, un reciente estudio con una prueba
de esfuerzo progresiva en cinta rodante similar, observó aumentos significativos inmediatamente después del test de
ejercicios en los niveles plasmáticos de creatinquinasa, lactato deshidrogenasa y aspartato aminotransferasa, que son
todas enzimas marcadoras de daño muscular estructural (20). A pesar de estas inferencias, los resultados pueden ser más
pronunciados utilizando protocolos que logren inducir un mayor nivel de daño muscular como la carrera en cinta rodante
en descenso.

La recolección de las muestras inmediatamente después de la finalización de los ejercicios pudo haber contribuido con los
presentes resultados. No se observó ningún cambio significativo en los microarreglos de los genes fibrinolíticos a pesar de
que si se observaron aumentos en tPA mediante PCR. Las muestras de los sujetos fueron obtenidas inmediatamente
después  del  ejercicio,  lo  que  probablemente  haya  limitado  nuestra  capacidad  de  detectar  los  cambios,  dado  que
laregulación por incremento de los genes es un proceso que depende del tiempo. Esta limitación acentúa el aumento
descubierto en la expresión del gen tPA vía RT-PCR y probablemente hubiéramos observado mayores aumentos si se
hubieran tomado las muestras musculares mucho tiempo después de la realización de la sesión de ejercicio. Seleccionamos
éste momento porque los cambios plasmáticos en tPA se producen durante este intervalo de tiempo, y nos permitiría
comparar los cambios en la producción muscular y en el plasma. Se observaron aumentos significativos en el tPA del
plasma inmediatamente después del ejercicio (Figura 2B). Sin embargo, no se observó ninguna asociación significativa
entre tPA o el ARNm de PAI-1 muscular y los cambios en el plasma, lo que sugeriría que la producción muscular de estos
factores no contribuye significativamente con los cambios observados en el plasma inmediatamente después del ejercicio.

Los resultados presentes  tienen implicancias  interesantes,  pero también implican algunas limitaciones.  El  hecho de
considerar sólo seis sujetos, disminuyó la potencia estadística y posee un valor extremo en una de las principales variables
de medición. Se decidió remover éste valor extremo porque su respuesta (Figura 1C) fue completamente opuesta a la de
todos los otros sujetos, opuesta a los cambios conocidos en tPA del plasma y opuesta a las respuestas del RNAm de tPA de
los estudios realizados con animales. La respuesta diferencial nos lleva a concluir que éste sujeto no fue correctamente
clasificado  mediante  el  criterio  de  inclusión/exclusión  y  por  consiguiente  debe  ser  excluido  de  los  resultados  y
conclusiones. Los cálculos post-hoc de potencia indicaron una potencia de 32% para detectar las diferencias en los niveles
de ARNm del tPA con una significancia de 0,05. La exclusión del sujeto con valores extremos disminuyó nuestra potencia
un 4%. La exclusión del sujeto produjo un aumento estadísticamente significativo en el ARNm del tPA. Además de este
valor extremo, las muestras fueron tomadas a través de la biopsia del músculo entero, lo que indicaría una posible
contaminación  del  músculo  analizado  con  proteínas  de  capilares  y  de  tejido  conjuntivo.  Sin  embargo,  nosotros  no
encontramos ningún cambio en la actividad de las proteínas musculares de tPA, que suponíamos que podría tener el mayor
riesgo de contaminación. Además, hemos observado la expresión de tPA en fibras musculares particulares en humanos, lo
que sugiere que estos cambios agudos pueden deberse a cambios inherentes en la fibra, y no en los tejidos adyacentes
(13). El diseño del presente estudio también exigió realizar la biopsia muscular post-ejercicio en la misma incisión que la
biopsia inicial para recolectar el tejido en el lapso de tiempo requerido. Una segunda recolección en el mismo sitio de la
biopsia podría haber inducido cambios en la expresión génica principalmente debidos a la lesión en el tejido. Sin embargo,
datos previos indicaron que hasta tres muestreos en el mismo sitio no producen cambios significativos en la expresión
génica, tal como se descubriera por PCR en tiempo real (16), lo que sugiere que los datos actuales son válidos.

Conclusiones

El tejido del músculo esquelético humano mostró un aumento en la expresión de tPA luego del ejercicio aeróbico máximo
agudo similar a los de estudios en animales,  que también sugieren que en los humanos aumenta la activación del
plasminógeno luego de ejercicio agudo de alta intensidad. Los niveles plasmáticos de tPA aumentaron dramáticamente
después del ejercicio, sin embargo, no se observó ninguna asociación entre el nivel de ARNm en el músculo y la actividad
de tPA en el plasma, lo que sugiere que el músculo no contribuye con la actividad plasmática de tPA observada con el
ejercicio agudo de alta intensidad. Los estudios futuros deben incluir más sujetos y deben usar una sesión de ejercicio para
inducir un mayor daño muscular, como por ejemplo carrera en descenso.
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