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I.- INTRODOCCION



El flbrindgeno es una prateîna de la sangre respon 
sable en ûltxmo térmlno de la coagulaciôn y que tlene un 
gran Interês no sôlo por su partieipaclôn en la hemosta- 
aia sino por su estrecha vinculaciôn con estados patolôgi 
cûs de gran importancia como son muchas de las enfermeda- 
des cardiovasculares, Por tratarse de una proteina comple 
ja, de un tamano molecular considerable y ademâs imposi- 
ble de cristalizar hasta la fecha, su estudio ha tenido 
que abordarse desde un punto de vista quimicofIsico con 
el fin de establecer relaciones entre su funciôn y estruc 
tura molecular, tanto a nivel de fibrinôgeno como de fi- 
brina Inëoluble.

Lôs trabajos iniciales sobre esta molêcula se lim^ 
taron a la caracterizaciôn de sus propiedades fundamenta- 
les, pero cada vez hay un interés mayor en conocer su es- 
tructura. La masa molecular estimada para el fibrinôgeno 
es 340.000+20.000, a partir de los estudios de sedimenta- 
ciôn y difusiôn realizados por Shulman (1) y Caspary y 
Kekwick (2), y de las estimaciones hechas por el mêtodo 
de dispersiôn de luz de Katz y col. (3).

Estudiada la composiciôn de aminoâcidos del fibri­
nôgeno humano, de cerdo, de oveja y de vaca, se ha visto



que son simllares, siendo uno de los trabajos mâs recien- 
tes sobre fibrinôgeno huxnano, el realizado en analizador 
automêtico por Cartwright y Kekwick (4).

Henschen y Blomback (5) y Mihalyi y col. (6) demos 
traron que el fibrinôgeno posee una apreciable proporciôn 
de aminoâcidos di y tricarboxllicos y de aminoâcidos aro- 
mâticos. Ademâs existen algunos aminoâcidos poco comunes 
como la tirosina-O-sulfato, encontrada por Bettelheim (7) ,  

que aparece en la mayoria de los fibrinopêptidos B de di£ 
tintas especies, aunque no existe en primates superiores 
y en la rata (Blomback y Blomback (8); Wooding y Doo­
little (9)).

También se ha determinado la existencia de fôsforo 
contenido en forma de 0-fosfoserina? Blomback y col. (10) 
encontraron este aminoâcido en el fibrinopêptido A de va 
rios primates superiores y del hombre (Blomback y col.
(11)) y también aparece en el perro, segûn Osbahr y col.
(12) .

Gracias a los estudios realizados por Rrajewski y 
Cierniewski (13) sobre las subunidades obtenidas por sul- 
fitolisis del fibrinôgeno bovino, se ha visto que la ma­
yor parte del contenido de fôsforo de la molécula se en- 
cuentra en las cadenas B$ y Aa, aunque puede haber peque- 
nas cantidades de fôsforo localizadas en otras zonas del 
fibrinôgeno distintas de los fibrinopêptidos (Blomback y



col. (14)).
Witt y Müller (15) han observado que el tiempo de 

coagulaciôn del fibrinôgeno por acciôn de la trombina vie 
ne afectado por la cantidad de fôsforo présente en la mo- 
lôcula, de forma que se prolonge considerablemente el tiem 
po de coagulaciôn si el fibrinôgeno estâ desfosforilado.

Por otra parte, en el fibrinôgeno de mamîferos exi£ 
ten pequehas cantidades de hidratos de carbono (4-5%),prin 
cipalmente hexosas, glucosamina y âcido siâlico (16), que 
son esenciales para la formaciôn del coâgulo de fibrina, 
posiblemente por su interacciôn en el proceso de estabili^ 
zaciôn de la molêcula, segûn sugieren Raislys y col. (17). 
Mosesson y col. (18) mantienen que el contenido de carbo- 
hidratos en el fibrinôgeno humano nativo es el mismo que 
en la fracciôn coagulable de solubilidad intermedia (1-8), 
existiendo 23 residues de hexosas, 20 de hexosamina y 6-7 
de âcido siâlico.

Su distribuciôn en la molêcula aûn no esté clara- 
raente determinada. Gaffney (19) ha ^ncontrado que todos 
los residuos de carbohidrato estân unidos a las cadenas 
B0 y Y ,  mientras que la cadena Aa no contendrîa ninguno. 
Sin embargo, Henschen y Edman (20), mediante anâlisis de 
aminoâcidos llegan a la conclusiôn de que hay glucosamina 
en las 3 cadenas, igual que Mills y Triantaphyllopoulos 
(21). Segûn Mester y col. (22) existen 6 cadenas de oligo



sacâridos conteniendo 11 6 12 residuos de carbohidratos 
cada una. La uniôn a la cadena peptîdica se producirîa en 
tre restes de N-acetil-glucosamina y asparagina.

Por estudios orientados al conocimiento de los am^ 
noâcidos amino-terminales, empleando el mêtodo de Edman, 
Blombâck y Yamashina (23) demostraron que cada molécula 
de fibrinôgeno, con una masa molecular de 34 0.000, consta 
de très pares de cadenas polipeptîdicas diferentes. Poste 
riormente, McKee y col. (24), Mille y Karpatkin (25) y 
Pizzo y col. (26) han aislado dichas cadenas del fibrinô­
geno y han determinado la masa molecular de cada una de 
ellas, dando los valores de 68.000±10%, 58.000±10% y 
47.000±10%, para las cadenas Aa, B3 y y , respectivamente.

Aunque los aminoâcidos NHg^terminales de cada una 
de las cadenas varîan segûn las especies, se ha encontra- 
do en un gran nûmero de ellas alanina o treonina en la ca 
dena Aa (Dayhoff (27)). En la cadena B3 se observa con ba£ 
tante frecuencia un residuo de âcido piroglutâmico (Blom 
bâck y Doolittle (28) (29) ; Mross y Doolittle (30) y Woo­
ding y Doolittle (9)). Blombâck y Yamashina (23) encuen- 
tran tirosina como aminoâcido amino terminal, en la mayo- 
ria de las cadenas y de mamîferos.

La determinaciôn de los aminoâcidos NH^-terminales 
de fibrinôgeno humano se deben a los trabajos de Blombâck 
y Vestermark (31) y Blombâck y col. (32), que encontraron



alanina, âcido piroglutâmico y tirosina, en las cadenas 
Aa, B3 y Y respectivamente.

El anâlisis de los aminoâcidos NH 2 -terminales ha 
jugado un papel muy importante en la comprensiôn del meca 
nismo de conversiôn del fibrinôgeno a fibrina, por acciôn 
de la trombina, puesto que Bailey y col. (33) encontraron 
que en la fibrina los grupos NHg-terminales de dos cade­
nas eran glicocola, lo que sugerîa una acciôn proteolîti- 
ca limitada por parte de la trombina en el fibrinôgeno pa 
ra transformarlo en fibrina.

Mâs tarde, Bettelheim y Bailey (34) demostraron la 
existencia de dos pêptidos diferentes, que actualmente se 
denominan fibrinopêptidos A y B. La velocidad de separa- 
ciôn del pêptido A por la trombina era ademâs mayor que 
la correspondiente al B (Bettelheim (35)), lo que sugiere 
que estos dos pêptidos no desempenan necesariamente pape- 
les équivalentes.

Esta conclusiôn viene reforzada por el hecho de que 
también se obtiene coâgulo de fibrina por digestiôn con 
ciertas enzimas de serpiente (Blombâck y col. (36)), que 
sôlo separan el fibrinopêptido A.

Mihalyi (37) comprobô que el punto isoelêctrico de 
la fibrina (5,6) es ligeramente mayor que el del fibrinô­
geno (5,5). Por otra parte, el monômero de fibrina tiene 
un momento dipolar transverso apreciable (Haschemeyer



(38)), lo que indica que los fibrinopêptidos no estân lo- 
calizaâos slmétricamente en la molêcula con relaciôn al 
eje longitudinal, sino que se encuentran todos en la mis- 
ma parte de la molêcula.

La polimerizaciôn de la fibrina no courre segûn un 
empaquetamiento totalmente orientado, sino formando prin- 
cipalmente fibras que constituyen una red. La conversiôn 
del fibrinôgeno en coâgulo de fibrina tiene lugar median­
te très etapas sucesivas (Doolittle (39));

P
Fibrinôgeno — — — ^ — >  n f ^ f^ — ^  fibrina

en donde Th es la trombina, ? los fibrinopêptidos A y B, 
f el monômero de fibrina y f^ el pollmero intermedio so­
luble.

La formaciôn de pollmeros intermedios de fibrina 
ocurre por interacciôn especlfica extremo-extremo de las 
molêculas por fuerzas de carâcter electrostâtico bajo 
unas condiciones concretas de pH, fuerza iônica, concen- 
traciôn de fibrinôgeno y trombina, como estudian Shulman 
y col. (40).

Por agregaciôn lateral menos especlfica (Ferry 
(41)) de los pollmeros intermedios, se llega al estado fi 
nal de formaciôn de gel. Este ûltimo proceso es sensible 
también al pH, fuerza iônica, etc.

Ferry y Morrison (42) clasificaron los geles de fi



brina en gruescs. cuyo aspectc ara muy opaco, y fino 
(transparentes)? aunque existen todos los estados interne 
dios. La formaciôn de un tipo u otro de coâgulo depende 
de las condiciones en que se han producido. Los coâgulos 
opacos se forman a pH moderadamente bajo (6-7) y baja 
fuerza iônica (0,1-0,2), y estân constituidos por fibras 
gruesas. Sin embargo, en la formaciôn de coâgulos finos 
prédomina el proceso de interacciôn especlfica y ocurre a 
pH mâs elavado (8-9) y fuerza iônica mayor (0,3-0,5). No 
obstante, intervienen otros factores como es la concentra 
ciôn del fibrinôgeno.

En los geles de fibrina formados "in vivo" existen 
ciertas diferencias con respecto a los obtenidos "in vitro" 
con fibrinôgeno purificado (Doolittle (39)). En los prime 
ros, las fibras tienden a englober los elementos de la san 
gre, incluyendo glôbulos rojos, blancos y plaquetas. Las 
plaquetas contienen una proteina con propiedades contrâc- 
tiles, lo que hace posible la retracciôn natural del coâ­
gulo con la consiguiente exclusiôn de los fluidos embsbi- 
dos. En cualquier caso la fibrina obtenida "in vivo" es in 
soluble en altas concentraciones de urea o de clorhidrato 
de guanidina, contrariamente a lo que ocurre con la fibr^ 
na preparada en el laboratorio a partir de fibrinôgeno,
Sin embargo, si el coâgulo se forma en presancia del fac­
tor XIII, o factor estabilizador de fibrina y de iones



calcio, se hace insoluble a la acciôn de âcido y base di- 
luidos (Robbins (43)) y soluciones muy concentradas de 
urea (Laki y Lorand (44)), lo que indica que las uniones 
entre los monômeros de fibrina en el coâgulo "in vivo” son 
de naturaleza covalente. Actualmente se sabe que la uniôn 
ocurre por transaminaciôn catalizada por el factor XIII 
entre los grupos e-amino de la lisina que actuan como do­
na dore s y los Y-amino de la glutamina, que actuan como
aceptores (Chen y Doolittle (45)).

El estudio de la estabilizaciôn de la fibrina es
interesante por las repercusiones que ësta tiene en las 
propiedades del coâgulo, y ademâs desde un punto de vista 
estructural, ya que basândose en la existencia de enlaces 
covalentes entre los monômeros de fibrina se pueden sacar 
conclusiones importantes para el conocimiento de la geome 
tria y estructura de las regiones implicadas en el trama- 
do y en el modo en que las molêculas de fibrina se empa- 
quetan durante el proceso de polimerizaciôn inicial, pue£ 
to que por microscopla electrônica no se ha observado nin 
guna diferencia entre fibrina tramada y no tramada (46).

Inicialmente Chen y Doolittle (47) observaron que 
en el traunado de la fibrina intervenîan solamente las ca­
denas a y Y, quedando excluidas las cadenas 6 en el proce 
so de estabilizaciôn. Poco despuês se demostrô que los en 
laces covalentes se establecen a dos niveles moleculares.



por un lado mediante la uniôn de dos cadenas y de molêcu­
las vecinas obteniêndose por reducciôn total dîmeros y-y 
y por otro por la formaciôn de enlaces sôlo entre cadenas 
a formândose multîmeros, siendo este proceso mâs lento en 
condiciones normales que el que impiica las cadenas y .

Por estudios de microscopla electrônica de las mo­
lêculas de fibrinôgeno, pulverizadas sobre una superficie 
de mica. Hall y Slayter (48) , observaron la presencia de 
esferas, bien aisladas o formando grupos de dos o très , 
aunque las "triadas" eran las mâs frecuentes* Esto llevô 
a la concepciôn de un modelo de fibrinôgeno en el que 3 
esferas estarlan unidas por una estructura filamentosa , 
de 8 a 15 S de diâmetro, no observada en las microfotogra 
fias. Las esferas de los extremos serlan de igual tamano 
y ligeramente mâs gruesas que la central. La molêcula 
constituida por las très esferas tendrla una longitud to 
tal minima de 475125 S y un diâmetro de 70 % para las es­
feras mayores. Estas dimensiones explicaban en buena par­
te los resultados de los estudios hidrodinâmicos y de di£ 
persiôn de luz, por lo que el modelo fuê generalmente ace£ 
tado.

Estudios de Johnson y Mihalyi (49) demostraron que 
entre las cadenas de fibrinôgeno existen puentes disulfu­
ro covalentes que no se rompen ni siquiera en guanidina- 
HCl 5M. Esto indica que para separar una esfera de la mo-
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lêcula patrôn se necesitarîa la rotura de, al menos, très 
uniones peptidicas. Por otro lado, Kôppel (50), por estu­
dios en microscopio electrônico empleando una têcnica de 
tinciôn negativa llegô a la conclusiôn de que la estructu 
ra del fibrinôgeno corresponde a la de un dodecaedro pen­
tagonal, en el que las aristas estarlan constituidas por 
las cadenas polipeptîdicas del fibrinôgeno. Este modelo 
molecular, que explica también las propiedades hidrodinâ- 
micas de la molécula incluse mejor que el modelo trinodu- 
lar (51) présenta serios inconvenientes para explicar la 
poca reactividad de la molécula frente a agentes qulmicos 
y los productos de degradaciôn por ataque enzimâtico, ade 
mâs de requérir que el volumen molecular estarla consti- 
tuido en casi un 90% por agua.

Estudios mâs recientes por microscopla electrônica 
del fibrinôgeno y fragmentes obtenidos por degradaciôn 
plâsmica (52) asl como de la fibrina parcialmente polime- 
rizada (53)(54)(55) muestran para el fibrinôgeno una for­
ma esfêrica, si bien por acciôn de la trombina o durante 
las primeras etapas de ataque con plasmina sufre un cam- 
bio apareciendo una forma lineal constituida por nôdulos 
conectados por filamentos delgados, en algunos aspectos 
semejantes a los observados por Hall y Slayter.

A pesar de todos estos trabajos continua la incer- 
tidumbre sobre varios aspectos de la estructura del fibri
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nôgeno. Los estudios realizados durante estos ûltimos anos 
sobre la molécula de fibrinôgeno fragmentada, son los que 
han permitido un mayor conocimiento de su estructura.

Para dicha fragmentaciôn se han empleado métodos 
qulmicos y métodos enziméticos.

Mediante el método de fragmentaciôn qulmica con 
BrCN, Blombâck y col. (56, 57, 58) separaron un fragmento 
constituido por dos subunidades idénticas (Blombâck y col.
(23) y Henschen (59)) que contiene las regiones NHg-termi 
nales de los très tipos de cadenas, unidas por puentes di 
sulfuro intercadenas y que denominaron nudo disulfuro NHg- 
terminal (N-DSK). Este fragmento contiene el 40% de los 
residuos de cistelna (60) del fibrinôgeno y determinacio- 
nes recientes realizadas por Woods y col. (61) dan una ma 
sa molecular promedio de 57.000-60.000.

Por estudios realizados por Blombâck y col. (62) 
sobre la estructura primaria del N-DSK se conoce que el 
fragmento de la cadena *A"a contiene el fibrinopêptido "A" 
y tiene una longitud de 51 ô 50 aminoâcidos, segûn procé­
da de la cadena Aa o APa o de la cadena AYa, respectiva­
mente. El fibrinopêptido "A" se sépara por trombina de es 
te fragmento, sin depender la especificidad de la enzima 
de los residuos de cistelna 28, 36, 45 y 49 ni de los re­
siduos 33 y 41 de triptôfano (60).

La masa molecular obtenida para el fragmento de 
la cadena B3 por ultracentrifugaciôn fué de 12.000 y de
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14.000 por electroforesis en SDS (Hessel y col. (60)), lo 
que supone un 20% de la cadena B3. Este fragmento estâ 
constituido por 118 residuos. Ademâs se aislaron peque.ias 
cantidades de un fragmento relacionado con la cadena B3 , 
y de masa molecular aproximada de 30.000, debido a ia ro­
tura incomplete por el residuo 118 de metionina con BrCN 
(60) .

Para el fragmento de cadena y del N-DSK, Blombâck 
y col. (63) obtuvieron unos valores de 11.500 por ultra­
centrifugaciôn y de 12.700 por electroforesis, estando 
formado por 78 residuos. Esta cadena contiene carbohidra­
tos que estân unidos por un resto de N-acetilglucosamina? 
estas resultados concuerdan con los obtenidos por Mills y 
Liener (64) despuês de digestiôn trîptica de la cadena y 
intacta.

Ademâs del N-DSK existen otros fragmentos produci- 
dos por BrCN, que contienen puentes disulfuro y que pue­
den ser hidrofîlicos (Hi) o hidrofôbicos (Ho).

El otro fragmento hidrofilico conocido, ademâs del 
N-DSK, es el H12-DSK (Hessel (60) y Mosesson y Finlayson 
(65)), que procédé de la cadena Aa del fibrinôgeno. Posee 
una masa molecular de 28.000 antes y despuês de reducciôn 
y tiene un alto contenido en Thr, Ser, Gly y Pro? ademâs 
consta de 2 médias Cys, como parte de un puente disulfuro 
intracadena.
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Por otro lado, se han localizado 4 fragmentos hidro 
fôbicos (Hol-DSK a Ho4-DSK) (Mosesson y Finlayson (65)) . 
Actualmente se considéra que los fragmentos Hol-DSK, Ho2- 
DSK y Ho3-DSK son monomêricos (66, 67), pero no se cono- 
cen detalles del Ho4-DSK.

El fragmento Hol-DSK (Hl-DSK) tiene una masa mole­
cular estimada de 34.000 y consta de dos tipos de fragmen 
tos de cadenas, de masas moleculares 21.000 y 7.000, en 
una relaciôn 1:2, respectivamente. Sin embargo, los frag­
mentos Ho2-DSK (H2-DSK) y Ho3-DSK (H3-DSK) constan de un 
sôlo fragmento de cadena con unas masas moleculares de
6.000 y 8.000, respectivamente.

En los métodos enzimâticos de fragmentaciôn se han 
empleado diversas enzimas endopeptidasas, siendo la plas­
mina una de las mâs usadas por ser la que se encarga "in 
vivo" de degradar el coâgulo de fibrina.

Se ha visto que desde el comienzo del ataque enzi- 
mâtico hasta la obtenciôn de los productos finales résis­
tantes al enzima se pasa por una serie de etapas interme- 
dias, de forma que se consideran 3 estados de digestiôn 
(65) :

Estado 1 - Existen especies coagulables por trom­
bina.

Estado 2 - Existen fragmentos resistentes con dé­
terminantes antigênicos D y E, pero no
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hay especies coagulables.
Estado 3 - Existen especies resistentes que poseen 

déterminantes antigênicos D ô E, pero 
no ambos.

Los resultados obtenidos se han interpretado de dos 
maneras algo diferentes. Para una gran parte de los inve£ 
tigadores en este campo, los resultados se explican con 
un modelo de estructura trinodular y simêtrico con un nô- 
dulo central constituido por dos extremos N-terminales un^ 
dos por puentes disulfuro y otros dos idênticos monomêri­
cos. Sin embargo, existen discrepancies en las magnitudes 
quimicofisicas de los fragmentos obtenidos, que justifi- 
can la opiniên de otros Investigadores principalmente Mo­
sesson y Finlayson (65), segûn los cuales el fibrinôgeno 
tiene una estructura dimêrica que afecta a todas las par­
tes importantes de la molêcula. Esta estructura dimêrica 
estabilizada por puentes disulfuro, no sôlo a nivel de nu 
do N-terminal sino en zonas mâs prôximas a los C-termina- 
les, darla un esquema de degradaciôn molecular con una c^ 
nêtica y unos fragmentos distintos a los correspondientes 
a una molêcula con très nôdulos, dos de los cuales son 
idênticos y no estân unidos entre si por enlaces disulfuro.

Durante el estado 1 de hidrôlisis, el fibrinôgeno 
es atacado por la plasmina, por los extremos COOH-termina 
les de las cadenas Aa (Hessel (60). Con ello aparece un
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producto intermedio de cadena a de masa molecular 40,000-
50.000 que comprende los dos tercios de la cadena Aa a 
partir del extreme COOH-terminal. Este fragmente se degra 
da a su vez dande un fragmente identificade cerne Hi2-Ala 
(M^ = 25.000) y pequenes pêptides.

Se ha demestrade que tante el fragmente inicial de 
masa molecular 40.000-50.000 come Hi2-Ala tienen estructu 
ras en cemûn con HÎ2-DSK (60). Es posible que les très 
fragmentes centengan el residue COOH-terminal de la cade­
na Aa.

Tambiên ecurren returas en etras regienes, aunque 
a mener velecidad (Mesessen y Deelittle (65)). De esta 
ferma se desprenden pequenes pêptides del extreme COOH- 
terminal de la cadena y y prebablemente del extreme NH2- 
terminal de la cadena B3 (Furlan y Beck (68)) y se predu 
cen ataques internes en les très tipos de cadenas.

Durante la segunda etapa de preteelisis continuan 
las returas internas iniciadas en el estade 1, dirigidas 
a la separaciôn de les fragmentes D, ya estudiades per 
Nussenzweig y col. (69), Marder y col. (70) observan la 
apariciôn de un fragmente homegênee de masa molecular 
155.000±10%, deneminade Y. Hussenzweig y col. (69) y Mar­
der y col. (70) penen de manifieste que les déterminantes 
antigênices del fragmente Y son les X-Y, D y E, ya que cen 
serva les mismes amineâcides NHg-terminales (71, 72), ha-
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biendo perdido fragmentes per el extreme COOH-terminal de 
las cadenas a, 3 y y de una de las des subunidades, perma 
neciende invariable la etra.

Sin embargo, entre les fragmentes D ebtenides exi£ 
te una gran variedad, presentande diferencias en su masa 
molecular y en algunas de sus prepiedades. Nussenzweig y 
col. (69), Marder y col. (70) y Dudek y col. (73), entre 
etres investigaderes, les asignan una masa molecular de 
80.000-100.000±10%.

Heene y Matthias (74) encentraren que sôle guedaba 
retenide en una celumna de Sepharesa activada cen monôme- 
re de fibrina, el fragmente D de masa molecular mâs eleva 
da, mientras que el D de masa molecular mener presentaba 
sôlamente una débil afinidad per la celumna.

El fragmente D retenide en Sepharesa y purificade 
did per electreperesis en gel de peliacrilamida (EGPA) 
cen SDS (Kessel (60)) una masa molecular de 105.OCD-115.000 
y pequenos ccnjuntes de material mâs pesade, y per ultra- 
centrifugacidn se detectô un cempenente principal de 5 S 
y pequehas cantidades de una especie molecular de 7 S.

Per reducciôn total de enlaces disulfure de esta e£ 
pecie se pude ver que estâ censtituide per 3 6 4 fragmen­
tes de cadenas, de masas meleculares 45.000, 42.500, 39.500 
y 14.000. Les fragmentes de 45.000 y 14.000 cerrespenden 
a restes de las cadenas 3 y a , respectivamente y, per tan



to se les denomina D3 y Da, encontrândose en cantidades 
constantes en todas las digestiones.

Sin embargo, los fragmentes de 42.500 y 39.500 pro
ceden de la cadena y (Dy^ y Dyg, respectivamente) y se en 
cuentran en relacidn variable, dependiende del estade de 
digestiôn.

El fragmente Dy^ tiene 16 residues en el extreme 
NHg-terminal que son cemunes cen les del extreme COOH-ter 
minai de la cadena y del lî-DSK (amineâcides 63 a 78) , es 
decir, hay cierte selapamiente entre les fragmentes plâs- 
mices y les ebtenides cen BrCN (60). Per retura de un seĝ  
mente peptidice del fragmente Dy^ per la uniôn Lys-Ser en
pesiciôn y85-86 (fragmente y63-85) se produce Dyg.

Estes dates estân de acuerde cen les resultades de 
NHg-terminales ebtenides per Furlan y col. (75) y Takagi 
y Deelittle (76). En el fragmente D temprane existen Asp 
y Ala cerne amineâcides NH 2 “terminales, mientras que en e£ 
tudies mâs avanzades de digestiôn, les valeres de Ala son 
meneres y aumentan les de Ser. Diches resultades concuer- 
dan cen la existencia de déterminantes antigênices exclu­
sives del D, para este fragmente (69) (70).

Se ha encentrade que les fragmentes Hel-DSK a 
He4-DSK (Mesessen y Finlaysen (65)) selapan aparentemente 
cen el fragmente D.

Tambiên en este estade y de una ferma alge mês len
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ta, tiene lugar la separaciôn de la porciôn COOH-terminal 
de la cadena S3 (Mosesson y Finlayson (65)).

