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I.~ INTRODUCCION




El fibrin6geno es una prateina de la sangre respon
sable en filtimo término de la coagulacién y que tiene un
gran interé&s no s6lo por su participacifn en la hemosta-
sia sino por su estrecha vinculacifén con estados patol8gi
cos de gran importancia como son muchas de las enfermeda-
des cardiovasculares. Por tratarse de una proteina comple
ja, de un tamaifio molecular considerable y adem&s 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 funcibén y estruc
tura molecular, tanto a nivel de fibrinfgeno como de fi-
brina insoluble.

Los trabajos iniciales sobre esta molécula se limi
taron a la caracterizacib6n de sus propiedades fundamenta-
les, pero cada vez hay un inter&s mayor en conocer su es-
tructura. La masa molecular estimada para el fibrin6geno
es 340.000+20.000, a partir de los estudios de sedimenta-
cibn y difusibén realizados por Shulman (1) y Caspary vy
Kekwick (2), y de las estimaciones hechas por el método
de dispersifn de luz de Katz y col. (3).

Estudiada la composicifén de amino&cidos del fibri-

n6geno humano, de cerdo, de oveja y de vaca, se ha visto



que son similares, siendo uno de los trahajos mis recien-
tes sobre fibrinfgeno humano, el realizado en analizador
autom&tico por Cartwright y Kekwick (4).

Henschen y Blomback (5) y Mihalyi y col. (6) demos
traron que el fibrinSgeno posee una apreciable proporcién
de amino&cidos di y tricarboxflicos y de aminodcidos aro-
miticos. Ademds existen algunos aminodcidos poco comunes
como la tirosina-O~sulfato, encontrada por Bettelheim (7),
que aparece en la mayoria de los fibrinopéptidos B de dis
tintas especies, aunque no existe en primates superiores
y en la rata (Blombdck y Blombdck (8); Wooding y Doo-
little (9)).

Tambi&n se ha determinado la existencia de f&sforo
contenido en forma de O-fosfoserina; Blombick y col. (10)
encontraron este amino&cido en el fibrinopéptido A de va
rios primates superiores y del hombre (Blombick y col.
(11)) y tambi&n aparece en el perro, segin Osbahr y col.
(12).

Gracias a los estudios realizados por Krajewski y
Cierniewski (13) sobre las subunidades obtenidas por sul-
fitolisis del fibrin6geno bovino, se ha visto}que la ma-
yor parte del contenido de f6sforo de la molécula se en-
cuentra en las cadenas Bf y Aa, aunque puede haber peque-
nas cantidades de f6sforo localizadas en otras zonas del

fibrinSgeno distintas de los fibrinopéptidos (Blombidck y



col. (14)).

Witt y Mlller (15) han observado que el tiempo de
coagulacibn del fibrinfgeno por accibén de la trombina vie
ne afectado por la cantidad de f6sforo presente en la mo-
l6cula, de forma que se prolonga considerablemente el tiem
po de coagulacidén si el fibrinbégeno estd desfosforilado.

Por otra parte, en el fibrin6geno de mamiferos exis
ten pequefias cantidades de hidratos de carbono (4-5%), prin
cipalmente hexosas, glucosamina y &cido si&lico (16), que
son esenciales para la formacién del codgulo de fibrina,
posiblemente por su interaccifn en el proceso de estabili
zacibén de la molé&cula, segfin sugieren Raislys y col. (17).
Mosesson y col. (18) mantienen que el contenido de carbo-
hidratos en el fibrin6geno humano nativo es el mismo que
en la fraccién coagulable de solubilidad intermedia (I-8),
existiendo 23 residuos de hexosas, 20 de hexosamina y 6-7
de &cido sidlico.

Su distribucifn en la molé&cula atin no est& clara-
mente determinada. Gaffney (19) ha _ncontrado que todos
los residuos de carbohidrato esté&n unidos a las cadenas
B8 y Y, mientras que la cadena Aa no contendrfa ninguno.
Sin embargo, Henschen y Edman (20), mediante anflisis de
amino&cidos llegan a la conclusién de que hay glucosamina
en las 3 cadenas, igual que Mills y Triantaphyllopoulos

(21) . Segfin Mester y col. (Z2) existen 6 cadenas de oligo



sac8ridos conteniendo 11 6 12 residuos de carbohidratos
cada una. La unibén a la cadena peptidica se produciria en
tre restos de N-acetil-gluccsamina v asparagina.

Por estudios orientados al conocimiento de los ami
nodcidos amino-terminales, empleando el m&€todo de Edman,
Blombdck y Yamashina (23) demostraron que cada molé&cula
de fibrin6geno, con una masa moclecular de 340.0C0, consta
de tres pares de cadenas polipeptidicas diferentes. Poste
riormente, McKee y col. (24); Mill: y Karpatkin (25) vy
Pizzo y col. (26) han aislado dichas cadenas del fibrinb-
geno y han determinado la masa molecular de cada una de
ellas, dando los valores de 68.000+10%, 58.000x10% <
47.000+10%, para las cadenas Ac, BB y v, respectivamente.

Aunque los amino&cidos NHz-terminales de cada una
de las cadenas varifian seg(in las especies, se ha encontra-
do en un gran nGmero de ellas alanina o treonina en la ca
dena Ao (Dayhoff (27)). En la cadena BB se observa con bas
tante frecuencia un residuo de &cido piroglutémico (Blom
bdck y Doolittle (28) (29); Mross y Doolittle (30) y Woo-
ding y Doolittle (9)). Blombldck y Yamashina (23) encuen-
tran tirosina como amino&cido amino terminal, en la mayo-
ria de las cadenas Yy de mamiferos.

La determinacién de los amino&cidos NH,-terminales
de fibrin6geno humano se deben a los trabajos de Blomb&ck

y Vestermark (31) y Blombick y col. (32), que encontraron



(5,2}

alanina, &cido pirogluté&mico y tirosina, en las cadenas
Aa, BB y Y respectivamente.

El an&lisis de los amino&cidos NHZ—terminales ha
jugado un papel muy importante en la comprensifn del meca
nismo de conversibn del fibrin6geno a fibrina, por accibn
de la trombina, puesto que Bailecy y ccl. (33) encontraron
que en la fibrina los grupos NHz—terminales de dos cade-
nas eran glicocola, lo que sugeria una accién proteoliti-
ca limitada por parte de la trombina en el fibrin6geno pa
ra transformarlo en fibrina.

M&s tarde, Bettelheim y Bailey (34) demostraron la
existencia de dos péptidos diferentes, que actualmente se
denominan fibrinopéptidos A y B. La velocidad de separa-
cién del péptido A por la trombina era adem&s mayor gque
la correspondiente al B (Bettelheim (35)), lo que sugiere
que estos dos péptidos no desempeinan necesariamente pape-
les equivalentes.

Esta conclusién viene reforzada por el hecho de que
también se obtiene cof8gulo de fibrina por digestién con
ciertas enzimas de serpiente (Blomb&ck y col. (36)),. que
s6lo separan el fibrinopéptido A.

Mihalyi (37) ccmprobd que el punto isoeléctrico de
la fibrina (5,6) es ligeramente mayor que el del fibrin5-
geno (5,5). Por otra parte, el monbémero de fibrina tiene

un momento dipolar transverco apreciable (Haschemeyer



(38)), lo que indica que los fibrinopéptidos no est&n lo-
calizados simétricamente en la mol&cula con relacién al
ejé longitudinal, sino que se encuentran todos en la mis-
ma parte de la molécula.

La polimerizacién de la fibrina no ccurre seg@n un
empaquetamiento totalmente orientado, sino formando prin-~-
cipalmente fibras que constituyen una red. La conversién
del fibrin6geno en codgulo de fibrina tiene lugar median-
te tres etapas sucesivas (Doclittle (39)):

P
Fibrin6geno Th 2 > n £ —= fn —> fibrina

en donde Th es la trombina, P los fibrinopéptidos A y B,
f el monb6mero de fibrina y fn el polimero intermedio so-
luble.

La formacién de polimeros intermedios de fibrina
ocurre por interaccibn especifica extremo-extremo de las
moléculas por fuerzas de caricter electrostdtico bajo
unas condiciones concrecas de pH, fuerza ibénica, concen-
tracién de fibrin6geno y trombina, como estudian Shulman
y col. (40).

Por agregacién lateral menos especifica (Ferry
(41)) de los polimeros intermedios, se llega al estado fi
nal de formacién de gel. Este GGltimo proceso es sensible
también al pH, fuerza ibnica, etc.

Ferry y Morrison (42) clasificaron los geles de fi



brina en gruescs. cuyn aspectc era muy opaco, y fino
(transparentes), auncue existen todos los estados interme
dios. La formacifn de un tipo u otro de codgulo depende
de las condiciones en gue se han producido. Los codgulos
opacos se forman a pH moderadamente bajo (6-7) y baija
fuerza ibnica (0,1-0,2), v estln constituidos por fibras
gruesas. Sin embargo, en la formacibn de codgulos finos
predomina el proceso de interaccifn especifica y ocurre a
pPH nis elevado (8-9) y fuerza ibnica mayor (0,3-0,5). No
obstante, intervienen otros factores como es la concentra
cién del fibrin8geno.

En los geles de fibrina formados "in vivo"” existen
ciertas diferencias con respecto a los obtenidos "in vitro®
con fibrinfgeno purificado :Doolittle (39)). En los prime
ros, las fibras tienden a englobar los elementos de la san
gre, incluyendo glébulos rojos, blancos y plaquetas. Las
plaguetas contienen una proteina con propiedades contréc-
tiles, lo que hace posible la retraccibn natural del cci-
gulo con la consiguiente exclusién de los fluidos embebi-
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 fibri
na preparada en el laboratorio a partir de fibrinbgeno.
Sin embargo, si el cod&gulo se forma en presenciz del fac-

tor XIII, o factor estabilizador de fibrina y de iones



calcio, se hace insoluble a la accibn de &cido y base di-
luidos (Robbins (43)) y soluciones muy concentradas de
urea (Laki y Lorand (44)), lo que indica que las uniones
entre los monémeros de fibrina en el codgulo "in vivo" son
de naturaleza covalente. Actualmente se sabe que la unibn
ocurre por transaminacién catalizada por el factor XIII
entre los grupos €-amino de la lisina que actuan como do-
nadores y los y-amino de la glutamina, que actua: como
aceptores (Chen y Doolittle (45)).

El estudio de la estabilizacifn de la fibrina es
interesante por las repercusiones que &sta tiene en las
propiedades del cofgulo, y aderds desde un punto de vista
estructural, ya que bas&ndose en la existencia de enlaces
covalentes entre los monSmeros 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 moléculas de fibrina se empa-
quetan durante el proceso de polimerizacibén inicial, pues
to que por microscopia electrbnica no se ha observado nin
guna diferencia entre fibrina tramada y no tramada (46).

Inicialmente Chen y Doolittle (47) observaron que
en el tramado de la fibrina intervenian solamente las ca-
denas a y Y, quedando excluidas las cadenas B en el proce
so de estabilizacibn. Poco después se demostré que los en

laces covalentes se establecen a dos niveles moleculares,



por un lado mediante la unién de dos cadenas y de molécu-
las vecinas obteni&ndose por reduccién total dimeros y-y
y por otro por la formacién de enlaces sb6lo entre cadenas
a form&ndose multimeros, siendo este proceso m&s lento en
condiciones normales que el que implica las cadenas Y.

Por estudios de microscopfa zlectrbénica de las mo-
léculas de fibrinBgeno, pulverizadas sobre una superficie
de mica, Hall y Slayter (48), observaron la presencia de
esferas, bien aisladas o formando grupos de dos o tres ,
aunque las "triadas" eran las m&s frecuentes. Esto llevé
a la concepcifn de un modelo de fibrin6geno en el que 3
esferas estarfan unidas por una estructura filamentosa ,
de 8 a 15 & de difmetro, no observada en las microfotogra
ffas. Las esferas de los extremos serfan de igual tamano
y ligeramente mi&s gruesas que la central. La molécula
constituida por las tres esferas tendria una longitud to
tal mfnima de 475%25 8 y un difmetro de 70 R para las es-
feras mayores. Estas dimensiones explicaban en buena par-
te los resultados de los estudios hidrodindmicos y de dis
persién de luz, por lo que el modelo fué generalmente acep
tado.

Estudios de Johnson y Mihalyi (49) demostraron que
entre las cadenas de fibrin6geno existen puentes disulfu-
ro covalentes gque no se rompen ni siquiera en guanidina-

HC1l 5M. Esto indica que para separar una esfera de la mo-
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lécula patrén se necesitarfa la rotura de, al menos, tres
uniones peptidicas. Por otro lado, K8ppel (50), por estu-
dios en microscopio electrénico empleando una técnica de
tincibén negativa lleg6 a la conclusibn de que la estructu
ra del fibrinfgeno corresponde a la de un dodecaedro pen-
tagonal, en el que las aristas estarian constituidas por
las cadenas polipeptidicas del fibrin&Sgeno. Este modelo
molecular, que explica también las propiedades hidrodin&-
micas de la molé&cula incluso mejor que el modelo trinodu-
lar (51) presenta serios inconvenientes para explicar 1la
poca reactividad de la molécula frente a agentes quimicos
y los productos de degradacibén por ataque enzimitico, ade
m&s de requerir que el volumen molecular estarfa consti-
tuido en casi un 90% por agua.

Estudios m&s recientes por microscopia electrénica
del fibrin6geno y fragmentos obtenidos por degradacién
plédsmica (52) asf como de la fibrina parcialmente polime-
rizada (53) (54) (55) muestran para el fibrin&Sgeno una for-
ma esférica, si bien por accibén de la trombina o durante
las primeras etapas de ataque con plasmina sufre un cam-
bio apareciendo una forma lineal constituida por n6dulos
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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nb6geno. Los estudios realizados durante estos iltimos afios
sobre la mol&cula de fibrinSgeno fragmentada, son los que
han permitido un mayor conocimiento de su estructura.

Para dicha fragmentacién se han empleado m&todos
quimicos y métodos enzim&ticos.

Mediante el mé&todo de fragmentacién quimica con
BrCN, Blombdck y col. (56, 57, 58) separaron un fragmento
constituido por dos subunidades idénticas (Blomb!ck y col.
(23) y Henschen (59)) que contiene las regiones NHz-termi
nales de los tres tipos de cadenas, unidas por puentes di
sulfuro intercadenas y que denominaron nudo disulfuro NHZ-
terminal (N-DSK). Este fragmento contiene el 40% de 1los
residuos de cistefna (60) del fibrinégeno 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 Blombdck y col. (62)
sobre la estructura primaria del N-DSK se conoce que el
fragmento de la cadena "A"a contiene el fibrinopé&ptido "A"
y tiene una longitud de 51 8 50 amino&cidos, segfin proce-
da de la cadena Aa o APa o de la cadena AYa, respectiva-
mente. El fibrinopéptido "A" se separa por trombina de es
te fragmento, sin depender la especificidad de la enzima
de los residuos de cisteina 28, 36, 45 y 49 ni de los re-
siduos 33 y 41 de tript6fano (60).

La masa molecular obtenida para el fragmento de

la cadena BB por ultracentrifugacién 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 BB. Este fragmento esté
constituido por 118 residuos. Adem&s se aislaron pequeias
cantidades de un fragmento relacionado con la cadena BB ,
y de masa molecular aproximada de 30.000, debido a iz ro-
tura incompleta por el residuo 118 de metionina con BrCN
(60) .

Para el fragmento de cadena y del N-DSK, Blombdck
y col. (63) obtuvieron unos valores de 11.500 por ultra-
centrifugacién y de 12.700 por electroforesis, estando
formado por 78 residuos. Esta cadena contiene carbohidra-
tos que esté&n unidos por un resto de N-acetilglucosamina:
estos resultados concuerdan con los obtenidos por Mills y
Liener (64) después de digestién triptica de la cadena ¥y
intacta.

Ademés del N-DSK existen otros fragmentos produci-
dos por BrCHM, que contienen puentes disulfuro y que pue-
den ser hidrofiflicos (Hi) o hidrof6bicos (Ho).

Ei otro fragmento hidrofilico conocido, ademis del
N-DSK, es el Hi2-DSK (Hessel (60) y Mosesson y Finlayson
(65)), que procede de la cadena Aa del fibrinb6geno. Posee
una masa molecular de 28.000 antes y después de reduccibn
y tiene un alto contenido en Thr, Ser, Gly y Pro; adem&s
consta de 2 medias Cys, como parte de un puente disulfuro

intracadena.
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Por otro lado, se han localizado 4 fragmentos hidro
f6bicos (Hol-DSK a Ho4-DSK) (Mosesson y Finlayson (65)) .
Actualmente se considera que los fragmentos Hol-DSK, Ho2-
DSK y Ho3-DSK son monoméricos (66, 67), pero no se cono-
cen detalles del Ho4-DSK.

El fragmento Hol-DSK (H1-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 relacién 1:2, respectivamente. Sin embargo, los frag-
mentos Ho2-DSE (H2-DSK) y Ho3-DSK (H3-DSK) constan de un
s6lo fragmento de cadena con unas masas moleculares de
6.000 y 8.000, respectivamente.

En los métodos enzim&ticos de fragmentacién se han
empleado diversas enzimas endopeptidasas, siendo la plas-
mina una de las mas usadas por ser la que se encarga "in
vivo" de degradar el codgulo de fibrina:w

Se ha visto que desde el comienzo del ataque enzi-
mitico hasta la obtencién de los productos finales resis-
tentes al enzima se pasa por una serie de etapas interme-
dias, de forma que se consideran 3 estados de digestibén
(65) :

Estado 1 - Existen especies coagulables por trom-

bina.

Estado 2 - Existen fragmentos resistentes con de-

terminantes antigé&nicos D y E, pero no
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hay especies coagulables.
Estado 3 - Existen especies resistentes que poseen
determinantes antigénicos D 6 E, pero

no ambos.

Los resultados obtenidos se han interpretado de dos
maneras algo diferentes. Para una gran parte de los inves
tigadores en este campo, los resultados se explican con
un modelo de estructura trinodular y simétrico con un né6-
dulo central constituido por dos extremos N-terminales uni
dos por puentes disulfuro y otros dos idénticos monomé&ri-
cos. Sin embargo, existen discrepancias en las magnitudes
quimicofisicas de los fragmentos obtenidos, que justifi-
can la opinién de otros investigadores principalmente Mo-
sesson y Finlayson (65), segGn los cuales el fibrin&geno
tiene una estructura dimérica que afecta a todas las par-
tes importantes de la molécula. Esta estructura dimérica
estabilizada por puentes disulfuro, no s6lo a nivel de nu
do N-terminal sino en zonas mis préximas a los C-termina-
les, darfa un esquema de degradacifén molecular con una ci
nética y unos fragmentos distintos a los correspondientes
a una mol&cula con tres nédulos, dos de los cuales son
idénticos y no estdn unidos entre si por enlaces disulfuro.

Durante el estado 1 de hidr6lisis, el fibrin6geno
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 o de masa molecular 40.000-
50.000 que comprende los dos tercios de la cadena Aa &
partir del extremo COOH-terminal. Este fragmento se degra
da a su vez dando un fragmento identificado como Hiz2-Ala
(Mw = 25.000) y pequefios péptidos.

Se ha demostrado que tanto el fragmento inicial de
masa molecular 40.000-50.000 como Hi2-Ala tienen estructu
ras en comin ccn Hi2-DSK (60). Es posible que los tres
fragmentos contengan el residuo COOQh-terminal de la cade-
na Aa.

También ocurren roturas en otras regiones, aunque
a menor velocidad (Mosesson y Doclittle (65)). De esta
forma se desprenden pequefios péptidos del extremo COOH~-
terminal de la cadena Y y probablemente del extremo NH2—
terminal de la cadena BB (Furlan y Beck (68)) y se produ
cen'ataques internos en los tres tipos de cadenas.

Durante la segunda etapa de proteolisis contirniuan
las roturas internas iniciadas en el estado 1, dirigidas
a la separacibn de los fragmentos D, ya estudiados por
Nussenzweig y col. (69). Marder y col. (70) observan la
aparici6n de un fragmento homogéneo de masa molecular
155.000+10%, denominado Y. iiussenzweig y col. (69) y Mar-
der y col. (70) ponen de manifiesto que los determinantes
antigénicos del fragmento Y son los X-Y, D y E, ya que con

serva los mismos amino&cidos NHznterminales (71, 72), ha-



biendo perdido fragmentos por el extremo COOH-terminal de
las cadenas o, B y Y de una de las dos subunidades, perma
neciendo invariable la otra.