Durante el tercer estado tiene lugar la apariciôn 
de los fragmentes E per la escisiôn del Y, que da lugar a 
diche E y a un fragmente D de iguales caracterîsticas al 
fermade en el estade 2. Ya en 1961 Nussenzweig y col. (69) 
demestraren que per hidrôlisis suficientemente prelengada 
de fibrinôgene cen plasmina se ebtienen les fragmentes D 
y E.

En el fragmente E ebtenide en estades de digestiôn 
relativamente tempranes, Marder y Budzynski (71, 72) han 
detectade restes de fibrinopéptides A y su masa molecular 
estimada per Marder y col. (70), Dudek y col. (73) y Pizze 
y col. (26, 77) es de 45.000±10%.

Estâ censtituide per très tipes de fragmentes de 
cadenas cuyas masas meleculares han side determinadas per 
Kewalska-Leth y col. (78), Pizze y col. (77) y Budzynski 
y col. (72), siende de 10.000±10%, 7.000±10% y 9.000±10% 
para les fragmentes de las cadenas Aa, B3 y y , respective 
mente.

Kewalska-Leth y col. (78) han demestrade que la ma 
yer parte de la estructura del fragmente E y del N-DSK es 
cemûn, aunque el E tiene algunas secuencias que ne estân 
présentes en el N-DSK. Per etra parte, varies investigado 
res (79, 70) han demestrade déterminantes antigênices ce-
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munes y que es resistente a la hidrôlisis con plasmina. 
Dada la masa molecular total del fragmente E, la de sus 
fragmentes de cadenas censtituyentes y su selapamiente 
cen el N-DSK, se tiene la seguridad de la estructura di- 
mêrica de E.

En etapas muy avanzadas de este ûltimo estado, per 
retura lenta de las cadenas y ,  alge mâs resistentes a la 
plasmina, del fragmente D, mediante una secuencia de ata- 
que ne determinada, se preducen los fragmentes F, que cen 
servan per le menes un déterminante antigênice présente 
en el fragmente D, segûn les expérimentes realizados per 
Mesessen y col. (80).

De tedes les fragmentes ebtenides, les mâs impor­
tantes fisielôgicamente son les X e Y, ya que poseen una 
petente capacidad anticoagulante per interferencia en la 
pelimerizaciôn del menômere de fibrina y per inhibiciôn 
de la velecidad de retura de fibrinopéptides per trombina 
(81) .

La secuencia de degradaciôn del fibrinôgene predu- 
cida per la plasmina tiene razôn de ser para una molôcula 
de fibrinôgene cen très regienes compactas. La regiôn cen 
tral de naturaleza dimêrica cerrespenderîa al fragmente E 
y des regienes latérales idênticas entre si, se identifi- 
carian cen les fragmentes D.

Estas teerias vienen apeyadas per el heche, obser-
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vado experimentalmente, de la apariciôn del fragmente D 
simultSneamente al Y y anterior a la produceiôn de conjun 
tes apreciables de E.

Budzynski y cel. (72) cemprueban que hay fragmentes 
meneres a 13.000 en la especie Y pere no en la X. Estes 
cempenentes cerrespenden al fragmente E y, per tanto, cons 
tituye una prueba de que existe una sôla especie E y, sin 
embargo, des fragmentes D per melêcula de fibrinôgene in^ 
cial.

Per digestiôn de fibrina cen plasmina tambiên se 
ebtienen fragmentes X, Y, D y E cen prepiedades equivalen 
tes a les ebtenides per digestiôn de fibrinôgene, segûn 
cemprueban Dudek y col. (73). Este indica que per el pre- 
cese de pelimerizaciôn ne quedan expuestas nuevas regie­
nes al ataque, ni desaparecen les sities que ya eran acce 
sibles.

Weinstein y Deelittle (82) observan que la diselu- 
ciôn del ceâgule de fibrina per la plasmina tiene lugar 
cuande se degradan un nûmere crîtice de menômeros de fi­
brina para dar fragmentes Y y D, y cemprueban que este he 
che ecurre cuande se rempen 4-8 enlaces, para una masa me 
lecular de 340.000; sin embargo, se preducen muchas retu­
ras mâs hasta llegar a ebtener tedes les fragmentes resis 
tentes. El fragmente Y fermade a partir de fibrina, pesee 
la misma capacidad anticoagulante que el que produce la
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plasmina a partir del fibrinôgeno,
A pesar del esquema de degradaciôn semejante segu^ 

do per el fibrinôgene y fibrina per acciôn de la plasmina 
y de la semejanza de les preductes de degradaciôn ebteni- 
dos en eimbes preceses, se han viste, per micrescepia elec 
trônica, unes ceimbies cenfermacienales muy grandes a le 
largo de les diferentes estades de pelimerizaciôn, de ma- 
nera que la ferma original del fibrinôgene sôle se mantie 
ne en los primeres estades de agregaciôn (Peuit y col. 
(53)).

En el fibrinôgene existe una heteregeneidad en la 
distribuciôn de la carga elêctrica: Arnesen (83) détermi­
na el pi de les fragmentes D y E, que presentan gran dife 
rencia, 6 , 6  y 4,9, respectivamente. Hudry-Clergeen y col. 
(84) sestienen que este heche puede dar lugar a interaccio 
nés electrestâticas intrameleculares, que referzadas per 
etres tipes de enlaces, estabilizarîan una cenfermaciôn me 
lecular determinada.

La retura de les fibrinopéptides A y B, que tienen 
un carâcter electronegative, per acciôn de la trombina , 
justifies un cambie cenfermacienal que llevarfa a la neu- 
tralizaciôn. El heche de que les fibrinopéptides B se se- 
paren mâs lentamente que les A apeya la existencia de un 
cambie cenfermacienal en la regiôn NH^-terminal de la me- 
lécula (85) mediante el cual la regiôn que centiene el en
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lace que corta la trombina para liberar el péptido B que 
inicialmente estâ oculto,se expone a la acciôn proteolîti 
ca del enzima.

La asociaciôn de los menômeros de fibrina ecurre 
gracias a una perfects erientaciôn de las melêculae, ya 
que necesita interaccienes entre sities especîfices, ha- 
biéndese heche accesibles algunes de elles al preducirse 
el cambie cenfermacienal en la melêcula. Peuit y col.
(55) sugieren la apariciôn de sities cargades pesitivamen 
te en la melêcula durante la pelimerizaciôn, debido al 
cambie cenfermacienal preducide.

Segûn Matteck y Esneuf (86) la dimerizaciôn y-y 
ecurre nada mâs separarse les fibrinopéptides A. Chen y 
Deelittle (87) han localizade un deble tramade cerca de 
la regiôn COOH-terminal de las cadenas y. Este precese 
lleva a la fermaciôn de pelîmeres intermedies.

Sin embargo, la cadena a ferma multîmeres (39). 
Este puede deberse a que hay mâs de un sitie de enlace im 
plicâde y/e que les sities denader y acepter de una cade­
na a interaccienan cen un acepter y un denader situades 
en des cadenas a pertenecientes a distintas meléculas. 
Deelittle y col. (8 8 ) defienden que hay des sities acepto 
res en las cadenas o, per le menes (aunque éste no impli­
es forzesamente que cUtibes partieipen en el tramade) y se 
ha viste que al menes alguno estâ situade en la regiôn
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COOH-terminal. Este procesô es mucho mâs lento que la for 
maciôn de dîmeros y-y y da lugar a la agregaciôn lateral
(39) per lo que tiene gran importancia en la formaciôn de 
coâgulos gruesos.

Para conciliât todos estes resultades, Hudry-Cler- 
geen y col. (84) supenen que el fibrinôgene puede existir 
bajo distintas fermas cenfermacienales que varîan entre 
la replegada, cen una ferma esfereidal cen les extremes 
casi unides, y la extendida en ferma de T y cuyas prepor- 
ciones relativas dependerîan de la temperature, pH, fuer- 
za iônica, naturaleza de les diselventes y cencentraciôn 
de la preteîna. En cendicienes fisielôgicas predeminaria 
la ferma esfêrica.

En el pase de fibrinôgene a fibrina habria un des- 
plegamiente de la melêcula, que adeptarîa la ferma de T. 
Esta forma de T estaria en bastante cencerdancia cen el 
modèle dade per Deelittle (39), que tambiên opina que el 
fibrinôgene ne puede ser tan compacte ceme se deduce de 
las micregraflas de Hall y Slayter (48) , aunque debe de 
haber très macredeminies discretes.

Sin embargo, Mesessen y Finlaysen (65) interpre- 
tan de etre mode les resultades ebtenides per preteelisis 
de fibrinôgene y fibrina cen plasmina. Afirman que per ro 
tura de les 3 puentes disulfure que unen las des mitades 
del N-DSK, ne se sépara en des la melêcula, per le que
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tiene que haber, al menos, otro puente disulfure simétri- 
co en la melêcula, suponiende que les puentes disulfure 
son los ünicos que impiden la disociaciôn de las des mita 
des de fibrinôgene en presencia de urea 4M. Este les lie 
va a pensar en la fermaciôn de un sôle E y un sôle D, am- 
bos dimêricos, per digestiôn enzimâtica del fibrinôgene.

Esta hipôteais estâ apeyada per les resultades de 
Gormsen y col. (89) que observan que por digestiôn de fi- 
brinôgeno con plasmina, la apariciôn de fragmentes D y E 
es simultânea.

Mosesson propuso este modelo (80) porque encentrô 
2 residues de Asp NHj-terminales en el fragmente D, per 
mol, e interpretaron que cerrespondian a la cadena y. Sin 
embargo, Collen y col. (90) encuentran un fragmente D ho- 
mogêneo de masa molecular 100.000 que centiene Asp come 
amineâcide NH^-terminal de las cadenas Da y D$, mientras 
que en la cadena Dy no encuentran sitie de retura plâsmi-
ca que pueda dar Asp.

Una cenfirmaciôn del medele séria encentrar entre 
los productos de degradaciôn de la fibrina tramada una 
banda de elevada masa molecular que contuviera un oligôme
ro del fragmente D, ya que para la estructura trinodular
no pueden existir mâs de dos especies meleculares unidas 
covalentemente sin que esté tambiên el fragmente E. Sin 
embargo, no se ha cemprebado hasta el memento la existen-
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cia de dicho fragmente de elevada masa molecular.
Para realizar los estudios sobre la estructura del 

fibrinôgene per digestiôn enzimâtica, ne sôle se ha em- 
pleade plasmina sine tambiên etras muchas enzimas protee- 
llticas ceme tripsina, quimetripsina, estreptekinasa,etc.

Mihalyi y Godfrey (91) han estudiade el efecte de 
la quimetripsina sobre el fibrinôgene bovine y de una fer 
ma mâs detallada, les efectes de la tripsina a distintos 
pH, sobre el fibrinôgene bovine (92). Recientemente Shra- 
ger y col. (93) han realizade un estudie comparative so­
bre les preductes de digestiôn ebtenides per tripsina y 
plasmina sobre fibrinôgene bovine y humane.

Se ha cemprebado que les preductes ebtenides para 
eunbes tipes de fibrinôgene per la acciôn de estas très en 
zimas es comparable en general; aunque pueden senalarse 
algunas pequenas diferencias.

Mihalyi y Godfrey (92) realizande digestienes de 
fibrinôgene cen tripsina observan 2  tipes de reaccienes: 
una reacciÔn râpida en la que se rempen 1 2  unienes pepti- 
dicas y una lenta en la que se produce la retura de etres 
80 enlaces, y coincide cen la fermaciôn de un fragmente 
5 S. Estes resultades son similares a les ebtenides cen 
plasmina.

Para la tripsina existe ademâs una tercera reac­
ciÔn extremadamente lenta (94) en la que se ferma un frag
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inento de 3,7 S.
Durante la primera etapa se sépara un 20% de la ma 

sa inicial de fibrinôgene en forma de pequenos péptidos 
por la acciôn de la quimetripsina y queda un fragmente 
restante X, que es coagulable por calor (Fletcher y col. 
(95)). Sin embargo, con la tripsina, ademâs del fragmente 
X definido por Mills y Karpatkin (25, 96), se encuentra 
un fragmente de masa molecular 35.000 procédante del ex­
treme COOH-terminal de cada una de las cadenas Aa, que râ 
pidamente se rompe en dos de 17.000 (Mihalyi (97)) y un 
4% de péptidos pequeAos no modificables por acciôn poste­
rior con tripsina y sôlubles en TCA.

En la segunda reacciÔn aparece un fragmente 5 S 
que se ha identificade como el D. Pere el heche de que la 
desapariciôn del fibrinôgene y primer derivado (X) no 
coincidlera complementariamente cen la formaciôn del frag 
mente D, indicô que ténia que formarse etra especie inter 
media que mâs tarde se detectô y deneminô Y.

El esquema general de fragmentaciôn se puede repre 
sentar de la siguiente manera:

a - Fibrinôgene - Fragmente X + péptidos
b - Fragmente X - Fragmente Y + Fragmente D + pêptides
c - Fragmente Y + Fragmente D + Fragmente E

La primera reacciÔn es muy râpida frente a las 
etras dos y por otro lado, si la melêcula es simétrica y
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constitulda por dos fragmentes D y un £ la velecidad de 
las reaccienes b y e  deberia de ser igual ya que la proba 
bilidad de ruptura de un fragmente X para dar un Y y un D 
debe de ser la misma que para que se rompa un Y pafa dar 
un D y un E.

Albert y col. (98) demestraren en el case de la de 
gradaciôn de fibrinôgene bovine cen tripsina, que la cens 
tante de velocidad global para las reaccienes b y c son 
idênticas, lo que confirma la existencia de una estructu­
ra molecular con très zonas de la molécula densamente em- 
paquetadas que no tienen las cadenas accesibles al enzima. 
Una de estas zonas o nôdules en una pesiciôn central estâ 
conectada a las etras dos latérales idênticas entre si por 
dos zonas que pueden ser cortadas per ataque enzimâtice . 
Las masas meleculares determinadas per equilibrie de sed^ 
mentaciôn para les fragmentes résultantes per acciôn de 
la tripsina son de 266.800, 170.000 y 90.000 para les frag 
mentos X, Y y D, respectivamente. La masa molecular deter 
minada para el fragmente E per electroferesis en SDS fuê 
de 46.000-50.000.

Una forma dimêrica temprana del fragmente D con una 
masa molecular de «170.000 como propenen Mosesson y col. 
(80) tendria un comportamiente cinêtico distinto al obser 
vado independlentemente por Albert y col. (98) y por Mi­
halyi y col. (97). El hecho de que las des etapas b y c
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tengan la misma constante de velocidad apoya una estructu 
ra simétrica con un fragmente E en pesiciôn central y des 
fragmentes D ne unides entre si en pesiciôn lateral.

Se ha cemprebado que la tripsina y la trombina tie 
nen especificidades muy semejantes (92) , de ferma que en­
tre les 1 2  enlaces retes per la tripsina durante la reac­
ciÔn râpida (contabilizades en un pH-estate) se incluyen 
les 4 enlaces accesibles a la acciôn de la trombina. Ade­
mâs de éstes, sôle se pueden romper 1  ô 2  enlaces mâs , 
sin que haya pêrdida de ceagulabilidad. De este heche se 
deduce que se fermarâ per acciôn de la tripsina una espe­
cie intermedia idéntica e muy semejante a la fibrina cen 
capacidad de fermar un pelimere.

Mihalyi (92) ha viste que las velecidades de ferma 
ciôn de esta especie (k̂ ) y de destrucciôn de ella (k̂ ) 
son relativamente semejantess k^/kj = 0,65.

Tambiên en este case se ha ebservade la capacidad 
anticoagulante de les preductes de degradaciôn fermades, 
al igual que en el case de la acciôn plâsmica.

Celander y Guest (99) defienden que el fibrinôgene 
es mucho mâs resistente al ataque enzimâtice que la fibr^ 
na. Sin embargo, la fibrina tramada en presencia del fac­
tor XIII es degradada 5 a 10 veces mâs lentamente que la 
fibrina soluble en urea (Gormsen y col. (100)).

Al ser los resultades ebtenides per preteelisis cen



29

tripsina consistantes con los que se derivan de la acciôn 
plâsmica o con BrCN, se puede mantener la teorla de la 
existencia de très macrodominios en la estructura del fi- 
brinôgeno (48) e inclusive apoya el modelo sugerido por 
Hudry-Clergeon y col. (84). Ademâs, el uso de esta enzima 
tiene el doble interês de reproducir la acciôn de la trom 
bina, como ya se ha indicado (92).

El trabajo descrito en esta nemoria ha tenido un 
doble objeto; Por una parte un mejor conocimiento de las 
etapas iniciales de degradaciôn del fibrinôgene bovino y 
humano por acciôn de la tripsina, caracterizando tanto 
los fragmentos de alta masa molecular, como los peptîdi- 
COS producidos. El interês de este aspecto del trabajo re 
side en que la tripsina produce en las primeras etapas de 
la proteolisis coagulaciôn del fibrinôgene, a diferencia 
de lo observado con plasmina. Un estudio de esta coagula­
ciôn seguida de la disoluciôn del coâgulo al progresar la 
degradaciôn enzimâtica, puede suministrar informaciôn acer 
ca de los aspectos meleculares implicados en el paso de 
la fibrina insoluble a los fragmentos de masa molecular 
elevada solubles, que inhiben la pelimerizaciôn de fibri­
na y la formaciôn de un coâgulo consistente.

Por otro lado, se ha realizade un estudio de las 
etapas avanzadas de degradaciôn enzimâtica del fibrinôge- 
no, fibrina soluble y estabilizada por la plasmina y la
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tripsina, en un medio disociante que ha permitido conocer 
la apariciôn de fragmentes no producidos en otras condi- 
ciones, lo que aporta un mayor conocimiento de la estruc­
tura del fibrinôgene, pudiendo proponer un esquema del me 
canismo que posibilita la formaciôn de la fibrina y los 
sucesivos productos de degradaciôn, no coagulables.



II.- MATERIALES Y METODOS
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II.1.- PURIFICACION DEL FIBRINOGENO

La purificaciôn del fibrinôgene bovino se ha reali 
zado por el mêtodo de Laki (101), a partir de la fracciôn 
de Cohn I con las modificaciones introducidas por Mayo y 
Rothstein (102) , con el fin de eliminar el plasminôgeno y 
otros productos de coagulaciôn.

En los expérimentes realizados con fibrinôgene hu­
mane se empleô fibrinôgene Kabi, ya purificade, con una 
ceagulabilidad del 95%.

La cencentraciôn del fibrinôgene en soluciôn se ha
determinado espectroscôpicamente a 280 nm usando el coefdL
ciente de extinciôn obtenido por Mihalyi (103); ^200^ “
0 1%E 3 2 0  = 1,506, para cêlulas de 1 cm de paso de luz.

El grade de pureza de la soluciôn de fibrinôgene 
se ha determinado midiendo la ceagulabilidad con trombina 
bovina Parke-Davis con una actividad de 5.000 unidades 
NIH por mg. Para elle se han tenido en cuenta las condi- 
ciones ôptimas de cencentraciôn y pH descritas por Ferry 
y Morrison (42). La ceagulabilidad obtenida fuê siempre 
superior al 95%.

La soluciôn de fibrinôgene en tampôn fosfatos 
0,018M, pH 7,8, se almacenô en alîcuotas de 10 ml a -17*C.
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II.2.- PREPARACION DE FIBRINA

El fibrinôgeno se convierte en fibrina mediante la 
acciôn de la trombina que sépara los fibrinopéptides ”A" y 
B, a partir de los extremes N-terminales de las cadenas a 
y 3,respectivamente, como describe Blombâck (104).

Mediante la agregaciôn de varias meléculas de fi­
brina se llega a formar un polîmero intermedio (41), que 
es una cadena lineal, todavîa soluble y cuyo desarrollo 
se debe a interaccienes especîficas extremo-extremo. Por 
ûltimo, tiene lugar la agregaciôn lateral de estes pollme 
ros intermedies, dando lugar al coâgulo de fibrina.

No obstante, el proceso se puede paralizar en el 
estado de monômero de fibrina o de pollmero intermedio, 
en presencia de altas concentraciones de hexametilengli- 
col o urea y especialmente, bajo cendicienes muy concre­
tes de pH y fuerza iônica, segûn describen Shulman y col.
(40) .

Sin embargo, si la reacciÔn de pelimerizaciôn de 
la fibrina se lleva a cabo en presencia de iones calcio y 
de factor XIII, se preducen uniones covalentes entre res­
tes latérales de cadenas peptîdicas, ya que son insolubles 
en âcido o base diluidos y en altas concentraciones de 
urea, segûn estudian Robbins (43) y Laki y Lorand (44) , 
respectivamente.
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11.2.1.- Obtenciôn del monômero de fibrina

Para la obtenciôn de fibrina soluble se tratô el 
fibrinôgeno humano con trombina en una proporciôn de 
0 , 1  mg de enzima por 1 0 0  de proteina, durante un mînimo 
de 6  h para que hubiera una separaciôn compléta de fibri- 
nopéptidos A y B, segûn Blombâck y Vestermark (31).

Pasado este tiempo se comprimiô el coâgulo y se 
eliminô el liquide sobrenadante. Se lavô varias veces con 
agua destilada y se redisolviô el coâgulo en NaCl 0,15M, 
urea 3,5M, pH 7,5, que son las condiciones descritas por 
Shulman y col. (105) .

Se eligiô NaCl en lugar de un tampôn, con el fin 
de realizar posteriores proteolisis con tripsina en un 
pH-estato.

La concentraciôn de fibrina fuê de 5 mg/ml y se de 
terminô espectroscôpicamente, utilizando como coeficiente 
de extinciôn el mismo que para fibrinôgeno.

11.2.2.- Obtenciôn de polimero intermedio de fibrina

Se obtuvo el coâgulo como ya se ha indicado y a con 
tinuaciôn se disolviô NaCl 0,15M, urea 2,35M, pH 7,5.

En estos experimentos, al igual que en los anterio 
res, la concentraciôn fuê de 5 mg de proteina por ml.
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II.2.3.- Obtenciôn de fibrina tramada

Para estabilizar el coâgulo de fibrina se anadiô 
al fibrinôgeno antes de su coagulaciôn, cisteina y cloru- 
ro câlcico, hasta una concentraciôn final de 0,0125 y 
0,025M, respectivamente. El factor XIII se hallaba en muy 
baja proporciôn junto con el fibrinôgeno, pero en sufi- 
ciente concentraciôn para actuar como catalizador de la 
reacciÔn. En estos experimentos no se utilizan sales fos­
fatos, ya que producen un precipitado con la sal de cal­
cio que contaminarla el coâgulo de fibrina.

Tambiên se estabilizô la fibrina en el estado de 
polimero intermedio. Para ello se obtuvo fibrinôgeno di- 
suelto en NaCl 0,15M, urea 2,35M, pH 6,75, al que se le 
anadiô trombina en la proporciôn de 0,5 mg de enzima por 
100 de proteina. La concentraciôn de fibrinôgeno se man- 
tuvo a 5 mg/ml. Transcurrida una hora de la adiciôn de 
trombina, se anadiô cisteina hasta una concentraciôn 
0,0125M y cloruro câlcico en una concentraciôn 0,0025M ô 
0,025M. Inmediatamente se hizo una nueva adiciôn de trom­
bina en la proporciôn de 0 , 1  mg de enzima por 1 0 0  de pro­
teina.

El pH se mantuvo en 6,75, ya que Ferry y Morrison 
(42) comprobaron que las condiciones ôptimas de estabili- 
zaciôn ocurren a pH comprendidos entre 6  y 7. A continua 
ciôn se eliminô la cisteina y el CaCl2  por diâlisis y se
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llevô el pH a 7,5. Con el fin de comprobar que se tenian 
polîmeros de fibrina tramada solubles se llevÔ, por diâli 
sis, a unas condiciones de NaCl 0,15M, urea 3,5M, pH 7,5.

En todos los experimentos se utilizô urea (Carlo 
Erba) convenientemente purificada y desionizada. Para 
ello se filtraron por plaças de vidrio poroso n® 4, diso- 
lusiones acuosas de urea 8 M. A continuaciôn se pasaron 
por una columna de amberlita MB-1 (B.D.H.) de 4x60 cm y, 
por ûltimo, por un filtro Millipore de 0,45 y de taraano 
de poro.

La concentraciôn y pureza se comprobaron por medi- 
das de conductividades especîficas en un conductîmetro 
Philips, siendo la constante de la cêlula 0,34 cm ^. Se 
obtuvieron valores comprendidos entre 0,4 y 2x10”^^"’̂ c m \  

una vez eluida la soluciôn de urea por la columna y fll- 
trada por Millipore. Se controlô ademâs el Indice de re- 
fracciôn en un refractômetro Jena. Se usô como ilumina- 
ciôn un foco de luz blanca, obteniêndose un valor de 1,4, 
que estâ de acuerdo con los valores obtenidos por Warren 
y Gordon (106) habiendo utilizado una lâmpara de sodio co 
mo fuente de iluminaciôn y determinando el Indice de re- 
fracciôn a 589 nm.

Por ûltimo, se hizo un control de la concentraciôn 
de cianatos en la soluciôn, ya que pueden interaccionar 
con los grupos amino y sulfhidrilo de las protelnas, segûn
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tampôn fosfatos 0,018M, pH 7,8, con cantidades variables 
de enzima.

En algunos experimentos ha estado présente el âci­
do e-aminocaproico, procédante de los laboratorios Merck., 
a una concentraciôn del 5% (p/v).

Las digestiones enzimâticas se han seguido segûn 
Mihalyi y col. (92), tomando alîcuotas del digerido a 
tiempos segûn relaciôn exponencial (1, 2, 4, 8  ... minu­
tes) repetidos en todos los experimentos, independiente- 
mente de la relaciôn entre el sustrato y el enzima. Para 
paralizar la acciôn de la tripsina, se ha empleado inhlbi 
dor de soja en disoluciôn acuosa, en una relaciôn 5:1 
(p/p) de inhibidor:enzima. Estos estudios han permitido 
establecer la relaciôn ôptima de proteina-enzima para pro 
seguir nuestros trabajos.

La marcha de la reacciÔn se ha seguido mediante la 
medida de la densidad ôptica a 280 nm a la que se ha res- 
tado el escater a 320 nm y que nos da la cantidad de pro­
teina restante, después de retirer el material insoluble 
o coagulado espontâneamente, por centrifugaciôn a 15.000 
rpm durante 30 minutos, a la temperature de 4®C.

Los distintos fragmentos formados en la digestiôn 
se han identificado mediante electroforesis de zona en gel 
de poliacrilamida y en presencia de SDS, como se describe 
posteriormente•
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II.3.2.- Determinaciôn del nûmero de enlaces peptidicos 
rotos por la acciôn del enzima

El fibrinôgeno o fibrina se preparô en NaCl 0,15M, 
pH 7,5, a una concentraciôn de proteina de 5 mg/ml. La di 
gestiôn enzimâtica se ha realizado en un equipo pH-estato 
Radiometer, Inc. Copenhagen, Denmark, que consta de un pH- 
metro 28, una autobureta ABV 12 y un registre tipo SBR 2c 
conectados a unos electrodes de vidrio siguiendo el mêto­
do de Mihalyi (110).

Para mantener el pH fije en 7,5 se utilizô una so­
luciôn de NaOH valorada en cada case con âcido benzoico 
estandar, muestra 39i, procédante del National Bureau of 
Standards. La soluciôn de NaOH se mantuvo en una botella 
de polietileno cerrada bajo atmôsfera de Ng, filtrândose 
el aire que penetraba a la botella por una pipa conte- 
niendo Soda Asbestos procédante de los laboratorios BDH.

Por este mêtodo podemos conocer el nümero de équi­
valentes de NaOH gastados por mol de proteina a lo largo 
del tiempo y, por consiguiente, es posible saber el nûme- 
ro de enlaces rotos en la molêcula por la acciôn proteoli 
tica de la tripsina o plasmina usadas. La tripsina se di­
solviô, como en casos anteriores, en CIH 0,001M. Se em- 
plearon relaciones de sustrato;enzima de 750:1.

El medio de reacciÔn se mantuvo en atmôsfera de 
N 2  hûmedo, para evitar acciones extranas a la proteolisis
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que pudieran variar la cantidad de NaOH adicionado, osci- 
lando la temperatura entre 23,5®C y 25®C.

11.3.3.- Posterior tratamiento con trombina

El material résultante de tratar el fibrinôgeno bo 
vino o humano, con tripsina, se sometiô posteriormente a 
la accidn de la trombina. Se empleô una relaciôn de pro- 
teina:enzima de 1 0 0 / 1  (p/p) y se prolong# esta acciôn du­
rante un minirao de 6  h. a temperatura ambiente. La concen 
traciôn de material no coagulable se determinô midiendo 
la absorbancia a 280 nm. Posteriormente se estudiaron las 
distintas entidades moleculares présentes mediante elec- 
troforesis de zona.

11.3.4.- Tratamiento con calor

Del mismo modo, el material résultante de tratar el 
fibrinôgeno (bovino o humano) con tripsina, se incubô a 
57®C durante 30 min. Asî se tuvo conocimiento de la canti 
dad de material termoestable que aparece con el tiempo de 
incubaciôn con tripsina por medida de la absorbancia a 280 
y 320 nm, del material soluble, de las distintas fraccio- 
nes.

11.3.5.- Precipitaciôn con TCA

Igualmente, al material obtenido del tratamiento 
del fibrinôgeno humano con tripsina, se le anadiô âcido
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tricloroacético hasta una concentraciôn final del 1 0 % 
(p/v).

Se determinô la cantidad de material soluble por 
la absorbancia a 280 nm, de las distintas fracciones.

II.3.6 .- Digestiôn del fibrinôgeno o fibrina con plasmina

La plasmina empleada en estos experimentos proce- 
dia de los laboratories Kabi. Presentaba una actividad de 
15 Cü/mg segün la définieiôn dada por Robbins y Summaria 
(111).

La enzima se usô en soluciôn acuosa a pH 6,5 y se 
determinô su concentraciôn empleando el coeficiente de ex 
tlnclôn EjgJ*- Ej'J* = 17,0, segün Robbins y col. (112), 
para células de 1  cm de paso de luz.

Se empleô una relaciôn de enzima:sustrato de 5,8834 
eu de plasmina por 100 mg de fibrinôgeno, segûn describen 
Mihalyi y col. (113). La reacciôn de proteolisis se para- 
lizÔ mediante la adiciôn de inhibidor de soja, empleando 
una relaciôn 3/5 (p/p) de inhibidor: enzima.

Todos estos experimentos se realizaron en pH-esta- 
to, por lo que el fibrinôgeno se mantuvo disuelto en NaCl 
0,15M, pH 7,5 y a una concentraciôn de 5 mg/ml. A partir 
de los datos asî obtenidos se pudo determiner el nümero 
de enlaces rotos por la plasmina en cada una de las eta- 
pas.
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II.4.- PROTEOLISIS DE FIBRINA

Se realizaron proteolisis, tanto de fibrina solu­
ble como tramada, estando la fibrina en estado de monôme- 
ro o de polîmero intermedio y la fibrina tramada como po- 
llmero intermedio o como coâgulo.

Para todas ellas se siguiô el mismo método, a ex- 
cepciôn del coâgulo de fibrina tramada, que se describe 
por separado.

11.4.1.- Fibrina en soluciôn

El material se preparô en NaCl 0,15M, pH 7,5 y urea 
a la concentraciôn correspondiente, segûn los casos. La 
cantidad de material fuê de 5 mg de fibrina por ml. Todos 
estos experimentos de proteolisis se han realizado en pH- 
estato.

11.4.1.1.- Con tripsina

La tripsina se disolviô, como en casos anteriores, 
en HCl 0,001M. Sin embargo, por la presencia de urea en el 
medio, su actividad se viô disminuîda, correspondiendo a 
5.400 unidades BAEE/mg, a las molaridades de urea usadas. 
Por ello se emplearon relaciones de sustrato;enzima de 
500:1 y 1000:1.

La reacciôn se llevô a cabo bajo atmôsfera de N 2  

hûmedo y a una temperatura de 23,5 - 25*C, en todos los 
casos.
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Como en el caso del fibrinôgeno, se sacaron alîcuo 
tas de voiumen conocido, a tiempos segûn relaciôn exponen 
cial (92). En ellas se paralizô la acciôn de la tripsina 
mediante adiciôn de inhibidor de soja en relaciôn 5:1 
(p/p) de inhibidor:enzima•

Se determinô la cantidad de material que conserva- 
ba la capacidad de coagular eliminando totalmente la urea 
présente en el medio por diûlisis frente a NaCl 0,15M, pH
7,5. Se cuantiflcô el material soluble despuês de di&li- 
sis, es decir, sin capacidad de coagular, midiendo la ab­
sorbancia a 280 y 320 nm.

Los productos de degradaciôn formados por acciôn 
de la tripsina se caracterizaron mediante electroforesis 
de zona, en gel de poliacrilamida, en presencia de SDS.

11.4.1.2.- Tratamiento con calor

El material résultante de la proteolisis con trip­
sina, en ausencia de urea, se sometiô a una temperatura 
de 57®C durante 30 min.

Por centrifugaciôn a 15.000 rpm durante 30 min. se 
obtuvo el material soluble correspondiente a material ter 
rooestable no dializable. Se cuantificô por medida de la 
absorbancia a 280 y 320 nm.

11.4.1.3.- Con plasmina
Con dicho enzima se estudiô la proteolisis del monô



43

mero de fibrina. En estos experimentos se siguiô el mismo 
método y se emplearon las mismas condiciones que en otros 
casos.

La relaciôn de enzima:sustrato fué igualmente de 
1:250 (p/p) y se parô la proteolisis, en cada una de las 
alîcuotas extraîdas, con inhibidor de soja en una relaciôn 
con la plasmina de 3:5 (p/p).

Por la realizaciôn de estos experimentos en un equ^ 
po pH-estato se conociô el nümero de enlaces rotos por la 
plasmina, en cada una de las etapas, y por electroforesis 
en gel de poliacrilamida se pudieron identificar los fra^ 
mentos présentes.

II.4.2.- Coégulo de fibrina tramada

Para estos experimentos se partiô del material coa 
gulado y estabilizado al que se extrajo el liquide embeb^ 
do y el material soluble en él. Posteriormente se resus- 
pendiô con urea 8 M hasta una concentraciôn aproximada de 
5 mg protelna/ml, con lo que la fibrina no tramada se so- 
lubilizô totalmente (=2 %), y a continuaciôn se lavô va­
rias veces con agua destilada.

Para realizar la proteolisis, el coégulo finamente 
troceado se suspendiô en tampôn fosfatos 0,018M, pH 7,8.

II.4.2.1.- Digestiôn con tripsina
Se empleô una relaciôn de proteIna;enzima de 100:1
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(p/p)• Se extrajeron alicuotas a tiempos fijos y, en ellas, 
se paralizô la proteolisis por adiciôn de inhibidor de so 
ja en relaciôn 5:1 con la tripsina.

II.4.2.2.- Digestiôn con plasmina

En este caso se empleô una relaciôn de proteîna:en 
zima de 80:1 (p/p). Del mismo modo, se extrajeron allcuo- 
tas a tiempos fijos. El inhibidor de la reacciôn enzimâti^ 
ca empleado fué también el inhibidor de soja, usado en 
una relaciôn 3:5 (p/p) con la plasmina.

II.5.- ELECTROFORESIS DE ZONA, EN GEL DE POLIACRILAMIDA
Y EÎ  PRESENCIA DE SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida es una 
técnica ampliamente usada, ya que con ella es posible ob- 
tener una buena separaciôn de una mezcla de protelnas, 
atendiendo al tamaho o a la carga neta de éstas.

Segün Gordon (114) esta capacidad puede deberse a 
diversas razones:

1*.- Es posible una mayor variedad en el tcunaho de 
poro, dependiendo del contenido de bisacrilamida.

2*.- Los geles de acrilamida poseen una matriz ca- 
rente de cargas, lo que hace posible separaciones basadas 
en diferencias de tamaho molecular y movilidad.

Rodbard y col. (115) estudiaron el desplazamiento
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de las moléculas, tanto en gxadientes lineales como no 1 ^ 
neales, llegando a ser posible predecir la velocidad de 
desplazamiento y posiciôn de cada especie molecular en fun 
ci6 n del tiempo, voltaje y concentraciôn del gel.

Pitt-Rivers e Impiombato (116) demuestran por equ^ 
librio de diâlisis contra agua, que protelnas que no con- 
tienen grupos S-S unen aproximadamente 140% de su peso de 
SDS, mientras que las que tienen grupos S-S sôlo unen en­
tre un 90 y un 100%. Por tanto, todas las protelnas con 
SDS pierden su carga original, adoptando una carga fuerte 
mente negative. De igual forma, normalmente se élimina el 
efecto de la diferencia en la conforméeiôn y se reduce el 
efecto de la variabilidad en el volumen especlfico par- 
cial, hidrataciôn y radio axial (117).

A la vista de lo anterior, protelnas tratadas con 
SDS y sometidas a electroforesis en geles de concentra- 
clôn constante y con poros suficientemente pequenos mi- 
gran segün una relaciôn lineal entre la movilidad electro 
forética relative y el logaritmo de la masa molecular 
(118). Sin embargo, esta relaciôn no se cumple para masaa 
moleculares muy altas o por debajo de 15.000 (119); pero, 
la relaciôn lineal se ve aumentada hasta una masa molecu­
lar de 2.000, si los geles tienen una concentraciôn 8 M de 
urea (1 2 0 ).

En nuestro laboratorio se realizaron electrofore-
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sis de disco en un aparato que es una modificaciôn del mo 
delo empleado por Ornstein (121) y Davis (122) ,  realizado 
en los talleres del Centro de Investigaciones Biolôgicas 
del C.S.I.C.

Para la confecciôn de los geles se usaron produc­
tos de gran pureza. Asî se usé acrilamida Serva y N-N*-me 
tllen bisacrilamida cristalizada Sigma y TE^IED y persulfa 
to amônico de los laboratories Merck.

Se usaron geles de poro continue del 5% en acrila­
mida y con una relaciôn de acrilamida;bisacrilamida de 
37:1, preparados con una anticipaciôn mâxima de 24 h.

Se siguiô el método de preparaciôn usado por Weber 
y Osborn (123), con algunas pequehas modificaciones;

1 - Se redujo la cantidad de persuifato amônico en 
soluciôn a 1 ml, con una concentraciôn de 15 mg/ml.

2 - Se ahadieron sôlamente 25 X de TEMED, para que 
se efectüe la polimerizaciôn.

3 - Para su polimerizaciôn no fuê necesaria ilumi- 
naciôn con lémpara fluorescente, estando compléta la pol^ 
merizaciôn en un tiempo aproximado de 30 minutes.

La electroforesis se realizô en un tampôn continue, 
ya que tanto los geles como las cubetas electroliticas con
tenian tampôn fosfatos 0,1M, pH 7,2, 0,1% SDS.

En todos los casos se realizô preelectroforesis con
el fin de eliminar los catalizadores y los restes de monô-
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mero no pollmerlzado présentes en los geles (124).
La cantidad de muestra a sembrar oscild entre 25 y 

300 pg, de acuerdo con Me Kee y col. (125), en un volumen 
de 25 a 150 pi. Se le anadiô igual volumen de tampôn fos­
fatos 0,01M, pH 7,2, 1% SDS y se incubô durante un mînimo 
de 2 h. a 42*C para favorecer y asegurar la uniôn del SDS 
a la protelna (114). Antes de sembrar la muestra se ana­
diô glucosa, para aumentar su densidad evitando la difu- 
siôn al tampôn de la cubeta.

La electroforesis se realizô con una intensidad de 
corriente constante de 8  mA/gel (6,5 voltios por cm) du­
rante 4 h.

En casi todos los casos se tineron los geles con 
Negro Amido lOB Merck disuelto al 1% en etanol al 20% y 
écido acético al 7%, segûn el método dado por Brummel y 
Montgomery (126), durante 1 hora. Este colorante tiene la 
propiedad de ser cuantitativo, ya que el colorante fijado 
a la protelna es proporcional a ésta.

Sôlo en casos en que el material protelco era muy 
escaso, se tineron los geles con Azul de Coomassie que es 
mucho mâs sensible (123). Para ello se disolvieron 1,25 g 
de Coomassie Brillant Blue Merck en 454 ml de metanol al 
50% y 46 ml de écido acético glacial. El tiempo de tin- 
ciôn se prolongé a 2-3 h, segûn los casos.

El exceso de colorante se ha eliminado de los ge-



FIGURA 1
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Relaciôn masas moleculares-movilidad relativa en EGPA 
en 0,1% SDS (respecte de las cadenas B3) para produc­

tos de degradaciôn del fibrinôgeno con tripsina.
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les, mediante sucesivos làvados en una soluciôn de âcido 
acético glacial al 7,5% y metanol al 5% en agua. Se con- 
servaron en una soluciôn acuosa de âcido acético glacial 
al 7,5% (115).

Los geles tenidos con negro amido se densitometra- 
ron, posteriormente, en un microdensitômetro Joyce Loebl 
modèle MK III C, de doble rayo* Se obtuvieron grâficas en 
las que cada banda electroforética estâ representada por 
un pico. Podemos conocer la movilidad aparente de cada e£ 
pecie midiendo la distancia entre el mâximo del pico co­
rrespondiente y el origen, y también la movilidad relati­
va con relaciôn a ciertas protelnas estandar. Por otro la 
do, el ârea de cada pico es, dentro de ciertos limites, 
proporcional a la cantidad de proteîna présente en la mue£ 
tra.

A partir de las movilidades relativas se détermina 
ron las masas moleculares de los productos résultantes de 
la digestiôn triptica de acuerdo con el método dado por 
Weber y Osborn (123).

Como estandares se usaron las masas moleculares de 
los fragmentos tripticos determinados anteriormente en 
nuestro laboratorio por Albert y col. (98) para fragmen­
tos de fibrinôgeno obtenidos por proteolisis con tripsina 
y que se especifican en la Tabla I, determinados por ul- 
tracentrifugaciôn analltica en equilibrio de sedimenta-
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TABLA I

Pragmento Masa molecular

Fibrinôgeno 340.000 ± 1 0 %
X 270.000 ± 1 0 %
y 170.000 ± 1 0 %
D 90.000 ± 1 0 %
E 45.000 ± 1 0 %

cl6 n. Al fragmente E se le asignô una masa molecular de 
45.000—10% (figura 1).

II.6 .- ÜLTRACENTRIFUGACION ANALITICA

Ya indicamos que en la electroforesis de zona en 
gel de poliacrilamida en presencia de SDS, existe un fac­
tor limitante en el tamano de las moléculas, siendo muy 
diflcil trabajar con protelnas de masa molecular superior 
a 4x10^. Sin embargo, la ultracentrifugacién analltica es 
una técnica adecuada para la caracterizaciôn y fracciona- 
miento de una mezcla de protelnas de las caracterlsticas 
moleculares indicadas.

Se ha especificado anteriormente el modo de prepa­
raciôn de monômero de fibrina y de pollmeros intermedios, 
tanto de fibrina tramada como no tramada. Era necesario, 
sin embargo, caracterizar el material obtenido y el méto-
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do mâs conveniente fuê mediante experimentos de velocidad 
de sedimentaciôn.

II.6.1.- Determlnaciôn de coeficientes de sedimentaciôn

Todos los experimentos de ultracentrifugacién se 
realizaron en una ultracentrîfuga analltica Spinco/Beck- 
man modèle E, con rotor de titanio, en células estandar 
de aluminio de 1 2  mm, a 60.000 rpm y a la temperatura de 
20»C.

La marcha del expérimente se visualizd, en nuestro 
caso, mediante sistema ôptico "schlieren", que mide la va 
riacién del Indice de refracciôn con la distancia (dn/dx) 
en cada punto de la célula. Se utilizaron ângulos de cam- 
bio de fase de 60, 65 6  70*. El sistema éptico asl dis-
puesto permite que los frentes de cambio de concentraciôn 
se fotograflen en forma de picos (127). A partir de estas 
plaças fotogréficas se puede conocer la velocidad con que 
una partlcula sedimenta en un campo centrifuge dado, ob- 
servando la posiciôn de los mâximos de los picos con el 
tiempo.

Las plaças schlieren se midieron con un microcompa 
rador Nikon (ampliaciôn xlO ô x20). Para cada pico se to- 
maron un mlnimo de 6  posiciones y un mâximo de 18, a tiem 
pos medidos.

El valor del coeficiente de sedimentaciôn se obtie
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ne mediante la expresiôns
s = 2,303 d log r

en donde w es la velocidad angular, t el tiempo de cada 
una de las fotografias y r la distancia del mâximo del p^ 
co al eje de giro. Representando los valores de log r 
frente al tiempo de sedimentaciôn en minutes, se obtiene 
una linea recta, cuya pendiente da el valor medio del coe 
ficiente de sedimentaciôn en las distintas posiciones.

Todos estos experimentos se realizaron a una con­
centraciôn de 5 mg/ml, ya que en el caso de fibrina no 
tramada, el paso de monômero a pollmeros intermedios y 
coâgulo es un proceso dinâmico dependiente de factores co 
mo pH, fuerza iônica y concentraciôn de fibrina (7). Esta 
es la razôn por la que no se pudo extrapolar a concentra­
ciôn cero en los coeficientes de sedimentaciôn calculados.

11,7.- REDÜCCION DE ENLACES DISULFURO Y CA2B0XIMETILACI0N

El présente trabajo estuvo centrado principalrcente 
en el estudio de los primeros estados de proteolisis con 
tripsina. Para ello fué importante un mejor conocimiento 
de los fragmentos de alta masa molecular originados me­
diante el estudio del tamano de sus cadenas intégrantes y 
de los aminoâcidos NHg-terminales de ellas.

Se trabajô principalmente con los fragmentos con 
capacidad para coagular espontâneamente producidos por ac
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ciÔn de la tripsina, y con los fragmentos X producidos a 
partir de los anteriores y que han perdido esa capacidad 
espontânea de coagulacidn.

Los fragmentos oon capacidad de coagulacidn se ai£ 
laron de la mezcla de digestiôn por centrifugaciôn a 
15.000 rpm durante 30 minutes y a 4°C, despuês de mantener 
el material incubado con el enzima en reposo durante un 
mlnimo de 6  horas a una temperatura de 4*C.

Los fragmentos X se aislaron de etapas de proteoli^ 
sis en las que aûn no estaba présente el fragmente Y. Pri 
mero se aislô el material con capacidad de coagular espon 
tâneamente y el fibrinôgeno restante? a continuaciôn, se 
sometiô el material aûn en soluciôn a la acciôn de la tem 
peratura (57®C) durante 30 minutes. El material coagulado 
se aislô por centrifugaciôn a 15.000 rpm durante 30 minu­
tes a 4®C.

II.7.1.- Reducciôn de enlaces disulfuro

Para la reducciôn de los enlaces disulfuro y carbo 
ximetilaciôn de estos fragmentos, asl como del fibrinôge­
no y fibrina, se siguiô el método dado por Gollwitzer y 
col. (128).

El fragmente a tratar en cada caso, se disolviô en 
tampôn Tris-HCl 0,08M, pH 8 , urea 8 M, hasta una concentra 
ciôn de 5 mg de protelna/ml.
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Como agente reductor se empleô Ditioeritritol pre­
cedents de los laboratories Sigma. Se anadiô en una con­
centraciôn de 0,02M y se burbujeô N 2  durante unos minutes 
antes de tapar la mezcla de reacciôn, que se mantuvo a 
37®C durante 6  h y toda la noche a temperatura ambiente.

II.7.2.- Carboximeti1ac iôn

Pasado este tiempo se adicionaron unas gotas de tam 
pôn tris-HCl 2M, pH 8 , urea 8 M, para que se mantuviese el 
pH durante la carboximetilaciôn realizada con iodoacetato 
sôdico Sigma, en una concentraciôn 0,08M. Se burbujeô N 2  

durante unos minutos y se dejô la mezcla reaccionando ba­
jo agitaciôn durante 30 min. En esta parte del proceso se 
mantuvo el recipients protegido de la luz, para evitar re 
oxidaciones.

A continuaciôn, y también protegido de la luz, se 
dializô el material frente a tampôn tris-HCl 0,02M, pH 8 , 
urea 8 M, hasta eliminar los reactivos en exceso.

II.8 .- DANSILACION Y DETERMINACÏON DE N-TERMINfiLES

Como ya se indicô, otro de los métodos para una me 
jor caracterizaciôn de los fragmentos producidos en los 
primeros moraentos de la proteolisis del fibrinôgeno con 
tripsina, es el estudio de los aminoâcidos NH 2 -terminales 
y la comparasiôn de éstos con los del fibrinôgeno y fibr^ 
na.
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II.8.1.- Dansllaciôn de protelnas

El reactivo cloruro de dansllo (DNS-Cl) cuya fôrrau 
la descrlta por Gray y Hartley (129) es; l,dimetllamino- 
5 sulfonllnaftaleno, procédante de los laboratorios Sigma, 
reacciona con los grupos aminos primarios, secundarios, 
fenoles y, en algunos casos, con algûn alcohol.

El grupo formado présenta una intensa fluorescen- 
cia en el visible (a 510 nm), al ser excitado en el ultra 
violeta a 365 nm (130). Aunque esta reacciôn no es espec^ 
fica de los grupos a-amino, es fâcil diferenciarlos de los 
demâs y, sin embargo, la uniôn entre el dansilo y el grupo 
amino es enormemente estable y es un método de gran sens^ 
bilidad.

Se siguiô el método descrito por Gross y Labouesse 
(130), con algunas modificaciones. El fragmente protelco, 
tanto complète como separado en sus cadenas, se mantuvo 
disuelto en tampôn tris-HCl 0,02M, pH 8 , urea 8 M, ya que 
es necesario que la estructura espacial de la protelna es 
té desovillada para que se produzca una reacciôn total.

Se tomô una allcuota de protelna disuelta en la so 
lueiôn indicada y se le hizo reaccionar con el cloruro de 
dansilo, siendo la relaciôn de protelna;reactivo de 1 0 :1 .

El reactivo DNS-Cl (Sigma) se disolviô en 100 yl 
de acetonitrilo al 5,393% (p/v) y a continuaciôn se aha­
dieron 250 yl de dimetilformamida, para que no se altéré



55

la velocidad de hidrôlisis del cloruro de dansilo, segûn 
indica Seiller (131).

El reactivo asî preparado se anadiô a la proteîna, 
agitando al mismo tiempo. La mezcla se dejô reaccionar a 
temperatura ambiente durante 3 horas.

Pasado este tiempo se précipité la proteîna dansi- 
lada por adiciôn de acetona Carlo Erba, en un volumen 
igual a 3,5 veces el de la disoluciôn de la proteîna. El 
precipitado se separô por centrifugaciôn. Todo lo ante­
rior estâ de acuerdo con el método seguido por Ayuso (132),

II.8 .1.1.- Hidrôlisis âcida de la proteîna

El material tratado segûn se indica en el apartado 
anterior, se pasô a una ampolla de vidrio con estrangula- 
miento; se anadiô HCl 6,7N hasta una concentraciôn prote^ 
ca de 2 mg/ml y 50 X de una disoluciôn acuosa de fenol 
(4 g/100 ml) para evitar oxidaciones.

Posteriormente se eliminô el aire de la ampolla, 
congelando la soluciôn y haciendo vacîo. Una vez desconge 
lada se volviô a enfriar y se hizo nuevamente vacîo. Esta 
operaciôn se repitiô hasta que no se vieron aparecer bur- 
bujas en el lîquido, al descongelarse.

La hidrôlisis se realizô a 110*C durante 5 h. Des­
pué s de la hidrôlisis se colocaron las muestras a tempera 
turas inferiores a 0*C para paraiizar la reacciôn.
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Los hidrolizados se secaron evaporando a vacîo a 
40*C. La muestra seca se disolviô en metanol, quedando 
dispuesta para cromatografiar.