Sin embargo, entre los fragmentos D obtenidos exis
te una gran variedad, presentando diferencias en su masa
molecular y en algunas de cus propiedades. Nussenzweilqg y
col. (69), Marder y col. (70) y Dudek y col. (73), entre
otros investigadores, les asignan una masa molecular de
80.000-100.000%10%.

Heene y Matthias (74) encontraron que s6lo quedaba
retenido en una columna de Sepharosa activada con mon6me-
ro de fibrina, el fragmento D de masa molecular mids eleva
da, mientras que el D de masa molecular menor presentaba
s6lamente una débil afinidad por la columna.

El fragmento D retenido en Sepharosa y purificado
dibé por electroporesis en gel de poliacrilamida (EGPA)
con SDS (Hessel (60)) una masa molecular de 105.0CC-115.000
Yy pequenos ccnjuntcz de material m&s pesado, y por ultra-
centrifugacién se detectd un componente principal de 5 S
Y pequenas cantidades de una especie molecular de 7 S.

Por reduccibén total de enlaces disulfuro de esta es
pecie se pudo ver que esti constituido por 3 6 4 fragmen-
tos de cadcnas, de masas moleculares 45.000, 42.5G60, 39.500
y 14.000. Los fragmentos de 45.000 y 14.000 corresponden

a restos de las cadenas B y a , respectivamente y, por tan
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to se les denomina DB y Da, encontrdndose en cantidades
constantes en todas las dig=astiones.

Sin embargo, los fragmentos de 42.500 y 39.500 pro
ceden de la cadena ¥y (DY1 y DYZ, respectivamente) y se en
cuentran en relacibfn variable, dependiendo del estadc de
digestién.

El fragmento DYl tiene 16 residuos en el extremo
NHZ-terminal que son comunes con los del extremo COOH-ter
minal de la cadena y del N-DSK (amino&cidos 63 a 78), es
decir, hay cierto solapamiento entre los fragmentos plés-
micos y los obtenidos con BrCN (60). Por rotura de un seg
mento peptidico del fragmento DYl por la unibén Lys-Ser en
posicibén y85-86 (fragmento Y63-85) se produce Dyz.

Estos datos est&n de acuerdo con los resultados de
NH,-terminales obtenidos por Furlan y col. (75) y Takagi
y Doolittle (76). En el fragmento D temprano existen Asp
y Ala como amino&cidos NHZ-terminales, mientras que en es
tudios més avanzados de digestifn, los valores de Ala son
menores y aumentan los de Ser. Dichos resultados concuer-
dan con la existencia de determinantes antigénicos exclu-
sivos del D, para este fragmento (69) (70).

Se ha encontrado que los fragmentos Hol-DSK a
Ho4-DSK (Mosesson y Finlayson (65)) solapan aparentemente
con el fragmento D.

También en este estado y de una forma algo mis len
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ta, tiene lugar la separacién de la porcién COOH-terminal
de la cadena BB (Mosesson y Finlayson (65)).

Durante el tercer estado tiene lugar la aparicidn
de los fragmentos E por la escisién del Y, que da lugar a
dicho E y a un fragmento D de iguales caracteristicas al
formado en el estado 2. Ya en 1961 Nussenzweig y col. (69)
demostraron que por hidr6lisis suficientemente prolongada
de fibrin6geno con plasmina se obtienen los fragmentos D
y E.

En el fragmento E obtenido en estados de digestién
relativamente tempranos, Marder y Budzynski (71, 72) han
detectado restos de fibrinopéptidos A y su masa molecular
estimada por Marder y col. (70), Dudek y col. (73) y Pizzo
y col. (26, 77) es de 45.000£10%.

Est& constituido por tres tipos de fragmentos de
cadenas cuyas masas moleculares han sido determinadas por
Kowalska-Loth y col. (78), Pizzo y col. (77) y Budzynski
y col. (72), siendo de 10.000*10%, 7.000:10% y 9.000:10%
para los fragmentos de las cadenas Aa, BB y Y, respectiva
mente.

Kowalska-Loth y col. (78) han demostrado que la ma
yor parte de la estructura del fragmento E y del N-DSK es
com@in, aunque el E tiene algunas secuencias que no esté&n
presentes en el N-DSK. Por otra parte, varios investigado

res (79, 70) han demostrado determinantes antigénicos co-



munes y que es resistente a la hidr6lisis con plasmina.
Dada la masa molecular total del fragmento E, la de sus
fragmentos de cadenas constituyentes y su solapamiento
con el N-DSK, se tiene la seguridad de la estructura di-
mérica de E.

En etapas muy avanzadas de este (Gltimo estado, por
rotura lénta de las cadenas ¥, algo mis resistentes a 1lia
plasmina, del fragmento D, mediante una secuencia de ata-
que no determinada, se producen los fragmentos F, gue con
servan por lo menos un determinante antigénico presente
en el fragmento D, segin los experimentos realizados por
Mosesson y col. (80).

De todos los fragmentos obtenidos, los mis impor-
tantes fisiol6gicamente son los X e Y, ya que poseen una
potente capacidad anticoagulante por interferencia en la
polimerizacién del monémero de fibrina y por inhibicibn
de la velocidad de rotura de fibrinopéptidos por trombina
(81) .

La secuencia de degradacién del fibrinbgeno produ-
cida por la plasmina tiene razén de ser para una molécula
de fibrinf6geno con tres regiones compactas. La regién cen
tral de naturaleza dimérica corresponderfa al fragmento I
y dos regiones laterales idé&nticas entre si, se identifi-
carfan con los fragmentos D.

Estas teorias vienen apoyadas por el hecho, obser-
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vado experimentalmente, de la aparicibén del fragmento D
simult&neamente al Y y anterior a la produccifn de conjun
tos apreciables de E.

Budzynski y col. (72) comprueban que hay fragmentos
menores a 13.000 en la especie Y pero no en la X. Estos
componentes corresponden al fragmento E y, por tanto, cons
tituye una prueba de que existe una sbla especie E y, sin
embargo, dos fragmentos D por molécula de fibrinfgeno ini
cial.

Por digestibn de fibrina con plasmina también se
obtienen fragmentos X7, ¥, D y E con propiedades equivalen
tes a los obtenidos por digestién de fibrindgeno, segln
comprueban Dudek y col. (73). Esto indica que por el pro-
ceso de polimerizacifn no quedan expuestas nuevas regio-
nes al ataque, ni desaparecen los sitios que ya eran acce
sibles.

Weinstein y Doolittle (82) observan que la disolu-
cibn del coidgulo de fibrina por la plasmina tiene lugar
cuando se degradan un nfimero critico de monfmeros de fi-
brina para dar fragmentos Y y D, y comprueban que este he
cho ocurre cuando se rompen 4-8 enlaces, para una masa mo
lecular de 340.000; sin embargo, se producen muchas rotu-
ras mis hasta llegar a obtener todos los fragmentos resis
tentes. Fl fragmento Y formado a partir de fibrina, posee

la misma capacidad anticoagulante que el que produce 1la
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plasmina a partir del fibrinégeno.

A pesar del esquema de degradacifn semejante segui
do por el fibrin6geno y fibrina por accién de la plasmina
y de la semejanza de los productos de degradacién obteni-
dos en ambos procesos, se han visto, por microscopia elec
trénica, unos cambios conformacionales muy grandes a 1lo
largo de los diferentes estados de polimerizacién, de ma-
nera que la forma original del fibrinfgeno s6lo se mantie
ne en los primeros estados de agregacién (Pouit y col.
(53)).

En el fibrinfgeno existe una heterogeneidad en la
distribucién de la carga elé&ctrica: Arnesen (83) determi-
na el pI de los fragmentos D y E, que presentan gran dife
rencia, 6,6 y 4,9, respectivamente. Hudry-Clergeon y col.
(84) sostienen que este hecho puede dar lugar a interaccio
nes electrostiticas intramoleculares, que reforzadas por
otros tipos de enlaces, estabilizarfan una conformacién mo
lecular determinada.

La rotura de los fibrinopéptidos A y B, que tienen
un cardcter electronegativo, por accién de la trombina ,
justifica un cambio conformacional que llevarfa a la neu-
tralizacién. El1 hecho de que los fibrinopéptidos B se se-
paren m&s lentamente que los A apoya la existencia de un
cambio conformacional en la regibn NHz-terminal de la mo-

lécula (85) mediante el cual la regifn que contiene el en
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lace que corta la trombina para liberar el pé&ptido B que
inicialmente est& oculto, se expone a la accifn proteoliti
ca del enzima.

La asociacifn de los monfmeros de fibrina ocurre
gracias a una perfecta orientacién de las moléculas, ya
que necesita interacciones entre sitios especificos, ha-
bié&ndose hecho accesibles algunos de ellos al producirse
el cambio conformacional en la molécula. Pouit y col.

(55) sugieren la aparicibn de sitios cargados positivamen
te en la molécula durante la polimerizacién, debido al
cambio conformacional producido.

Segfin Mattock y Esnouf (86) la dimerizacién y-v
ocurre nada mids separarse los fibrinopé&ptidos A. Chen vy
Doolittle (87) han localizado un doble tramado cerca de
la regifén COOH-terminal de las cadenas Y. Este proceso
lleva a la formacién de polimeros intermedios.

Sin embargo, la cadena a forma multimeros (39).
Esto puede deberse a que hay m&s de un sitio de enlace im
plicado y/o que los sitios donador y aceptor de una cade-
na a interaccionan con un aceptor y un donador situados
en dos cadenas a pertenecientes a distintas moléculas.
Doolittle y col. (88) defienden que hay dos sitios acepto
res en las cadenas a, por lo menos (aunque &sto no impli-
ca forzosamente que ambos participen en el tramado) y se

ha visto que al menos alguno estd situado en la regién
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COOH-terminal. Este procesd es mucho m&s lento que la for
macién de dimeros y-y y da lugar a la agregacidén lateral
(39) por lo que tiene gran importancia en la formacifén de
cofgulos gruesos.

Para conciliar todos estos resultados, Hudry-Cler-
geon y col. (84) suponen que el fibrin6geno puede existir
bajo distintas formas conformacionales que varian entre
la replegada, con una forma esferoidal con los extremos
casi unidos, v la extendida en forma de T y cuyas propor-
ciones relativas dependerfan de la temperatura, pH, fuer-
za i8nica, naturaleza de los disolventes y concentracién
de la protefna. En condiciones fisiol6gicas predominaria
la forma esférica.

En el paso de fibrin6geno a fibrina habrfa un des-
plegamiento de la molé&cula, que adoptarfa la forma de T.
Esta forma de T estarfa en bastante concordancia con el
modelo dado por Doolittle (39), que también opina que el
fibrin6geno no puede ser tan compacto como se deduce de
las micrograffias de Hall y Slayter (48), aunque debe de
haber tres macrodominios discretos.

Sin embargo, Mosesson y Finlayson (65) interpre-
tan de otro modo los resultados obtenidos por proteolisis
de fibrinb6geno y fibrina con plasmina. Afirman que por ro
tura de los 3 puentes disulfuro que unen las dos mitades

del N-DSK, no se separa en dos la molécula, por lo que
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tiene que haber, al menos, otro puente disulfuro simétri-
co en la molécula, suponiendo que los puentes disulfuro
son los Gnicos que impiden la disociacifn de las dos mita
des de fibrin6fgeno en presencia de urea 4M. Esto les lle
va a pensar en la formacifn de un s6lo E y un s8lo D, am-
bos diméricos, por digestibn enzimdtica del fibrin&geno.

Esta hip6tesis est& apoyada por los resultados de
Gormsen y col. (89) que observan que por digestién de fi-
brinégeno con plasmina, la aparicién de fragmentos D y E
es simulténea.

Mosesson propuso este modelo (80) porque encontré
2 residuos de Asp NHz-terminales en el fragmento D, por
mol, e interpretaron que correspondfan a la cadena Y. Sin
embargo, Collen y col. (90) encuentran un fragmento D ho-
mogéneo de masa molecular 100.000 que contiene Asp como
aminodcido NHZ-terminal de las cadenas Da y DB, mientras
que en la cadena Dy no encuentran sitio de rotura plasmi-
ca que pueda dar Asp.

Una confirmacifn del modelo serlfa encontrar entre
los productos de degradacién de la fibrina tramada una
banda de elevada masa molecular que contuviera un oligbme
ro del fragmento D, ya que para la estructura trinodular
no pueden existir m&s de dos especies moleculares unidas
covalentemente sin que esté también el fragmento E. Sin

embargo, no se ha comprobado hasta el momento la existen-



25

cia de dicho fragmento de elevada masa molecular.

Para realizar los estudios sobre la estructura del
fibrin6geno por digestién enzimitica, no s6lo se ha em-
pleado plasmina sino tambi&n otras muchas enzimas proteo-
lfticas como tripsina, quimotripsina, estreptokinasa,etc.

Mihalyi y Godfrey (91} han estudiado el efecto de
la quimotripsina sobre el fibrinfgeno bovino y de una for
ma mds detallada, los efectos de la tripsina a distintos
pH, sobre el fibrin6fgeno bovino (92). Recientemente Shra-
ger y col. (23) han realizado un estudio comparativo su-
bre los productos de digestién obtenidos por tripsina vy
plasmina sobre fibrin6geno bovino y humano.

Se ha comprobado que los productos obtenidos para
ambos tipos de fibrinSgeno por la accifén de estas tres en
zimas es comparable en general; aunque pueden sefalarse
algunas pequefias diferencias.

Mihalyi y Godfrey (92) realizando digestiones de
fibrin6geno con tripsina observan 2 tipos de reacciones:
una reaccién r&pida en la que se rompen 12 uniones pepti-
dicas y una lenta en la que se produce la rotura de 0tros
80 enlaces, y coincide con la formacién de un fragmeato
5 S. Estos resultados son similares a los obtenidos con
plasmina.

Para la tripsina existe ademds una tercera reac-

ci6n extremadamente lenta (94) en la que se forma un frag
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mento de 3,7 S.

Durante la primera etapa se separa un 20% de la ma
sa inicial de fibrin6geno en forma de pequefios péptidos
por la accién de la quimotripsina y queda un fragmento
restante X, que es coagulable por calor (Fletcher y col.
(95)). Sin embargo, con la tripsina, ademis del fragmento
X definido por Mills y Karpatkin (25, 96), se encuentra
un fragmento de masa molecular 35.000 procedente del ex-
tremo COOH-terminal de cada una de las cadenas Aa, que ri
pidamente se rompe en dos de 17.000 (Mihalyi (97)) y un
4% de pé&ptidos pequefios no modificables por accién poste-
rior con tripsina y solubles en TCA.

En la segunda reaccidn aparece un fragmento 5 S
que se ha identificado como el D. Pero el hecho de que la
desaparicifén del fibrin6geno y primer derivado (X) no
coincidiera complementariamente con la formacibn del frag
mento D, indic6 que tenfia que formarse otra especie inter
media que m&s tarde se detecté§ y denominé Y.

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

a - FibrinSgeno - Fragmento X + pé&ptidos
b - Fragmento X - Fragmento Y + Fragmento D + péptidos

¢ - Fragmento Y + Fragmento D + Fragmento E

La primera reaccifn es muy rfpida frente a las

otras dos y por otro lado, si la molécula es simétrica y
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constituida por dos fragmentos D y un E la velocidad Ade
las reacciones b y ¢ deberia de ser igual ya que la proba
bilidad de ruptura de un fragmento X para dar un Y y un D
debe de ser la misma que para que se rompa un Y para dar
un D y un E.

Albert y col. (98) demostraron en el caso de la de
gradacifn de fibrin6geno bovino con tripsina, que la cons
tante de velocidad global para las reacciones b y ¢ son
idénticas, lo que confirma la existencia de una estructu-
ra molecular con tres zonas de la molécula densamente em-
paquetadas que no tienen las cadenas accesibles al enzima.
Una de estas zonas o n6dulos en una posicién central est&
conectada a las otras dos laterales idénticas entre si por
dos zonas que pueden ser cortadas por ataque enzimdtico .
Las masas moleculares determinadas por equilibrio de sedi
mentacién para los fragmentos resultantes por accién de
la tripsina son de 266.800, 170.000 y 90.000 para los frag
mentos X, Y y D, respectivamente, La masa molecular deter
minada para el fragmento E por electroforesis en SDS fué
de 46.000-50.000.

Una forma dimérica temprana del fragmento D con una
masa molecular de =170.000 como proponen Mosesson y col.
(80) tendrfa un comportamiento cinético distinto al obser
vado independientemente por Albert y col. (98) y por Mi-

halyi y col. (97). El hecho de que las dos etapas b y ¢
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tengan la misma constante de velocidad apoya una estructu
ra sim&trica con un fragmento E en posicibn central y dos
fragmentos D no unidos entre si{ en posici6n lateral.

Se ha comprobado que la tripsina y la trombina tie
nen especificidades muy semejantes (92), de forma que en-
tre los 12 enlaces rotos por la tripsina durante la reac-
cibén rfpida (contabilizados en un pH-estato) se incluyen
los 4 enlaces accesibles a la accibén de la trombina. Ade-~
m&s de é&stos, s6lo se pueden romper 1 6 2 enlaces ﬁés ’
sin que haya pérdida de coagulabilidad. De este hecho se
deduce que se formar& por accién de la tripsina una espe-
cie intermedia idéntica o muy semejante a la fibrina con
capacidad de formar un polfinero.

Mihalyi (92) ha visto que las velocidades de forma
cién de esta especie (kl) y de destruccibn de ella (kz)
son relativamente semejantes: kl/kz = 0,65.

También en este caso se ha observado la capacidad
anticoagulante de los productos de degradacién formados, _n
al igual que en el caso de la accifn plé&smica.

Celander y Guest (99) defienden que el fibrinégeno
es mucho mis resistente al ataque enzimdtico que la fibri
na. Sin embargo, la fibrina tramada en presencia del fac-
tor XIII es degradada 5 a 10 veces m&s lentamente que la
fibrina soluble en urea (Gormsen y col. (100)).

Al ser los resultados obtenidos por proteolisis con
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tripsina consistentes con los que se derivan de la accibn
Pldsmica o con BrCN, se puede mantener la teorfa de 1la
existencia de tres macrodominios en la estructura del fi-
brin6geno (48) e inclusive apoya el modelo sugerido por
Hudry-Clergeon y col. (84). Ademis, el uso de esta enzima
tiene el doble interés de reproducir la accibn de la trom
bina, como ya se ha indicado (92).

El trabajo descrito en esta !lemoria ha tenido un
doble objeto: Por una parte un mejor conocimiento de las
etapas iniciales de degradacién del fibrin6geno bovino y
humano por accibén de la tripsina, caracterizando tanto
los fragmentos de alta masa molecular, como los peptidi-
cos producidos. El interés de este aspecto del trabajo re
side en que la tripsina produce en las primeras etapas de
la proteolisis coagulacién del fibrin6geno, a diferencia
de lo observado con plasmina. Un estudio de esta coagula-
cibén sequida de la disolucibén del cofgulo al progresar la
degradacifn enzimitica, puede suministrar informacibn acer
ca de los aspectos moleculares implicados en el paso de
la fibrina insoluble a los fragmentos de masa molecular
elevada solubles, que inhiben la polimerizacibn de fibri-
na y la formacibén de un cofdgulo consistente.

Por otro lado, se ha realizado un estudio de las
etapas avanzadas de degradacifn enzim&tica del fibrinége-

no, fibrina soluble y estabilizada por la plasmina y 1la
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tripsina, en un medio disociante que ha permitido conocer
la aparicién de fragmentos no producidos en otras condi-
ciones, 1o que aporta un mayor conocimiento de la estruc-
tura del fibrinfgeno, pudiendo proponer un esquema del me
canismo que posibilita la formacifn de la fibrina y 1los

sucesivos productos de degradacifén, no coagulables.



II.~- MATERIALES Y METODOS
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II.l1.- PURIFICACION DEL FIBRINOGENO

La purificaci6n del fibrin6geno bovino se ha reali
zado por el método de Laki (10l1), a partir de la fraccib6n
de Cohn I con las modificaciones introducidas por Mayo y
Rothstein (102), con el fin de eliminar el plasminégeno y
otros productos de coagulacién.