II.8.2.- Determinaciôn de NH^-terminales

La determinaciôn de los DNS-aminoâcidos présentes 
en el material hidrolizado se realizô mediante cromatogra 
fia bidimensional en capa fina de poliamida, segün el mê- 
todo de Woods y Wang (133). Las plaças procedlan de la ca 
sa Cheng Ching Trading Co. (Taiwan).

El método y materiales usados son los descritos por 
Ayuso (132).

Como soluciones estandar se usaron;
Soluciôn B : DNS-Ala, DNS-Leu, DNS-Gly, DNS-Asp 

" C : DNS-4>Ala, DNS-Pro, DNS-Leu 
A*; DNS-ZNHg But, DNS-4 NH 2  But

Siendo la denominada soluciôn A la que contenla la 
muestra.

Se usaron los solventes ya descritos y se les diô 
el mismo tiempo de desarrollo, siendo:

Disolvente 1 ; Amoniaco al 1% en agua destilada -
45 min.

Disolvente 2 : Fôrmico-butanol-heptano, 1:10:10 -
2 h. 30 min.

Una vez seca la plaça, se iluminô con una fuente de
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luz ultravioleta Desage Uvis con la que es posible ilumi- 
nar a 254 y 366 nm sucesiva o simultâneamente.

En general, los aminoâcidos dansilados exhiben una 
mayor fluorescencia al excitarse a 366 nm, pero existen 
algunos, como la DNS-tirosina, que emiten con coloracidn 
naranja y casi ûnicamente bajo luz de 254 nm.

Con igual têcüica se hicieron una serie de cromato 
gramas con aminoâcidos dansilados conocidos, procédantes 
de Mann Research Lab., New York.

La construccidn de estos mapas de DNS-aminoâcidos 
conocidos y la diferente coloracidn que exhiben algunos 
permite la identificacidn de los aminoâcidos NHg-termina- 
les.

II.9.- CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EN PAPEL Y ELECTROFORESIS
DE ALTO VOLTAJE, PERPENDICULAR

Otro modo de conocer los efectos de la acciôn de la 
tripsina sobre el fibrinôgeno, en los primeros momentos de 
ataque, es estudiando los fragmentos de baja masa molecu­
lar producidos.

Estos fragmentos se obtuvieron por precipitaciôn 
del material de alta masa molecular de los digeridos, con 
TCA al 10% (p/v), concentraciôn final y centrifugaciôn de 
dicho material insoluble.

A continuaciôn se extrajo el TCA de la mezcla con
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êter, en un extractor lîquido-lîquido, tipo Palkin, como 
describe Mihalyi (93). Se hicieron sucesivos cambios del 
éter hasta que la muestra diô pH neutro.

De esta forma quedô dispuesto el material.
La cromatografîa descendante y la electroforesis 

perpendicular se hicieron segün el método dado por Ben­
nett (134)• Se usô papel Whatman n® 3 MM, que se lavô 
con 650 ml de acetato amônico IM. Se aclarô a continua­
ciôn con 2 1. de agua destilada. Se dejô secar durante 
10 min en estufa a temperatures inferiores a 80®C y, el 
resto, a temperatura ambiente.

La cromatografîa descendante se hizo en el sentido 
de mayor diraensiôn del papel.

La muestra se sembrô en un punto que distaba 11,4 
cm del extreme, por el lado mâs largo del papel y 10 cm 
por el mâs corto, segûn se indica en la figura. Se sembrô

^  de 1 a 1,5 mg de mues 
tra, mediante suces^ 
vas apiicaciones se 
guidas de secado, cu_i 
dando que el diémetro 
de la mancha no exce- 
diese de 0,5-0,6 cm. 
Como marcador de fren 
te se puso una peque-

5 cm7-hç
10 cm

vn

46 cm
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na cantidad de rojo fenol.
El papel se introdujo en el tcunpôn por un doblez 

hecho en el mismo, en su menor dimensiôn, por encima del 
punto de aplicaciôn de la muestra y a 2,5 cm del borde . 
Por otro doblez paralelo al anterior y a 6,4 cm del bor­
de, se apoyô sobre una varilla de vidrio que actuô de an- 
tisifôn.

El sistema de solvente usado fuês n-butanol-piridi 
na-êcido acêtico-agua (90:60:18:72) y se desarrollê duran 
te 20 h, a temperatura ambiente y estando la cubeta satu- 
rada de humedad. Todos los productos usados fueron procé­
dantes de los laboratorios Carlo Erba.

Terminada la cromatografîa, se sec6 el papel en es 
tufa a 80*C.

Una vez estuvo bien eliminado todo resto de solven 
te, se realizô la electroforesis de alto voltaje.

El papel se cortô por el doblez realizado a 6,4 cm 
del extreme, dejando una longitud de 48 cm.

Se empleô un tampôn de electroforesis de piridina- 
êcido acético, pH 3,6 (100 ml écido acético glacial Carlo 
Erba+10 ml piridina Carlo Erba diluido hasta 3.000 ml con 
agua). Con él se humedeciô el papel, secando el exceso sin 
que se extendiese la muestra.

La electroforesis se realizô a 2.000 V, 93-120 mA, 
a una temperatura de 18-20®C y durante 60 min.
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El rojo fenol no interfiere en la electroforesis 
puesto que migra hacia el ânodo, mientras que todo el ma­
terial peptldico lo hace hacia el câtodo.

Terminada la electroforesis se sec6 nuevamente en 
estufa a 80*C durante 20 minutos.

Cuando estuvo el papel bien seco se humedeciô con 
una mezcla de ninhidrina-collidina-âcido acético-etanol 
(1 g:80 ml:200 ml:600 ml), siendo todos los productos Car 
lo Erba.

Se secô en estufa a 80*C durante 5-10 min, apare- 
ciendo unas manchas coloreadas en azulado o amarillo.

Se pudo hacer asl un estudio de las variaciones 
ocurridas a lo largo del tiempo, por la acciôn de la tri£ 
sina en los fragmentos de masas moleculares inferiores a 
15.000.
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111.1.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINOGENO BOVINO
CON TRIPSINA

Se han realizado dlgestiones de fibrinôgeno bovi­
no a unas relaciones de protelna:enzima de 100:1 y 250:1.

En todos los casos la temperatura de reacciôn, se 
mantuvo entre 23,5 y 25®C, durante todo el experimento.

111.1.1.- Estudios cinéticos

A partir de las medidas de absorbancia del mate­
rial soluble de cada una de las alicuotas extraîdas a dis 
tintos tiempos de la mezcla de digestiôn, se pudo obtener 
el porcentaje de protelna insolubilizada por la tripsina 
en cada etapa.

Se observô una disminuciôn del material soluble 
en los momentos iniciales de digestiôn (entre 1 y 2 minu­
tos) , dependiendo de la relaciôn protelna:enzima. Este 
proceso se corresponde con la formaciôn espontdnea de un 
coâgulo de aspecto consistante que incluye alrededor de 
un 9% de fibrinôgeno incubado. A partir de este momento 
de la proteolisis, la cantidad de material soluble va en 
aumento râpidamente y el coâgulo formado no sôlo disminu- 
ye en tamano, sino que paralelamente su aspecto se hace
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menos compacte y mâs fScilmente disgregable por acciôn me 
cânida. Por ûltimo se llega a un estado en que prâctica- 
mente todo el material es soluble de un modo permanente.

Todos estos resultados se pueden visualizar en la 
figura 2.1, donde se ha representado la cantidad de pro- 
teîna coagulada por la tripsina en funciôn del tierapo, pa 
ra un experimento realizado con una proporciôn de fibrinô 
genostripsina de 100:1.

No se observa una clara diferencia en las propor- 
clones coaguladas por tripsina cuando se emplea una pro­
porciôn mener de enzima, ya que en las condiciones estu- 
diadas se obtienen unes valores de 9,8 y 8% respectivamen 
te a 100:1 y 250:1.

La electroforesis de cada una de las etapas de pro 
teolisis proporcionô informaciôn complementaria a les da 
tes obtenidos.

En les densitogramas de la figura 3 se observa que 
en las muestras de las etapas de proteolisis correspon- 
dientes al minime de solubilidad existlan moléculas de fi 
brinôgeno intactas y una gana muy amplia de fragmentes de 
alta masa molecular que habrîa que incluir dentro de les 
denominados fragmentes X (curva a).

A medida que avanza el tiempo de proteolisis en las 
etapas correspondientes al trame de curva de elevada pen- 
diente positiva, la proporciôn de fibrinôgeno intacte dis
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FIGURA 3

b -8  min.0-1 min.

c~32m ln .

e -  >128 min.

*4"
Perfiles electroforéticos de los productos de proteolisis de 
fibrinôgeno bovino con tripsina (relaciôn 250:1) a distintos

tiempos de incubaciôn.
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rolnuye y los fragmentes X de mayor masa molecular se van 
transformando en fragmentes X de mayor movllidad (curva b).

Por ültimo, en las etapas Incluîdas en la parte 
asintdtlca de la grdfica, se hacen présentes, de modo su- 
cesivo, los fragmentes Y, D y E (curvas c y d), llegdndo- 
se por fin a un estado en que s61o aparecen fragmentes D 
y E en una proporciôn constante (curva e).

III.1.2.- Material coagulable por trombina

Cada una de las etapas de la digestiôn de fibrinô­
geno bovino por tripsina se sometieron a continuaciôn a 
la acciôn de la trombina, con el fin de estudiar los efec 
tes de este segundo enzima sobre los fragmentes obtenidos. 
Un conocimiento mâs exacte de sus efectos se tuvo por me­
dida de la absorciôn, en la regiôn del U.V., del material 
soluble restante.

Para tiempo cero de acciôn con la tripsina queda , 
tras el tratamiento con trombina, un 5+0,5% del material 
inicial en soluclôn, para todos los experimentos.

El avance de la acciôn proteolitica de la tripsina 
lleva emparejada una disminuciôn de la capacidad de coagu 
lar por acciôn de la trombina de los fragmentes origina- 
dos, hasta llegar al tramo asintôtico de la curva corres- 
pondiente a la acciôn de la tripsina, en que el material 
en soluciôn no es coagulable, como puede verse en la figu
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ra 2 , curva II.
Los estudios por electroforesis en gel de poliacril 

axnida (figura 4) ponen de manifiesto que la acciôn de la 
trombina hace coagular lo que queda del fibrinôgeno intac 
to, como era de esperar, existiendo una clara selectlvidad 
sobre los fragmentes X de baja movllidad, que desaparecen 
por complete de la fracciôn soluble, como se ve comparando 
el densitograma b con el b*.

Sin embargo, permanecieron los fragmentes X de ma­
yor movllidad, al igual que los fragmentes Y, D y E.

III.1.3.- Material coagulable por acciôn de la temperature

Por ûltimo, material tratado con tripsina a diferen 
tes tiempos sa sometiô a una temperature de 57®C durante 
30 min, con lo que se consiguiô la coagulaciôn de los fra£ 
mentes de masa molecular superior a 60.000 (135).

Se observa que incluse en las primeras etapas, co­
rrespondientes al mâximo de coagulaciôn por acciôn de la 
tripsina, se lograron unes niveles del 5+0,5% de material 
soluble que coincide precisamente con el material no coa- 
gulado por la trombina.

La cantidad de material termosoluble sigue aumen- 
tando râpidamente hasta alcanzar un valor casi estable de 
un 47+1%, como puede verse en la figura 2, curva III. Es­
ta situaciôn corresponde a la presencia de fragmentes E y



FIGURA 4

b ' -  8 min.

c ' -  32 min.

D

d '-  6^ min.

+
Perfiles electroforéticos de los productos solubles resu^ 
tantes de proteolisis de fibrinôgeno con tripsina (250:1), 

seguida de incubaciôn con trombina.
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otros de menor masa molecular, exclusivamente.

III.2.- PROTEOLISIS COIÎTROLADA DE FIBRINOGENO BOVINO CON 
TRIPSINA EN PRESENCIA DE ACIDO e-AMINOCAPROICO

Se hicieron estudios a diferentes tiempos de incu 
bacidn del fibrinôgeno con tripsina para relaciones varia 
bles dadas de sustrato:enzima. As! se realizaron experi­
mentos en las relaciones 40:1, 70:1. 250:1 y 500:1 de fi­
brinôgeno :tripsina.

Todos ellos se realizaron a una temperatura de 
23,5 - 25*C y en presencia de âcido e-aminocaproico al 5% 
(p/v), que es un conocido inhibidor competitive de la 
tripsina (136), con el fin de seguir con mayor facilidad 
las etapas iniciales.

III.2.1.- Estudios cinêticos

Por medidas de absorciôn de la fracciôn soluble pa 
ra cada tiempo de incubaciôn se observa un comportamiento 
del mismo tipo que en ausencia de âcido e-aminocaproico , 
como se ve comparando las figuras 2 y 5. Aunque es eviden 
te una mayor proporciôn de material coagulado y una asime 
tria del minime de solubilidad por acciôn enzimâtica que 
indica que la velocidad de formaciôn de material insolu­
ble es mucho mayor que la de redicoluciôn por la continu! 
dad de la proteolisis (figura 5.1).

La situaciôn de material soluble minime se alcanzô
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entre los 1 y 6 minutes iniciales de incubaciôn, dependien 
do de la relaciôn de fibrinôgenosenzima usada.

La cantidad mâxima de material coagulado por la 
tripsina para cada una de las relaciones empleadas, viene 
especificada en la tabla II.

TABLA II
Coagulaciôn de fibrinôgeno bovino por acciôn de la 
tripsina, en presencia de âcido c-amlnocaproico

(5% p/v)

Relaciôn FNsT % material coagulado 
mâximo

Tiempo 
(min. )

500:1 43 -
250:1 46 4—8
70:1 72 2
40:1 II 1

La proporciôn de material coagulado es considera­
ble, sobrepasando el 50% del material coagulable por trom 
bina. Se observa un valor mâs alto a una relaciôn determi 
nada: 70:1, lo que sugiere, como cabria esperar, la pre­
sencia de dos procesos de velocidades distintas que compi 
ten. Por una parte, la formaciôn de fibrina insoluble y, 
por otra, la de productos de alta masa molecular solubles.

Se comprueba por electroforesis de zona en gel de 
poliacrilamida, en presencia de SDS (figura 6) que los dis
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tintos fragmentes présentes en las diferentes etapas de 
proteolisis son comparables a los obtenidos en ausencia 
de âcido e-aminocaprolco.

Ademâs, dichos fragmentes aparecen en etapas co­
rrespondientes a las de anteriores experimentos, como se 
ve comparando las figuras 2 y 3 con las 5 y 6.

111.2.2.- Material coagulable por trombina

Como puede verse en la figura 5 curva II, el mate­
rial inicial era de una coagulabilidad del 95+0,5%. Sin 
embargo, al aumentar el tiempo de la incubacidn., la coagu 
labilidad de las muestras con trombina se aproxima a la 
conseguida con tripsina y se llega a una situaciôn en la 
cual todo el material susceptible de coagular, lo ha sido 
por la tripsina.

111.2.3.- Material coagulable por acciôn de la temperatura

Con este tratamiento se obtienen resultados semejan 
tes a los conseguidos en ausencia de âcido e-aminocaproi- 
co, como se ve comparando las figuras 2 curva III y 5 cur 
va III, con la diferencia de que para alcanzar el valor 
limite de alrededor de un 45%, se necesitan tiempos mucho 
mayores.
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III.3.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINOGENO HÜMANO CON 
TRIPSINA y PLASMINA

A partir de estudios previos de proteolisis so­
bre fibrinôgeno bovino se pasô a trabajar con material de 
procedencia humana, dado el mayor interês en relaciôn con 
su aplicaciôn clinica directa.

Se hizo un estudio comparative de los efectos pro­
duc idos por la tripsina y la plasmina sobre un mismo sus­
trato, fibrinôgeno o fibrina, segün los casos.

III.3.1.- Estudios cinêticos con tripsina

Se usaron las relaciones de enzima:sustrato de 
1:100, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000 y 1:4000, lo que nos 
permitiô no sôlo conocer las distintas etapas de degrada- 
ciôn del fibrinôgeno humano a lo largo del tiempo, sino 
taunbién las condiciones mâs favorables bajo las que se 
puede pasar de la etapa insoluble de la fibrina a los di£ 
tintos FDP o productos de degradaciôn del fibrinôgeno so­
lubles .

Todos estos estudios se llevaron a cabo a una tem­
peratura comprendida entre 23,5 y 25®C, incluso los reali 
zados en pH-estato.

Como en casos anteriores, la primera deterrainaciôn 
que se llevÔ a cabo fué la cantidad de material soluble 
restante en cada una de las etapas después del tratamien-
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to con tripsina.
Taunbién se obtiene para estos experimentos un per- 

fil que podrla dividirse en 3 regiones, como puede verse 
en la figura 7, curva I: Un primer tramo de elevada pen- 
diente negative en la que aumenta el material insoluble 
con el tiempo de proteolisis, una segunda zona de pendien 
te positiva menos brusca que la primera, en la que comien 
za la solubilizaciôn del fibrinôgeno coagulado, y una ter 
cera de estabilizaciôn, de crecimiento asintôtico hacia 
el 100% de material soluble inicial.

Sin embargo, con relaciones muy pequenas de enzima, 
como en la relaciôn 2000:1 y en la 4000:1, el primer tra­
mo se ve, a su vez, claramente dividido en dos etapas, co 
mo puede apreciarse en la figura 8, curva I. Una primera 
parte con una gran velocidad de reacciôn y, tras una pe- 
quena meseta, un segundo proceso de menor pendiente, aun­
que tambiên negative. Este ûltimo lleva emparejado en to­
dos los casos un aumento en la resistencia del coâgulo 
formado, con relaciôn a las primeras etapas.

Atendiendo a la cantidad de material coagulado en 
la etapa mâs favorable de cada una de las cinêticas, se 
obtuvieron los resultados reflejados en la tabla III.

Como puede verse la cantidad de material coagulado 
por acciôn proteolitica de la tripsina, en la situaciôn 
mâs favorable, varia al hacerlo la proporciôn de tripsina
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TABLA III
Coagulaciôn de fibrinôgeno humano por acciôn 

de la tripsina

Relaciôn FN:T Valor mâximo de 
material coagulado

Tiempo 
(min. )

100:1 11 % 1
250:1 12 % 1
500:1 25 % 2

1000:1 47 % 4
2000:1 14 % 8
4000:1 18 % 32

présente en el medio de reacciôn, existiendo una relaciôn 
1000:1, que parece ser la ôptima, como ocurre con el fi­
brinôgeno bovino. Sin embargo, esta relaciôn es claramen­
te distinta a la obtenida en aquel caso.

Para la determinaciôn del nûmero de enlaces rotos 
durante la digestiôn enzimâtica con tripsina, se empleô un 
pH-estato, como se ha descrito anteriormente.

La relaciôn de fibrinôgeno:tripsina empleada fué de 
500:1, estando el fibrinôgeno a una concentraciôn de 5 mg/ 
ml.

Convirtiendo los resultados expérimentales a équi­
valentes de NaOH por mol de fibrinôgeno para cada tiempo, 
se obtuvo la gréfica representada en la figura 9. Por es-
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tos datos se puede conocer el ndmero de enlaces peptldlcos 
rotos por el enzima por mol de fibrinôgeno en cada Instan 
te. Se comprueba que en los primeros momentos de ataque 
por la tripsina, el ndmero de enlaces rotos es grande, co 
rrespondlendo a la etapa de mdxima coagulaciôn por tripsi 
na, ün valor de 4-5 enlaces rotos por molêcula de fibrinô 
geno.

El valor final obtenido fué de 46 enlaces peptldi- 
cos rotos por mol de fibrinôgeno inicial.

Como puede verse en la figura 10, por electrofore­
sis de cada una de las etapas de proteolisis, se comprue­
ba que estân présentes las especies moleculares que se es 
pecifican en la tabla IV, ademâs de otras de menor tamano 
molecular (<15.000 Dalton-)• Todas las masas moleculares 
determinadas por E6PA en la présente Memoria tienen un 
error estimado de +10%. En los distintos densitogramas, 
ademés del tiempo de incubaciôn con tripsina figura el nd 
mero de enlaces peptldicos cortados por molécule de fibri^ 
nôgeno original de la muestra. Se observa que antes de 
que aparezcan los fragmentos Y se han roto un ndmero supe 
rior a 24 enlaces por molécule.

No obstante, al ser un proceso dinémico, la apari-
ciôn y desapariciôn de los distintos fragmentos fué paula
tina, siguiendo el sentido descendente de la tabla.



FIGURA 10

b - 8  min.

16 eq. /m o U c .

0 - 2  min.

6 e q . / m o le c .

.d - 3 2  min.

31 eq. / molec.

c -1 6  min. 

24eq. /m o le c .

X
f - 1 2 8  min. D 

42 e q . / m o le c . '38 eq. /molec.I

Perfiles electroforéticos de los productos de proteolisis 
de fibrinôgeno humano con tripsina (relaciôn 500:1).
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Ease de proteolisis Especie molecular Mcusa
molecular

De formaciôn de Trazas fibrinôgeno 340.000
material coagulable Anplia gama x 300.000-250.000
De pêrdida de X de mayor novilidad 270.000-210.000
material coagulado /̂ sariciôn de Y 170.000

X de mayor movilidad 260.000
De estabilizaciôn del y 170.000
material soluble n ftençrano 100.000

° [tardio 80.000
[e 46.000

III.3.2.- Material coagulable por trombina

Como puede verse en la figura 7 curva II, una vez 
alcanzado el mâximo de coagulaciôn con tripsina, el mate­
rial soluble no contiene especies coagulables por trombi­
na, por lo que las curvas I y II se superponen a diferen­
cia de la que se observa en el caso del fibrinôgeno bovi­
no. Este fenômeno se cumple en todos los casos estudiados 
para relaciones inferiores a 1000:1.

Sin embargo, segôn se observa en la figura 8 curva 
II, para las proteolisis con relaciones 2000:1 y 4000:1 
de proteina:enzima pueden verse, mediante medidas de ab­
sorciôn del material soluble, dos fases para la etapa corn 
prendida entre el comienzo de la digestiôn enzimâtica y el
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punto de mâxima coagulaciôn de material por acciôn de la 
tripsina.

Por electroforesis en gel de poliacrilamida (figu­
ra 11) se observa que el material coagulado por acciôn de 
la trombina es exclusivamente el fibrinôgeno intacto y 
los fragmentos X de mâs elevada masa molecular, mientras 
que permanecen por no ser coagulables los fragmentos X de 
mayor movilidad, al igual que los Y, D y E y fragmentos 
peptldicos mâs pequenos.

111.3.3.- Material coagulable por acciôn de la temperatura

Como se ve en las figuras 7 y 8 curva III, ya des- 
de los momentos iniciales de proteolisis estâ présente una 
cierta cantidad de material termoestable capaz de ser de- 
tectado en el Ü.V., no superior a un 7% y dependiente, en 
proporciôn directa, de la cantidad de tripsina présente en 
el medio de reacciôn.

En el estado de digestiôn enzimâtica en que los ûn^ 
COS fragmentos de elevada masa molecular son los D y E, la 
cantidad de material termoestable es del 48-49%.

111.3.4.- Material soluble en TCA al 10%

Determinando el material soluble en TCA al 10% se 
puede tener conocimiento del material peptidico de maca 
molecular inferior a 15.000-16.000 (93) que es capaz de 
ser detectado mediante medidas de absorciôn a 280 nm.
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Como se ve en las figuras 7 y 8 curva IV, la canti­
dad de material es siempre inferior a la de material ter­
moestable a 57®C, llegando a un 21-22% del material ini­
cial durante las ûltimas etapas de proteolisis estudiadas 
en este trabajo.

III.3.5.- Estudios cinêticos con plasmina

Se realizô un estudio en pH-estato a una temperatu 
ra de 23,5-25®C y con unas relaciones de fibrinôgeno;pla£ 
mina de 250:1 y 150:1 (p/p).

Como puede verse en la figura 12, se produce una 
rotura de enlaces peptldicos mucho mâs lentà que la obser 
vada con la tripsina, ademâs de no presenter un aumento 
râpido del nâmero de enlaces cortados hasta alcanzar un 
valor prâcticamente constante. En este caso, incluso des­
pués de los 200 primeros minutes prosigue, aunque mâs len 
tamente, la rupture de enlaces hasta alcanzar el valor de 
29 équivalentes de NaOH por mol de fibrinôgeno a las 20 
horas de proteolisis.

En la figura 13 se muestran los densitogramas co­
rrespondientes a la electroforesis en gel de poliacrilam£ 
da (EGPA) de distintas muestras incubadas con plasmina du 
rante tiempos crecientes.

Ademâs del tiempo de incubaciôn figura en cada ca­
so el ndmero de enlaces rotos durante la proteolisis por
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molécula de flbrindgeno inlclal. Las distintas bandas han 
sido identiflcadas por su movilidad de acuerdo con la no­
menclature empleada por Marder y Budzynski (81), no apre- 
ciândose por otro lado, diferencias con respecto a las 
masas moleculares de las especles encontradas por acciôn 
de la tripsina, lo cual justifica el empleo de la misma 
denominaciôn en eunbos casos.

En la tabla V se muestran las masas moleculares ob 
tenidas a partir de la movilidad electroforêtica en dis­
tintas etapas de proteolisis. Ademâs de los fragmentes mâs 
caracterizados X, Y, D y E se observa la presencia de es-̂  
pecies degradadas por la proteoliëis al aumentar el tiem- 
po de incubacidn.

III.4.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINOGENO HUMANO CON 
TRIPSINA EN PRESENCIA DE ACIDO e-AMINOCAPROICO

III.4.1.- Estudios cinéticos

Se hicieron estudios de los productos de diges- 
tiôn producidos por acciôn de la tripsina, en presencia 
de âcido e-aminocaproico al 5% (p/v), a lo largo del tiem 
po, para una relaciôn conocida de fibrinôgeno humano;tri£ 
sina. Estos experiraentos se reprodujeron para unas rela- 
ciones 250:1, 500:1, 1000:1 y 2000:1, con el fin de cono- 
cer las condiciones de proteolisis mâs favorables.

En todos los casos se trabajô a una temperatura de
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TABLA V

Fragmente
Masas moleculares obtenidas

Fase de forma- 
ci6n de mate­
rial coagulable

Fase de pêrdida 
de material 
côagulado

Fase de estabiliza 
ci6n del material 

soluble

FN

D temprano 
D tardlo 
DP 1 
E
DP 2 
DP 3 
DP 4 
DP 5

Familia P

340.000
280.000 
200.000

340.000(trazas)
[255.000
[190.000
155.000
100.000

75.000

38.000
30.000
23.000

11.000
9.500

340.000(trazas)
240.000
190.000
155.000
100.000
80.000

45.000
36.000

(trazas)

19.000
10.500
8.200

23,5-25*C y el âcido E-aminocaproico se encontraba en el me­
dio de reacciôn en el momento de adiciôn de la enzima.

De esta forma se pudieron comparer los resultados ob- 
tenidos en presencia y ausencia de dicho compuesto y estu- 
diar las diferencias obtenidas.
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La variacidn del material coagulado por accidn de 
la tripsina se ve en la figura 14 curva I. En las etapas 
iniciales de digestiôn con tripsina hay un descenso râp^ 
do del material en soluciôn reflejado en la formacidn de 
un coâgulo consistente. Se obtiene la mâxima coagulacidn 
en un periodo de tiempo comprendido entre los 2 y 60 mi- 
nutos iniciales, dependiendo directamente de la propor- 
cidn relative de tripsina présente en el medio de reac- 
cidn.

Los valores mâximos de coagulacidn obtenidos se es  

pecifican a continuacidn, en la tabla VI, siendo la rela- 
cidn 2000:1 la mâs favorable.

TABLA VI
Coagulacidn de fibrindgeno humano por accidn 

de la tripsina, en presencia de âcido 
e-aminocaproico (5% p/v)

Relacidn 
PN;T

% material coagulado 
mâximo

Tiempo
(min.)

250:1 21 2-4
500:1 25 4

1000 si 31 16
2000:1 32 60

Segün se ve en la figura 15, para las digestiones 
enzimâticas mâs lentas, es decir, para las relaciones 
1000:1 y 2000:1, puede apreciarse que en esta primera eta
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pa se superponen dos procesos con distintas velocidades, 
puesto que hay una inflexidn en la pendiente.

Durante el resto del proceso, los reéultados obte­
nidos son semejantes a los de los otros casos.

111.4.2.- Material coagulable por trombina

111.4.3.- Material coagulable por accidn de la temperatura

Como puede verse en la figura 14 curva II, por ac­
cidn de la trombina hay una mayor cantidad relative de ma 
terial coagulado, lo que indica que contrariamente a lo 
que sucede en ausencia de âcido e-aminocaproico todavia 
existe material coagulable cuando comienza a disminuir el 
material coagulado por la tripsina. Sin embargo, el mate­
rial termoestable alcanza niveles mâs bajos que los obser 
vados en ausencia del âcido e-aminocaproico (figura 14 
curva III).

111.4.4.- Material soluble en TCA al 10%

Segûn se ve en la figura 14 curva IV, la cantidad 
de material soluble tras el tratamiento con âcido triclo- 
roacético al 10% de concentraciôn final, es mucho menor 
que el tratamiento con calor.

Se observa que el aumento de pêptidos es pequeno 
para los tiempos de incubacidn en los que aparece coâgulo, 
aumentando casi linealmente con el tiempo.
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III.5.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINOGENO HUMANO CON 
TRIPSINA EN UREA 3,5M

Con estos experlmentos se guieren estudlar las mo 
dlficaclones sufridas en los productos de proteolisis al 
encontrarse el sustrato en un medio ligeramente desovillan 
te de la proteina y para el que el enzima mantiene una ac 
tividad apreciable.

Por otro lado, tienen un fin comparativo con estu­
dios sobre fibrina solubilizada en el mismo medio, siendo 
as! posible comparar los resultados y estudiar las posi- 
bles diferencias obtenidas.

III.5.1.- Estudios cinêticos

El estudio se realizd a una relacidn de fibrinôge­
no: tripsina = 500:1, en NaCl 0,15M, urea 3,5M, pH 7,5. La 
concentraciôn de fibrinôgeno fuê de 5 mg/ml y la diges­
tiôn enzimâtica se realizô a una temperatura de 23,5-25®C.

Con el fin de determiner si en estas condiciones 
el efecto de la tripsina es comparable al observado en 
presencia de urea, una vez detenida la proteolisis por 
adiciôn de inhibidor, las muestras obtenidas a distintos 
tiempos de incubaciôn se sometieron a una diâlisis exhau£ 
tiva con el fin de eliminar totalmente la urea.

Como se ve en la figura 16 curva I, existe una pr^ 
mera fase en la que el material obtenido es insoluble en



VD

g
g
HpL,

H  0  
H

LO 0

in rrt

0  ü

in w

A d 
H  C3

vavinovoo vNi3ioad %



80

dlsoluclôn sallna hasta un 28% en el caso mâs favorable 
de formaclôn de coâgulo. Posteriormente hay un aumento 
del material en disoluciôn, pero, en ningûn caso se llega 
a un estado de recuperaciôn total del material, ya que a 
medida que avanza la proteolisis existe una pêrdida de 
fragmentes peptidicos debida a la diâlisis. Por ello se 
consigne hasta un 80% del material inicial y a partir de 
ese punto hay nueva dis&inuciôn de la cantidad de protei­
na présente en las muestras.

Se realizaron unà serie de proteolisis controlando 
con un pH-estato él nûmero de enlaces rotos por molécula 
inicial, en cada una de las etapas de proteolisis estudia 
das. Los resultados se muestran en la figura 17.

Comparando con la figura 9 se observa que la rotu- 
ra de uniones peptidicas es ligeramente mâs lenta que pa­
ra el fibrinôgeno en ausencia de urea, durante las prime­
ras etapas de la cinêtica. Sin embargo, aûn cuando para 
la cantidad de material soluble se alcanza la fase de es- 
tabilizaciôn, la tripsina continua su acciôn sobre los 
productos de digestiôn logrados, llegândose en este caso 
a un total de 61 enlaces rotos por molécula de fibrinôge­
no, al cabo de 8 horas de digestiôn.

Al someter muestras de las distintas etapas de pro 
teolisis a electroforesis en gel, se obtienen unos densi- 
togramas mâs complejos que en casos anteriores, como pue-
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de apreciarse en la figura 18.
Durante la primera y segunda fase de la proteolisis 

se détecta una banda electroforêtica correspondiente al f^ 
brinôgeno (figura 18 a) que va haciéndose cuantitativamen 
te menor al avanzar el ataque enzimêtico.

Junto a dicha banda esté présente, desde los prime 
ros momentos de ataque, la correspondiente al fragmente X 
que, como en casos anteriores, esté forraada por una fami­
lia de entidades moleculares cuyo tamano oscila entre
280.000 + 10% y 220.000 + 10% Salton*. Con el avance del 
ataque enzimêtico hay un desplazamiento de los valores 
mâs altos de X a los de menor masa molecular, como puede 
apreciarse en el densitograma de la figura 18 b.

Posteriormente aparecen bandas electroforéticas co 
rrespondientes a los fragmentos Y y D, pero ademâs otras 
intermedias de 130.000+10%, 75.000+10% y 65.000+10% Dal- 
tonf (figura 18 c), a los que se asignan las denominacio- 
nes A, Bg y B^, respectivamente.

Mâs tarde se hace patente una banda electroforêti­
ca a la que corresponde un valor de 46.000+10% citons y 
que se identifies, por tanto, como el fragmente E. Al mi£ 
mo tiempo se observa otra especie molecular cuya movili­
dad relativa corresponde a una masa molecular de 32.000+10% 
(figura 18 d) que denominamos fragmente C.

Todos estos dates se recogen en la tabla VII.
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TABLA VII

Fragmente Masa molecular (EGPA)

FN 340.000
X 280.000

220.000
y 170.000
A 130.000
D 95.000

75.000
Bx 65.000
£ 46.000
C 32.000

Otros fragmentos de masa molecular mâs peguena , 
que estân présentes en proporciôn considerable desde las 
primeras etapas de proteolisis,van disminuyendo su tama­
no con el avance del ataque enzimâtico, ya que aumenta su 
movilidad, llegando a no ser apenas observables en las 
timas etapas, debido a las condiciones en las que se rea- 
l i z 6  la electroforesis.

A partir de las âreas de los picos observados en 
los densitogramas y de las masas moleculares correspon- 
dientes a cada especie, se ha hecho un estudio de la ciné 
tica de formaciôn y degradaciôn de los distintos fragmen­
tos a lo largo de la proteolisis. En la figura 19 se re­
présenta el tanto por ciento de molêculas de cada especie 
a lo largo del tiempo, tomando como 100% el ndmero de mo-
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lêculas de fibrinôgeno de que se partiô inicialmente.
Se observa cômo la cantidad de fibrinôgeno descien 

de râpidamente en forma exponencial en favor del fragmen­
te X, que présenta un râpido incremento coïncidente en el 
tiempo, con la desapariciôn del fibrinôgeno, para luego 
disminuir a su vez mâs lentamente.

La degradaciôn de X va acompanada de la apariciôn 
de los fragmentos Y, A, D y B. La cantidad de Y présente 
en las muestras pasa por un mâximo, retrasado con rela­
ciôn al del X y que casi coincide con la apariciôn de los 
fragmentos E y C. A partir de esta etapa, Y empieza a dis 
minuir lentamente.

Es de resaltar que la cinêtica del fragmente A es
semejante a la del Y, aunque aparece en mucha menor pro-
porciôn y présenta un mâximo algo mâs retrasado.

Los fragmentos D y B tienen un crecimiento parale-
lo que coincide con la desapariciôn del X, mientras que 
el E crece a medida que disminuye el fragmente Y.

Por otra parte, el fragmente C muestra un creci­
miento mâs lento que los demâs productos de degradaciôn.

III.5.2.- Material coagulable por trombina

El material proteolizado con tripsina, una vez dia 
lizado frente a un medio libre de urea se tratô a conti- 
nuaciôn con trombina. Como se ve en la figura 16 curva II,
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el resultado de la proteolisis produce un material solu­
ble que todavia es en parte susceptible de coagular por 
la trombina, hasta que se alcanza un grado de fragmenta- 
ci6n para el cual no se observa mâs coagulacidn.

III.6.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINA SOLUBLE CON 
TRIPSINA y PLASMINA

Para estos experimentos se partiô de fibrina obte 
nida como se indica en las técnicas expérimentales, redi- 
suelta en NaCl 0,15M, pH 7,5 y urea 2,35 Ô 3,5M, segûn 
los casos. Se usô una concentraciôn de proteina de 
5 mg/ml.

Por experimentos de velocidad de sedimentaciôn ut^ 
lizando ôptica Schlieren se identificaron las especies mo 
leculares o estados de agregaciôn de la fibrina en urea
3,5 y 2,35M, asl como la proporciôn de cada una de ellas; 
los resultados se detallan mâs adelante (vease tabla X).

En urea 3,5M toda la proteina estâ inclulda en un 
pico homogéneo con un coeficiente de sedimentaciôn igual 
al que se détermina para el fibrinôgeno en las mismas con 
diciones.

Sin embargo, para urea 2,35M, el material estâ re- 
partido en très picos bastante simêtricos y diferentes 
âreas cuyas proporciones vienen indicadas en la tabla X 
ya mencionada. En estas condiciones el componente que se-
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dimenta mâs lentamente (s = 6,1 S) es el que tlene el mis 
mo tamano que el fibrinôgeno, apareciendo especies molecu 
lares de mayor coeficiente de sedimentaciôn por formaciôn 
de polimeros de fibrina.

Tambiên se estudiô fibrina disuelta en NaCl 0,15M, 
urea 2,35M, pH 6,75 (tabla X), viendo que el proceso estâ 
aûn mâs desplazado hacia agregados de mayor masa molecu­
lar. Este paso se ha producido variando exclusivamente el 
pH hacia valores mâs âcidos.

III.6.1.- Estudios cinêticos sobre fibrina soluble en 
NaCl 0,15M, urea 2,35M, pH 7,5

El estudio se realizô en pH-estato en idénticas 
condiciones a las descritas anteriormente, manteniendo el 
pH de reacciôn en 7,5. La relaciôn de fibrina:tripsina em 
pleada fuê de 500:1.

En primer lugar se determinÔ el nûmero de enlaces 
rotos por molécula de fibrinôgeno inicial, llegândose a 
los resultados que se indican en la figura 20. Se ve que 
durante los primeros momentos, la proteolisis ocurre con 
gran velocidad, ya que en el primer minute se llega a un 
total de 7 enlaces rotos. A partir de este punto, la velo 
cidad de rotura de enlaces peptidicos va disminuyendo a 
lo largo del tiempo de una forma constante, haciéndose la 
pendiente menor que en el caso de la proteolisis del fi-
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brinôgeno en la misma proporciôn de enzima, sin embargo, 
el nûmero de enlaces rotos a los 200 min es mucho mayor, 
llegândose a 72 enlaces rotos por molécula de fibrina ini 
cial, cuando la velocidad de nuevas roturas es ya muy 
lenta.

Una vez eliminada la urea de cada una de las mues­
tras mediante diâlisis, se determinÔ la cantidad de mate­
rial soluble en las distintas etapas, llegando a los re­
sultados de la figura 21. Este material corresponde a los 
productos de degradaciôn por la acciôn de la tripsina so­
bre la fibrina, que han perdido la capacidad de coagular.

Como se ve en la figura 21, durante los primeros 
momentos de ataque hay una râpida pêrdida de la coagulab^ 
lidad de forma que para la relaciôn de proteina:enzima 
usada, al cabo de los 4 primeros minutes ha disminuido en 
un 20% la coagulabilidad. Sin embargo, el coâgulo retira- 
do de estas fracciones es consistente a la acciôn mecâni- 
ca.

En los siguientes 12 minutos, la cantidad de mate­
rial soluble se mantiene en unos valores prôximos al 30%; 
sin embargo, el coâgulo pierde su resistencia.

Posteriormente, hay otra râpida disminuciôn en la 
coagulabilidad. El coâgulo obtenido en estas etapas sigue 
siendo poco consistente, llegando a tomar aspecto de pe­
queno precipitado en muestras correspondientes a un trata
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mlento con tripsina superior a 64 minutos. A los 128 minu 
tos estâ en estado soluble mâs del 90% del material, ten- 
diendo a partir de este punto y de forma asintôtica al 
100% de material inicial en estado soluble. Se llegd a 
unos niAreles del 100% de material soluble a pesar de la 
diâlisis, ya que en este caso se usô una membrana (Vis- 
king) de poro mâs fino que sôlo deja pasar material de ba 
ja masa molecular que no absorbe a 280 nm.

En la figura 22 se ven los fragmentos obtenidos en 
las distintas etapas de proteolisis. En los primeros mo­
mentos, la mayor parte del material sigue como fibrina , 
como se ve en la figura 22a. Sin embargo, la cantidad de 
fibrina va disminuyendo en favor de la formaciôn de frag­
mentos con la misma movilidad que los X obtenidos de fi­
brinôgeno, como se ve comparando los densitogramas 22,a y 
22,b y fragmentos de baja masa molecular desde los momen­
tos iniciales de proteolisis, como los observados en el 
caso del fibrinôgeno por rotura de unos 7 enlaces/molécu- 
la.

Como se ve en la figura 22c, este proceso de degra 
daciôn de la fibrina en favor del fragmente X continüa en 
la etapa en que apenas hay pêrdida de coagulabilidad, aun 
que se ha roto un promedio de 19 enlaces/molécula, pero 
el coâgulo formado pierde su consistencia.

Cuando el coâgulo formado tras la diâlisis ya no
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Perfiles electroforêticos de los productos de proteolisis de 
fibrina humana con tripsina (relaciôn 500:1) en urea 2,35M.
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es consistente y disminuye con respecto al total de la pro 
teina présente, van apareciendo los fragmentos Y y D. Al 
final de esta etapa, a los 128 minutos (figura 22d), no 
existe prdcticamente fibrina, y si fragmentos X tardlos,
Y y D, empezando a formarse el fragmente E. Sin embargo , 
para la concentraciôn de urea de 2,35M, apenas se hacen 
visibles los fragmentos A, y Bg.

A las 8 horas, etapa correspondiente a la fase de 
estabilizaciôn de material soluble (figura 22e) quedan s6 
lo restes de X de muy alta movilidad y el fragmente Y em­
pieza a disminuir* Sin embargo, los fragmentos D y E han 
aumentado mucho y algo, aunque en baja proporciôn, los B^ 
y Bg. Los fragmentos peptidicos han ido disminuyendo su 
masa molecular a lo largo de la proteolisis.

111.6*2.- Estudios cinêticos sobre monômero de fibrina 
en NaCl 0,15M, urea 3,5M, pH 7,5

También en este caso se hizo use del pH-estato , 
tanto para los estudios con tripsina como con plasmina , 
bajo las condiciones acostumbradas.

III.6.2.1.- Digestiôn con tripsina

Se empleô una relaciôn de fibrina:tripsina de
500:1.

Atendiendo al nûmero de enlaces rotos en cada una 
de las etapas de la proteolisis con tripsina, hay claras
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diferencias de comportamlento entre la fibrina polimeriza 
da en gran parte en urea 2,35M y la que se encuentra en 
forma de monômero en urea 3,5M, como se comprueba compa­
rando las figuras 20 y 23, respectivamente.

Asi, vemos en la figura 23 que durante los 2 prime 
ros minutos de proteolisis, la tripsina actôa muy lenta­
mente sobre la fibrina en urea 3,SM (1 enlace roto).

Posteriormente, aumenta algo la velocidad de rotu­
ra de enlaces peptidicos, aunque sigue siendo mâs lenta 
que en urea 2,35M. A las 4 h de proteolisis se han roto 
40 enlaces peptidicos, en urea 3,5M, mientras que en urea 
2,35M se alcanza el valor de 71 enlaces rotos por molécu­
la de fibrina inicial.

Sin embargo, una vez transcurridas més de 7 horas 
de proteolisis, la velocidad de acciôn de la tripsina cre 
ce enormemente, llegândose en nuestro caso a un valor fi­
nal de 87,5 enlaces rotos por molécula de fibrina inicial 
en urea 3,5M.

Una vez eliminada totalmente la urea del medio por 
diâlisis, de todas las etapas de proteolisis, se obtiene 
coagulaciôn de material en los primeros estados de diges­
tiôn enzimâtica. En nuestro caso, hay formaciôn de coâgu­
lo consistente en las muestras incubadas con la tripsina 
durante 2 minutos o menos.

En las etapas siguientes, se forma un coâgulo poco
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qonslstente que va dlsmlnuyenâo en tamano al avanzar la 
acclôn trlptica, llegando a convertlrse en un pequeno pre 
eipitado a los 32 min. En las etapas posteriores no precl 
pita material aün en ausencia total de urea.

Los resultados obtenidos se representan en la figu 
ra 24, donde se ve que durante los 16 minutos iniciales 
de proteolisis, para la relacidn de sustrato:enzima usada, 
aumenta r&pidamente la cantidad de material en solucidn.

A continuaciôn hay un estado de estabilizacidn de 
la cantidad de material soluble en un 75%, y corresponde 
a la etapa de obtencidn de un pequeno precipitado. Poste** 
riormente aumenta la proporcidn de material soluble que 
llega a un 87% sin que aparezca coagulaciôn. A partir de 
este estado, el material en solucidn disminuye nuevamente, 
ya que por diâlisis se pierden gran parte de los péptidos 
formados. De este forma, a las 9 horas de incubaciôn de 
la fibrina con tripsina, s61o un 70% de material soluble 
no es dializable.

Para identificar los productos de degradacidn for­
mados por acciôn de la tripsina, se sometieron a EGPA una 
serie de muestras cuya proteolisis se detuvo a distintos 
tiempos.

Los resultados obtenidos se especifican en la figu 
ra 25. Se ve que los fragmentes de alta masa molecular son 
semejantes a los observados en el caso del fibrinôgeno en
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TABLA VIII

Fragmento
Masa molecular

Fase de coégulo 
consistente

Fase de degradacién Fase de material 
del coégulo soluble

Fibrina 330.000 330.000(trazas)
V (295.000 (270.000 [260.000A (240.000 (220.000 220.000
Y 170.000 170.000
A 130.000 130.000
D 90.000 90.000
B 64.000
S 45.000

Cl 36.000

C2 30.000

urea 3,5M, cœio se especlfica en la tabla VIII. Por otro 
lado, se producen especies de baja masa molecular desde 
los momentos iniciales de ataque, con movilidades que se 
van haciendo mayores a lo largo de la proteolisis y cuya 
masa molecular es muy semejante a la de los fragmentos 
y Cj (36.000-30.000), que aparecen mucho después de haber 
se degradado totalmente los péptidos iniciales.

A partir del érea de los picos de los densitogra- 
mas (figura 25) y de la masa molecular de los fragmentos 
correspondientes de las distintas etapas de proteolisis.
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se calculé la proporciôn de cada una de las especies mole 
culares consideradas en la tabla anterior, a lo largo del 
tiempo, llegando a los resultados indtcados en la figura 
26.

Comparando los resultados obtenidos en este caso y 
para el fibrinôgeno en iguales condiciones (figuras 26 y 
19, respectivamente) se aprecia que la degradacién del mo 
nômero de fibrina es muy semejante a la del fibrinôgeno.

III.6.2.2.- Digestiôn con plasmina

En estos experimentos se utilizaron unas relacio- 
nés de fibrina:plasmina de 250:1 y 50:1.

El ndmero de enlaces peptidicos rotos con el tiem­
po de incubaciôn se muestra en la figura 27 para el caso 
de 50 g de fibrina por gramo de plasmina.

En primer lugar se observa claramente que en un me 
dio con urea 3,5M, la plasmina actûa lentamente en este 
medio durante los primeros momentos de proteolisis. Crece 
rélpidamente entre los 4 y los 10 minutos el nûmero de en­
laces rotos y vuelve a enlentecerse la reacciôn, de mane- 
ra que tras 28 h de incubaciôn con el enzima se alcanza un 
total de 24,5 enlaces rotos.

Los fragmentos présentes en las distintas etapas de 
proteolisis se determinaron por electroforesis en gel de 
poliacrilamida. Los resultados se indican en la figura 28.
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FIGURA 28
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Perfiles electroforêticos de los productos de proteo 
lisis de monômero de fibrina humana con plasmina (re 

laciôn 250:1), urea 3,5M.
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En las primeras etapas (figura 28, densitogramas a, 
b y c) se aprecia una banda correspondiente a restes de 
fibrina y otra muy ancha formada por una amplia gama de X.

Desde los primeros momentos aparecen una serie de 
fragmentos de masa molecular intermedia (35.000-30.000), 
que van disminuyendo cuantitativamente con el avance de 
la proteolisis hasta desaparecer.

En un estado de proteolisis correspondiente a 24 
enlaces rotos, por molêcula de fibrina (figura 28d), el 
densitograma obtenido es bastante complejo. En él estân 
présentes las especies moleculares indicadas en la tabla 
IX.

A la vista de estos resultados y comparando los 
fragmentos obtenidos por proteolisis de fibrinôgeno huma- 
no con plasmina en ausencia de urea, se ve que en este ca 
so aparece un fragmento nuevo de masa molecular 130.000+18% 
comparable al fragmento A observado en las digestiones en 
zixnâticas de fibrinôgeno y fibrina humanos en urea.

Por otro lado, los fragmentos identificados como 
DP 1, DP 2 y DP 3 en la proteolisis con plasmina de fibri 
nôgeno humano en ausencia y presencia de urea 3,5M y de 
fibrina humana en urea 3,5M, poseen una masa molecular 
idéntica a los denominados fragmentos y Cg observa
dos al incubar con tripsina fibrinôgeno o fibrina humanos 
en un medio 3,5M en urea.
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TABLA IX

Fragmento Masa molecular

Trazas de X 225.000
Y 155.000
A 130.000

D temprano 100.000
D tardlo 85.000
DP 1 = B^ 68.000

E 48.000
DP 2 = Cl 39.000
DP 3 = Cg 29.000
DP 4 22.000

Familia P
16.000
12.500
9.500

Se ptiede ver comparando las figuras 28d y e que en 
el transcurso del tiempo disminuye el fragmento X y el de 
masa molecular 16.000+10% incluîdo en la familia P. Por 
otro lado, permanecen invariables Y y el fragmento de 
9.500+10% Etalton , también incluîdo en la familia P.

El resto de los fragmentos aumenta ligeramente en 
estas ûltimas etapas consideradas.



95

III.7.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINA ESTABILIZADA 
CON TRIPSINA Y PLASMINA

Estos estudios se realizaron sobre fibrina trama- 
da en disoluciôn y sobre coâgulo de fibrina tramada. Cada 
una de ellas se obtuvo segûn el mêtodo indicado en las 
técnicas expérimentales.

III.7.1.- CaracterizaciÔn de la fibrina tramada en 
disoluciôn

Se hicieron estudios comparâtivos de fibrina solu­
ble en un medio de NaCl 0,15M, urea 2,35M, pH 6,75 con fi 
brina estabilizada en ese mismo medio. Para la estabiliza 
ciôn de la fibrina se adicionô en el medio indicado cis- 
telna 0,0125M y CaClg 0,025M 6 0,0025M. En todos los ca- 
sos se empleô una concentraciôn de 5 mg de fibrina/ml.