En los experimentos realizados con fibrin6égeno hu-
mano‘se empled fibrinfgeno Kabi, ya purificado, con una
coagulabilidad del 95%.

La concentracién del fibrin6Sgeno en solucibén se ha
determinado espectrosc6picamente a 280 nm usando el coefi

ciente de extincibn obtenido por Mihalyi (103): Egéé% -

Egé%% = 1,506, para células de 1 cm de paso de luz.

El grado de pureza de la solucién de fibrinégeno
se ha determinado midiendo la coagulabilidad con trombina
bovina Parke-Davis con una actividad de 5.000 unidades
NIH por mg. Para ello se han tenido en cuenta las condi-
ciones 6ptimas de concentracién y pH descritas por Ferry
y Morrison (42). La coagulabilidad obtenida fu& siempre
superior al 95%.

La solucibén de fibrin6geno en tampén fosfatos

0,018M, pH 7,8, se almacen6 en alicuotas de 10 ml a ~17°C.
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IT.2.- PREPARACION DE FIBRINA

El fibrinbgeno se convierte en fibrina mediante la
accidn de la trombina que separa los fibrinopéptidos "A" y
B, a partir de los extremos N-terminales de las cadenas a
y B,respectivamente, como describe Blombdck (104).

Mediante la agregacién de varias molé&éculas de fi-
brina se llega a formar un polimero intermedio (41), que
es una cadena lineal, todavia soluble y cuyo desarrollo
se debe a interacciones especificas extremo-extremo. Por
Gltimo, tiene lugar la agregacifn lateral de estos polime
ros intermedios, dando lugar al cofgulo de fibrina.

No obstante, el proceso se puede paralizar en el
estado de monSmero de fibrina o de polimero intermedio,
en presencia de altas concentraciones de hexametilengli-
col o urea y especialmente, bajo condiciones muy concre-
tas de pH y fuerza if6nica, cegfin describen Shulman y col.
(40) .

Sin embargo, si la reaccién de polimerizacibén de
la fibrina se lleva a cabo en presencia de iones calcio y
de factor XIII, se producen uniones covalentes entre res-
tos laterales de cadenas peptidicas, ya que son insolubles
en 4cido o base diluidos y en altas concentraciones de
urea, segin estudian Robbins (43) y Laki y Lorand (44) ,

respectivamente.
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II1.2.1.- Obtencibn del monémero de fibrina

Para la obtencién de fibrina soluble se traté§ el
fibrin6geno humano con trombina en una proporcién de
0,1 mg de enzima por 100 de protefna, durante un minimo
de 6 h para que hubiera una separacifn completa de fibri-
nopéptidos A y B, segfin Blombdck y Vestermark (31).

Pasado este tiempo se comprimié el cofgulo y se
elimin8 el liquido sobrenadante. Se lav8 varias veces con
agua destilada y se redisolvié el codgulo en NaCl 0,15M,
urea 3,5M, pH 7,5, que son las condiciones descritas por
Shulman y col. (105).

Se eligi6 NaCl en lugar de un tampdn, con el fin
de realizar posteriores proteolisis con tripsina en un
pH-estato.

La concentracifén de fibrina fué de 5 mg/ml y se de
terminé espectroscépicamente, utilizando como coeficiente

de extincién el mismo que para fibrin6geno.

IT.2.2.~- Obtencibén de polimero intermedio de fibrina

Se obtuvo el cofgulo como ya se ha indicado y a con
tinuacién se disolvié NaCl 0,15M, urea 2,35M, pH 7,5.
En estos experimentos, al igual que en los anterio

res, la concentracién fué de 5 mg de protefna por ml.
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I1.2.3.- Obtencidn de fibrina tramada

Para estabilizar el codgulo de fibrina se anadid
al fibrin6geno antes de su coagulacibn, cisteina y cloru-
ro cédlcico, hasta una concentracién final de 0,0125 vy
0,025M, respectivamente. El factor XIII se hallaba en muy
baja proporcibén junto con el fibrin6geno, pero en sufi-
ciente concentracibén para actuar como catalizador de 1la
reaccifn. En estos experimentos no se utilizan sales fos-
fatos, ya gque producen un precipitado con la sal de cal-
cio que contaminaria el cofgulo de fibrina.

También se estabiliz6 la fibrina en el estado de
polimero intermedio. Para ello se obtuvo fibrin6geno di-
suelto en NaCl 0,15M; urea 2,35M, pH 6,75, al que se le
afnadi6 trombina en la proporcibén de 0,5 mg de enzima por
100 de protefna. La concentracibén de fibrin6geno se man-
tuvo a 5 mg/ml. Transcurrida una hora de la adicibn vde
trombina, se anadid cistefna hasta una concentracibn
0,0125M y cloruro cilcico en una concentracibén 0,0025M &6
0,025M. Inmediatamente se hizo una nueva adicifn dc trom-
bina en la proporcitn de 0,1 mg de enzima por 100 de pro-
teina.

El pH se mantuvo en 6,75, ya que Ferry y Morrison
(42) comprobaron que las condiciones 6ptimas de estabili-
zacibn ocurren a pH comprendidos entre 6 y 7. A continua

cibn se eliminé la cistefna y el CaCl2 por diflisis y se
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llev8 el pH a 7,5. Con el fin de comprobar que se tenfan
polimeros de fibrina tramada solubles se llev§, por di&li
sis, a unas condiciones de NaCl 0,15M, urea 3,5M, pH 7,5.

En todos los experimentos se utiliz6 urea (Carlo
Erba) convenientemente purificada y desionizada. Para
ello se filtraron por placas de vidrio poroso n°® 4, diso-
lusiones acuosas de urea 8M. A continuacibén se pasaron
por una columna de amberlita MB-1 (B.D.H.) de 4x60 cm vy,
por Gltimo, por un filtro Millipore de 0,45 u de tamafo
de poro.

La concentracifn y pureza se comprobaron por medi-
das de conductividades especificas en un conductimetro

Philips, siendo la constants de la cé&lula 0,34 cmnl. Se

54-1

Q 1

obtuvieron valores comprendidos entre 0,4 y 2x10° cm o,
una vez eluida la solucién de urea por la columna y fil-
trada por Millipore. Se controld adem&s el Iindice de re-
fraccifn en un refracté6metro Jena. Se us6 como ilumina-
cibn un foco de luz blanca, obteniéndose un valor de 1,4,
que estd de acuerdo con los valores obtenidos por Warren
y Gordon (106) habiendo utilizado una l&mpara de sodio co
mo fuente de iluminacién y determinando el fndice de re-
fraccién a 589 nm.

Por Gltimo, se hizo un control de la concentracibn

de cianatos en la solucibén, ya que pueden interaccionar

con los grupos amino y sulfhidrilo de las protefinas, segfin
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tamp6n fosfatos 0,018M, pH 7,8, con cantidades variables
de enzima.

En algunos experimentos ha estado presente el &ci-
do e-aminocaproico, procedente de los laboratorios Merck,
a una concentracién del 5% (p/v).

Las digestiones enzim&ticas se han seguido segfin
Mihalyi y col. (92), tomando alfcuotas del digerido a
tiempos segGn relacién exponencial (1, 2, 4, 8 ... minu-~
tos) repetidos en todos los experimentos, independiente-
mente de la relacibn entre el sustrato y el enzima. Para
paralizar la accifn de la tripsina, se ha empleado inhibi
dor de soja en disolucién acuosa, en una relacién 5:1
(p/pP) de inhibidor:enzima. Estos estudios han permitido
establecer la relacifn Sptima de proteina-enzima para pro
seguir nuestros trabajos.

La marcha de la reaccibn se ha seguido mediante la
medida de la densidad 6ptica a 280 nm a la que se ha res-
tado el escater a 320 nm y que nos da la cantidad de pro-
tefina restante, después de retirar el material insoluble
o coagulado espont&neamente, por centrifugacién a 15.000
rpm durante 30 minutos, a la temperatura de 4°C.

Los distintos fragmentos formados en la digestifn
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.- Determinacién del nfimero de enlaces peptidicos

rotos por la accifn del enzima

El fibrin6geno o fibrina se prepar8 en NaCl 0,15M,
PH 7,5, a una concentracifén de proteina de 5 mg/ml. La di
gestifn enzimi&tica 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 registro tipo SBR 2c
conectados a unos electrodos de vidrio siguiendo el mé&to-
do de Mihalyi (110).

Para mantener el pH fijo en 7,5 se utilizé una so-
lucibén de NaOH valorada en cada caso con &cido benzoico
estandar, muestra 39i, procedente del HNational Bureau of
Standards. La solucifn de NzOH se mantuvo en una botella
de polietileno cerrada bajo atmésfera de N2' filtrédndose
el aire que penetraba a la botella por una pipa conte-
niendo Soda Asbestos procedente de los laboratorios BDH.

Por este método podemos conocer el nfimero de equi-
valentes de NaOH gastados por mol de proteina a lo largo
del tiempo y, por consiguiente, es posible saber el niime-
ro de enlaces rotos en la molécula por la accidén proteoll
tica de la tripsina o plasmina usadas. La tripsina se di-
solvi6, como en casos anteriores, en ClH 0,001M. Se em-
plearon relaciones de sustrato:enzima de 750:1.

El medio de reaccifn 3e mantuvo en atm6sfera de

N2 hdmedo, para evitar acciones extrahas 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.

IX.3.3.- Posterior tratamiento con trombina

El material recultante de tratar el fibrinbSgeno bo
vino o humano, con tripsina, se someti6 posteriormente a
la accifén de la trombina. Se empleb una relacién de pro-
tefna:enzima de 100/1 (p/p) y se prolongd esta accién du-
rante un minimo de 6 h. a temperatura ambiente. La concen
tracién de material no coagulable se determiné midiendo
la absorbancia a 280 nm. Posteriormente se estudiaron las
distintas entidades moleculares presentes mediante elec-

troforesis de zona.

IX1.3.4.~- Tratamiento con calor

Del mismo modo, el material resultante de tratar el
fibrin6geno (bovino o humano) con tripsina, se incubd a
57°C durante 30 min. Asi se tuvo conocimiento de la canti
dad de material termoestable que aparece con el tiempo de
incubacién con tripsina por medida de la absorbancia a 280
y 320 nm, del material soluble, de las distintas fraccio-

nes.

II.3.5.- Precipitacién con TCA

Igualmente, al material obhtenido del tratamiento

del fibrin8geno humano con tripsina, se le afnadibé &cido
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tricloroacético hasta una concentracién final del 10%

(p/v) .

Se determiné la cantidad de material soluble por

la absorbancia a 280 nm, de las distintas fracciones.

I1.3.6.~ Digestibn del fibrin6geno o fibrina con plasmina

La plasmina erpleada en estos experimentos proce-
dfa de los laboratorios Kabi. Presentaba una actividad de
15 CU/mg segfin la definicibén dada por Robbins y Summaria
(111).

La enzima se us8 en solucién acuosa a pH 6,5 y se

determind su concentracifén empleando el coeficiente de ex

0,1%_ _0,1%
280 - “320

para células de 1 cm de paso de luz.

tincibén E E = 17,0, seglin Robbins y col. (112),

Se empleS una relacifn de enzima:sustrato de 5,8834
CU de plasmina por 100 mg de fibrin&Sgeno, segfin describen
Mihalyi y col. (113). La reaccién de proteolisis se para-
1126 mediante la adicién de inhibidor de soja, empleando
una relacién 3/5 (p/p) de inhibidor:enzima.

Todos estos experimentos se realizaron en pH-esta-
to, por lo que el fibrinb6geno se mantuvo disuelto en NaCl
0,15M, pH 7,5 y a una concentracibén de 5 mg/ml. A partir
de los datos asi obtenidos se pudo determinar el ndmero

de enlaces rotos por la plasmina en cada una de las eta-

pas.
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I1.4.- PROTEOLISIS DE FIBRINA

Se realizaron proteolisis, tanto de fibrina solu-
ble como tramada, estando la fibrina en estado de monfme-
ro o de polimero intermedio y la fibrina tramada como po-
limero intermedio o como co&gulo.
| Para todas ellas se siguif el mismo método, a ex-
cepcibn del co&gulo de fibrina tramada, que se describe

por separado.

II.4.1.- Fibrina en solucién

El material se prepar8 en NaCl 0,15M, pH 7,5 y urea
a la concentracibn correspondiente, segfin los casos. La
cantidad de material fué de 5 mg de fibrina por ml. Todos
estos experimentos de proteolisis se han realizado en pH-

estato.

I1.4.1.1.- Con tripsina

La tripsina se disolvié, como en casos anteriores,
en HC1l 0,001M. Sin embargo, por la presencia de urea en el
medio, su actividad se vi6 disminuida, correspondiendo a
5.400 unidades BAEE/mg, a las molaridades de urea usadas.
Por ello se emplearon relacioﬁes de sustrato:enzima de
500:1 y 1000:1.

La reaccifn se llev8 a cabo bajo atmésfera de N,
hGmedo y a una temperatura de 23,5 - 25°C, en todos los

casos.



Como en el caso del fibrin6geno, se sacaron alicuo
tas de volumen conocido, a tiempos segfin relacidén exponen
cial (92). En ellas se paralizb la accibén de la tripsina
mediante adicién de inhibidor de soja en relacién 5:1
(p/p) de inhibidor:enzima.

Se determin6 la cantidad de material que conserva-
ba la capacidad de coagular eliminando totalmente la urea
presente en el medio por didlisis frente a NaCl 0,15M, pH
7,5. Se cuantific6 el material soluble después de di&li-
sis, es decir, sin capacidad de coagular, midiendo la ab-
sorbancia a 280 y 320 nm.

Los productos de degradacibén formados por accién
de la tripsina se caracterizaron mediante electroforesis

de zona, en gel de poliacrilamida, en presencia de SDS.

I1.4.1.2.- Tratamiento con calor

El material resultante de la proteolisis con trip-
sina, en ausencia de urea, se sometif a una temperatura
de 57°C durante 30 min.

Por centrifugacién a 15.000 rpm durante 30 min. se
obtuvo el material soluble correspondiente a material ter
moestable no dializable. Se cuantific6 por medida de 1la
absorbancia a 280 y 320 nm.

IT1.4.1.3.- Con plasmina

Con dicho enzima se estudif la proteolisis del mond
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mero de fibrina. En estos experimentos se sigui6 el mismo
método y se emplearon las mismas condiciones que en otros
casos.

La relacifén de enzima:sustrato fué igualmente de
1:250 (p/p) y se pard la proteolisis, en cada una de las
alficuotas extrafdas, con inhibidor de soja en una relacién
con la plasmina de 3:5 (p/p).

Por la realizaci6n de estos experimentos en un equi
po pH-estato se conocif el nGmero de enlaces rotos por la
plasmina, en cada una de las etapas, y por electroforesis
en gel de poliacrilamida se pudieron identificar los frag

mentos presentes.

I1.4.2.- Co8dqulo de fibrina tramada

Para estos experimentos se partié del material coa
gulado y estabilizado al que se extrajo el licguido embebi
do y el material soluble en él. Posteriormente se resus-
pendi6 con urea 8M hasta una concentracién aproximada de
5 mg protefna/ml, con lo que la fibrina no tramada se so-
lubiliz6 totalmente (=2%), y a continuacién se lavé va-
rias veces con agua destilada.

Para realizar la proteolisis, el co&gulo finamente

troceado se suspendib en tampén fosfatos 0,018M, pH 7,8.

IT.4.2.1.- Digestién con tripsina

Se emple6 una relacién de protefna:enzima de 100:1
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(p/P) . Se extrajeron alicuotas a tiempos fijos y, en ellas,
se paraliz6 la proteolisis por adici6n de inhibidor de so

ja en relacibn 5:1 con la tripsina.

I1.4.2.2.- Digesti6n con plasmina

En este caso se empleS§ una relacifn de proteina:en
zima de 80:1 (p/p). Del mismo modo, se extrajeron alfcuo-
tas a tiempos fijos. El inhibidor de la reaccibn enzimiti
ca empleado fué también el inhibidor de soja, usado en

una relacién 3:5 (p/p) con la plasmina.

II.5.- ELECTROFORESIS DE ZONA, EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Y EN PRESENCIA DE SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida es una
técnica ampliamente usada, ya que con ella es posible ob-
tener una buena separacifn de una mezcla de proteinas,
atendiendo al tamafo o a la carga neta de &stas.

Segfin Gordon (114) esta capacidad puede deberse a

diversas razones:

_l°.— Es posible una mayor variedad en el tamano 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 tamafio molecular y movilidad.

Rodbard y col. (115) estudiaron el desplazamiento
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de las moléculas, tanto en gradientes lineales como no 1li
neales, llegando a ser posible predecir la velocidad de
desplazamiento y posicién de cada especie molecular en fun
cibn del tiempo, voltaje y concentracifén del gel.

Pitt-Rivers e Impiombato (116) demuestran por equi
librio de di&lisis contra agua, que protefnas que no con-
tienen grupos S-S unen aproximadamente 140% de su peso de
SDS, mientras que las que tienen grupos S-S s6lo unen en-
tre un 90 y un 100%. Por tanto, todas las protefnas con
SDS pierden su carga original, adoptando una carga fuerte
mente negativa. De igual forma, normalmente se elimina el
efecto de la diferencia en la conformacién y se reduce el
efecto de la variabilidad en el volumen especifico par-
cial, hidratacién y radio axial (117).

A la vista de lo anterior, protefnas tratadas con
SDS y sometidas a electroforesis en geles de concentra-
cibn constante y con poros suficientemente pequefios mi-
gran segln una relacifn lineal entre la movilidad electro
forética relativa y el logaritmo de la masa molecular
(118). Sin embargo, esta relacién no se cumple para masas
moleculares muy altas o por debajo de 15.000 (119); pero,
la relacién lineal se ve aumentada hasta una masa molecu-
lar de 2.000, si los geles tienen una concentracién 8M de
urea (120).

En nuestro laboratorio se realizaron electrofore-



46

sis de disco en un aparato que es una modificacién del mo
delo empleado por Ornstein (121) y Davis (122), realizado
en los talleres del Centro de Investigaciones BiolSgicas
del C.S.I.C.

Para la confeccién de los geles se usaron produc-
tos de gran pureza. Asf se us® acrilamida Serva y N-N'-me
tilen bisacrilamida cristalizada Sigma y TEMED y persulfa
to ambénico de los laboratorios Merck.

Se usaron geles de poro contfnuo del 5% en acrila-
mida y con una relacién de acrilamida:bisacrilamida de
37:1, preparados con una anticipacibén m&xima de 24 h.

Se siguib el mé&todo de preparacibén usado por Weber
y Osborn (123), con algunas pequefias modificaciones:

1 - Se redujo la cantidad de persulfato aménico en
solucifn a 1 ml, con una concentracién de 15 mg/ml.

2 - Se afiadieron sdOlamente 25 A de TEMED, para que
se efectfie la polimerizacién.

3 - Para su polimerizacién no fu& necesaria ilumi-
nacién con limpara fluorescente, ecstando completa la poli
merizacidn en un tiempo aproximado de 30 minutos.

La electroforesis se realiz6 en un tamp6n continuo,
Ya que tanto los geles como las cubetas electroliticas con
tenfan tampén fosfatos 0,1M, pH 7,2, 0,1% SDS.

En todos los casos se realizé preelectroforesis con

el fin de eliminar los catalizadores y los restos de mon6-
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mero no polimerizado presentes en los geles (124).

La cantidad de muestra a sembrar oscild entre 25 y
300 jig, de acuerdo con Mc Kee y col. (125), en un volumen
de 25 a 150 ul. Se le afadib igual volumen de tampén fos-
fatos 0,01M, pH 7,2, 1% SDS y se incub6é durante un minimo
de 2 h. a 42°C para favorecer y asegurar la unién del SDS
a la protefna (114). Antes de sembrar la muestra se aha-
di6 glucosa, para aumentar su densidad evitando la difu-
8ifn al tamp8n de la cubeta.

La electroforesis se realizé con una intensidad de
corriente cbnstante de 8 mA/gel (6,5 voltios por cm) Adu-
rante 4 h.

En casi todos los casos se tifieron los geles con
Negro Amido 10B Merck disuelto al 1% en etanol al 20% y
8cido acético al 7%, segfin el m&todo dado por Brummel y
Montgomery (126), durante 1 hora. Este colorante tiene la
propiedad de ser cuantitativo, ya que el colorante fijado
a la protefna es proporcional a &sta.

S61lo en casos en que el material protefco era muy
escaso, se tifieron los geles con Azul de Coomassie que es
mucho m4s 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 &cido ac&tico glacial. El tiempo de tin-
cidén se prolong6 a 2-3 h, segfin los casos.

El exceso de colorante se ha eliminado de los ge-
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tos de degradacidén del fibrindgeno con tripsina.
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les, mediante sucesivos lavados en una solucibén de &cido
acético glacial al 7,5% y metancl al 5% en agua. Se con-
servaron en una solucibn acuosa de &cido acético glacial
al 7,5% (115).

Los geles tefiidos con negro amido se densitometra-
ron, posteriormente, en un microdensitémetro Joyce Loebl
modelo MK III C, de doble rayo. Se obtuvieron gr&ficas en
las que cada banda electroforética estd representada por
un pico. Podemos conocer la movilidad aparente de cada es
pecie midiendo la distancia entre el m&ximo del pico co-
rrespondiente y el origen, y también la movilidad relati-
va con relacién a ciertas proteinas estandar. Por otro la
do, el &rea de cada pico es, dentro de ciertos limites,
proporcional a la cantidad de proteina presente en la mues
tra.

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

Como estandares se usaron lags ma<fas moleculares de
los fragmentos tripticos determinados anteriormente en
nuestro laboratorio por Albert y col. (98) para fragmen-
tos de fibrinégeno obtenidos por proteolisis con tripsina
Yy que se especifican en la Tabla I, determinados por ul-

tracentrifugacifén analitica en equilibrio de sedimenta-
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TABLA I
Fragmento Masa molecular
Fibrin6geno 340.000 = 10%
X 270.000 * 10%
Y 170.000 * 10%
D 90.000 * 10%
E 45.000 + 10%

cién. Al fragmento E se le asigné una masa molecular de

45.000%10% (figura 1).

II.6.- ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA

Ya indicamos que en la electroforesis de zona en
gel de peliacrilamida en presencia de SDS, existe un fac-
tor limitante en el tamaho de las moléculas, siendo muy
diffcil trabajar con proteinas de masa molecular superior

a 4x10°

. Sin embargo, la ultracentrifugacifn analitica es
una técnica adecuada para la caracterizacibén y fracciona-
miento de una mezcla de proteinas de las caracteristicas
moleculares indicadas.

Se ha especificado anteriormente el modo de prepa-
- racién de monb6mero de fibrina y de polimeros intermedios,

tanto de fibrina tramada como no tramada. Era necesario,

sin embargo, caracterizar el material obtenido y el mé&to-
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do mds conveniente fué mediante experimentos de velocidad

de sedimentacién.

II.6.1.- Determinacibn de coeficientes de sedimentacién

Todos los experimentos de ultracentrifugacién se
realizaron en una ultracentriffuga analftica Spinco/Beck-
man modelo E, con rotor de titanio, en células estandar
de aluminio de 12 mm, a 60.000 rpm y a la temperatura de
20°C.

La marcha del experimento se visualiz8, en nuestro
caso, mediante sistema Sptico “schlieren", que mide la va
riacién del Indice de refraccibén con la distancia (dn/dx)
en cada punto de la c&lula. Se utilizaron &ngulos de cam-
bio de fase de 60, 65 &6 70°. El sistema 6ptico asf dis-
puesto permite que los frentes de cambio de concentracién
se fotograffen en forma de picos (127). A partir de estas
placas fotogr&ficas se puede conocer la velocidad con que
una particula sedimenta en un campo centrifugo dado, ob-
servando la posicibén de los miximos de los picos con el
tiempo.

Las placas schlieren se midieron con un microcompa
rador Nikon (ampliacién x10 6 x20). Para cada pico se to-
maron un minimo de 6 posiciones y un m&ximo de 18, a tiem
pos medidos.

El valor del coeficiente de sedimentacifén se obtie
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ne mediante la expresifn:
= 2,303 d log r
¢ wz d t

S

en donde w es la velocidad angular, t el tiempo de cada
una de las fotografias y r la distancia del m&ximo del pi
co al eje de giro. Representando los valores de log r
frente al tiempo de sedimentacién en minutos, se obtiene
una linea recta, cuya pendiente da el valor medio del coe
ficiente de sedimentacifn en las distintas posiciones.
Todos estos experimentos se realizaron a una con-
centracifn de 5 mg/ml, ya que en el caso de fibrina no
tramada, el paso de monfmero a polimeros intermedios vy
codgulo es un proceso dinfmico dependiente de factores co
mo pH, fuerza iBnica y concentracién de fibrina (7). Esta
es la raz6én por la que no se pudo extrapolar a concentra-

cién cero en los coeficientes de sedimentacién calculados.

II.7.- REDUCCION DE ENLACES DISULFURO Y CANBOXIMETILACION

El presente trabajo estuvo centrado principalmente
en el estudio de los primeros estados de proteolisis con
tripsina. Para ello fu& importante un mejor conocimiento
de los fragmentos de alta masa molecular originados me-
diante el estudio del tamano de sus cadenas integrantes y
de los amino&cidos NH,-terminales de ellas.

Se trabaj6 principalmente con los fragmentos con

capacidad para coagular esponténeamente producidos por ac
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cidn de la tripsina, y con los fragmentos X producidos a
partir de los anteriores y que han perdido esa capacidad
espont&nea de coagulacién.

Los fragmentos aen capacidad de coagulacifn se ais
laron de la mezcla de digestién por centrifugacifén a
15.000 rpm durante 30 minutos y‘a 4°C, despu&s de mantener
el material incubado con el enzima en reposo durante un
minimo de 6 horas a una temperatura de 4°C.

Los fragmentos X se aislaron de etapas de proteoli
sis en las que aln no estaba presente el fragmento Y. Pri
mero se aisl6 el material con capacidad de coagular espon
téneamente y el fibrin6geno restante; a continuacién, se
sometid el material alin en solucifn a la accifén de la tem
peratura (57°C) durante 30 minutos. El material coagulado
se aislé por centrifugacién a 15.000 rpm durante 30 minu-

tos a 4°C.

I1.7.1.- Reduccibn de enlaces disulfuro

Para la reduccibn de los enlaces disulfuro y carbo
ximetilacién de estos fragmentos, asf como del fibrinSge-
no y fibrina, se siguif el m&todo dado por Gollwitzer vy
col. (128).

El fragmento a tratar en cada caso, se disolvié en
tamp8n Tris-HCl 0,08M, pH 8, urea 8M, hasta una concentra

cién de 5 mg de protefna/ml.
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Como agente reductor se emple6 Ditioeritritol pro-
cedente de los laboratorios Sigma. Se anadié en una con-
centracién de 0,02M y se burbujeb N2 durante unos minutos
antes de tapar la mezcla de reaccibén, que se mantuvo a

37°C durante 6 h y toda la noche a temperatura ambiente.

IX1.7.2.- Carboximetilacibn

Pasado este tiempo se adicionaron unas gotas de tam
p6bn tris-HC1l 2M, pH 8, urea 8M, para gue se mantuviese el
PH durante la carboximetilacifn realizada con iodoacetato
s6dico Sigma, en una concentracién 0,08M. Se burbujed N2
durante unos minutos y se dej6 la mezcla reaccionando ba-
jo agitacibén durante 392 min. En esta parte del proceso se
mantuvo el recipiente protegido de la luz, para evitar re
oxidaciones.

A continuacibén, y también protegido de la luz,; se
dializ6 el material frente a tampbn tris-HCl1l 0,02M, pH 8,

urea 8M, hasta eliminar ios reactivos en exceso.

I1.8.- DANSILACION Y DETERMINACION DE N-TERMINALES

Como ya se indic6, otro de los métodos para una me
jor caracterizacién de los fragmentos producidos en 1los
primeros momentos de la proteolisis del fibrinSgeno con

tripsina, es el estudio de los amino&cidos NH.,-terminales

2
y la comparacién de &stos con los del fibrin6geno y fibri

na.
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II.8.1.- Dansilacién de proteinas

El reactivo cloruro de dansilo (DNS-Cl) cuya £f6rmu
la descrita por Gray y Hartley (129) es: 1l,dimetilamino-

5 sulfonilnaftaleno, pfocedente de los laboratorios Sigma,
reacciona con los grupos aminos primarios, secundarios,
fenoles y, en algunos casos, con algin alcohol.

El grupo formado presenta una intensa fluorescen-
cia en el visible (a 510 nm), al ser excitado en el ultra
violeta a 365 nm (130). Aungue esta reaccibn no es especi
fica de los grupos a-amino, es f&cil diferenciarlos de los
demis y, sin embargo, la unién entre el dansilo y el grupo
amino es enormemente estable y es un método de gran sensi
bilidad.

Se siguib el mé&todo descrito por Gross y Labouesse
(130) , con algunas modificaciones. El1 fragmento proteico,
tanto completo como separado en sus cadenas, se mantuvo
disuelto en tampéSn tris-HCl 0,02M, pH 8, urea 8M, ya que
es necesario que la estructura espacial de la proteina es
té desovillada para que se produzca una reaccién total.

Se tomS una alfcuota de proteina disuelta en la so
lucibn indicada y se le hizo reaccionar con el cloruro de
dansilo, siendo la relacifn de protefna:reactivo de 10:1.

El reactivo DNS-Cl1l (Sigma) se disolvié en 100 ul
de acetonitrilo al 5,393% (p/v) y a continuacibén se ana-

dieron 250 ul de dimetilformamida, para que no se altere
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la velocidad de hidr6lisis del cloruro de dansilo, segfin
indica Seiller (131).

El reactivo asi preparado se anadif6 a la proteina,
agitando al mismo tiempo. La mezcla se dej6 reaccionar a
temperatura ambiente durante 3 horas.

Pasado este tiempo se precipit6 la proteina dansi-
lada por adicién de acetona Carlo Erba, en un volumen
igual a 3,5 veces el de la disolucién de la proteina. El
precipitado se separ8 por centrifugacién. Todo lo ante-

rior estd de acuerdo con el método seguido por Ayuso (132).

I1.8.1.1.- Hidr6lisis &cida de la proteina

El material tratado segfin se indica en el apartado
anterior, se pas6 a una ampolla de vidrio con estrangula-
miento; se afadié HCl 6,7N hasta una concentracifn protei
ca de 2 mg/ml y 50 A de una disolucién acuosa de fenol
(4 g/100 ml) para evitar oxidaciones.

Posteriormente se elimind el aire de la ampolla,
congelando la solucifn y haciendo vacio. Una vez desconge
lada se volvi6 a enfriar y se hizo nuevamente vacio. Esta
operacifn se repitid hasta que no se vieron aparecer bur-
bujas en el liquido, al descongelarse.

La hidr6lisis se realizé a 110°C dqurante 5 h. Des-
pués de la hidr8lisis se colocaron las muestras a tempera

turas inferiores a 0°C para paralizar la reaccién.
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Los hidrolizados se secaron evaporando a vacio a
40°C. La muestra seca se disolvié en metanol, quedando

dispuesta para cromatografiar.

I1.8.2.- Determinacifn de NHZ—terminales

La determinacién de los DNS-amino&cidos presentes
en el material hidrolizado se realizé mediante cromatogra
fia bidimensional en capa fina de poliamida, segfin el mé-
todo de Woods y Wang (133). Las placas procedian 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:

Solucién B : DNS-Ala, DNS~Leu, DNS~-Gly, DNS-Asp

" C : DNS-¢Ala, DNS-Pro, DNS-Leu

" A': DNS-2NH, But, DNS-4NH2 But

2
Siendo la denominada solucifén A la que contenfa la
muestra.
Se usaron los solventes ya descritos y se les dié
el mismo tiempo de desarrollo, siendo:
Disolvente 1 : Amoniaco al 1% en agua destilada =-
45 min.

Disolvente 2 : FSrmico-butanol-heptano, 1:10:10 -

2 h. 30 min.

Una vez seca la placa, se ilumin6 con una fuente de



57

luz ultravioleta Desage Uvis con la que es posible ilumi-
nar a 254 y 366 nm sucesiva o simulté&neamente.

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

Con igual téctica se hicieron una serie de cromato
gramas con amino&cidos dansilados conocidos, procedentes
de Mann Research Lab., New York.

La construccién de estos mapas de DNS-aminodcidos
conocidos y la diferente coloracién que exhiben algunos
permite la identificacifén de los amino&cidos NHz—termina—

les.

II.9.- CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EN PAPEL Y ELECTROFORESIS

DE ALTO VOLTAJE, PERPENDICULAR

Otro modo de conocer los efectos de la accibén de la
tripsina sobre el fibrin6geno, en los primeros momentos de
ataque, es estudiando los fragmentos de baja masa molecu-
lar producidos.

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

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

De esta forma qued6 dispuesto el material.

La cromatografia descendente y la electroforesis
perpendicular se hicieron segfin el método dado por Ben-
nett (134). Se us6 papel Whatman n° 3 MM, que se 1lavd
con 650 ml de acetato aménico 1M. Se aclar§ a continua-
cibén con 2 1. de agua destilada. Se dejé secar durante
10 min en estufa a temperaturas inferiores a 80°C y, el
resto, a temperatura ambiente.

La cromatografia descendente se hizo en el sentido
de mayor dimensién del papel.

La muestra se sembr$ en un punto que distaba 11,4
cm del extremo, por el lado m8&s largo del papel y 10 cm

por el mis corto, segfin se indica en la figura. Se sembré

e mapm e i ar e e e e anin | ™ - - - - -
3 5 cm tra, mediante sucesi
vas aplicaciones se

guidas de secado, cui

wd L§

dando que el difmetro
de la mancha no exce-
diese de 0,5-0,6 cm.

Como marcador de fren

46 cm te se puso una peque-
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fla cantidad de rojo fenol.

El papel se introdujo en el tampén por un doblez
hecho en el mismo, en su menor dimensién, por encima del
punto de aplicacién 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 apoy8 sobre una varilla de vidrio que actub de an-
tisifbén.

El sistema de solvente usado fué: n-butanol-piridi
na-8cido acético-agua (90:60:18:72) y se desarrollS duran
te 20 h, a temperatura ambiente y estando la cubeta satu-
rada de humedad. Todos los productos usados fueron proce-
dentes de los laboratorios Carlo Erba.

Terminada la cromatograffa, se secl6 el papel en es
tufa a 80°C.

Una vez estuvo bien eliminado todo resto de solven
te, se realiz6 la electroforesis de alto voltaje.

El papel se cort§ por el doblez realizado a 6,4 cm
del extremo, dejando una longitud de 48 cm.

Se emple6 un tampbén de electroforesis de piridina-
&cido acético, pH 3,6 (100 ml &cido acético glacial Carlo
Erba+10 ml piridina Carlo Erba diluido hasta 3.000 ml con
agua). Con &l se humedecié el papel, secando el exceso sin
que se extendiese la muestra.

La electroforesis se realiz6 a 2.000 V, 97-120 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 &nodo, mientras gque todo el ma-
terial peptidico lo hace hacia el cé&todo.

Terminada la electroforesis se sec§ nuevamente en
estufa a 80°C durante 20 minutos.

Cuando estuvo el papel bien seco se humedecid con
una mezcla de ninhidrina-collidina-&cido acé&tico-etanol
(1 g:80 ml1:200 m1:600 ml), siendo todos los productos Car
lo Erba.

Se sec6 en estufa a 80°C durante 5-10 min, apare-~
ciendo unas manchas coloreadas en azulado o amarillo.

Se pudo hacer asf un estudio de las variaciones
ocurridas a lo largo del tiempo, por la accibén de la trip
sina en los fragmentos de masas moleculares inferiores a

15.000,



IIT.- RESULTADOS
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III.l.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINOGENO BOVINO

CON TRIPSINA

Se han realizado digestiones de fibrinégeno bovi-
no a unas relaciones de protefna:enzima de 100:1 y 250:1.
En todos los casos la temperatura de reaccibén, se

mantuvo entre 23,5 y 25°C, durante todo el experimento.

IXI.l.1.- Estudios cinéticos

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

Se observS una disminucifn del material soluble
en los momentos iniciales de digestién (entre 1 y 2 minu-
tos), dependiendo de la relacifén protefna:enzima. Este
proceso se corresponde con la formacifn espontfnea de un
co&gulo de aspecto consistente que incluye alrededor de
un 9% de fibrinSgeno incubado. A partir de este momento
de la proteolisis, la cantidad de material soluble va en
aumento ripidamente y el cofgqulo formado no s6lo disminu-

ye en tamano, sino que paralelamente su aspecto se hace
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menos compacto y m&s f&cilmente disgregable por accién me
c&nida. Por (ltimo se llega a un estado en que préctica-
mente todo el material es soluble de un modo permanente.

Todos estos resultados se pueden visualizar en la
figura 2.I, donde se ha representado la cantidad de pro-
tefna coagulada por la tripsina en funcién del tiempo, pa
ra un experimento realizado con una proporcidén de fibrin6
geno:tripsina de 100:1.

No se observa una clara diferencia en las propor-
ciones coaguladas por tripsina cuando se emplea una pro-
porcibn menor de enzima, ya que en las condiciones estu-
diadas se obtienen unos 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 proporcion6é informacifén complementaria a los da
tos obtenidos.

En los densitogramas de la figura 3 se observa que
en las muestras de las etapas de proteolisis correspon-
dientes al minimo de solubilidad existian moléculas de fi
brin6geno intactas y una gama muy amplia de fragmentos de
alta masa molecular que habria que incluir dentro de 1los
denominados fragmentos X (curva a).

A medida que avanza el tiempo de proteolisis en las
etapas correspondientes al tramo de curva de elevada pen-

diente positiva, la proporcifén de fibrinfgeno intacto dis
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FIGURA 3

a-1min. ' X

c-32min.

— O
j"(
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Perfiles electroforéticos de los productos de proteolisis de
fibrinégeno bovino con tripsina (relacibén 250:1) a distintos
tiempos de incubacidn.
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minuye y los fragmentos X de mayor masa molecular se van
transformando en fragmentos X de mayor movilidad (curva b).
Por dltimo, en las etapas inclufdas en la parte
asint6tica de la gré&fica, se hacen presentes, de modo su-
cesivo, los fragmentos Y, D y E (curvas ¢ vy d), lleg&ndo-
se por fin a un estado en que s86lo aparecen fragmentos D

y E en una proporcién constante (curva e).

III.l.2.- Material coagulable por trombina

Cada una de las etapas de la digestién de fibriné-
geno bovino por tripsina se sometieron a continuacién a
la accifn de la trombina, con el fin de estudiar los efec
tos de este segundo enzima sobre los fragmentos obtenidos.
Un conocimiento md&s exacto de sus efectos se tuvo por me-
dida de la absorcifn, en la regifn del U.V., del material
soluble restante.

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

El avance de la accifn proteolftica de la tripsina
lleva emparejada una disminucibn de la capacidad de coagu
lar por‘accién de la trombina de los fragmentos origina-
dos, hasta llegar al tramo asint8tico de la curva corres-
pondiente a la accifn de la tripsina, en que el material

en solucidn 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
amida (figura 4) ponen de manifiesto que la accibén de 1la
trombina hace coagular lo que queda del fibrinb6geno intac
to, como era de esperar, existiendo una clara selectividad
sobre los fragmentos X de baja movilidad, que desaparecen
por completo de la fraccién soluble, como se ve comparando
el densitograma b con el b'.

Sin embargo, permanecieron los fragmentos X de ma-

yor movilidad, al igual que los fragmentos Y, D y E.

III.1.3.- Material coagulable por accifén de la temperatura

Por filtimo, material tratado con tripsina a diferen
tes tiempos se someti§ a yna temperatura de 57°C durante
30 min, con lo que se consiguif la coagulaci6n de los frag
mentos de masa molecular superior a 60.000 (135).

Se observa que incluso en las primeras etapas, co-
rrespondientes al méiximo de coagulacién por accién de 1la
tripsina, se lograron unos 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 répidamente hasta alcanzar un valor casi estable de
un 47+1%, como puede verse en la figqura 2, curva III. Es-

ta situacién corresponde a la presencia de fragmentos E y



FIGURA 4

b'- 8 min. "X

c'-32min.
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d’'- 64 min.
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Perfiles electroforéticos de los productos solubles resul
tantes de proteolisis de fibrinSégeno con tripsina (250:1),
seguida de incubacién con trombina.
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otros de menor masa molecular, exclusivamente.