Mediante experimentos de velocidad de sedimenta- 
ciôn por ultracentrifugaciôn analltica se estudiaron las 
especies moleculares que habla en cada uno de los casos 
indicados. Se llegô a los resultados que se indican en la 
tabla X, en donde se ve:

1**) El fenômeno de asociaciôn de las moléculas de 
fibrina estâ ligeramente desplazado hacia la formaciôn de 
pollmeros solubles de alto coeficiente de sedimentaciôn 
(11,9 S équivalentes en condiciones de agua a 20*C, S2 q
17,5 S), cuando el pH del medio es 6,75, con relaciôn a
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pH 7,5.
2®) Al anadir cistelna 0,0125M y CaCl^ 0,025M al 

medio anterior, ocurre un desplazamiento del eguilibrio 
en sentido contrario, de forma que casi la totalidad del 
material (un 93%) pasa al estado de monômero y el bajo 
porcentaje restante estâ formando agregsdos dé fibrina de 
muy bajo coeficiente de sedimentaciôn (7,4 S o SgQ ^ “
10,9 S).

3®) Cuando la concentraciôn de cisteina anadida es 
la misma, pero el CaClg sôlo estô en una concentraciôn 
0,0025M, se observa mayor proporciôn de monômero (64%) 
con relaciôn a los porcentajes obtenidos para la fibrina 
soluble (33%) en ausencia de iones Ca**, pero el material 
restante estâ en forma de agregados de fibrina: un 32% 
con un coeficiente de sedimentaciôn de 12,4 S (Sgg 18,2.0) 
y casi un 4% con un tamano algo menor.

El material estabilizado con CaClg 0,0025M se dia- 
lizô exhaustivamente frente a NaCl 0,15M, urea 3,5M, pH 
7,5, manteniéndose la misma concentraciôn de proteina.

Por experimentos anteriores sobre fibrina soluble 
se conoce que en este medio prdcticamente toda la protei­
na pasa al estado de monômero. Para conocer lo ocurrido 
en este caso, el material se sometiô nuevamente a experi­
mentos de velocidad de sedimentaciôn.

Como se ve en la tabla X (ûltima lînea), sôlo una
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parte de la fibrina que estaba formando agregados, pasa 
al estado de monômero. El resto queda formando pollmeros 
de distinto tamaAo: un 5% posee un coeficiente de sedimen 
taciôn de 6,4 S (^20 S) y un 16% forma un agregado
de 11 S (Sgg ^*19,9 S), lo cual indica que en estas condi­
ciones se ha producido una estabilizaciôn parcial de poil 
mero de fibrina.

III.7.2.- Estudios cinéticos con tripsina sobre pollmero 
intermedio de fibrina tramada en urea 3,5M

Como se ve en la figura 29, la rotura de enlaces 
peptidicos por acciôn de la tripsina ocurre de una forma 
continua a lo largo del tiempo hasta un tiempo de incuba­
ciôn de 300 minutos.

Comparando estos resultados con los obtenidos para 
el monômero de fibrina (figura 23) se ve que ambos proce- 
sos ocurren de forma semejante, aunque el nümero de enla­
ces rotos es ligeramente mayor a lo largo de toda la pro­
teolisis en el caso de la fibrina tramada, en que se lle­
ga a un total de 52 enlaces rotos por molêcula de fibrina 
inicial.

Una vez eliminada totalmente la urea de las distin 
tas muestras, se determinô la cantidad de material que 
permanece en estado soluble, puesto que en las muestras 
correspondientes a los 2 primeros minutos de proteolisis
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con tripsina (4 enlaces/molécula rotos), se obtuvo un 
coâgulo y en las etapas slgulentes se produjo un precipi­
tado que apenas fuê perceptible a los 16 minutos de incu­
baciôn con el enzima (12 enlaces/molécula rotos).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 
30 curva 1 , donde se observa también que a los 32 minutos 
de proteolisis se alcanza una situaciôn con un 86% de ma­
terial soluble no dializable, que coincide con la rupture 
de unos 18 enlaces peptidicos por molécule original. A 
partir de este momento, la cantidad de especies molecula­
res solubles de elevada masa molecular va disminuyendo , 
hasta llegar a un 75% de material no dializable, como en 
el caso del monômero de fibrina.

El material soluble libre de urea, resultado de la 
digestiôn con tripsina, se sometiô a 57®C durante 30 min.

Las cantidades de material termoestable en cada ca 
so se muestran en la figura 30 curva II, que indica una 
cinética de apariciôn diferente a la obtenida para el ca­
so del fibrinôgeno humano en ausencia de urea (figura 7).

Con fibrina se aprecia un râpido incremento en el 
material termoestable no dializable desde los primeros m^ 
nutos de la acciôn trlptica. A los 16 minutos de incuba­
ciôn con el enzima se llega a un estado en que la canti­
dad de material permanece invariablemente en un 23-24% del 
material inicial, hasta que transcurridos los 180 minutos
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Iniciales de digestiôn enzlindtlca empieza a aumentar. A 
los 300 minutos del tratamîento con tripsina se ha perdi- 
do por diailsls un 25% del material inicial, como se pue- 
de deduclr a partir de la curva I. Por tanto, en esta eta 
pa de digestiôn se ha producido un 52-53% de material ter 
mosoluble. Esta proporciôn es comparable a la obtenida pa 
ra el fibrinôgeno tratado con tripsina en ausencia de urea 
(47-48%).

Se sometieron a electroforesis una serie de mues­
tras de proteolisis incubadas durante tiempos crecientes 
con tripsina. Los resultados obtenidos, que vlenen indica 
dos en la figura 31, podemos resumirlos en la tabla XI.

Se observa que los fragmentos Y y D empiezan a for 
marse cuando hay 12 enlaces rotos por molécula de fibrina 
(figura 31c) slendo el E ligeramente apreciable cuando se 
han producido 27 roturas en la molécula Inicial (figura 
31e). También en esta etapa aparecen los fragmentos A y 
Bg. Estos resultados son comparables a los obtenidos para 
el monômero de fibrina, pero no para el fibrinôgeno en 
urea 3,5M, con el que el nûmero de enlaces rotos para si- 
tuaclones comparables es mayor en 4 ô 5 enlaces.

En el estado en que se han proteolizado 48 enlaces 
de la molécula de fibrina por acciÔn de la tripsina (figu 
ra 31e), el fragmento D que antes formaba un pico homogé- 
neo de 100.000+10%, se desdobla, en parte, en fragmentos D
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TABLA XI

Masa molecular
Fragmento Fase de 

coâgulo 
consistente

Fase de 
degradaciôn 
del coâgulo

Fase de
material
soluble

(Fibrina)^ (330.000)„ n n (330.000) ̂ (trazas)
Fibrina 330.000 330.000 (trazas)

X 300.000
240.000

[295.000
(220.000 (220!000(taMas)

H 238.000
6 200.000
y 170.000 170.000
A 130.000

D temprano 100.000
D tardlo 85.000

75.000

®1 65.000

*3 52.000
E 45.000

de 80.000—10%, al igual que para el monômero de fibrina.
En estas condiciones se forman très tipos de frag­

mentos de masa molecular intermedia entre el D y el E; los 
que lleunaroos y B^ son comparables en movilidad a los ob 
servados en la digestiôn trlptica del fibrinôgeno en urea 
3,5M y en el caso del monômero de fibrina (en el que sôlo
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se distingue el B^) • üh nuevo fragmente de mayor movil^ 
dad aunque inferior a la del E se ha denominado Bg.

En esta misma etapa de digestiôn enzimôtica, una 
vez degradado todo el fragmento X, se hace évidente un nue 
vo fragmento de 238.000—10% de masa molecular y que deno- 
minamos que va creciendo a partir de este momento has­
ta el estado de 51 enlaces rotos/molécula de fibrina (fi­
gura 31f) en que se suspendiô el estudio, y otro en canti 
dades comparables, de masa molecular 200.000 llamado G, 
que tiende a desaparecer.

Por otro lado# es de destacar que en este caso no 
son apreciables, eh hinguna etapa, los fragmentos y Cg, 
observados en los oitos casos de proteolisis eh urea 3,5k.

Ademâs de los indicados en la tabla XI, aparecen 
una serie de productos de digestiôn de baja masa molecu­
lar, desde los primeros momentos de proteolisis, que van 
disminuyendo en cantidad y tamano con el avance del ata­
que enzimâtico, habiéndose degradado casi totalmente en el 
estado de 48 enlaces rotos por molêcula de fibrina inicial 
(figura 31 a-e).

A partir del ârea de cada uno de los picos de los 
densitogramas a los distintos tiempos y de la masa molecu 
lar de cada uno de los fragmentos se obtuvieron unos re­
sultados que sugieren la superposiciôn de dos procesos de 
degradaciôn distinta, ya que las poblaciones moleculares
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iniciales también lo son. Por una parte existe la fibrina 
no tramada monomérica y por otra, los pollmeros de fibri­
na estabilizada, que dan lugar a las nuevas especies mole 
culares, con los fragmentos 0 , que no se hablan formado 
en proteolisis anteriores, y aparece a los 180 minutos de 
digestiôn llegando a ser un 7,5% del total, y el G que 
llega hasta un 5%.

III.7.3.- Estudios sobre coâgulo de fibrina insoluble en 
urea 8M

Una vez obtenido el coâgulo de fibrina insoluble 
como se ha indicado en las técnicas expérimentales y eli- 
minadas las moléculas de fibrina no tramada por suspen- 
siôn en urea 8M, se sometiô a la acciôn enzimâtica tras 
lavEurlo y trocearlo cuidadosamente.

III.7.3.1.- Proteolisis con tripsina

Se usô una relaciôn de fibrina:tripsina de 100:1 y 
la proteolisis se realizô a una temperatura de 23,5-25®C.

Se siguieron las distintas etapas de proteolisis 
mediante EGPA de muestras sometidas a distintos tiempos 
de incubaciôn con tripsina. Los resultados quedan refleja 
dos en la figura 32.

Se apreciaron claramente très etapas. La primera 
correspondiente a tiempos de digestiôn muy cortos (figura 
32a) y en ella se aprecia solamente una especie molecular



FIGURA 32
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Perfiles electroforêticos de los productos de proteolisis 

de fibrina tramada con tripsina (relaciôn 100:1).
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TABLA XII

Masa molecular
Fragmento gtapa inicial Etapa intermedia Etapa final

X o H [250.000
[230.000 240.000

G 180.000 180.000
Y 160.000
A 135.000
Di 108.000

D [100.000 
[ 85.000 92.000

®2 79.000

®1 67.000 67.000

®3 60.000 60.000
E 46.000 46.000

Cl 35.000

C2 32.000 29.000
DP4 23.000 22.000
DP5 18.000

Familia P 11.000 11.000 [12.500 
[ 9.500
5.700

de 11.000±10%.
En la segunda etapa que va desde los pocos minutos 

de digestiôn hasta varias horas (figura 32b), los résulta
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dos son mucho mâs complejos, exlstlendo los fragmentos 
que se detallan en la tabla XII.

Por ûltlmo, una vez transcurridas varias horas de 
proteolisis con tripsina, la distribuciôn de bandas elec- 
troforêticas sigue siendo compleja, pero ligeramente modi 
ficada con relaciôn al estado anterior. Los resultados ob 
tenidos se muestran también en la tabla XII.

III.7.3.2.- Proteolisis con plasmina

Se empleô una relaciôn de fibrinôgeno:plasmina de 
75:1 y se mantuvo la temperatura de la mezcla de reacciôn 
en 23,5-25*C. El método seguido fué semejante al empleado 
en el caso de proteolisis con tripsina: Se sacaron diver- 
sas muestras a distintos tiempos de digestiôn enzimâtica 
y se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida.

No se detectaron fragmentos durante las 4 primeras 
horas de digestiôn plâsmica, posiblemente por estar éstos 
en una concentraciôn muy baja. Prolongàndo la reacciôn du 
rante bastantes horas, se ôbtuvieron los resultados que 
se especifican en la figura 33.

En los densitogramas se obtiens una distribuciôn 
de picos bastante compleja, a las 45 horas de proteolisis 
(figura 33a), habiéndose simplificado ligeramente después 
de prolonger durante 4 dias la digestiôn enzimâtica (figu 
ra 33b).



FIGURA 33

16 min 
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Perfiles electroforêticos de los productos de 
proteolisis de fibrina tramada con plasmina

(relaciôn 75:1)
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TABLA XIII

Fragmente
Masa molecular

45 h 30 min 4 dlas

340.000 340.000
280.000 290.000

H 260.000
G* 210.000 210.000
G 180.000 180.000
Y 150.000 150.000
A 130.000 130.000

D flOO.OOO (temp.) 
[ 88.000 (tard.) 93.000

72.000 73.000
63.000

58.000
E 45.000 45.000
C 33.000 34.000

f26.000 
112.000

(30.000
(14.000

6.500 8.000
5.500 6.000

XIII.
Los resultaâos obtenldos se detallan en la tabla

Comparando los densitogramas a y b de la figura 33,
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se observa que los fragmentos de masas moleculares 
340.000±10%, 290,000+10%, 260.000+10%, 73.000+10% y 
5.500ll0% dismlnuyen o incluse desaparecen a lo largo del 
tiempo.

Por otra parte, el fragmente D se ve claramente 
constltuido por dos familias de distinta masa molecular a 
las 45 h de digestidn enzimâtica y, sin embargo, estâ for 
mande un pico homogéneo a los 4 dias de incubacidn con el 
enzima.

III.8.- ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA DE LOS FRAGMENTOS DE 
MASA MOLECULAR ELEVADA OBTEMIDOS EN LAS ETAPAS 
INICIALES DE DIGESTION ENZIMATICA

Empleando una relaciôn de fibrinÔgeno:tripsina de 
1000:1 en ausencia de âcido e-aminocaproico (vôase figu­
ra 7), se paralizô la reacciôn a los 3, 4 y 20 minutes.

En la etapa de 3 minutos de proteolisis, el frag­
mente con capacidad de coagular espontâneamente alcanza 
una concentraciôn mâxima (46% del total de fibrinÔgeno 
inicial). En la parte sobrenadante ademôs de fibrinÔgeno 
aûn no atacado que coagula con trombina y algunos fragmen 
tes peptîdicos de baja masa molecular, no se observan can 
tidades apceciables de fragmente X tardio.

En la etapa de 20 minutos ya se ha perdido la capa 
cidad de producir un coôgulo consistante, aunque todavla
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se obtlene un pequeno preclpitado. Por otra parte, prâctl 
camente todo el fibrinÔgeno ha sido proteolizado, puesto 
que el sobrenadante no coagula con trombina, encontrândo- 
se fragmentos X de alta movilidad en una proporciôn eleva 
da, aunque no se han producido todavîa fragmentos Y, D o 
E.

En cada una de estas etapas se estudiaron los fra£ 
mentos X con capacidad de coagulaciôn espontdnea y los 
fragmentos X que ya han perdido esa propiedad.

III.8.1.- Estudio de las masas moleculares de las cadenas 
constituyentes

En la etapa de 3 minutos de digestiôn trlptica por 
reducciôn y carboximetilaciôn del fragmente coagulado por 
la tripsina, se separaron sus cadenas constituyentes, que 
se sometieron a EGPA en presencia de SDS.

A partir de los densitogramas de los geles de pol^ 
acrilamida (figura 34), en virtud de la movilidad relati­
ve exhibida por cada especie, se pudo calculer la masa mo 
lecular aproximada.

Del mismo modo, a partir del â r e a limitada por ca­
da pico, se calculô el porcentaje en peso de cada una de 
las cadenas o fragmentos de cadenas que integran la espe­
cie coagulada por tripsina (tabla XIV columna 1®).

En la etapa de 4 minutos de digestiôn trlptica, se



FIGURA 34

Frag. coog. 
3 min.

Frqg.coog. 
20 min.

X no coog. 
4 min.

X no coog. 
20 min.

Cadenas
fibrinÔgeno

Perfiles electroforêticos de las cadenas résul­
tantes tras reducciôn total y carboximetilaciôn 
del fibrinÔgeno y de los fragmentos X obtenidos 

por incubaciôn con tripsina.
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estudiaron dos tlpos de fragmentos, los que han coagulado 
espontâneamente por acciôn de la tripsina y el fragmente 
X que ya no es coagulable por trombina. Haclendo para 
ellos el mlsmo tlpo de determlnaclones que en el caso an­
terior, se llegaron a los resultados que se Indlcan en la 
tabla XIV columnas 2^ y 3^.

Por ültlmo, para la etapa de 20 minutos de dlges- 
tl6n enzlmâtlca se estudiaron las cadenas constituyentes 
de los fragmentos que constltuyen el preclpitado observa- 
do por accldn de la tripsina (mlnorltarlos en este caso) 
y del fragmente X no coagulable (figura 39), llegando a 
los resultados expresados en la tabla XIV columnas 4* y 5®,

Hay que senalar que:
1*.- El material de baja movilidad observado des- 

pués de la reducciôn y carboximetilaciôn, que corresponde 
a especles de masas moleculares superlores a la de las ca 
denas Aa (75.000)(bandas 0) en estas condlclones, deben 
ser productos no reducIdos totalmente o reoxldados duran­
te la carboximetilaciôn, y sôlo Introducen un margen de 
Incertldumbre que, salvo en un caso, no pasa del 10% del 
total en los porcentajes relatlvos de las bandas con mov^ 
lldades Iguales a las de las cadenas del fibrinÔgeno In­
tactes o degradadas.

2*.- El material que coagula conserva en parte la 
presencia de cadenas a Intactas (banda (1), que dlsmlnu-
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yen en proporciôn a medida que aumenta el tiempo de la 
proteolisis.

3*.- La banda (2 ) corresponde en movilidad a las 
cadenas 8.

4*.- Esta banda al aumentar la acclôn proteolltlca 
dlsmlnuye en Intensidad apareclendo una banda Intermedia 
que es la (3) con movilidad Inferior a la de las cadenas 
Y Intactas.

5*.- La banda (4) corresponde a las cadenas y»
6®.- El material que no coagula, ademâs de no te- 

ner prâctlcaunente la banda correspondlente a las cadenas 
a (excepte en la muestra de 4 min no coagulable, que pue- 
de tener trazas: »4,5%), présenta una degradaclôn de las 
cadenas 8 (banda (2)), con un fuerte aumento de la banda 
(3). Esta banda (3) se observa tamblén claramente Incluse 
en el material que coagula después de una Incubaciôn de 
20 min.

III.8.2.- Estudio de los amlnoâcldos N-termlnales

Estudlos comparatives de N-termlnales con respecte 
al fibrinÔgeno original utilizado y a la fibrina obtenida 
por Incubaciôn con trombina, muestran que en el caso del 
material coagulado espontâneamente después de 3 minutos de 
incubaciôn con tripsina, los aminoâcldos terminales Clara 
mente mayoritarios siguen siendo como en el caso de la fi
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brina Tyr y Gly, si bien aparecen tambiên, aunque en me­
ner proporciôn, otros aminoâcldos N-termlnales como Ala, 
Met, Leu y poslblemente Val y Pro (figura 35a).

En el caso del material coagulado per Incubaciôn 
con tripsina durante 4 minutos (figura 35b), muestra un 
resultado parecldo al del caso anterior con dos excepclo- 
nes Importantes, la Tyr ha desaparecldo prâctlcamente y 
se detecta la presencia de Arg.

III.9.- ESTUDIO DE PEPTIDOS DE BAJA MASA MOLECULAR MEDIAN 
TE ANALISIS BIDIMENSIONAL POR CROMATOGRAFIA Y 
ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE

Per este método se estudiaron los pôptldos de ba­
ja masa molecular obtenldos a partir de fibrinÔgeno huma- 
no en los diverses estados de proteolisis trlptica Indlca 
dos en el capltulo anterior; es declr, de 3, 4 y 20 minu­
tes, para una relaciôn de protelna:enzima 1000:1, en ausen 
cia de âcido e-amlnocaprolco.

En primer lugar, se reallzaron mapas peptîdicos de 
fIbrlnopéptldos obtenldos a partir de fibrinÔgeno humano, 
por acclôn de la trombina. Los resultados obtenldos se In 
dlcan en la figura 36, donde se han podldo Identlflcar los 
fIbrlnopéptldos A, B e Y y probablemente el A P (32). Los 
fIbrlnopéptldos A, B e Y presentan una solubllldad muy 
semejante en el solvente empleado para cromatografla.
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sin enbargo, el A por estar mâs cargado posltivamente (32) 
sufre el mayor desplazamiento en la electroforesis hacla 
el c&todo. El fibrlnopéptido B se identifies por su tin- 
ciôn especifica por el método de Sakaguchi (137), aunque 
por su carga y movilidad sale muy prdxirao al fibrinopéptjL 
do Y con el cual podrla confundirse.

Ademâs se observé una mancha de tincién més dêbil, 
apenas desplazada del punto de aplicacién y que puede ser 
el fibrinopéptido AP, ya que en las condiciones en que se 
ha realizado la electroforesis (pH 3,6) la carga neta de 
este fibrinopéptido debe ser muy préxima a la neutralidad.

Por cromatografla descendente en papel y anâlisis 
bidimensiohal del material de baja masa moleculcu: présen­
te a los 3 minutos de proteolisis, para la relaciôn indi- 
cada de protelna;enzima, se llega a los resultados que se 
indican en la figura 37.

Aparecen dos manchas unidas por una cola que coin- 
ciden en posicién y color con las identificadas como fi­
brinopéptido A la superior y B+Y la inferior.

Por otro lado, existe una familia de péptidos con 
una alta solubilidad en la mezcla empleada para cromato­
grafla y con carga neta positiva a pH 3,6, ya que presen­
tan un apreciable desplazamiento hacia el câtodo (138).
Se identifican claramente hasta seis péptidos y otros dos 
no tan abundantes. Una de las manchas mayores présenta co
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loraclôn amarllla que estâ relaclonada con la exlstencia 
de prollna.

En la situaciôn de 4 minutos de accidn trlptica 
(figura 38) aparecen manchas correspondientes en posicidn 
y color a los fibrinopéptidos A y B+Y, mâs intensas que a 
los 3 minutos.

Siguen apareciendo péptidos cargados muy positiva- 
mente correspondientes a los observados en la etapa ante­
rior y dos manchas grandes, una de las cuales engloba el 
péptido A, aunque se aprecian nuevos fragmentos menos so­
lubles en BuOH - Pyr - AcH - HgO y con carga neta mâs baja.

Ademâs se hacen visibles una serie de péptidos (3 
6 4) cuyo pi estâ muy prôximo a 3,6, ya que no se despla- 
zan de la llnea de origen por electroforesis de alto vol- 
taje. Sin embargo, presentan grandes diferencias de movi­
lidad en el disolvente de cromatografla enpleado. En to­
tal se contabilizan mâs de 20 péptidos diferentes no pre- 
cipitados en TCA al 10%.

La evolucién en la aparicién de péptidos indicada 
al comparer las figuras 37 y 38, se hace aün mâs patente 
en el estado de digestiôn correspondiente a 20 minutos 
(figura 39), para la relaciôn de fibrinÔgeno:tripsina in­
dicada .

Como se ve en la figura 39, siguen apareciendo los 
fibrinopéptidos que libera la trombina, pero ademâs hay
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una serie de fragmentos con Igual movilidad cromatogrâfi- 
ca y carga positiva intermedia. Sin embargo, ha desapare- 
cido en gran parte la gran mancha que englobaba el pépti­
do Ai

Tambiên permanecen los péptidos de alta solubili­
dad en BuOH-Pyr-AcH-HjO y elevada carga positiva, présen­
tes dësde los roomentos iniciales del atague enzimético y 
que han ido aumentando en cantidad a lo largo de la pro­
teolisis. Igualmente, permanecen inaltérables y ligeramen 
te incrementâdos los péptidod cuyo pi esté préximo a 3,6, 
aparecidos en la etapa de 4 minutos de digestiôn enzimét^ 
ca, en que empieza a perder consistencia el coégulo forma 
do por la acciÔn de la tripsina.



IV.- D I S C Ü S I O N
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El sistema para la coagulaciôn del fibrinÔgeno (me- 
diante su transformaciôn en fibrina) esté întimamente rela 
cionado con un mecanismo de lisis del coégulo que implica 
la activaciôn de un enzima proteolltico, la plasmina, y 
probablemente de proteasas no plésmicas (139), que destru- 
yen la fibrina dando fragmentos solubles algunos de los 
cuales, de elevada masa molecular, tienen actividad anti­
coagulante. En el organisme ”in vivo" tienen lugar tanto 
la fibrinogenolisis como la fibrlnolisis, como lo indica 
la apariciôn en la sangre de individuos "normales” de frag, 
mentos de masa molecular elevada, correspondientes a los 
encontrados "in vitro" por incubaciôn del fibrinÔgeno y f^ 
brina con plasmina o tripsina y otros enzimas proteoliti- 
cos (140)*

El estudio de la proteolisis controlada del fibrinô 
geno y fibrina y el conocimiento de los productos de degra 
daciôn tiene Varies aspectos de gran interês para el mejor 
conocimiento del proceso de coagulaciôn y su regulaciôn . 
Por un lado, a partir de las magnitudes moleculares y de 
la cinôtica de apariciôn de los fragmentos de masa molecu­
lar elevada es posible sacar conclusiones sobre la estruc- 
tura molecular del fibrinÔgeno o la fibrina y por otro la-
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do p. cada vez tlene una mayor importancla desde un punto de 
vista cllnico la deteccldn y estudio de los productos de 
degradaclôn que aparecen durante la proteolisis.

La presencia de los productos de degradaclôn de ma­
sa molecular alta X, Y, D y E aumenta los tiempos de coagu 
laciôn del fibrinÔgeno normal, tanto "in vivo" como "in vi 
tro", y puede producir estados patolôgicos que se deben a 
una excesiva actividad proteolitica.