III.2.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINOGENO BOVINO CON

TRIPSINA EN PRESENCIA DE ACIDO e€-AMINOCAPROICO

Se hicieron estudios a diferentes tiempos de incu
bacibén del fibrinSgeno con tripsina para relaciones varia
bles dadas de sustrato:enzima. Asi se realizaron experi-
mentos en las relaciones 40:1, 70:1. 250:1 y 500:1 de fi-
brin6geno:tripsina.

Todos ellos se realizaron a una temperatura de
23,5 - 25°C y en presencia de &cido e-aminocaprofco al 5%
(p/v), que es un conocido inhibidor competitivo de la
tripsina (136), con el fin de seguir con mayor facilidad

las etapas iniciales.

I11.2.1.~ Estudios cinéticos

Por medidas de absorcibn de la fraccifn soluble pa
ra cada tiempo de incubacién se observa un comportamiento
del mismo tipo que en ausencia de &cido e-aminocaproico ,
como se ve comparando las figuras 2 y 5. Aunque es eviden
te una mayor proporcifén de material coagulado y una asime
trfa del minimo de solubilidad por accibn enzim&tica que
indica que la velocidad de formacién de material insolu-
ble es mucho mayor que la de redicolucién por la continui
dad de la proteolisis (figura 5.I).

La situacién de material soluble minimo se alcanzé
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entre los 1 y 6 minutos iniciales de incubacifén, dependien
do de la relacién de fibrindgenc:enzima usada.

La cantidad mixima de material coagulado por la
tripsina para cada una de las relaciones empleadas, viene

especificada en la tabla II.

TABLA II

Coagulacibén de fibrinfgeno bovino por accién de la
tripsina, en presencia de &cido c¢-aminocaproico

(5% p/v)

. . $ material coagulado Tiempo
Relacibén FN:T MAximo (min.)
500:1 .43 -
250:1 46 4-8
70:1 - 72 2
40:1 11 1

La proporcifn de material coagulado es considera-
ble, sobrepasando el 50% del material coagulable por trom
bina. Se observa un valor mis alto a una relacifn determi
nada: 70:1, lo que sugiere, como cabrtia esperar, la pre-
sencia de dos procesos de velocidades distintas que compi
ten. Por una parte, la formacién 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 fragmentos presentes en las diferentes etapas de
proteolisis son comparables a los obtenidos en ausencia
de &cido e-aminocaproico.

Ademds, dichos fragmentos aparecen en etapas co-
rrespondientes a las de anteriores experimentos, como se

ve comparando las figuras 2 y 3 con las 5 y 6.

IIT.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 incubacifn, la coagu
labilidad de las muestras con trombina se aproxima a la
conseguida con tripsina y se llega a una situacién en la
cual todo el material susc-ptible de coagular, lo ha sido

por la tripsina.

I1IT.2.3.- Material coaqulable por accién de la temperatura

Con este tratamiento se obtienen resultados semejan
tes a los consequidos en ausencia de &cido €-aminocaprof-
co, como se ve comparando las figuras 2 curva III y 5 cur
va III, con la diferencia de que para alcanzar el valor
lfmite de alrededor de un 45%, se necesitan tiempos mucho

mayores.
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I1I.3.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINOGENO HUMANO CON

TRIPSINA Y PLASMINA

A partir de estudios previos de proteolisis so-
bre fibrin6geno bovino se pasé a trabajar con material de
procedencia humana, dado el mayor interé&s en relacifn con
su aplicacién clinica directa.

Se hizo un estudio comparativo de los efectos pro-
ducidos por la tripsina y la plasmina sobre un mismo sus-

trato, fibrin6geno o fibrina, segfin los casos.

III.3.1.- Estudios cinéticos 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
permitié no s6lo conocer las distintas etapas de degrada-
cién del fibrin6geno humano a lo largo del tiempo, sino
también las condiciones m&s favorables bajo las que se
puede pasar de la etapa insoluble de la fibrina a los dis
tintos FDP o productos de degradacién del fibrin6geno 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 determinacién
que se llevd a cabo fué la cantidad de material soluble

restante en cada una de las etapas despu&s del tratamien-
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to con tripsina.

También se obtiene para estos experimentos un per-
fil que podria dividirse en 3 regiones, como puede verse
en la figura 7, curva I: Un primer tramo de elevada pen-
diente negativa en la que aumenta el material insoluble
con el tiempo de proteolisis, una segunda zona de pendien
te positiva menos brusca que la prirzsra, en la que comien
za la solubilizaci6bn del fibrin6geno coagulado, y una ter
cera de estabilizacifn, de crecimiento asint6tico hacia
el 100% de material soluble inicial.

Sin embargo, con relaciones muy pequenas de enzima,
como en la relacién 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 reaccifén y, tras una pe-
guena meseta, un segundo proceso de menor pendiente, aun-
que tambi&n negativa. Este Gltimo lleva emparejado en to-
dos los casos un aumento en la resistencia del coigulo
formado, con relacién a las primeras etapas.

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

Como puede verse la cantidad de material coagulado
por accién proteolitica de la tripsina, en la situacién

m&s favorable, varfa al hacerlo la proporcién de tripsina



*3$0T T ¥OL uod uQrde3tdIodld -°*AI ‘UTW Q¢
‘ODoLG ® UQTIOEBQNOUI -"III °"OSTQNTOS [RTISFeW [P BUTUWOI3 UOCD TRUOTDOIPE OjUdTWe3eil -°II

*(T:00G UQTIOBTdI —-== {T:(Q00T UQIORTSI —) RUTISATIZ:OURPWNY OUSHQUTIQTII 9P SISTTO9301d -°I
so}nuiw 3
2> 001
rdsg T 00l
< - en u» > e
'Ilslel‘all'-ll-.lnlll Om
o/ m%
- = .u -
| A
3i m
Yoy
®)
o
>
@
=
0 >
@)
>
(o}
°
e T L PP e By .~ PR TR LKA Q
.
$

L YdNDId



“S0T T® ¥YOL :
uod uQTOoe3ITATIODId ~*AI "UTW Q€ ‘DoLS ® UQIOeqnoul -°"III °©TdNTOS TeTIoleW TS9P BUTQUOID
UOD TRUOTIOTIPE O3USTWEIRIL =°II °"T:000Z=PuTsdriaj:ouewny oOusabQUTIQTI Op SISTT0930Id --T

SO}NUIW °}
087 > oL 0S
S ' , ‘\4\4.@ 0oL
N l\ll\!l\\MM\ n\\\thILQMN
I ® 03 »
(&)
—
m
=z
>
- 07 O
o
>
D
C
-
p —0z m
I o\o)o(o
0\\\\\\\\\“\“ )
I 8 —0 B 0
»
&

8 WdDId



70

TABLA III

Coagulacidn de fibrinSgeno humano por accién
de la tripsina

Relacion FN:T 8 Ieacuiado  (min.)
100:1 11 % 1
250:1 12 & 1
500:1 25 % 2

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

presente en el medio de reaccién, existiendo una relacién
1000:1, que parece ser la Sptima, como ocurre con el fi-
brin6geno bovino. Sin embargo, esta relacién es claramen-
te distinta a la obtenida en aquel caso.

Para la determinacifén del n@imero de enlaces rotos
durante la digestifén enzim&tica con tripsina, se emple§ un
pH-estato, como se ha descrito anteriormente.

La relacifn de fibrin6geno:tripsina empleada fué de
500:1, estando el fibrin6geno a una concentracién de 5 mg/
ml.

Convirtiendo los resultados experimentales a equi-
valentes de NaOH por mol de fibrinSgeno para cada tiempo,

se obtuvo la gridfica representada en la figura 9. Por es-
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tos datos se puede conocer el nfimero de enlaces peptidicos
rotos por el enzima por mol de fibrinSgeno en cada instan
te. Se comprueba que en los primeros momentos de atagque
por la tripsina, el nfmero de enlaces rotos es grande, co
rrespondiendo a la etapa de mixima coagulacién por tripsi
na, un valor de 4-5 enlaces rotos por molécula de fibrind
geno.

El valor final obtenido fué de 46 enlaces peptfdi-
cos rotos por mol de fibrinégeno inicial.

Como puede verse en la figura 10, por electrofore-
sis de cada una de las etapas de proteolisis, se comprue-
ba que est&n presentes las especies moleculares que se es
pecifican en la tabla IV, adem&s de otras de menor tamafio
molecular (<15,000 Dalton-). Todas las masas moleculares
determinadas por EGPA en la presente Memoria tienen un
error estimado de +10%. En los distintos densitogramas,
ademis del tiempo de incubacién con tripsina figura el nd
mero de enlaces peptidicos cortados por molécula de fibri
négeno original de la muestra. Se observa que antes de
que aparezcan los fragmentos Y se han roto un nGmero supe
rior a 24 enlaces por molécula.

No obstante, al ser un proceso din&mico, la apari-
cibn y desaparicién de los distintos fragmentos fué paula

tina, siguiendo el sentido descendente de la tabla.



FIGURA 10

X
a-2 min. \ b -8 min.
L eq./molec. 16 eq. / molec.

S U

c-16 min. m X d-32 min. X
24 eq. /molec. 31 eq. / motec.
Y
D
X
e-64min. ﬂ f-128 min, D

38 eq. /molec.

42 eq. /molec.
E
A L Ud LW./\) f
g-360min. D |

LSeq./molec.n

——
—

—J

+ - -
Perfiles electroforéticos de los productos de proteolisis
de fibrindgeno humano con tripsina (relacidén 500:1).
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TARLA IV
Fase de lisi ie molecular Masa
pl’.'Ot& S Espec molecular
De formacitn de Trazas fibrinfSgeno 340.000
material coagulable Amplia gama X 300.000~250.000
De pérdida de X de mayor movilidad 270.000-210.000
material coagulado \Aparici6n de Y 170.000
X de mayor movilidad 260.000
De estabilizacién del Y 170.000
material soluble p |temprano 100.0C0
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 méximo de coagulacién con tripsina, el mate-
rial soluble no contiene especies coagulables por trombi-
na, por lo que las curvas I y II se superponen a diferzn-
cia de la que se observa en el caso del fibrinégeno bovi-
no. Este fenfmeno se cumple en todos los casos estudiados
para relaciones inferiores a 1000:1.

Sin embargo, segfin se observa en la figura 8 curva
II, para las proteolisis con relaciones 2000:1 y 4000:1
de protefna:enzima pueden verse, mediante medidas de ab-
sorcibn del material soluble, dos fases para la etapa com

prendida entre el comienzo de la digestién enzimitica y el
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punto de m&xima coagulacién de material por accibén de 1la
tripsina.

Por electroforesis en gel de poliacrilamida (figu-
ra 11) se observa que el material coagulado por accién de
la trombina es exclusivamente el fibrin&6geno intacto vy
los fragmentos X de mis 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

peptidicos m&s pequeiios.

III.3.3.- Material coagqulable por accién de la temperatura

Como se ve en las figuras 7 y 8 curva III, ya des-
de los momentos iniciales de proteolisis est&i presente una
cierta cantidad de material termoestable capaz de ser de-
tectado en el U.V., no superior a un 7% y dependiente, en
proporcidén directa, de la cantidad de tripsina presente en
el medio de reaccién.

En el estado de digestifn enzimitica en que los fini
cos fragmentos de elevada masa molecular son los D y E, la

cantidad de material termoestable es del 48-49%.

I1II.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) gue es capaz de

ser detectado mediante medidas de absorcién 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 Gltimas etapas de proteolisis estudiadas

en este trabajo.

I11.3.5.~- Estudios cinéticos con plasmina

Se realiz6 un estudio en pH-estato a una temperatu
ra de 23,5-25°C y con unas relaciones de fibrinfgeno:plas
mina de 250:1 y 150:1 (p/p).

Como puede verse en la figura 12, se produce una
rotura de enlaces peptidicos mucho m&s lenta que la obser
vada con la tripsina, ademi&s de no presentar un aumento
r8pido del nfimero de enlaces cortados hasta alcanzar un
valor pr&cticamente constante. En este caso, incluso des-
pués de los 200 primeros minutos prosigue, aunque mis len
tamente, la ruptura de enlaces hasta alcanzar el valor de
29 equivalentes de NaOH por mol de fibrin6geno a las 20
horas de proteolisis.

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

Ademds del tiempo de incubacibén figura en cada ca-

so el nimero de enlaces rotos durante la proteolisis por
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molécula de fibrinbégeno inicial. Las distintas bandas han
sido identificadas por su movilidad de acuerdo con la no-
menclatura empleada por Marder y Budzynski (8l1), no apre-
ciidndose por otro lado, diferencias con respecto a las
masas moleculares de las especies encontradas por accidn
de la tripsina, lo cual justifica el empleo de la misma
denominacién en ambos casos.

En la tabla V se muestran las masas moleculares ob
tenidas a partir de la movilidad electroforética en dis~
tintas etapas de proteolisis. Ademds de los fragmentos més
caracterizados X, Y, D y E se observa la presencia de es+
pecies degradadas por la proteolisis al aumentar el tiem-

po de incubacién.

III.4.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINOGENO HUMANO COM

TRIPSINA EN PRESENCIA DE ACIDO €-AMINOCAPROICO

IIT.4.1.- Estudios cinéticos

Se hicieron estudios de los productos de diges-
ti6n producidos por accién de la tripsina, en presencia
de &cido e€-aminocaproico al 5% (p/v), a lo largo del tiem
po, para una relacifén conocida de fibrinfSgeno humano:trip
sina. Estos experimentos 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 mis favorables.

En todos los casos se trabaj6 a una temperatura de
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_TABLA V_

Masas moleculares obtenidas

Fragmento  Fase de forma- Fase de pérdida Fase de estabiliza
cifn de mate- de material cibn del material
rial coagulable coagulado soluble

FN 340.000 340.000(trazas) 340.000(trazas)

x (389:000 (253800 [259:500 terazas)

Y 155.000 155.0C0

D temprano 100.000 100.000

D tardfo 80.000

DP 1 75.000

E 45.000

DP 2 38.000 36.000

DP 3 30.000

DP 4 23.000

DP 5 19.000

Fanilia ® [13:00¢ 1055

23,5-25°C y el &cido e-~aminocaproico se encontraba en el me-
dio de reaccifn en el momento de adicién de la enzima.

De esta forma se pudieron comparar los resultados ob-
tenidos en presencia y ausencia de dicho compuesto y estu-

diar las diferencias obtenidas.
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La variacién del material coagulado por accién de
la tripsina se ve en la figura 14 curva I. En las etapas
iniciales de digestifn con tripsina hay un descenso r&pi
do del material en solucién reflejado en la formacién de
un coigulo consistente. Se obtiene la midxima coagulacién
en un periodo de tiempo comprendido entre los 2 y 60 mi-
nutos iniciales, dependiendo directamente de la propor-
cién relativa de tripsina presente en el medio de reac-
cién.

Los valores m&ximos de coagulacifn obtenidos se es
pecifican a continuacibn, en la tabla VI, siendo la rela-

cién 2000:1 la mAs favorable.

TABLA VI

Coagulacién de fibrin6geno humano por accién
de la tripsina, en presencia de &cido
e-aminocaproico (5% p/v)

Relacibn % material coagulado Tiempo

FN:T m&ximo (min.)
250:1 21 2-4
500:1 25 4
1000:1 31 16
2000:1 32 60

Seglin se ve en la figura 15, para las digestiones
enzimdticas m&s 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 pendienfg.
Durante el resto del proceso, los resultados obte~

nidos son semejantes a los de los otros casos.

ITI.4.2.- Material coagulable por trombina

IIT.4.3.~- Material coagulable por accifn de la temperatura

Como puede verse en la figura 14 curva &I, por ac-
cifén de la trombina hay una mayor cantidad relativa de ma
terial coagulado, lo que indica que contrariamente a 1lo
que sucede en ausencia de 4cido e-aminocaproico todavia
existe material coagulable cuando comienza a disminuir el
material coagulado por la tripsina. Sin embargo, el mate-
rial termoestable alcanza niveles m&s bajos que los obser
vados en ausencia del 4cido e-aminocaproico (figura 14

curva III).

IIT.4.4.~ Material soluble en TCA al 10%

Segin se ve en la figura 14 curva IV, la cantidad
de material soluble tras el tratamiento con &cido triclo-
roac&tico al 10% de concentracién final, es mucho menor
que el tratamiento con calor.

Se observa que el aumento de péptidos es pequefio
para los tiempos de incubacifn en los que aparece co&gulo,

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 experimentos se quieren estudiar las mo
dificaciones 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
asi posible comparar los resultados y estudiar las posi-

bles diferencias obtenidas.

IXXx.5.1.- Estudios cinéticos

El estudio se realiz6 a una relacién de fibrinbge-
no:tripsina = 500:1, en NaCl 0,15M, urea 3,5M, pH 7,5. La
concentracién de fibrin6geno fué de 5 mg/ml y la diges-
tién enzimitica se realizé a una temperatura de 23,5-25°C.

Con el fin de determinar si en estas condiciones
el efecto de la tripsina es comparable al observado en
presencia de urea, una vez detenida la proteolisis por
adicibn de inhibidor, las muestras obtenidas a distintos
tiempos de incubacibn se sometieron a una diflisis exhaus
tiva con el fin de eliminar totalmente la urea.

Como se ve en la figura 16 curva I, existe una pri

mera fase en la que el material obtenido es insoluble en
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disolucifn salina hasta un 28% en él cééb mis favorable
de formaci6n de cofgulo. Posteriormente hay un aumento
del material en disolucifn, pero, en ningfin caso se llega
a un estado de recuperacibén total del material, ya que a
medida que avanza la proteolisis existe una pérdida de
fragmentos peptidicos debida a la diflisis. Por ello se
consigue hasta un 80% del material inicial y a partir de
ese punto hay nueva disminucién de la cantidad de protei-
na presente en las muestras.

Se realizaron una serie de proteolisis c¢ontrolando
con un pH-estato €l nlmero 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 mis lenta que pa-
ra el fibrin6geno en ausencia de urea, durante las prime-
ras etapas de la cinética. Sin embargo, ain cuando para
la cantidad de material soluble se alcanza la fase de es-
tabilizacibén, la tripsina continua su accién sobre 1los
productos de digestifn logrados, llegidndose en este caso
a un total de 61 enlaces rotos por molécula de fibrinége-
no, al cabo de 8 horas de digestién.

Al someter muestras de las distintas etapas de pro
teolisis a electroforesis en gel, se obtienen unos densi-

togramas m&s 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 detecta una banda electroforética correspondiente al fi
brin6geno (figura 18 a) que va haciéndose cuantitativamen
te menor al avanzar el ataque enzimitico.

Junto a dicha banda esti presente, desde los prime
ros momentos de ataque, la correspondiente al fragmento X
que, como en casos anteriores, est8 formada por una fami-
lia de entidades moleculares cuyo tamano oscila entre
280.000 + 10% y 220.000 + 10% Ralton?. Con el avance del
ataque enzimitico hay un desplazamiento de los valores
m&s altos de X a los de menor masa molecular, como puede
apreciarse en el densitograma de la fiqura 18 b.

Posteriormente aparecen bandas electroforéticas co
rrespondientes a los fragmentos Y y D, pero adem&s otras
intermedias de 130.000110%, 75.000+10% y 65.000+10% Dal-
ton: (figura 18 c), a los que se asignan las denominacio-
nes A, B2 )'4 Bl' respectivamente.

Mis tarde se hace patente una banda electroforéti-
ca a la que corresponde un valor de 46.000+10% ®altons y
que se identifica, por tanto, como el fragmento E. Al mis
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 fragmento C.

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

Fragmento Masa molecular (EGPA)

340.000
[280.000

t1i
2

220.000
170.000
130.000
95.000
75.000
65.000
46.000
32.000

QM w o » < M

Ootros fragmentos de masa molecular mds pequefia ,
que estén presentes en proporci§n considerable desde las
primeras etapas de proteolisis,¥van disminuyendo su tama-
fio con el avance del ataque enzim&tico, ya que aumenta su
movilidad, llegando a no ser apenas observables en las Gl
timas etapas, debido a las condiciones en las que se rea-
1iz6 la electroforesis.

A partir de las &reas 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 formacién y degradacibén de los distintos fragmen-
tos a lo largo-de la proteolisis. En la figura 19 se re-
presenta el tanto por ciento de molécu{as de cada especie

a lo largo del tiempo, tomando como 100% el nfimero de mo-
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lé&culas de fibrinSgeno de que se partié inicialmente.

Se observa cbmo la cantidad de fibrinSgeno descien
de r&pidamente en forma exponencial en favor del fragmen-
to X, que presenta un r&pido incremento coincidente en el
tiempo, con la desaparicién del fibrin6geno, para luego
disminuir a su vez mis lentamente.

La degradacifén de X va acompafiada de la aparicifén
de los fragmenfos Y, A, D y B. La cantidad de Y presente
en las muestras pasa por un miximo, retrasado con rela-
cibn al del X y que casi coincide con la aparicién de los
fragmentos E y C. A partir de esta etapa, Y empieza a dis
minuir lentamente.

Es de resaltar que la cinética del fragmento A es
semejante a la del Y, aunque aparece en mucha menor pro-
porcifn y presenta un m&ximo algo m&s retrasado.

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

Por otra parte, el fragmento C muestra un creci-

miento m&s lento que los dem&s productos de degradacién.

IIT.5.2.- Material coagulable por trombina

El material proteolizado con tripsina, una vez dia
lizado frente a un medio libre de urea se traté a conti-

nuacién 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-

cibn para el cual no se observa mis coagulacién.

III.6.~- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINA SOLUBLE CON

TRIPSINA Y PLASMINA

Para estos experimentos se parti6 de fibrina obte
nida como se indica en las técnicas experimentales, redi-
suelta en NaCl 0,15M, pH 7,5 y urea 2,35 6 3,5M, segln
los casos. Se us6 una concentracifén de proteina de
5 mg/ml.

Por experimentos de velocidad de sedimentacifn uti
lizando 8ptica Schlieren se identificaron las especies mo
leculares o estados de agregacién de la fibrina en urea
3,5y 2,35M, asf como la proporcién de cada una de ellas;
los resultados se detallan m&s adelante (véase tabla X).

En urea 3,5M toda la protefna estd incluida en un
pico homogéneo con un coeficiente de sedimentacién igual
al que se determina para el fibrinSgeno en las mismas con
diciones.

Sin embargo, para urea 2,35M, el material esti re-
partido en tres picos bastante simétricos y diferentes
dreas cuyas proporciones vienen indicadas en la tabla X

ya mencionada. En estas condiciones el componente que se-
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dimenta mis lentamente (s = 6,1 S) es el que tiene el mis
mo tamano que el fibrin6gen6, apareciendo especies molecu
lares de mayor coeficiente de sedimentacién por formacién
de polimeros de fibrina.

También se estudif fibrina disuelta en NaCl 0,15M,
urea 2,35M, pH 6,75 (tabla X), viendo que el proceso estd
ain m&s desplazado hacia agregados de mayor masa molecu-
lar. Este paso se ha producido variando exclusivamente el

pH hacia valores m&s &cidos.

I11.6.1.~- Estudios cinéticos sobre fibrina soluble en

NaCl 0,15M, urea 2,35M, pH 7,5

El estudio se realiz6 en éH-estato en idénticas
condiciones a las descritas #nteriormente, manteniendo el
pH de reaccifn en 7,5. La relacibén de fibrina:tripsina em
pleada fué& de 500:1.

En primer lugar se determiné el nimero de enlaces
rotos por molécula de fibrindgeno inicial, llegdndose 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 minuto se llega a un
total de 7 enlaces rotos. A partir de este punto, la velo
cidad de rotura de enlaces peptfdicos va disminuyendo a
lo largo del tiempo de una forma constante, haciéndose la

pendiente menor que en el caso de la proteolisis del fi-



*g’L Hd “GE‘C eean ua (T:005 UQTIORTDI) . .
eursdra3 xod euewny BUTIQTI P STSTTo930xd BT US sopTumsuod eugajoxd ap Tow xod HOEN °@p SoauaTearnby

sojnuiw °} °
087 & 00¢ 001
rés T T
m
o
z
Q
o
T
S~
3
=R
L
o
5>
r{e

0z v9N5Id



86

brin6geno en la misma proporcifn de enzima, sin embargo,
el nimero de enlaces rotos a los 200 min es mucho mayor,
lleg&ndose 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 di&lisis, se determind 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 degradacién por la accibén 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 répida pérdida de la coagulabi
lidad de forma que para la relacién de proteina:enzima
usada, al cabo de los 4 primeros minutos ha disminuido en
un 20% la coagulabilidad. Sin embargo, el codgulo retira-
do de estas fracciones es consistente a la accién mec&ni-
ca.

En los siguientes 12 minutos, la cantidad de mate-
rial soluble se mantiene en unos valores pré6ximos al 30%;
sin embargo, el codgulo pierde su resistencia.

Posteriormente, hay otra r8pida disminucién en la
coagulabilidad. El codgulo obtenido en estas etapas sigue
siendo poco consistente, llegando a tomar aspecto de pe-

quefio precipitado en muestras correspondientes a un trata
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miento con tripsina superior a 64 minutos. A los 128 minu
tos est8 en estado soluble mds del 90% del material, ten-
diendo a partir de este punto y de forma asintética al
100% de material inicial en estado soluble. Se lleg6 a
unos niveles del 100% de material soluble a pesar de la
diflisis, ya que en este caso se us6 una membrana (Vis-
king) de poro m&s fino que s6lo 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 formacién de frag-
mentos con la misma movilidad que los X obtenidos de fi-
brin8geno, 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 las observados en el
caso del fibrin6geno por rotura de unos 7 enlaces/molécu-
la.

Como se ve en la figura 22c, este proceso de degra
dacibn de la fibrina en favor del fragmento X continGa en
la etapa en que apenas hay pérdida de coagulabilidad, aun
que se ha roto un promedio de 19 enlaces/mol&cula, pero
el cofgulo formado pierde su consistencia.

Cuando el cofgulo formado tras la didlisis ya no



" FIGURA 22

a-1min. X b -2 min.

7 eq./molec. 7 eq./molec. X
Fib. W/ QFib.

c-16 min, d-128 min, X
19egq,/motec. X 64 eq./molec.
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72 eq./molec.

e-8h.
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Perfiles electroforéticos de los productos de proteolisis de
fibrina humana con tripsina (relacién 500:1) en urea 2,35M.



es consistente y disminuye‘con respecto al total de la pro
tefna presente, van apareciendo los fragmentos Y y D. Al
final de esta etapa, a los 128 minutos (figura 22d), no
existe pr8cticamente fibrina, y si{ fragmentos X tardfos,

Y y D, empezando a formarse el fragmento E. Sin embargo ,
para la concentracién de urea de 2,35M, apenas se hacen
visibles los fragmentos A, Bl y Bz.

A las 8 horas, etapa correspondiente a la fase A=
estabilizaci6n de material soluble (figura 22e) quedan sb
lo restos de X de muy alta movilidad y el fragmento Y em-
pieza a disminuir. Sin embargo, los fragmentos D y E han
aumentado mucho y algo, aunque en baja proporcién, los Bl
Yy B,. Los fragmentos peptidicos han ido disminuyendo su

masa molecular a lo largo de la proteolisis.

I1I1.6.2.- Estudios cinéticos sobre monfmero de fibrina

en NaCl 0,15M, urea 3,5M, pH 7,5

También en este caso se hizo uso del pH-estato ,
tanto para los estudios con tripsina como con plasmina ,

bajo las condiciones acostumbradas.

IIT1.6.2.1.- Digestifn con tripsina

Se empleb una relacién de fibrina:tripsina de
500:1.

Atendiendo al nfimero de enlaces rotos en cada una

de las etapas de la proteolisis con tripsina, hay claras
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diferencias de comportamiento entre la fibrina polimeriza
da en gran parte en urea 2,35M y la que se encuentra en
forma de monfmero 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 actfia muy lenta-
mente sobre la fibrina en urea 3,5M (1 enlace roto).

Posteriormente, aumenta algo la velocidad de rotu-
ra de enlaces peptfdicos, aunque sigue siendo m&s lenta
gque 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 m&s de 7 horas
de proteolisis, la velocidad de accién de la tripsina cre
ce enormemente, lleg&ndose 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
diflisis, de todas las etapas de proteolisis, se obtiene
coagulacién de material en los primeros estados de diges-
tién enzimitica. En nuestro caso, hay formacién de codgu-
lo consistente en las muestras incubadas con la tripsina
durante 2 minutos o menos.

En las etapas siguientes, se forma un codgulo poco
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consistente que va disminuyendo en tamafio al avanzar la
accién triptica, llegando a convertirse en un pequefio pre
cipitado a los 32 min. En las etapas posteriores no preci
pita material afin 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 relacifn de sustrato:enzima usada,
aumenta r&pidamente la cantidad de material en solucién.

A continuacifén hay un estado de estabilizacién de
la cantidad de material soluble en un 75%, y corresponde
a la etapa de obtencién de un pequeiio precipitado. Poste-
riormente aumenta la proporcién de material soluble que
llega a un 87% sin que aparezca coagulacién. A partir de
este estado, el material en solucifn disminuye nuevamente,
vya que por diflisis se pierden gran parte de los péptidos
formados. De este forma, a las 9 horas de incubacifén de
la fibrina con tripsina, s6lo un 70% de material soluble
no es dializable.

Para identificar los productos de degradacién for-
mados por accibén 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 fragmentos de alta masa molecular son

semejantes a los observados en el caso del fibrin8geno en
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TABLA VIII

Masa molecular

Fragmento  poce de oodgulo Fase de degradaci6n Fase de material

consistente del codgulo soluble
Fibrina 330.000 330.000(trazas)
x Ba5:000  [(330:000 (350550
Y 170.000 170.000
A 130.000 130.000
D 90.000 90.000
B 64.000
E 45.000
Cl 36.000
Cz 30.000

urea 3,5M, como se especifica 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 C1
Yy C2 (36.000-30.000) , que aparecen mucho después de haber
se degradado totalmente los péptidos iniciales.

A partir del 8rea de los picos de los densitogra--
mas (figura 25) y de la masa molecular de los fragmentos

correspondientes de las distintas etapas de proteolisis,



se calculd la proporcién de cada una de las especies mole
culares consideradas en la tabla anterior, a lo largo del
tiempo, llegando a los resultados indicados en la figura
26.

Comparando los resultados obtenidos en este caso y
para el fibrin6geno en iguales condiciones (figuras 26 y
19, respectivamente) se aprecia que la degradacifn del mo

némero de fibrina es muy semejante a la del fibrinbgeno.

I1IX1.6.2.2.~- Digestibén con plasmina

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

El nmmero de enlaces peptidicos rotos con el tiem-
po de incubacifn 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 actfia lentamente en este
medio durante los primeros momentos de proteolisis. Crece
ripidamente entre los 4 y los 10 minutos el nGmero de en-
laces rotos y vuelve a enlentecerse la reaccibn, de mane-
ra que tras 28 h de incubacién con el enzima se alcanza un
total de 24,5 enlaces rotos.

Los fragmentos presentes 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

a-1min. ' X
0.1 eq./molec. Fib.
b -2 min. X Fib.

0.3 eq. /molec.

X A Fib.

¢-130 min.
15 eq. / molec.

d-25h,.
24 eq. /molec. D Y X

F.P_ DP4

c-28h. .
24,5 eq. /molec. D VY

F.P DP4

1+ - -
Perfiles electroforéticos de los productos de proteo-

lisis de monémero de fibrina humana con plasmina (re-
lacién 259:1), urea 3,5M.
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En las primeras etapas (figura 28, densitogramas a,
b y c) se aprecia una banda correspondiente a restos 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 molécula de fibrina (figura 28d), el
densitograma obtenido es bastante complejo. En &l esté&n
presentes las especies moleculares indicadas en la tabla
IX.

A la vista de estos resultados y comparando los
fragmentos obtenidos por proteolisis de fibrinSgeno huma-
no con plasmina en ausencia de urea, se ve que en este ca
so aparece un fragmento nuevo de masa molecular 130.000+10%
comparable al fragmento A observado en las digestiones en
zim&ticas de fibrinBgeno 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
n6geno 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 Bl' c1 )4 C2 observa
dos al incubar con tripsina fibrin&6geno 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 tardfo 85.C00
DP 1 = By 68.000
E 48.000
DP 2 = C1 39.000
DP 3 = C2 29.000
DP 4 22.000
16.000
Pamilia P 12.500
9.500

Se puede ver comparando las figuras 284 y e que en
el transcurso del tiempo disminuye el fragmento X y el de
masa molecular 16.000+10% incluldo en la familia P. Por
otro lado, permanecen invariables Y y el fragmento de
9.500+10% Balton , también inclufdo en la familia P.

El resto de los fragmentos aumenta ligeramente en

estas filtimas etapas consideradas.
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I1I.7.- PROTEOLISIS CONTROLADA DE FIBRINA ESTABILIZADA
CON TRIPSINA Y PLASMINA

'Estos estudios se realizaron sobre fibrina trama-
da en disolucibn y sobre codgulo de fibrina tramada. Cada
una de ellas se obtuvo segfin el método indicado en las

técnicas experimentales.

IIT.7.1.- Caracterizaci8n de la fibrina tramada en

disolucién

Se hicieron estudios comparativos 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
cibén de la fibrina se adicion§ en el medio indicado cis-

teina 0,0125M y CaCl, 0,025M 6 0,0025M. En todos los ca-

2
sos se empled una concentracién de 5 mg de fibrina/ml.

Mediante experimentos de velocidad de sedimenta-
cién por ultracentrifugacifn analitica se estudiaron las
especies moleculares que habfa en cada uno de los casos
indicados. Se lleg6 a los resultados que se indican en la
tabla X, en donde se ve:

1°) El1 fenSmeno de asociacién de las molé&culas de
fibrina estd& ligeramente desplazado hacia la formacién de
polimeros solubles de alto coeficiente de sedimentacifn

(11,9 S equivalentes en condiciones de agua a 20°C, 820w
4

17,5 S8), cuando el pH del medio es 6,75, con relacién a
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PH 7,5.

2°) Al aifadir cistefna 0,0125M y CaCl, 0,025M al
medio anterior, ocurre un desplazamiento del equilibrio
en sentido contrario, de forma que casi la totalidad del
material (un 93%) pasa al estado de mon6mero y el bajo
porcentaje restante esti formando agregados de fibrina de
muy bajo coeficiente de sedimentacibén (7,4 S o S20,w =
10,9 s).

3°) Cuando la concentracifn de cisteina afadida es
la misma, pero el CaCl2 s6lo estid en una concentracidn
0,0025M, se observa mayor proporcifn de monSmero (64%)
con relacifén a los porcentajes obtenidos para la fibrina
soluble (33%) en ausencia de iones Ca++, pero el material
restante est8 en forma de agregados de fibrina: un 32%
con un coeficiente de sedimentacibn de 12,4 S (820,w= 18,29
y casi un 4% con un tamafio algo menor.

El material estabilizado con CaCl2 0,0025M se dia-
1iz6 exhaustivamente frente a NaCl 0,15M, urea 3,5M, PpH
7,5, manteniéndose la misma concentracién de proteina.

Por experimentos anteriores sobre fibrina soluble
se conoce gue en este medio pricticamente toda la protei-
na pasa al estado de monSmero. Para conocer lo ocurrido
en este caso, el material se sometif nuevamente a experi-
mentos de velocidad de sedimentacién.

Como se ve en la tabla X (Gltima lfnea), s6lo una
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parte de la fibrina que estaba formando agregados, pasa
al estado de monSmero. El resto queda formando polimeros
de distinto tamafio: un 5% posee un coeficiente de sedimen
tacién de 6,4 S (820'w=11,6#8)y un 16% forma un agregado
de 11 S (520,w=19'9's)'1° cual indica que en estas condi-
ciones se ha producido una estabilizacién parcial de poll

mero de fibrina.

I1I.7.2.- Estudios cinéticos con tripsina sobre polimero

intermedio de fibrina tramada en urea 3,5M

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

Comparando estos resultados con los obtenidos para
el monSmero de fibrina (figura 23) se ve que ambos proce-
sos ocurren de forma semejante, aunque el nfimero 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 molécula de fibrina
inicial.

Una vez eliminada totalmente la urea de las distin
tas muestras, se determin® 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
codgulo y en las etapas siguientes se produjo un precipi-
tado que apenas fu& perceptible a los 16 minutos de incu-
bacién con el enzima (12 enlaces/molécula rotos).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura
30 curva I, donde se observa tambi&n que a los 32 minutos
de proteolisis se alcanza una situacifn con un 86% de ma-
terial soluble no dializable, que coincide con la ruptura
de unos 18 enlaces peptfdicos por molécula 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 monSmero de fibrina.

El material soluble libre de urea, resultado de la
digestidén con tripsina, se someti6 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 aparicién diferente a la obtenida para el ca-
so del fibrin6Sgeno humano en ausencia de urea (figura 7).

Con fibrina se aprecia un rédpido incremento en el
material termoestable no dializable desde los primeros mi
nutos de la accién triptica. A los 16 minutos de incuba-
cibén 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 digestifn enzim&tica empieza a aumentar. A
los 300 minutos del tratamiento con tripsina se ha perdi-
do por di&lisis un 25% del material inicial, como se pue-
de deducir a partir de la curva I. Por tanto, en esta eta
pa de digestién se ha producido un 52-53% de material ter
mosoluble. Esta proporcifn es comparable a la obtenida pa
ra el fibrin6geno 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 vienen 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 31lc) siendo el E ligeramente apreciable cuando se
han producido 27 roturas en la molécula inicial (figura
3le). Tambi&n en esta etapa aparecen los fragmentos A y
82. Estos resultados son comparables a los obtenidos para
el monSmero de fibrina, pero no para el fibrinfgeno en
urea 3,5M, con el que el nGmero de enlaces rotos para si-
tuaciones comparables es mayor en 4 86 5 enlaces.

En el estado en que se han proteolizado 48 enlaces
de la molécula de fibrina por accién de la tripsina (figqu
ra 3le), 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
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Masa molecular

Fragmento Fase de Fase de Fase de
co&gulo degradacién material
consistente del codgulo soluble
(Fibrina) =~ (330.000) = (330.000)  (trazas)
Fibrina 330.000 330.000 (trazas)
X (368:000  (335:060 (356:065 terazas)
H 238.000
G 200.000
Y 170.000 170.000
A 130.000
D temprano 100.000
D tardio 85.000
B, 75.000
B1 65.000
By 52.000
E 45.000

de 80.000110%, al igual que para el monémero de fibrina.

En estas condiciones se forman tres tipos de frag-

mentos de masa molecular intermedia entre el D y el E; los

que llamamos B2 Y Bl son comparables en movilidad a los ob

servados en la digesti6n trfptica del fibrinSgeno en urea

3,5M y en el caso del monbémero de fibrina (en el que s8lo
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se distingue el Bl). Uh nuevo fragmento de mayor movili
dad aunque inferior a la del E se ha denominado B3.

En esta misma etapa de digestién enzim&tica, una
vez degradado todo el fragmento X, se hace evidente un nue
vo fragmento de 238.000110% de masa molecular y que deno-
minamos B, 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 suspendif 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, en ninguna etapa, los frégmentos Cl Y C2'
observados en los otros casos de proteolisis en urea 3,5M.

Adem8s de los indicados en la tabla XI, aparecen
una serie de productos de digestién de baja masa molecu-
lar, desde los primeros momentos de proteolisis, que van
disminuyendo en cantidad y tamafio con el avance del ata-
que enzimftico, habiéndose degradado casi totalmente en el
estado de 48 enlaces rotos por molécula de fibrina inicial
(figura 31 a-e).

A partir del &rea 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 superposicién de dos procesos de

degradacifn 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 polimeros de fibri-
na estabilizada, que dan lugar a las nuevas especies mole
culares, con los fragmentos #, que no se habfan formado
en proteolisis anteriores, y aparece a los 180 minutos de
digestién llegando a ser un 7,5% del total, vy el G que

llega hasta un 5%.

I11.7.3.~ Estudios sobre cof8gqulo de fibrina insoluble en

urea 8M
Una vez obtenido el cofgulo de fibrina insoluble
como se ha indicado en las té&cnicas experimentales y eli-
minadas las moléculas de fibrina no tramada por suspen-
si6n en urea 8M, se sometif a la accibn enzimftica tras

lavarlo y trocearlo cuidadosamente.

I11.7.3.1.~ Proteolisis con tripsina

Se us6 una relacién de fibrina:tripsina de 100:1 y
la proteolisis se realiz6 a una temperatura de 23,5-25°C.