Se ha demostrado que esta situaciôn anormal se debe 
a una polimerizaciôn defectuosa de fibrina (141) y a una 
disminuciôn en la rigidez de los coâgulos (142)• "In vitro" 
Latallo (143) observô que los productos de degradaclôn di£ 
minuyen considerablemente la velocidad de polimerizaciôn 
del motiômero de fibrina y que la estructura de los coégu- 
los estaba muy afectada (144) .

Los fragmentos més pequeAos no parecen tener un 
efecto importante (145), en cambio de entre los grandes el 
llamado fragmente Y es el inhibidor mâs potente siendo la 
potencia relativa de los fragmentos X, Y, D y E, 4, 40, 1 
y 0,26, respectivamente (146), existiendo una concentraciôn 
relativa determinada que produce un mâximo de inhibiciôn.

Todos estos fragmentos se asocian al coégulo de fi­
brina aunque no son coagulables por si sôlos excepte en el 
caso del fragmente X obtenido con plasmina en las primeras 
etapas, que coagula por acciôn de la trombina a una veloci
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dad pequeha en comparaciôn con el fibrinÔgeno intacte. En 
el caso de la fibrina el fragmente X soluble ya no es coa­
gulable. Los fragmentos actuan principeImente como termina 
dores de la polimerizaciôn produciendo polimeros con un 
corto nômero de monômeros que pueden permanecer en disolu- 
ciôn.

En el présente trabajo se ha prestado una atenciôn 
especial a las primeras etapas de la degradaclôn del fibri 
nôgeno con tripsina con el fin de estudiar el proceso de 
solubilisaciôn de la fibrina.

Se conoce como la trombina mediante una proteolisis 
muy especifica que implica la liberaciôn de dos pares de 
péptidos (A y B) de los extremos N-terminales de las cade­
nas Aa y B$, pasa la proteiaia soluble fibrinÔgeno a otra 
insoluble, fibrina, que tiene la capacidad de asociarse de 
un modo ordenado (41), por interacciones principalmente de 
tipo electrostético (147) en una primera etapa, formando 
un entramado que constituye la matriz del coégulo en la 
sangre.

El tipo de enlaces que corta la trombina Arg-Gly de 
ben, en principle, también cortarse por acciôn de la trip­
sina y plasmina, que ademés cortan las cadenas polipeptidi 
cas por residues de Usina. De estas très enzimas la trip­
sina parece ser la ûnica capaz de cortar por todos los re- 
siduos Arg o Lys que existan en una cadena proteica, la
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plasmina sin embargo es menos activa cortando sôlo unos 
dos tercios de los sitios posibles (148) y la trombina pre 
senta una gran selectividad ya que sôlo corta cuatro enla­
ces en una sôla proteIna que es el fibrinÔgeno a velocida- 
des apreciables (149).

Los numéroSOS datos existantes en la bibliografia 
sobre degradaclôn del fibrinÔgeno con plasmina indican que 
no se libéra, al menos en las etapas iniciales, el péptido 
A, que es el principal causante de la transformaciôn fibr^ 
nôgeno-fibrina y por lo tanto no se puede pasar por una 
etapa de formaciôn de coégulo. Por otro lado, se ha demos­
trado la exlstencia de fragmentos X de masa molecular ma­
yor de 260.000 que son coagulables mediante tratamiento 
posterior con trombina o liberan péptido A en la misma pro 
porciôn que el fibrinÔgeno y cantidades variables de B 
(72, 81).

Los resultados descritos en el présente trabajo 
muestran la formaciôn de especles moleculares que coagulan 
esponténeamente por degradaclôn del fibrinÔgeno durante 
las primeras etapas de su incubaciôn con tripsina. En gene 
ral, se observa una evoluciôn con el tiempo de proteolisis 
de las propiedades mecénicas del coégulo.

En una primera etapa de la incubaciôn la consisten­
cia y propiedades de retraceiôn asi como su respuesta a la 
compresiôn mecénica son comparables a las de la fibrina
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normal obtenida con trombina. Si la proteolisis ha progre- 
sado un poco mâs el coégulo que se obtiene es menos compac
to llegando, a medida que los tiempos de incubaciôn se ha­
cen mayores, a formar un ligero preclpitado. Por otra par­
te, del estudio de las curvas de coagulaciôn producida por 
la tripsina se deduce que tanto en el caso del fibrinÔgeno
de procedencia humana como bovina, el porcentaje de mate­
rial insolubilizado crece répidaunente con el tiempo de in­
cubaciôn de la muestra, pasando por un valor méximo para 
disminuir posteriormente hasta llegar a la desapariciôn to 
tal de cualquier vestigio de coagulaciôn.

En cualquier caso, la fraceiôn de material no coagu 
lado con tripsina contiene cantidades decrecientes de pro- 
telna coagulable con trombina al aumentar el tiempo de in 
cubaciôn. Al mismo tiempo un estudio de este material mues 
tra la formaciôn con el tiempo de cantidades crecientes de 
protelna termoestable que corresponde a fragmentos de masa 
molecular inferior a 50.000 Dalton , que incluyen los lla­
mado s fragmentos E. Se alcanza un valor limite de alrede- 
dor de 45% del total de protelna a tiempos grandes.

En los casos estudiados se observa que la proteoli­
sis va acompanada tambiên de la apariciôn de péptidos solu 
bles en écido tricloroacético concentrado (10%) que llegan 
a constituir en el limite un 20-22% del total.

Existen al menos dos efectos en competencia durante
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la proteolisis con tripsina, por un lado la formaciôn de 
fibrina o material que coagula y por otra una degradaclôn 
que produce material soluble o solubilisa el coégulo for- 
mado.

La formaciôn de fibrina por acciôn poco intensa de 
la tripsina ha sido observada por varios autores (150, 151, 
152, 98) y se explica por la semejanza existante en la es- 
pecificidad observada sobre sustratos sintéticos con trom­
bina y tripsina, que hacen posible que ésta rompa los cua­
tro enlaces peptîdicos necesarios para pasar el fibrinÔge­
no a fibrina, con la particularidad de que éstos se encuen 
tran precisamente entre los que més fécilmente se cortan 
(97) .

Los estudlos electroforêticos de las muestras que 
corresponden a tiempos de incubaciôn para los que la coa­
gulaciôn es notable (o muy prôximo s al méximo) muestran en 
todos los casos que el material coagulado o el que todavla 
es coagulable al tratar con trombina, aunque permanezca en 
disoluciôn, esté constltuido por especles de masa molecu­
lar comprendida entre la de trombina Intacta y la de los 
fragmentos X de alrededor de 250.000 Dalton. Tanto los 
fragmentos X més pequenos como los productos de degrada- 
ciôn més avanzados, fragmentos Y, D y E, no son afectados 
por el tratamiento con trombina (veanse figuras 3, 4 y 11).

La coagulaciôn requiere que la proteolisis no progre
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se mucho mâs allé de la pêrdlda de los péptidos liberados 
por la trombina, ya que el material se hace râpidamente 
soluble o no forma un coégulo cohsistente. Es évidente que 
sôlo en los primeros momentos del ataque enzimético al fi­
brinÔgeno existe formaciôn de coégulo consistente y ésto 
implica (figura 9) la ruptura de un promedio de muy pocos 
enlaces (méximo alrededor de 4-5) por molécula. Esto con- 
cuerda con los resultados de Weinstein y Doolittle (82) y 
de Mihalyi et al (113), si bien estos ûltimos autores pre- 
cisan que sôlo se pueden romper promedios de 1 ô 2 enlaces 
para que no haya pérdida de coagulabilidad en el material.

En el caso concreto de los resultados obtenidos pa­
ra una relaciôn fibrinÔgeno humano:tripsina 500:1 se obser 
va que entre los 2 y los 8 minutos de incubaciôn se pasa 
de tener una coagulaciôn de 25% (con formaciôn de un coégu 
lo consistente) a casi üna compléta redisoluciôn del mate­
rial (figura 7). Este proceso implica el paso de una ruptu 
ra de un promedio de alrededor de 4 enlaces a los 2 minu­
tos a unos 16 enlaces a los 8 minutos. Sin embargo, los e£ 
tudios electroforêticos ponen de manifiesto que en êunbos 
casos los fragmentos que permanecen en disoluciôn son sola 
mente del tipo X sin que haya progresado la proteolisis a 
la formaciôn de fragmentos més pequenos. Esto signifies 
que la pêrdida précticamente total de la capacidad de coa­
gular reside en la pêrdida de un 27% de material de la pro
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teîna Inlclal de masa molecular 340.000, que en términos de 
absorclôn dptica se puede dlstrlbulr aproxlmadamente de la 
sigulente manera: material inlclal no coagulable 5%, péptl- 
dos pequeüos solubles en TCA (al 10%) que absorben a 280 nm 
alrededor de 8%, lo que expllcà aproxlmadamente el 15% ob- 
servado de protelna que no coagula por el calor; sobre todo 
si se tlene en cuenta que la separacldn de los péptldos A y 
B, que no absorben en el ultraviolets, suponen del 1 al 2% 
de la masa Inlclal de flbrlndgeno.

En la proteollsls de flbrlnôgeno se observa ademâs 
que üna vez sobrepasado el tlempo para el cual tlene lugar 
el mâxlmo de coagulacldn, un tratamlento con tromblna no 
produce una coagulaclôn adlclonal, lo que demuestra que en 
el material sobrenadante no queda flbrlnôgeno o fragmentos 
coagulableSé Esto no ocufre en el caso del flbrlnôgeno en 
presencla de un Inhlbldor de la trlpslna como el e-amlnoca- 
prolco (e-ACA).

Esta dlferencla suglere que la trlpslna no Inhlblda 
rompe de un modo mâs selectlvo o con mayor rapldez los en­
laces Arg-Gly que unen los péptldos A y B en las cadenas a 
y $ que el teste de los enlaces que producer! la pérdlda de 
la capacldad de coagular.

En la primera etapa de la proteollsls exlsten: a) mo 
léculas Insolubles bien de flbrlna prâctlcamente Intacta o 
fragmentos X de masa molecular elevada que constltuyen el
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coâgulo observado. b) Fragmentos X avanzados no coagulables 
y péptldos de masa molecular baja (< 20.000 Dalton), y c) 
material muy poco afectado por la proteollsls (flbrlnôgeno 
Intacto o X tempranos) que es coagulable al Incubar con 
tromblna y que por lo tanto conserva los péptldos A y B. 
Este ûltlmo material desaparece al alcanzarse el méxlmo 
de coagulaclôn por trlpslna.

Por otro lado, estudlos Inmunolôglcos con antlsué- 
ros especlflcos del fIbrlnopéptldo A han demostrado quë 
fragmentos E obtenldos con plasmlna conservan Intacto é l  

extreme N-termlnal de la cadena Aa (153) . Sln embargo, si 
la proteollsls ha sldo muy prolongada se corta tamblén el 
extreme N-termlnal de esta cadena preclsamente por loô en­
laces Arg-Gly separando el pêptldo A o tamblén por el 16 17
Ar^-Val casl con la mlsma probabllldad (76) . En el caso 
de la proteollsls con trlpslna los resultados de Mlhalyl 
(154, 155) demuestran que en las primeras etapas del ata- 
que enzlmâtlco se llberan péptldos del extreme C-termlnal 
de la cadena a al Igual de lo que ocurre con la dlgestlôn 
con plasmlna. Sln embargo, el proceso de coagulaclôn obser 
vado con trlpslna Indlca que en este caso se plerde ademâs 
el fIbrlnopéptldo A, necesarlo para que aparezca la flbrl­
na Insoluble.

Del estudlo comparative de la degradaclôn con plas­
mlna y trlpslna no se observan dlferenclas en lo que se re-
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fiere a la secuencia y caracterîsticas de movilidad elec- 
troforêtica de los fragmentos de masa molecular elevada 
(figuras lO, 11 y 13). Sin embargo, los densitogramas mues 
tran que los péptldos de masa molecular inferior al frag­
mente E qUe aparecen en los prliAeros minutes son més asta­
bles en el caso de la plasmlna (figura 13) si bien tlenden 
a evoluclonar hacla especles de tamario cada vez mâs peque- 
no con el tlempo. Résulta évidente ç[Ue si se tlene en cuen 
ta el nûmero de enlaces cortados por los enzlmas para al- 
canzar un clerto grade de degradaclôn deflnldo por una dl£ 
trlbuclôn de fragmentos dada, exlsten dlferenclas notables. 
En el caso de la trlpslna se rompen alrededor de 20-24 en­
laces antes de que domlencen a observarse fragmentos Y y D 
(figura 10). Por el contrario, en el caso de la plasmlna 
se observan claramente con solo 16-18 enlaces totos (figu­
ra 13).

Estas dlferenclas se hacen todavîa més exageradas 
a medlda que progresa la degradaclôn. Estes resultados con 
cuerdan con los estudlos reallzados por Mlhalyl et al (113) 
que encuentran una notable dlferencla entre los poslbles 
sltlos de ataque enZlmâtlco en cada caso, 100 para la trig^ 
slna y 60 para la plasmlna. Esta mayor actlvldad de la 
trlpslna para alcanzar el mlsmo grado de degradaclôn expli 
caria la menor pervlvencla de los péptldos separados Inl- 
clalmente que se .degradan mucho mâs répldamente que en el
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caso de la plasmlna.
En el caso de la proteollsls del flbrlnôgeno con 

plasmlna (156) se admlte generalmente que la primera frag- 
mentaclôn consiste en la separaclôn de dos péptldos que su 
ponen 40.000 Dalton de los extremos C-termlnales de las ca 
denas a (157) del flbrlnôgeno y que no Implden su coagula­
clôn, si bien modlflcan sus caracterîsticas de solubllldad. 
Por otro lado Mosesson et al (158) han observado que los 
productos Inlclales de la fragmentaclôn de masa molecular 
elevada son Iguales a las dlstlntas subfracclones de flbrl 
nôgeno (segün su solubllldad) que aparecen "In vivo". Los 
fragmentos X segûn Mardef et al (70) poseen menos cadenas 
B6 Intactas y un mayor ataque de las cadenas Aa. Reclente- 
mente Takagl y Doolittle (76) han demostrado por anéllsls 
de las secuenclas de amlnoécldos en el extremo N-termlnal 
que los fragmentos X plerden con gran facllldad el extreme 
N-termlnal de las cadenas B$ por ruptura del enlace Ar^-Ala.

Experlmentalmente se ha determlnado la varlaclôn con 
el tlempo del porcentaje de material coagulado por acclôn 
de la trlpslna y del material que coagula después de un 
tratamlento adlclonal con tromblna. A partir de estes da­
tes se puede obtener por simple dlferencla la cantldad de 
flbrlnôgeno que no ha sldo degradado por la trlpslna y la 
cantldad de material original que esté en forma de fragmen 
tes no coagulables (PDF).
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El estudlo de los materlales présentes por reducclôn 
y carboxlmetllaclôn posterior (Tabla XIV) Indlca que el ma 
terlal coagulado esté constltuldo por flbrlna Intacta y fi 
brlna algo degradada Incluse a tlempos certes de Incuba- 
clôn. Esta degradaclôn se manlflesta por aparlclôn de fra£ 
mentes de cadena a prlnclpalmente. De hecho la capacldad 
de formar un côégulo consistante sôlo se observa cuando la 
proporclôn de cadenas a préctlcamente Intactas es alrede­
dor de 16-20% que es algo menos de la mltad de las que 
exlsten en la flbrlna (alrededor de 40%). Sln embargo, se 
obtlene un preclpltado Incluso para un porcentaje del or- 
del del 10% que équivale a una cuarta parte.

El material no coagulable esté constltuldo por es­
pecles moleCulares con un contenldo en cadenas a intactas 
muy pequeno (5-6%) Irlcluso a tlempo s pequenos. Por otra 
parte, este material no coagulable muestra una degradaclôn 
tamblén de las cadenas 3. Todo esto suglere una degradaclôn 
semejante a la que se ha observado con la plasmlna (76) 
en las primeras etapas (fragmente X temprano) con la dlfe­
rencla Importante de que la trlpslna puede produclr una e£ 
pecle que coagula esponténeamente por separaclôn del mlsmo 
fIbrlnopéptldo que sépara la tromblna.

Las poslbles etapas del ataque con trlpslna al fl­
brlnôgeno, a partir de los datos expuestos, pueden esque- 
matlzarse de la sigulente forma:
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I'—   PDF
F -+ FB PDF 
4 4

XG + XB + PDF
I K PDF

Donde el flbrlnôgeno Intacto F y los fragmentos tern 
pranos XG son material todavla coagulable con tromblna. Tan 
to la flbrlna Intacta FB como el fragmente temprano que ha 
perdldo al menos el pêptldo A constltuyen el coâgulo obser­
vable. Por ûltlmo, los productos de degradaclôn PDF pueden 
procéder bien dlrectamente del flbrlnôgeno y de la flbrlna 
o lo que es més probable, de los fragmentos X tanto coagula 
dos como en dlsoluclôn.

En los estudlos clnêtlcos reallzados no se distin­
ction experlmentalmente mâs que très etapas de fragmentaclôn 
molecular, material coagulable que englobaré tanto el flbr^ 
nôgeno ccmao el fragmente XG, otro en forma de coâgulo cons­
tltuldo por la flbrlna y el fragmente XB y por ûltlmo los 
PDF. As! pues, presclndlendo de etapas Intermedias se puede 
representar la degradaclôn con trlpslna segûn el sigulente 
esquema:

kl 1̂ 2F FB PDF
I ^3I £------ M PDF

donde ki, kg y k^ son las constantes de velocldad de las 
dlstlntas reacclones.

La degradaclôn del flbrlnôgeno (deflnldo en este ca
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so como material coagulable) tlene lugar segûn un proceso 
exponenclal de manera que la concentracldn en tantos por 
clento en cada memento F vlene dada por la ecuaclôn:

F = F^eT^t {1}

donde F es la cantldad de material coagulable a tlempo ce­
re o lo que es lo mlsmo la coagulabllldad del producto Inl­
clal (normaImente =95%) y k es la constante de velocldad 
k = ^i+kg, que da cuenta de todos los procesos que degradan 
el material coagulable. El valor de k se obtlene medlante 
una representacldn semllogarltmlca de los valores de F fren 
te a t, haclendo un ajuste por minimes cuadrados y calculan 
do k del valor de la pendlente de la recta obtenlda.

La cantldad de material en forma de coégulo FB ven- 
drâ dada por la dlferencla entre el material que pasa a fl­
brlna menos el que se redlsuelve porque pasa a PDF, lo que 
se express en la ecuaclôn:

d FB(t) = k^ F(t) dt - kg FB(t) dt {2}

que Integrada dà F. k̂  , . , .PB - (e-kt_e-k2 t) {3 }

La cantldad de material coagulado pasa por un mâx^ 
mo a un tlempo de Incubaclôn que vlene deflnldo por

^ " 4
^max k-kg ^
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y que se obtlene derlvando {3} e Igualando a cero.
A partir de los valores observados experlmentalmen­

te para t̂ ^̂  ̂y conocldo k se puede obtener el valor de kg. 
Esto se reallza gréflcamente buscando las soluclones al sl£

y . kg
{5}

y = A + In k_ 
m

1donde A * k - r— In k y selecclonando el valor aproplado 
tenlendo en cuenta tamblén el porcentaje méxlmo de coagula­
clôn observado.

Flnalmente las cantldades de PDF en cualquler momen 
to vlenen dadas por la suma de las que se forman dlrectamen 
te por degradaclôn del material coagulable y las que proce- 
den de la degradaclôn del coégulo, lo que se expone en la 
ecuaclôn:

d PDF (t) = k^ F(t) dt + kg F(t) dt {6}

que Integrada conduce a

PDF «  ̂+ kpiT (-g; ir>- ir ® {7}

donde se conocen todos los parémetros ya que kg = k-k^.
El ajuste que se observa entre las curvas teôrlcas 

y los valores expérimentales es en general bastante bueno, 
como se muestra en las figuras 40 y 41 donde se recogen los 
estudlos reallzados con flbrlnôgeno bovlno y humano en ausen 
cia y en presencla de e-ACA para la mlsma relaclôn de F:trl£
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sina 250:1.
Los valores de los parémetros obtenldos para los ca 

SOS eatudlados se recogen en la tabla XV. En la ültlma co- 
lumna se resenan entre parêntesis los valores mâximos de 
coagulaclôn observados experlmentalmente.

Los resultados expérimentales observados para bajas 
concentraclones de enzlma (relaclones flbrlnôgeno:trlpslna 
superlores a 1000:1) ,  que presentan un aspecto dlstlnto en 
la varlaclôn con el tlempo tanto del material coagulado por 
la trlpslna como de la cantldad de material no coagulable 
en el sobrenadante (figuras 8 y 15) no se ajustan a este me 
canlsmo•

Las razones de esta dlferencla de comportamlento 
pueden estar en que a bajas concentraclones relatlvas de en 
zlina, el esquema slmpllfIcado no se ajuste a la realldad y 
los pasos de F a XG y PB a XB adquleren una mayor Importan- 
cla en el proceso general. Por otro làdo, el proceso de de­
gradaclôn petece que sè hace més eficaz preclsamente en el 
material ya degradado, a medlda que dlsmlnuye la concentra- 
clôn relative de enzlma, lo cual expllca que para relaclo­
nes flbrlnôgeno:trlpslna 2000:1 y 4000:1 se obtenga mate­
rial coagulable por tromblna, no afectado, Incluso para tlem 
pos en los que el porcentaje de flbrlna coagulada comlenza 
a dlsmlnulr.

La presencla del amlnoécldo slntétlco e-ACA Introdu
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TABLA XV

Relaclôn
F:T
w:w

k
min mL-l min-l

^max ^®max 
(min ) %

PARAMETROS DE LA DEGRADACION DE FIBRINOGENO BOVINO
100:1 2,59 1.54* 2,66 1,06 0,4 20(10)
250:1 2,18 0,44 0,88 1,74 0,7 10(8)

e-ACA 0,38M en el medlo
40:1 0,31 0,26 1,37 0,05 1,4 12(11)
70:1 0,87 0,86 0,08 0,00g 3 75(72)
250:1 0,20 0,19 0,07 0,01 8 50(46)

PARAMETROS DE LA DEGRADACION DE FIBRINOGENO HUMANO
100:1 3,09 0,65 0,62 2,44 0,65 13,5(11)
250:1 1,64 0,38 0,71 1,26 0,9 11,5(11)
500:1 0,67 0,54 0,69 0,13 1,5 27,5(25)

1000:1 0,62 0,40 0,068 0,22 4 48(47)
2000:1 - - - - 8 (14)
4000:1

e-ACA 0,38M en el medio

32 (18)

250:1 0,3 0,2 0,27 0,1 3,5 25(21)
500:1 0,17 0,16 0,25 0,01 4,8 25,5(25)

1000:1 0,06g 0,04g 0,05g 0,02g 16 24(31)
2000:1 — — - - 60 (32)
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ce camblos importantes en la degradaciôn del fibrinôgeno con 
tripsina, inhibiendo el proceso en general y obteniéndose ma 
yores porcentajes de coagulaclôn.

Este aminoécido se emplea farmaColôgicamente para
frenar o impedir la fibrinolisis (159) debido a una doble
funciôn inhibidora, primero en la activaciôn del plasminôge

-4no a concentraclones bajas "in vivo" del orden de 10 M y 
en segundo lugar como inhlbldor de la plasmlna y otras pro- 
teasas incluida la trlpslna, a concentraclones mayores de 
10"^M (136, 160).

En este caso se observa una clara dlsmlnuclôn en la 
constante de velocldad k al anadlr e-ACA al medlo. SI compa 
ramos los resultados obtenldos para la relaclôn flbrlnôge­
no: trlpslna 250:1 aparecen valores de k, al anadlr el Inhl­
bldor de 5 a 10 veces més bajos, segôn se trate de flbrlnô­
geno humano o bovlno. Por otra parte, parece algo mâs râpl- 
da la degradaclôn del flbrlnôgeno bovlno que la del humano, 
aunque tanto el porcentaje méxlmo de coagulaclôn como el 
tlanpo al que êsta aparece son muy semejantes. Esto cohouer 
da con los resultados obtenldos por Mlhalyl et al (113) .

En general, los valores de la relaclôn k^/kg para 
las dlstlntas concentraclones relatlvas de enzlma son clara 
mente mayores en presencla de e-ACA; lo que Indlca que el 
proceso de degradaclôn del flbrlnôgeno sln pasar por la eta 
pa flbrlna (regldo por kg) esté Inhlbldo més eflcazmente.
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Como por otro lado la relaclôn no varia mucho
nl con la relaclôn flbrlnôgeno:trlpslna nl con la presencla 
del Inhlbldor, se expllca que en general haya porcentajes de 
coagulaclôn mâxlmos mucho mayores en presencla de e-ACA.

Sln embargo, hay que senalar que a bajas concentra­
clones de enzlmas, concretamente a una relaclôn flbrlnôgeno 
humano:trlpslna 1000:1, el proceso de coagulaclôn en ausen- 
cla de Inhlbldor puede ser més Importante que en presencla 
de 6-ACA.

En general, los valores de k^ en ausencla de Inhlbi 
dor para relaclones flbrlnôgeno:trlpslna de 250:1, o més a]̂  
tas, son préctlcamente constantes y oscllan alrededor de 
0,4-0,5 min \ en camblo, en presencla de e-ACA puede alcan­
zar valores muy pequehos, lo que suglere que la relaclôn ré 
pida de ruptura de enlaces (113) responsable de la coagula­
clôn deja en este caso de ser Importante, al dlsmlnulr la 
proporclôn de enzlma.

Todo esto Indlca que a pesar de que la trlpslna y 
plasmlna son dos enzlmas muy semejantes en cuanto a select^ 
vldad, Incluso presenter ventajes potenclales la trlpslna co 
mo enzlma fIbrlnolltlca (148) hay una dlferencla en el com­
portamlento frente al flbrlnôgeno, ya que la trlpslna puede 
produclr, a determlnadas concentraclones de enzlma, una coa 
gulaclôn Importante, lo que no se observa con la plasmlna. 
Este hecho podrla estar relaclonado con la mayor especlflcl



135

dad de la plasmlna hacla los residues Usina (82) contraria 
mente a lo que ocurre con la trlpslna que corta mucho més 
fécllmente por residues arglnlna (161) .