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

Se apreciaron claramente tres etapas. La primera
correspondiente a tiempos de digestifn muy cortos (figura

32a) y en ella se aprecia solamente una especie molecular



FIGURA 32
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c-18 h.
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Perfiles electroforéticos de los productos de proteolisis
de fibrina tramada con tripsina (relacibn 100:1).
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TABLA XII

Masa molecular

Fragmento  prapa inicial Etapa intermedia Etapa final
N 250.000
%o H [230.000 240.000
G 180.000 180.000
160.000
A 135.000
Dy 108.000
100.000
b ( 00.000 92.000
B, 79.000
B, 67.000 67.000
B, 60.000 60.000
E 46.000 46.000
¢, 35.000
c, 32,000 29.000
DP4 23.000 22.000
DP5 18.000
12.500
Familia P 11.000 11.000 [ 9.500
5.700

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

de digestifén hasta varias horas (figura 32b), los resulta
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dos son mucho m&s complejos, existiendo los fragmentos
que se detallan en la tabla XII.

Por dltimo, una vez transcurridas varias horas de
proteolisis con tripsina, la distribucibn de bandas elec-
troforéticas sigue siendo compleja, pero ligeramente modi
ficada con relacién al estado anterior. Los resultados ob

tenidos se muestran también en la tabla XII.

I1I.7.3.2.- Proteolisis con plasmina

Se empleS una relacién de fibrin6geno:plasmina de
75:1 y se mantuvo la temperatura de la mezcla de reaccién
en 23,5-25°C. El1 método seguido fué semejante al empleado
en el caso de proteolisis con tripsina: Se sacaron diver-
sas muestras a distintos tiempos de digestién enzimé&tica
y se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida.

No se detectaron fragmentos durante las 4 primeras
horas de digestibn pldsmica, posiblemente por estar &stos
en una concentracién muy baja. Prolongéh&o la reaccifén du
rante bastantes horas, se obtuvieron los resultados que
se eSpecifican en la figura 33.

En los densitogramas se obtiene una distribucién
de picos bastante compleja, a las 45 horas de proteolisis
(figura 33a), habiéndose simplificado ligeramente después
de prolongar durante 4 dias la digestifén enzimitica (fiqu
ra 33b).



FIGURA 33
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Perfiles electroforéticos de los productos de
proteolisis de fibrina tramada con plasmina
(relacibén 75:1)
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TABLA XIIIX

Masa molecular

Fragmento

45 h 30 m;n 4 dias
340.000 340.000
280.000 290.000

260.000
G 210.000 210.000
G 180.000 180.000
Y 150.000 150.000
A 130.000 130.000
D (*58:00 freme-) 93.000
B, 72.000 73.000
B, 63.000

By 58.000
E 45.000 45.000
c 33.000 34.000
[26.000 [30.000
12.000 14.000
6.500 8.000
5.500 6.000

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla
XIII.

Comparando los densitogramas a y b de la figura 33,
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se observa que los fragmentos de masas moleculares
340.000110%, 290.000*108, 260.000%10%, 73.000110% y
5.500%10% disminuyen o incluso desaparecen a lo largo del
tiempo.

Por otra parte, el fragmento D se ve claramente
constituido por dos familias de distinta masa molecular a
las 45 h de digestién enzim&tica y, sin embargo, esti for
mando un pico homogéneo a los 4 dias de incubacién con el

enzima.

I1I.8.~ ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA DE LOS FRAGMENTOS DE
MASA MOLECULAR ELEVADA OBTENIDOS EN LAS ETAPAS
INICIALES DE DIGESTION ENZIMATICA

Empleando una relacifn de fibrinégeno:tripsina de
1000:1 en ausencia de &cido e-aminocaproico (véase figu-
ra 7), se paraliz8 la reaccién a los 3, 4 y 20 minutos.

En la etapa de 3 minutos de proteolisis, el frag-
mento con capacidad de coagular espont&neamente alcanza
una concentracifn mixima (46% del total de fibrinégeno
inicial). En la parte sobrenadante ademd&s de fibrin&geno
ain no atacado que coagula con trombina y algunos fragmen
tos peptidicos de baja masa molecular, no se observan can
tidades apreciables - de fragmento X tardfo.

En la etapa de 20 minutos ya se ha perdido la capa

cidad de producir un cofgulo consistente, aunque todavia
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se obtiene un pequefio precipitado. Por otra parte, pr&cti
camente todo el fibrin6égeno ha sido proteolizado, puesto
que el sobrenadante no coagula con trombina, encontré&ndo-
se fragmentos X de alta movilidad en una proporcibén eleva
da, aunque no se han producido todavia fragmentos ¥, D o
E.

En cada una de estas etapas se estudiaron los frag
mentos X con capacidad de coagulacifn 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 digestifén triptica por
reduccién y carboximetilacibn del fragmento 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 poli
acrilamida (figura 34), en virtud de la movilidad relati-
va exhibida por cada especie, se pudo calcular la masa mo
lecular aproximada.

Del mismo modo, a partir del &rea limitada por ca-
da pico, se calculd 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 12).

En la etapa de 4 minutos de digestién triptica, se



FIGURA 34

Frag. coag.
3 min,

Frag. coag.
20 min,

X no coag.
4 min,

Cadenas
U 1 fibrinogeno

+ < ' -

Perfiles electroforéticos de las cadenas resul-

tantes tras reduccién total v carboximetilacién

del fibrinfégeno y de los fragmentos X obtenidos
por incubacién con tripsina.
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estudiaron dos tipos de fragmentos, los que han coagulado
espontfneamente por accifn de la tripsina y el fragmento
X que ya no es coagulable por trombina. Haciendo para
ellos el mismo tipo de determinaciones gque en el caso an-
terior, se llegaron a los resultados que se indican en la
tabla XIv columnas 22 Yy 33,

Por Gltimo, para la etapa de 20 minutos de digés-
tién enzimitica se estudiaron las cadenas constituyentes
de los fragmentos que constituyen el precipitado observa-
do por accién de la tripsina (minoritarios en este caso)
y del fragmento X no coagulable (figura 39), llegando a
los resultados expresados en la tabla XIV columnas 42 y 52,

Hay que sefialar que:

1°.- El material de baja movilidad observado des-
pués de la reduccibn y carboximetilacifn, gue corresponde
a especies de masas moleculares superiores a la de las ca
denas Aa (75.000) (bandas 0) en estas condiciones, deben
ser productos no reducidos totalmente o reoxidados duran-
te la carboximetilacién, y s6lo introducen un margen de
incertidumbre que, salvo en un caso, no pasa del 10% del
total en los porcentajes relativos de las bandas con movi
lidades iguales a las de las cadenas del fibrin8geno in-
tactas o degradadas.

2°.- El material que coagula conserva en parte la

presencia de cadenas a intactas (banda (1), que disminu-
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yen en proporcifn a medida que aumenta el tiempo de 1la
proteolisis.

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

4°.- Esta banda al aumentar la accifn proteolftica
disminuye en intensidad apareéiendo 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, adem&s de no te-
ner pr&cticamente la banda correspondiente a las cadenas
o (excepto en la muestra de 4 min no coagqulable, que pue-
de tener trazas: =4,5%), presenta una degradacifn de las
cadenas B (banda (2)), con un fuerte aumento de la banda
(3) . Esta banda (3) se observa tambi&n claramente incluso
en el material que coagula después de una incubacibén de

20 min.

I11.8.2.~- Estudio de los amino&cidos N-terminales

Estudios comparativos de N-terminales con respecto
alrfibrinégeno original utilizado y a la fibrina obtenida
por incubacién con trombina, muestran que en el caso del
material coagulado espont&neamente después de 3 minutos de
incubacién con tripsina, los amino&cidos terminales clara

mente mayoritarios siguen siendo como en el caso de la fi
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brina Tyr y Gly, si bien aparecen tambi&n, aunque en me-
nor proporcifn, otros amino8cidos N-terminales como Ala,
Met, Leu y posiblemente Val y Pro (figura 35a).

En el caso del material coagulado por incubacibn
con tripsina durante 4 minutos (figura 35b), muestra un
resultado parecido al del caso anterior con dos excepcio-
nes importantes, la Tyr ha desaparecido practicamente y

se detecta la presencia de Arg.

I1I.9.- ESTUDIO DE PEPTIDOS DE BAJA MASA MOLECULAR MEDIAN
TE ANALISIS BIDIMENSIONAL POR CROMATOGRAFIA Y
ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE

Por este mé&todo se estudiaron los pé&ptidos de ba-
ja masa molecular obtenidos a partir de fibrinSgeno huma-
no en los diversos estados de proteolisis triptica indica
dos en el capftulo anterior; es decir, de 3, 4 y 20 minu-
tos, para una relacibén de protefna:enzima 1000:1, en ausen
cia de &cido e-aminocaproico.

En primer lugar, se realizaron mapas peptf{dicos de
fibrinopéptidos obtenidos a partir de fibrinégeno humano,
por accifn de la trombina. Los resultados obtenidos se in
dican en la figura 36, donde se han podido identificar los
fibrinopéptidos A, B e Y y probablemente el A P (32). Los
fibrinopéptidos A, B e Y presentan una solubilidad muy

semejante en el solvente empleado para cromatografia,
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sin. enbargo, el A por estar m&s cargado positivamente (32)
sufre el mayor desplazamiento en la electroforesis hacia
el citodo. El1 fibrinopéptido B se identifica por su tin-
cifn especifica por el mé&todo de Sakaguchi (137), aunque
por su carga y movilidad sale muy préximo al fibrinopépti
do Y con el cual podrfa confundirse.

Adem&s se observ8é una mancha de tincifén m&s débil,
apenas desplazada del punto de aplicacibén 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 pr6xima a la neutralidad.

Por cromatograffia descendente en papel y anflisis
bidimensional del material de baja masa molecular presen-
te a los 3 minutos de proteolisis, para la relacifén indi-
cada de protefna: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 pé&ptidos con
una alta solubilidad en la mezcla empleada para cromato-
graffa y con carga neta positiva a pH 3,6, ya que presen-
tan un apreciable desplazamiento hacia el c&todo (138).
Se identifican claramente hasta seis péptidos y otros dos

no tan abundantes. Una de las manchas mayores presenta co
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loracifn amarilla que est& relacionada con la existencia
de prolina.

En la situacién de 4 minutos de accién triptica
(figura 38) aparecen manchas correspondientes en posicién
y color a los fibrinopéptidos A y B+Y, m&s 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 - H,0 y con carga neta m&s baija.

Adem8s se hacen visibles una serie de péptidos (3
6 4) cuyo pI estd muy pr6ximo a 3,6, ya que no se despla-
zan de la linea de origen por electroforesis de alto vol-
taje. Sin embargo, presentan grandles diferencias de movi-
lidad en el disolvente de cromatograffa empleado. En to-
tal se contabilizan m&s de 20 péptidos diferentes no pre-
cipitados en TCA al 10%.

La evolucifn en la aparicién de péptidos indicada
al comparar las figuras 37 y 38, se hace afin m&s patente
en el estado de digestidn correspondiente a 20 minutos
(figura 39), para la relacién de fibrinégeno:tripsina in-
dicada.

Como se ve en la figura 39, siguen apareciendo los

fibrinop&éptidos que libera la trombina, pero adem&s hay
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una serie de fragmentos con igual movilidad cromatogrifi-
ca y carga positiva intermedia. Sin embargo, ha desapare-
cido en gran parte la gran mancha que englobaba el pépti-
do A;

También permanecen los péptidos de alta solubili-
dad en BuOH~Pyr—AcH-HZO y elevada carga positiva, presen-
tes desde los momentos iniciales del ataque enzimdtico y
que han ido aumentando en cantidad a lo largo de la pro-
teolisis. Igualmente, permanecen inalterables y ligeramen
te incremeﬁt&dds los péptidos cuyo pIl est& pr8ximo a 3,6,
aparecidos eh ia etapa de 4 minutos de digestién enzim&ti
ca, en que empieza a perder consistencia el co&gulo formg

do por la accién de la tripsina.
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El sistema para la coagulacién del fibrinégeno (me-
diante su transformacifn en fibrina) esti Intimamente rela
cionado con un mecanismo de lisis del codgulo que implica
la activacién de un enzima proteolftico, la plasmina, y
probablemente de proteasas no pl&smicas (139), que destru-
yen la fibrina dando fragmentos solubles algunos de los
cuales, de elevada masa molecular, tienen actividad anti-
coagulante. En el organismo "in vivo" tienen lugar tanto
la fibrinogenolisis como la fibrinolisis, como lo indica
la aparicifn en la sangre de individuos "normales”" de frag
mentos de masa molecular elevada, correspondientes a 1los
encontrados "in vitro" por incubacifn del fibrin6geno y fi
brina con plasmina o tripsina y otros enzimas proteoliti-
cos (140).

El estudio de la proteolisis controlada del fibriné
geno y fibrina y el conocimiento de los productos de degra
dacibn tiene varios aspectos de gran interés para el mejor
conocimiento del proceso de coagulacién y su regulacién .
Por un lado, a partir de las magnitudes moleculares y de
la cinética de aparicién de los fragmentos de masa molecu-
lar elevada es posible sacar conclusiones sobre la estruc-

tura molecular del fibrinégeno o la fibrina y por otro la-
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do, cada vez tiepe una mayor importancia desde un punto de
vista clfnico la deteccifin y estudio de los productos de
degradacifin que aparecen durante la proteolisis.

La presencia de los productos de degradacién de ma-
sa molecular alta X, ¥, D y E aumenta los tiempos de coagu
lacif6n del fibrin6geno normal, tanto "in vivo"” como "in vi
tro”, y puede producir estados patol8gicos que se deben a
una excesiva actividad proteolitica.

Se ha demostrado que esta situacién anormal se debe
a una polimerizacién defectuosa de fibrina (141) y a una
disminucién en la rigidez de los co&gulos (142). "In vitro"
Latallo (143) observé que los productos de degradacién dis
minuyen considerablemente la velocidad de polimerizacién
del monSmero de fibrina y que la estructura de los codgu-
los estaba muy afectada (144).

Los fragmentos mds pequefios no parecen tener un
efecto importante (145), en cambio de entre los grandes el
llamado fragmento Y es el inhibidor m&s potente siendo la
potencia relativa de los fragmentos X, Y, DY E, 4, 40, 1
y 0,26, respectivamente (146), existiendo una concentracién
relativa determinada que produce un m&ximo de inhibicién.

Todos estos fragmentos se asocian al co&gulo de fi-
brina aunque no son coagulables por sf s8los excepto en el
caso del fragmento X obtenido con plasmina en las primeras

etapas, que coagula por accifén de la trombina a una veloci
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dad pequefia en comparacién con el fibrinSgeno intacto. En
el caso de la fibrina el fragmento X soluble ya no es coa-
gulable. Los fragmentos actuan principalmente como termina
dores de la polimerizacifn produciendo polfmeros con un
corto nimero de monfSmeros que pueden permanecer en disolu-
cibn. |

En el presente trabajo se ha prestado una atencién
especial a las primeras etapas de la degradacifn del fibri
nSgeno con tripsina con el fin de estudiar el proceso de
solubiligacifn de la fibrina.

Se conoce como la trombina mediante una proteolisis
muy especifica que implica la liberacién de dos pares de
péptidos (A y B) de los extremos N-terminales de las cade-
nas Aa y B8, pasa la protefma soluble fibrinégeno a otra
insoluble, fibrina, que tiene la capacidad de asociarse de
un modo ordenado (41), por interacciones principalmente de
tipo electrostdtico (147) en una primera etapa, formando
un entramado que constituye la matriz del co&gulo en 1la
sangre.

El tipo de enlaces que corta la trombina Arg-Gly de
ben, en principio, tambi&n cortarse por accién de la trip-
sina y plasmina, que adem&s cortan las cadenas polipeptidi
cas por residuos de lisina. De estas tres enzimas la trip-
sina parece ser la finica capaz de cortar por todos los re-

siduos Arg o Lys que existan en una cadena protefca, 1la
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plasmina sin embargo es menos activa cortando s6lo unos
dos tercios de los sitios posibles (148) y la trombina pre
senta una gran sclectividad ya que s8lo corta cuatro enla-
ces en una s8la protefna que es el fibrinfgeno a velocida-
des apreciables (149).

Los numerosos datos existentes en la bibliograffa
sobre degradacién del fibrin6geno con plasmina indican que
no se libera, al menos en las etapas iniciales, el péptido
A, que es el principal causante de la transformacién fibri
n6geno-fibrina y por lo tanto no se puede pasar por una
etapa de formacién de co&gulo. Por otro lado, se ha demos-
trado la existencia de fragmentos X de masa molecular ma-
yor de 260.000 gque son coagulables mediante tratamiento
posterior con trombina o liberan péptido A en la misma pro
porcién que el fibrin6geno y cantidades variables de B
(72, 81).

Los resultados descritos en el presente trabajo
muestran la formacién de especies moleculares que coagulan
espont&neamente por degradacién del fibrin6geno durante
las primgras etapas de su incubacifn con tripsina. En gene
ral, se observa una evolucifn con el tiempo de proteolisis
de las propiedades mec&nicas del co&gulo.

En una primera etapa de la incubacién la coﬁsisten-
clia y propiedades de retraccién asf como su respuesta a la

compresifn mecf&nica son comparables a las de la fibrina
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normal obtenida con trombina. Si la proteolisis ha progre-
sado un poco mis el coigulo que se obtiene es menos compac
to llegando, a medida que los tiempos de incubacién se ha-
cen mayores, a formar un ligero precipitado. Por otra par-
te, del estudio de las curvas de coagulacifn producida por
la tripsina se deduce que tanto en el caso del fibrin6geno
de procedencia humana como bovina, el porcentaje de mate-
rial insolubilizado crece r&pidamente con el tiempo de in-
cubacién de la muestra, pasando por un valor méximo para
disminuir posteriormente hasta llegar a la desaparicién to
tal de cualquier vestigio de coagulacién.

En cualquier caso, la fraccifén de material no coagu
lado con tripsina contiene cantidades decrecientes de pro-
tefna coagulable con trombina al aumentar el tiempo de in
cubacién. Al mismo tiempo un estudio de este material mues
tra la formacién ¢on el tiempo de cantidades crecientes de
protefna termoestable que corresponde a fragmentos de masa
molecular inferior a 50.000 Dalton , que incluyen los lla-
mados fragmentos E. Se alcanza un valor limite de alrede-
dor de 45% del total de protefna a tiempos grandes.

En los casos estudiados se observa que la proteoli-
sis va acompafiada también de la aparicifén de péptidos solu
bles en 4cido 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 formacién de
fibrina o material que coagula y por otra una degradacifén
que produce material soluble o solubiliza el codgulo for-
mado. '

La formacién de fibrina pof accibn poco intensa de
la tripsina ha sido observada por varios autores (150, 151,
152, 98) y se explica por la semejanza existente en la es-
pecificidad observada sobre sustratos sint&ticos con trom-
bina y tripsina, que hacen posible que &sta rompa los cua-
tro enlaces peptidicos necesarios para pasar el fibrinbge-
no a fibrina, con la particularidad de que &stos se encuen
tran precisamente entre los que mds f&cilmente se cortan
(97).

Los estudios electroforéticos de las muestras que
corresponden a tiempos de incubacién para los que la coa-
gulacibén es notable (o muy préximos al m&ximo) muestran en
todos los casos gue el material coagulado o el que todavia
es coagulable al tratar con trombina, aunque permanezca en
disoluciGﬁ, est8 constituido por especies 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 mds pequefios como los productos de degrada-
cién m&s avanzados, fragmentos Y, D y E, no son afectados
por el tratamiento con trombina (veanse figuras 3, 4 y 1l1l).