La ausencla de coagulaclôn esponténea en el caso de 
la plasmlna provlene sln duda del hecho de que en la se­
cuencia de certes que tlenen lugar al comlenzo de la degra­
daclôn en el extremo N-termlnal de la molêcula no se separan 
nlnguno de los fIbrlnopéptldos A o B. En esta zona que debe 
de ser crltlca, en lo que se reflere a la capacldad de aso- 
clarse la flbrlna y constltulr el coégulo, el primer aconte 
clmlento consiste como ya se ha menclonado (76), en la rup­
tura del enlace Arg(42)-Ala(43) de la cadena Bg (162). Por 
el contrario, los N-termlnales de las cadenas A(a) y Y per- 
manecen Intactes hasta en los fragmentos E tempranos (76).

En el caso de la trlpslna el anéllsls de amlnoécl- 
dos NHg-termlnales del material coagulado a los 3 minutes 
de dlgestlôn con una relaclôn flbrlnôgeno;trlpslna 1000:1 
muestran la presencla de Tyr y Gly. La Tyr corresponde al 
N-termlnal de la cadena y y la Gly pone de manlflesto el pa 
so a flbrlna por pérdlda del fIbrlnopéptldo A o B (85). La 
aparlclôn tcimblén de cantldades apreclables de Ala puede In 
dlcar que la cadena A@ esté Intacta en parte, pero tam­
blén es compatible con que el material coagulable puede ha- 
ber perdldo, como en el caso de la plasmlna, el extremo N- 
termlnal de la cadena B$ hasta el residue Arg (42).



136

Al avanzar la proteollsls desaparece del material 
coagulado la Tyr como N-terminal y se encuentra Asp, este 
hécho suglere tjae la cadena y puede perder un pêptldo por 
separaclôn del residue 5 (Arg-Asp) que no afectarla préctl­
camente a la movllldad electroforêtlca de la banda corres- 
pondlente (4) en tabla XIV. Los otros N-termlnales sugleren 
la exlstencla de ruptures a btros nlveles Ce la molêcula 
que no Impllcan pérdlda de materla y que no afectan a la 
coagulabllldad de la molêcula.

Estos resultados cohcuerdan con el estudlo de los 
péptldos de baja masa molecular separados en las primeras 
etapas de la proteollsls con la trlpslna, medlante anéllsls 
bldlmenslonal por cromatografla y electroforesls de alto 
voltaje (véase secclôn III.9). En las mlsmas condlclones de 
proteollsls en que se hlzo el anéllsls de amîno-termlnales 
en el coégulo se comprueba la presencla de fIbrlnopéptldos 
A y B libres, ademés de otros péptldos de alta solubllldad 
en el dlsolvente empleado y carga neta muy positiva. Estos 
péptldos corresponden al menos en parte por su caracter de 
alta solubllldad y por su contenldo en prollna, al extremo 
C-termlnal de la cadena Aa (157, 93).

Al aumentar el tlempo de proteollsls los péptldos 
solubles en TCA aumentan en némero y cantldad de cada espe- 
cle apareclendo ademés especles menos solubles, que sugleren 
una procedencla de las partes més hldrofôblcas de la molêcu
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la, pero no exlsten grandes varlaclones en el conjunto entre 
4 y 20 mlnutos de Incubaclôn.

SI se estudla la evoluclôn con el tlempo de Incuba- 
clôn de las cadenas peptldlcas que constltuyen el material 
que coagula por acclôn de la trlpslna se observa que Inclu­
so el material que constltuye un coégulo conslstente a 3-4 
mlnutos de Incubaclôn (50% de protelna Inlclal) présenta se 
rlas modlfIcaclones respecte de las cadenas originales.

Se observa una degradaclôn parclal de las cadenas a 
(M^ = 75.000-70.000) de manera que en los momentos més avan 
zados en el coégulo-preclpltado (15-20%) sôlo existe una 
cuarta parte aproximadaidente de cadenas Intactas. Tamblén 
es évidente una banda post3 , de masa molecular estimada de 
50.000, claramente dlstlnta de la correspondlente a la B3 
original (M^ » 58.000) y mayor que la cadena y (47.000), si 
bien esta banda sôlo se aprecla a los 20 mlnutos e Incluso 
en estas condlclones de mala formaclôn de coégulo sôlo apa­
rece como componente mlnorltarlo.

El material no coagulable présenta préctlcamente una 
degradaclôn total de las cadenas o (figura 34) y ademés In­
cluso a tlempos de Incubaclôn cortos aproxlmadamente la ml­
tad de las cadenas 3 han desaparecido aumentando proporclo- 
nalmente la especle de = 50.000.

De los restantes fragmentos de cadenas separados por 
reducelôn total de la banda sigulente en movllldad a la
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(nûmero 5) de » 40.000 cuya proporclôn no varia con el 
tlenpo de Incubaclôn, corresponde muy probablemente a la ca 
dena y llgeraroente degradada y que supone alrededor de un 
terclo del material de las cadenas y Inlclales.

El resto de las bandas que sufren mayores variacio- 
nes con masas moleculares entre 36.000 y 25.000, correspon- 
derlan adlstlntas etapas de fragmentaclôn de los restos de 
cadenas prlnclpalmente.

En deflnltlva, la pérdlda de aproxlmadamente un 60% 
de las cadenas a es el limite de degradaclôn como promedlo 
para que aparezca un coégulo de caracterîsticas normales , 
mantenléndose casl por completo Inalteradas las cadenas 3 y 
y o muy poco degradadas.

PROTEOLISIS EN PRESENCIA DE UREA

El trabajo de Ehrllch et al (163) puso de manifies- 
to que la urea concentrada era capaz de inhibir la forma­
clôn del coégulo de flbrlna o de disolverlo si éste se ha- 
bla obtenldo en ausencla de urea.

Los estudlos de la flbrlna dlsuelta en urea 3,5M 
pH 7,5 y fuerza lônlca 0,15 por ultracentrlfugaciôn anall- 
tlca y medldas de vlscosldad demostraron que las caracte- 
rlstlcas moleculares de la flbrlna correspondîan a las del 
flbrlnôgeno dlsuelto en las mlsmas condlclones. Estos re­
sultados permitleron concluir que el paso del flbrlnôgeno
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a flbrlna no Impllca grandes camblos que repercutan en el 
comportamlento hldrodInémlco de la molêcula de flbrlna dlso 
clada completamente. Sln embargo, al dlsmlnulr la concentra 
clôn de urea a 2,35M se observô la presencla de asoclaclo- 
nes moleculares de la flbrlna que en parte se encuentra for 
mando polimeros solubles. SI la urea se ellmlnaba por com­
pleto se obtenla un coégulo idêntlco al que se obtlene en 
ausencla de urea.

Mlhalyl (164, 165) estudiô con detalle el efecto 
desnaturallzante de la urea sobre el flbrlnôgeno demostran- 
do que sôlo a concentraclones muy elevadas de urea (8M) se 
conslgue un desovlllamlento Irreversible de la molêcula.

Los estudlos reallzados en el présente trabajo por 
proteollsls de flbrlnôgeno y la flbrlna en presencla de 
urea a 2,35M y 3,5M han permitido observer algunas dlferen­
clas en la aparlclôn de especles moleculares de masa molecu 
lar elevada por acclôn de la trlpslna o plasmlna respecte 
de las observadas sln urea. Esto Indlca la exlstencla en la 
molêcula natlva de aspectos estructurales que sôlo se ponen 
claramente de manlflesto en condlclones ligeramente desnatu 
rallzantes. Por otro lado, la proteollsls en estas condlclo 
nés desnaturallzantes, en las etapas Inlclales es muy seme- 
jante a la observada con flbrlnôgeno en ausencla de urea , 
lo que confirma que no hay un desovlllamlento general de la 
molêcula que harla asequlbles a las proteasas un nûmero mu-
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cho mayor de enlaces peptîdicos conteniendo arginina o li- 
sina.

Las condlclones expérimentales empleadas han permi­
tido reallzar un estudlo comparâtivo de la proteollsls de 
flbrlnôgeno, monômero de flbrlna, flbrlna parcialmente pol^ 
merlzada soluble al aumentar la concentraciôn de urea y fl­
brlna tramada por el factor estabillzador de flbrlna (FSF) 
(166) tanto en dlsoluclôn, como en forma de coégulo Insolu­
ble, Incluso en urea 8M,

La flbrlna se caracterIzô por estudlos comparatlvos 
con el flbrlnôgeno por determlnaciôn de coeficientes de se- 
dlmentaclôn en los dlsolventes empleados para la proteoll­
sls. Los resultados obtenldos (véase tabla X) demuestran que 
en condlclones de urea 2,35M una buena fracclôn de la flbr^ 
na (>60%) esté en forma de ollgômeros de flbrlna dependlen- 
do esta fracclôn del pH y de la concentraciôn salina del me 
dlo. En presencla de concentraclones bajas de calcio 
(2,5x10 ^M), necesarlo para la estabilizaclôn de la flbrlna 
por formaclôn de enlaces covalentes entre las cadenas y 

(125), se observan valores del orden del 30% para el ollgô- 
mero més pesado, en camblo a una concentraciôn de 2,5xlO"^M 
préctlcamente sôlo existe la especle intermedia y en peque- 
nas proporclones. Sln embargo, se demuestra que en presen­
cla de calcio y clstelna se pueden cstablllzar las asocla- 
clones de flbrlna por acclôn del FSF présente en la muestra,
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ya que contrariamente a lo que ocurre con la fibrina no tra 
mada al aumentar la concentraciôn de urea a 3,5M permanece 
asoclada un 16% de la flbrlna original.

Una estlmaclôn de las masas moleculares de los oil- 
gômeros basada en la conoclda proporclôn entre masas molecu
lares y coeficientes de sedimentaclôn para protelnas desov^

Ml s, 2/2lladas -w—  = (—r— ) permlte establecer que las espe-
“ 2  ®2

cles asocladas son dlmeros las menos abundantes (4-8%) y tr^ 
meros o poslblemente tetrâmeros la mâs pesada.

La varlaclôn del consume de équivalentes de base 
(NaOH) con el tlempo de proteollsls con trlpslna muestra que 
la presencla de urea hace menos râplda la etapa Iniclal en 
la que se cortan un nûmero llmltado de enlaces (113) e Indu 
so que esta Inhlblclôn es mâs notable al aumentar la concen 
traclôn de urea. Sln embargo, el nûmero total de enlaces ro 
tos en el période de tlempo estudlado no cenabia de un modo 
significative en funciôn del tlpo de sustrato. En el caso 
de la plasmlna el efecto de la urea es mucho mâs notable y 
se han tenido que emplear concentraclones relatlvas de en­
zlma 5 veces mayores para obtener una velocldad de reacclôn 
comparable, aunque todavla inferior a la observada sln urea.

En general se observa que la parte inlclal de mayor
pendlente, reacclôn mâs râplda, incluye un nûmero mucho ma­
yor de enlaces en el caso de la trlpslna que de la plasmlna, 
de acuerdo con los resultados de Mlhalyl et al (113) que e£
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tima en 21 y 3, respectivamente.
La proteollsls del flbrlnôgeno en urea 3,5M produce 

especles que coagulan sln necesldad de tromblna, llegândose 
en las condlclones estudladas a obtener hasta un 30% del ma 
terlal Inlciàl coagulado cuando una vez detenlda la reac­
clôn se élimina la urea por dlâllsls.

Este comportamlento es comparable al menos cuallta- 
tlvamente al observado en ausencla de agente desnaturallzan 
te, lo que suglere que no hay camblos conformaclonales que 
afecten al nücleo N-termlnal del flbrlnôgeno por acclôn de 
la urea capaces de alterar la secuencia del ataque Inlclal 
de la trlpslna de manera que se produzca solamente material 
no coagulable.

Contrariamente a lo observado sln urea Incluso en 
las etapas Inlclales, con un promedlo de enlaces rotos bajo 
(très a los dos mlnutos) ya aparecen fragmentos Y, aunque 
todavla queda mâs de un 30% del material que coagula al In- 
cubarse con tromblna. Esto suglere que la degradaclôn en e£ 
tas condlclones es mâs râplda relatlvamente sobre el mate­
rial ya atacado por él enzlma que en ausencla de urea.

El estudlo de los fragmentos de masa molecular ele­
vada por EGPA muestra la presencla de especles moleculares 
que no aparecen en ausencla de urea, ademâs de las ya estu­
dladas X, Y, D y E.

La varlaclôn con el tlempo de incubaclôn del nûmero
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de molécules por clan de flbrlnôgeno Inlclal permlte obser 
var que ademâs de los fragmentos X (M^ = 280.000-220.000) 
exlsten dos fragmentos Intermedlos Y (170.000) y A (130.000) 
con una clnétlca paralela (figura 19) pasando por un valor 
mâxlmo y desapareclendo al aumentar las cantldades de los 
fragmentos mâs pequenos. Entre los fragmentos D (95.000) y 
E (46.000) aparecen dos nuevos fragmentos, Bg (75.000) y B^ 
(65.000) y un plco de movllldad superior al E, C (32.000) 
que no se observan en la proteollsls en ausencla de urea.

La clnétlca de aparlclôn de todos estos fragmentos 
Indlca un mecanlsmo mâs complejo que el descrlto por Albert 
et al (98) y Mlhalyl (97) para el flbrlnôgeno en dlsolvente 
sallno.

Los resultados obtenldos en urea se expllcan si se 
euümlte que los fragmentos A son como Y degradados preclsa­
mente en la parte correspondlente a la zona C-termlnal, ya 
que los fragmentos E que se obtlenen son los que correspon­
den al flbrlnôgeno original, esto es 100 para tlempo InflnjL 
to. Los fragmentos B que aparecen casl slmultâneamente con 
los D se deben a una degradaclôn Instantânea de los fragmen 
tos D Incluso en la etapa en que estân unldos al E para 
constltulr el Y o el A. Esta degradaclôn de los fragmentos 
D lo han observado otros autores con plasmlna y trlpslna en 
ausencla y presencla de urea (68, 75, 167, 168). Sln embar­
go, se trataba de una degradaclôn por ataque posterior y de
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una manera gradual. En este caso, por el contrario, todo pa 
rece indlcar que estamos ante una caracteristlca estructu- 
ral de los fragmentos D que se pone de manlflesto en presen 
cia de urea. Asi pues, el flbrlnôgeno estâ constltuldo por 
las zonas de las cadenas a degradables en péptldos de masa 
molecular baja, el nûcleo N-termlnal de las sels cadenas de 
la molêcula que forman el fragmente E y que no es afectado 
por la urea y las dos partes restantes que forman los frag­
mentos D y que segôn estos resultados estân constltuldos 
por al menos dos subunldades que darîan lugar a los fragmen 
tos B y C ademâs del D.

En el caso de la flbrlna dlsuelta en urea 3,5M apa­
recen las mlsmas especles moleculares que con el flbrlnôge­
no, sln embargo la clnétlca de aparlclôn de los fragmentos 
es algo dlstlnta en el sentldo de que aparece una mayor pro 
porclôn de los fragmentos A y los fragmentos B crecen mâs 
râpldamente que los D. Por otro lado, los fragmentos C cla­
ramente se desdoblan en (36.000) y Cg (30.000).

Al dlsmlnulr la concentraciôn de uréa a 2,35M los 
fragmentos A, B y C son casl Inapreclables, transcurrlendo 
el proceso de degradaclôn como en el caso del flbrlnôgeno 
en ausencla de urea. Esto confirma que es sôlo la acclôn de 
la urea 3,5M la que pone de manlflesto una o dos zonas de 
la molêcula susceptibles de ser cortadas por la trlpslna y 
que este fenômeno es algo mâs eficaz en el caso de la flbrl
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na que del flbrlnôgeno.
En lo que se reflere al efecto de la proteollsls so 

bre la formaclôn de coâgulo al dlallzar la urea, se observa 
que se obtlene un coâgulo conslstente sôlo cuando el mate­
rial degradado o soluble no sobrepasa el 30% del Inlclal, 
lo que coïncide con los tlempos de mâxlma aparlclôn de X , 
sln que apenas comlencen a aparecer los Y (tabla VIII).

Por otro lado, la formaclôn de productos de dégrada 
clôn no coagulables es mâs râplda eh urea 3,5M que en 2,35M 
conflrmando la Idea de que la urea expone slmultâneaunente a 
la acclôn de la proteasa mâs enlaces peptldlcos que contle- 
nen Usina o arglnlna.

La plasmlna en presencla de urea 3,5M dégrada la f t  

brlna de modo parecldo a la trlpslna en lo que se reflere a 
formaclôn de fragmentos, si bien hay algunas dlferenclas . 
Aparecen en menor cantldad los fragmentos A y B que con trip 
slna pero se distingue claramente dos tlpos de fragmentos D 
con masas moleculares de 100.000 y 85.000 y ademâs de los 
fragmentos y Cg aparecen en cantldades considerables ban 
das de movllldad elevada que evoluclonan con el tlempo y 
que comprenden especles entre 22.000 y 9.500, que no éû ob­
servan con la trlpslna, probablemente debido a que con esta 
proteasa se degradan mâs râpldamente. Basta comparar el nü- 
mero de équivalentes de base consumldos por la plasmlna en 
estas clrcunstanclas, alrededor de 24 enlaces, con los que
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ha consuiQido la tripsina alrededor de 60-70, para tener el 
mlsmo tipo de fragmentes de masa molecular alta.

Estudlos con flbrlna tramada y comparando los resul 
tados obtenldos Incubando con tripsina y plasmlna bien el 
coâgulo de fibrina insoluble en urea o polimeros de fibrina 
tramada solubles en urea 3,5M, se observa:

1^) Con la fibrina insoluble en urea 8M tanto con 
tripsina como con plasmina aparecen en los primer os memen­
tos s6lo péptidos de masa molecular baja (11.000) que proba 
blemente no afectan al entramado de fibrina.

2®) Al progresar la proteolisis aparecen simultânea 
mente fragmentes de masa molecular muy variada pudiéndose 
identificar los que corresponden por su tamano a los Y, A 
(aunque en muy poca proporci6n), D rods o menos degradados 
(tablas XII y XIII) y a los E. Sin embargo, hay que senalar 
que solaroente los E parecen no sufrir ni degradaciones ni 
estar asociados por la proporcidn mayoritaria en que se en- 
cuentran.

3^) Aparecen también fragmentes de masa molecular 
mds elevada entre 300.000-230.000 que son a su vez degrada- 
bles. Sin embargo, hay otros fragmentes qüe se han denomina 
do G que aparecen cOmo prédominantes en las ûltimâs etapas 
de la proteolisis, cuando todo el material se ha disuelto , 
con masa molecular = 180.000, que es el doble de los 
fragmentes D.
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Esto indica que la establllzaclôn de la fibrina tie 
ne lugàr preferentemente uniendo las partes de la molêcula 
alejadas del nudo N-terminal que no se ve afectado. Dicho 
en otros têrminos, las uniones covalentes formadas por trans 
aminacidn entre grupos glutamina y lisina de las cadenas y 
y las que se forman entre las cadenas a (125, 169) estân en 
la zona de la molêcula que corresponde a los fragmentes D.

En el case de la fibrina soluble en urea concentra- 
da parcialmente tramada se tienen dos tipos de especies mo- 
leculares de partida, mondmeros y oligdmeros tramados. Pero 
ha side posible hacer un estudio cinético de la apariciên 
de las distintàs especies. En este aspecto hay que senalar 
que una vez desaparecen los fragmentes X résultantes de la 
fibrina no tramada, comienza a aparecer un fragmente de ma­
sa molecular 238.000 llamado H que va creciendo y otro en 
cantidades comparables del 6 de masa molecular de 200.000.

Es évidente que si los ollgdmeros de fibrina estên 
estabilizados por uniones covalentes en principle cabeza-co 
la, una fragmentaciôn enzimâtica de estes polimeros darîa 
en las etapas finales fragmentes D-D de masa molecular 
200.000-180.000 y fragmentes D-Y que tendrian una masa mole 
cular entre 260.000 y 230.000, segün el grade de degrada- 
cidn del conjunto D.

Los resultadjs expérimentales obtenidos Incluso con 
fibrina tramada insoluble en la que deben existir asociacio
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nés latérales ademês de las de cabeza-cola, muestran en una 
etapa final fragmentos H y G y no polimeros de masa molecu­
lar mayor de 240.000. Esto sugiere que las uniones covalen­
tes incluso cuando intervienen las cadenas a s61o implican 
a dos fragmentes D contiguos.

Esto esté de acuerdo con los resultados de Feddersen 
y Gormsen (170) y en contra de la sugerencia de otros auto- 
res (84) a menos que al ser la cadena a una de las mâs fâ- 
cilmente degradables las uniones a-a sean separadas del re£ 
to de la molêcula por la proteolisis en las primeras etapas.



V.- C O N C L O S I O N E S



149

1^. Se demuestxa que durante las primeras etapas de la 
proteolisis con tripsina se forman especies que coagu 
lan espontâneamente« En general, se observa una evolu 
cidn, con el tiempo de proteolisis, de las propieda- 
des mecânicas del coâgulo.

En una primera etapa de incubacidn en la que sôlo 
aparecen especies de masa molecular igual a la de la 
fibrina o fragmentos X pesados, la consistencia asl 
como su respuesta a la compresidn mecânica son compa­
rables a las de la fibrina normal obtenida con tromb^ 
na. Si la proteolisis progress un poco mâs el coâgulo 
que se obtiene es menos compacto, llegando a ser un 
precipitado ligero.

2 ^ , Existen al menos dos procesos en competencia durante 
la proteolisis de fibrindgeno bovino y humano con 
tripsina. Por un lado ocurre la formacidn de fibrina 
o material que coagula y por otro tiene lugar una de- 
gradaciôn que produce material soluble o que solubili 
za el coâgulo formado. Por el contrario con plasmina 
no existe proceso de coagulaciôn y si una degradacidn 
muy seraejante.

La formacidn de coâgulo consistente a partir de fi-



150

brlndgeno por accldn de la tripsina, implica la ruptu- 
ra de un promedio de muy pocos enlaces (mâximo alrede­
dor de 4-5) por molêcula, como ocurre con la trombina.

La pêrdida prâcticamente total de la capacidad de 
coagular reside en la pêrdida de un 27% de material de 
la proteina inicial de masa molecular 340.000.

El limite de degradacidn como promedio para que apare^ 
ca un coâgulo de caracteristicas normales es la ruptu- 
ra de aproximadamente un 60% de las cadenas a, mante- 
niêndose casi por completo inalteradas las cadenas 0 y 
Y  o muy poco degradadas. La degradaciôn de las cadenas 
3 impide la coagulaciôn aunque no haya gran variaciên 
en la masa molecular del fragmente résultante.

Los estudios realizados de degradaciôn con tripsina se 
ajustan a un esquema simplificado con 3 etapas de frag^ 
mentaciôn molecular, de forma que el material coagula- 
ble (tanto fibrinôgeno como el fragmente XG) da lugar 
a material que coagula espontâneamente (FB o XB) o a 
PDF, segûn reacciones definidas con constantes de velo 
cidad y kg respectivamente y, a su vez, el material 
que coagula espontâneamente es degradado a PDF, segün 
una constante de velocidad kg.

Para concentraciones bajas de tripsina, los resultados 
no concuerdan con el anterior mécanisme de degradaciôn 
simplificado ya que posiblemente los pasos de F a XG
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y de FB a XB adguieren una mayor Importancia en el pro 
ceso.

6®. El âcido e-aminocaproico es un inhibldor de la fibrino 
lisis ya que la constante de velocidad k que da cuenta 
de los procesos de degradaciôn del material coagulable, 
disminuye de 5 a 10 veces segün se trate de fibrinôge­
no humano o bovino. Sin embargo, los valores de la re- 
laciôn kĵ /kg para las distintas concentraciones relat^ 
vas de enzima son claramente mayor es, indicando ç[ue el 
proceso regido por kg estâ inhibido mâs eficazmente.

Por el contrario, la relaciôn k^/kg no varia mucho 
ni con la relaciôn fibrinôgeno;tripsina, ni por la pre 
sencia del inhibidor.

Todo ello explica que en general al incubar con 
tripsina haya porcentajes de coagulaciôn mâximos bas- 
tante mayores en presencia de e-ACA que en ausencia 
del inhibidor.

7®. Los estudios realizados permiten concluir que estructu 
ralmente el fibrinôgeno estâ constituido por: a) las 
zonas de las cadenas a fâcilmente degradables en pépt^ 
dos de masa molecular baja; b) el nücleo N-terminal de 
las seis cadenas de la molêcula que forman el fragmen­
te E y que no es afectado por la urea, y c) dos frag­
mentos D (100.000-95.000) que segün los resultados ob­
tenidos en urea concentrada estân constituidos por dos
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subunidades (B (75.000-65,000) y C (36.000-30.000) que 
darîan lugar en condiciones no desnaturalizantes, a los 
fragmentos D tardios.

Taixto en las etapas finales de fragmentaciôn enzimâtica 
de los oligômeros de fibrina estabilizados por uniones 
covalentes como de la fibrina tramada insoluble, se ob 
serva sôlo la existencia de fragmentos de masa molecu­
lar inferior a 240.000 y finalmente fragmentos D-D 
(200.000-180.000) • Esto sugiere que las uniones cova­
lentes entre monômeros de fibrina incluso cuando inter 
vienen las cadenas a (fibrina estabilizada insoluble 
en urea 8M) unen a dos molêculas contiguas y precisa- 
mente por los fragmentos D de la molêcula, a menos que 
al ser la cadena a la mâs fâcilmente degradable, las 
uniones a-a sean separadas del resto de la fibrina por 
la proteolisis en las primeras etapas.
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