La coagulacién requiere que la proteolisis no progre
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se mucho m&s all8 de la pérdida de los péptidos liberados
por la trombina, ya que el material se hace rfpidamente
soluble o no forma un cofgulo consistente. Es evidente que
s6lo en los primeros momentos del ataque enzimitico al fi-
brin8geno existe formacién de co&gulo consistente y ésto
implica (figura 9) la ruptura de un promedio de muy pocos
enlaces (m&ximo 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 Gltimos autores pre-
cisan que s6lo se pueden romper promedios de 1 8 2 enlaces
para que no haya p&rdida de coagulabilidad en el material.
En el caso concreto de los resultados obtenidos pa-
ra una relacifn fibrin6geno humano:tripsina 500:1 se obser
va que entre los 2 y los 8 minutos de incubacifn se pasa
de tener una coagulacibén de 25% (con formacién de un codgu
lo consistente) a casi una completa redisolucién 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 es
tudios electroforéticos ponen de manifiesto que en ambos
casos los fragmentos que permanecen en disolucién son sola
mente del tipo X sin que haya progresado la proteolisis a
la formaci6n de fragmentos més pequefios. Esto significa
que la p&rdida pr&cticamente total de la capacidad de coa-

gular reside en la pérdida de un 27% de material de la pro
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tefna inicial de masa molecular 340.000, que en términos de
absorcién 8ptica se puede distribuir aproximadamente de la
siguiénte manera: material inicial no coagulable 5%, pépti-
dos pequefios solubles en TCA (al 10%) que absorben a 280 nm
alrededor de 8%, lo que explica aproximadamente el 15% ob-
servado de proteina que no coagula por el calor; sobre todo
si se tiene en cuenta que la separacién de los péptidos A y
B, que no absorben en el ultravioleta, suponen del 1 al 2%
de la masa inicial de fibrindégeno.

En la pioteoliSis de fibrin8geno se observa ademés
gue una vez sobrepasado el tiempo para el cual tiene lugar
el m&ximo de coagulacién, un tratamiento con trombina no
produce una coagulacién adicional, 1o que demuestrd que en
el material sobrenadante no queda fibrinSgeno o fragmentos
coagulables. Esto no ocurre en el caso del fibrin6Sgeno en
presencia de un inhibidor de la tripsina como el €-aminoca-
proico (e-ACA).

Esta diferencia sugiere que la tripsina no inhibida
rompe de un modo m&s selectivo o con mayor rapidez los en-
laces Arg-Gly que unen los péptidos A y B en las cadenas a
y B que el resto de los enlaces que producen la pérdida de
la capacidad de coagular.

En la primera etapa de la proteolisis existen: a) mo
l&culas insolubles bien de fibrina pricticamente intacta o

fragmentos X de masa molecular elevada que constituyen el
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co8gulo observado. b) Fragmentos X avanzados no coagulables
y péptidos de masa molecular baja (< 20.000 Dalton), y c)
material muy poco afectado por la proteolisis (fibrinégeno
intacto o X tempranos) que es coagulable al incubar con
trombina y que por lo tanto conserva los péptidos A y B.
Este Giltimo material desaparece al alcanzarse el méximo

de coagulacién por tripsina.

Por otro lado, estudios inmunolégicos con antisué-
ros especificos del fibrinopéptido A han demostrado qué
fragmentos E obtenidos con plasmina conservan intacto el
extremo N-terminal de la cadena Aa (153). Sin embargo, si
la proteolisis ha sido muy prolongada se corta también el
extremo N-terminal de esta cadena precisamente por lo$ en-
laces A{g—Gly separando el péptido A o también por el
Afg-Vg% Gcaiz con la misma probabilidad (76). En el caso
de la proteolisis con tripsina los resultados de Mihalyi
(154, 155) demuestran que en las primeras etapas del ata-
que enzimdtico se liberan péptidos del extremo C-terminal
de la cadena o al igual de lo que ocurre con la digestién
con plasmina. Sin embargo, el proceso de coagulacién obser
vado con tripsina indica que en este caso se pierde adem&s
el fibrinopéptido A, necesario para que aparezca la fibri-~
na insoluble.

Del estudio comparativo de la degradacifn con plas-

mina y tripsina no se observan diferencias en lo que se re-
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fiere a la secuencia y caracteristicas de movilidad elec-
troforética de los fragmentos de masa molecular elevada
(figuras 10, 11 y 13). Sin embargo, los densitogramas mues
tran que los péptidos de masa molecular inferior al frag-
mento E que aparecen en los primeros minutos son m&s esta-
bles en el caso de la plasmina (figura 13) si bien tienden
a evolucionar hacia especies de tamafio cada vez m&s peque-
fio con el tiempo. Resulta evidente que si se tiene en cuen
ta el nGmero de enlaces cortados por los enzimas para al-
canzar un cierto grado de degradacifén definido por una dis
tribucibén de fragmentos dada, existen diferencias notables.
En el caso de la tripsina se rompen alrededor de 20-24 en-
iaces antes de gue comiencen a observarse fragmentos Y y D
(figura 10). Por el contrario, en el caso de la plasmina
se observan claramente con solo 16-18 enlaces rotos (figu-
ra 13).

Estas diferencias se hacen todavia mis exageradas
a medida que progresa la degradacifén. Estos resultados con
cuerdan con los estudios realizados por Mihalyi et al (113)
que encuentran una notable diferencia entre los posibles
sitios de ataque enzim&tico eﬁ cada caso, 100 para la trig
sina y 60 para la plasmina. Esta mayor actividad de 1la
tripsina para alcanzar el mismo grado de degradacién expli
carfa la menor pervivencia de los p&ptidos separados ini-

cialmente que se degradan mucho m&s ripidamente que en el
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caso de la plasmina.

En el caso de la proteolisis del fibrin6geno con
plasmina (156) se admite genefalmente que la primera frag-
mentacifn consiste en la separacién de dosvpéptidos que su
ponen 40.000 Dalton de los extremos C-terminales de las ca
denas a (157) del fibrinSgeno y que no impiden su coagula-
cibén, si bien modifican sus caracterfsticas de solubilidad.
Por otro lado Mosesson et al (158) han observado que los
productos iniciales de la fragmentacifn de masa molecular
elevada son iguales a las distintas subfracciones de fibri
négeno (segfin su solubilidad) que aparecen "in vivo". Los
fragmentos X segfin Marder et al (70) poseen menos cadenas
BB intactas y un mayor ataque de las cadenas Aa. Reciente-
mente Takagi y Doolittle (76) han demostrado por andlisis
de las secuencias de amino&cidos en el extremo N-terminal
que los fragmentos X pierden con gran facilidad el extremo
N~terminal de las cadenas BB por ruptura del enlace Aig-A%g.

Experimentalmente se ha determinado la variacifn con
el tiempo del porcentaje de material coagulado por accifn
de la tripsina y del material que coagula despué&s de un
tratamiento adicional con trombina. A partir de estos da-
tos se puede obtener por simple difercencia la cantidad de
fibrin6geno que no ha sido degradado por la tripsina y la
cantidad de material original que estd en forma de fragmen

tos no coagulables (PDF).
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El estudio de los materiales presentes por reduccién
y carboximetilacifn posterior (Tabla XIV) indica que el ma
terial coagulado estéd constituido por fibrina intacta y fi
brina algo degradada incluso a tiempos cortos de incuba-
cién. Esta degtadaciGn se manifiesta por aparicién de frag
mentos de cadena o principalmente. De hecho la capacidad
de formar un cofgulo consistente s6lo se observa cuando la
proporcién de cadenas o précticamente intactas es alrede-
dor de 16420% que es algo menos de la mitad de las que
existen en la fibrina (alrededor de 40%). Sin embargo, se
obtiene un precipitado incluso para un porcentaje del or-
del del 10% que equivale a una cuarta parte.

El material no coagulable esti constituido por es-
pecies moleculares con un contenido en cadenas a intactas
muy pequefio (5-6%) incluso a tiempos pequefios. Por otra
parte, este material no coagulable muestra una degradacién
también de las cadenas B. Todo esto sugiere una degradacién
semejante a la que se ha observado con la plasmina (76)
en las primeras etapas (fragmento X temprano) con la dife-
rencia importante de que la tripsina puede producir una es
pecie que coagula espont&neamente por separacién del mismo
fibrinopéptido que separa la trombina.

Las posibles etapas del ataque con tripsina al fi-
brinégeno, a partir de los datos expuestos, pueden esque-

matizarse de la siguiente forma:
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PDF

F - FB + PDF
¥ 4
XG + XB + PDF

PDF

Donde el fibrin6geno intacto F y los fragmentos tem
pranos XG son material todavia coagulable con trombina. Tan
to la fibrina intacta FB como el fragmento temprano que ha
perdido al menos el péptido A constituyen el cofgulo obser-
vable. Por dltimo, los productos de degradacién PDF pueden
proceder bien directamente del fibrin6geno y de la fibrina
o lo que es m&s probable, de los fragmentos X tanto coagula
dos como en disolucién.

En los estudios cin&ticos realizados no se distin-
guen experimentalmente m&s que tres etapas de fragmentacién
molecular, material coagulable que englobari tanto el fibri
négeno como el fragmento XG, otro en forma de codgulo cons-
tituido por la fibrina y el fragmento XB y por (ltimo 1los
PDF. Asi pues, prescindiendo de etapas intermedias se puede

representar la degradacidn con tripsina seglin el siguiente

esquema:
kg ky
F -1, FB -2+ PDF
k3

» PDF

donde kl' k2 Y k3 son las constantes de velocidad de las
distintas reacciones.

La degradacifn del fibrin&Sgeno (definido en este ca
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so como material coagulable) tiene lugar segin un proceso
exponencial de manera que la concentracifn en tantos por

ciento en cada momento F viene dada por la ecuacién:
F =F.ge {1}

donde F es la cantidad de material coagulable a tiempo ce-
ro o lo que es lo mismo la coagulabilidad del producto ini-
cial (normalmente =295%) y k es la constante de velocidad
k = k1+k3, que da cuenta de todos los procesos que degradan
el material coagulable. El valor de k se obtiene mediante
una representacifn semilogaritmica de los valores de F fren
te a t, haciendo un ajuste por minimos cuadrados y calculan
do k del valor de la pendiente de la recta obtenida.

La cantidad de material en forma de codgulo FB ven-
dr& dada por la diferencia entre el material que pasa a fi-
brina menos el que se redisuelve porque pasa a PDF, lo que

se expresa en la ecuacién:

d FB(t) = k; F(t) dt - k, FB(t) dt {2}
que integrada da F, k, _ _
FB = —EQ:%— ekt K2t {3}
2

La cantidad de material coagulado pasa por un méxi

mo a un tiempo de incubacién que viene definido por

1n

k
t = 2 {4}

.3
max k—k2
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y que se obtiene derivando {3} e igualando a cero.
A partir de los valores observados experimentalmen-

te para y conocido k se puede obtener el valor de kz'

tmax
Esto se realiza grificamente buscando las soluciones al sis

tema y =k,

{5}

= 1
y =2+ tm 1n k2

donde A =k - é; ln k y seleccionando el valor apropiado
teniendo en cuenta tambi&n el porcentaje mé&ximo de coagula-
cibén observado.

Finalmente las cantidades de PDF en cualquier momen
to vienen dadas por la suma de las que se forman directamen
te por degradacifn del material coagulable y las que proce-
den de la degradacifn del cofgulo, lo que se expone en la

ecuacifn:
d PDF(t) = k3 F(t) dt + k, F(t) at {6}

que integrada conduce a

k.k ~k,t -kt k '
- 12 e "2 e 3 -kt

donde se conocen todos los parimetros ya que k3 = k-kl.

El ajuste que Se observa entre las curvas tefricas
y los valores experimentales es en general bastante bueno,
como sc muestra en las figuras 40 y 41 donde sé recogen los
estudios realizados con fibrinSgeno bovino y humano en ausen

cia y en presencia de €-ACA para la misma relacién de F:trip
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sina 250:1.

Los valores de los par&metros obtenidos para los ca
sos estudiados se recogen en la tabla XV. En la ltima co-
lumna se resefian entre paréntesis los valores méximos de
coagulacifn observados experimentalmente.

Los resultados experimentales observados para bajas
concentraciones de enzima (relaciones fibrin6geno:tripsina
superiores a 1000:1), que presentan un aspecto distinto en
la variacifén con el tiempo tanto del material coagulado por
la tripsina como de la cantidad de material no coagulable
en el sobrenadante (figuras 8 y 15) no se ajustan a este me
canismo.

Las razones de esta diferencia de comportamiento
pueden estar en que a bajas concentraciones relativas de en
zima, el esquema simplificado no se ajuste a la realidad y
los pasos de F a XG y FB a XB adquieren una mayor importan-
cia en el proceso general. Por otro lado, el proceso de de-
gradaci8n pdrece que se hace mfs eficaz precisamente en el
material ya degradado, a medida que disminuye la concentra-
cibn relativa de enzima, lo cual explica que para relacio-
nes fibrin&geno:tripsina 2000:1 y 4000:1 se obtenga mate-
rial coagulable por trombina,yno afectado, incluso para tiem
pos en los que el porcentaje de fibrina coagulada comienza
a disminuir.

La presencia del aminodcido sint&tico e€-ACA introdu
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TABLA XV
Relacién K k Kk x t ax FBmax
F:T - 1,5 2 5 3
wiw min min min min (min) 3

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 medio

40:1 0,31 0,26 1,37 0,05 1,4 12(11)
70:1 0,87 0,86 0,08 0,00, 3 75(72)
250:1 0,20 0,19 0,07 0,01 8 50(46)

R R S S S R S R e e N R T R T ST RS ST RS TEEERER

PARAMETROS DE LA DEGRADACION DE FIBRINOGENO HUMANO

100:1 3,00 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 - - - - 32 (18)

€-ACA 0,38M en el medio

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 0,068 0,043 0,05¢ 0.025 16 24(31)

2000:1 - - - - 60 (32)
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ce camhios importantes en la degradacién del fibrinfgeno con
tripsina, inhibiendo el proceso en general y obteniéndose ma
yores porcentajes de coagulacién.

Este amino&cido se emplea farmacol8gicamente para
frenar o impedir la fibrinolisis (159) debido a una doble
funcifén inhibidora, primero en la activacifn del plasminbge
no a concentraciones bajas "in vivo" del orden de 1074 y
en segundo lugar como inhibidor de la plasmina y otras pro-
teasas incluida la tripsina, a concentraciones mayores de

1H (136, 160).

10~

En este caso se observa una clara disminucién en la
constante de velocidad k al afiadir €-ACA al medio. 81 compa
ramos los resultados obtenidos para la relacién fibrin6ge-
no:tripsina 250:1 aparecen valores de k, al anadir el inhi-
bidor de 5 a 10 veces m4s bajos, segfin se trate de fibrin6-
geno humario o bovino. Por otra parte, parece algo mis répi-
da la degradacién del fibrinSgeno bovino que la del humano,
aunque tanto el porcentaje mé&ximo de coagulacién como el
tiempo al que &sta aparece son muy semejantes. Esto conocuer
da con los resultados obtenidos por Mihalyi et al (113).

En general, los valores de la relacibn kl/k3 para
las distintas concentraciones relativas de enzima son clara
mente mayores en presencia de e€-ACA; lo que indica que el

proceso de degradacifn del fibrinf6geno sin pasar por la eta

pa fibrina (regido por k,) est8 inhibido m4s eficazmente.
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Como por otro lado la relacién kl/k2 no varia mucho
ni con la relacién fibrin6geno:tripsina ni con la presencia
del inhibidor, se explica que en general haya porcentajes de
coagulacién mdximos mucho mayores en presencia de €-ACA.

Sin embargo, hay que sefialar que a bajas concentra-
ciones de enzimas, concretamente a una relacién fibrin6geno
humano:tripsina 1000:1, el proceso de coagulacifn en ausen-
cia de inhibidor puede ser mds importante que en presencia
de &ACA.

En general, los valores de k1 en ausencia de inhibi
dor para relaciones fibrin6geno:tripsina de 250:1, o m&s al
tas, son pricticamente constantes y oscilan alrededor de
0,4-0,5 min-l,en cambio, en presencia de e€-ACA puede alcan-
zar valores muy pequefios, lo que sugiere que la relacibn r§
pida de ruptura de enlaces (113) responsable de la coagula-
cibn deja en este caso de ser importante, al disminuir 1la
proporcién de enzima.

Todo esto indica que a pesar de que la tripsina vy
plasmina son dos enzimas muy semejantes en cuanto a selecti
vidad, incluso presentar ventajes potenciales la tripsina co
mo enzima fibrinolftica (148) hay una diferencia en el com-
portamiento frente al fibrinSgeno, ya que la tripsina puede
producir, a determinadas concentraciones de enzima, una coa
gulacién importante, lo que no se observa con la plasmina.

Este hecho podria estar relacionado con la mayor especifici
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dad de la plasmina hacia los residuos lisina (82) contraria
mente a lo que ocurre con la tripsina que corta mucho més
facilmente por residuos arginina (161).

La ausencia de coagulacién esponténea en el caso de
la plasmina proviene sin duda del hecho de que en la se-
cuencia de cortes que tienen lugar al comienzo de la degra-
dacifn en el extremo N-terminal de la mol&cula no se separan
ninguno de los fibrinopéptidos A o B. En esta zona que debe
de ser critica, en lo que se‘refiere a la capacidad de aso-
ciarse la fibrina y constituir el codgulo, el primer aconte
cimiento consiste como ya.se ha mencionado (76), en la rup-
tura del enlace Arg(42)-Ala(43) de la cadena Bf (162). Por
el contrario, los N-terminales de las cadenas A(a) y Y per-
manecen intactos hasta en los fragmentos E tempranos (76).

En el caso de la tripsina el anflisis de amino&ci-
dos NHZ-terminales del material coagulado a los 3 minutos
de digestifn con una relacién fibrin6geno:tripsina 1000:1
muestran la presencia de Tyr y Gly. La Tyr corresponde al
N-terminal de la cadena Y y la Gly pone de manifiesto el pa
so a fibrina por p&rdida del fibrinopéptido A o B (85). La
aparicifn también de cantidades apreciables de Ala puede in
dicar que la cadena A¢ = estd intacta en parte, pero tam-
bién es compatible con que el material coagulable puede ha-
ber perdido, como en el caso de la plasmina, el extremo N-

terminal de la cadena BR hasta el residuo Arg(42).



136

Al avanzar la proteolisis desaparece del material
coagulado la Tyr como;N-terminal y se encuentra Asp, este
hecho sugiere Que la cadena Yy puede perder un péptido por
separacién del residuo 5 (Arg-Asp) que no afectarfa pricti-
camente a la movilidad electroforé&tica de la banda corres-
pondiente (4) en tabla XIV. Los otros N-terminales sugieren
la existencia de rupturas a otros niveles ce la molécula
‘que no implican pérdida de materia y que no afectan a la
coagulabilidad de la molécula.

Estos resultados concuerdan con el estudio de los
péptidos de baja masa molecular separados en las primeras
etapas de la proteolisis con la tripsina, mediante anilisis
bidimensional por cromatograffa y electroforesis de alto
‘voltaje (v€ase seccién II1I.9). En las mismas condiciones de
' prqteolisis en que se hizo el andlisis de amino-terminales
en el co&gulo se comprueba la presencia de fibrinopéptidos
A y B libres, ademis de otros péptidos de alta solubilidad
en el disolvente empleado y carga neta muy positiva. Estos
péptidos corresponden al menos en parte por su caracter de
alta solubilidad y por su contenido en prolina, al extremo
C-terminal de la cadena Aa (157, 93).

Al aumentar el tiempo de proteolisis los péptidos
solubles en TCA aumentan en nfimero y cantidad de cada espe-
cie apareciendo adem8s especies menos solubles, que sugieren

una procedencia de las partes mds hidrof6bicas de la molécu
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la, pero no existen grandes variaciones en el conjunto entre
4 y 20 minutos de incubacién.

Si se estudia la evolucién con el tiempo de incuba-
cién de las cadenas peptidicas que constituyen el material
que coagula por accibn de la tripsina se observa que inclu-
so el material que constituye un co&gulo consistente a 3-4
minutos de incubacién (50% de proteina inicial) presenta se
rias modificaciones respecto de las cadenas originales.

Se observa una degradacién parcial de las cadenas o
(Mw = 75.000-70.000) de manera que en los momentos m&s avan
zados en el cofgulo-precipitado (15-20%) s8lo existe una
cuarta parte aproximadamente de cadenas intactas. También
es evidente una banda postf , de masa molecular estimada de
50.000, claramente distinta de la correspondiente a la BB
original (Mw = 58.000) y mayor que la cadena Y (47.000), si
bien esta banda s6lo se aprecia a los 20 minutos e incluso
en estas condiciones de mala formacién de co&gulo s6lo apa-
rece como componente minoritario.

El material no coagulable presenta pricticamente una
degradacifn total de las cadenas a (figura 34) y ademi&s in-
cluso a tiempos de incubacién cortos aproximadamente la mi-
tad de las cadenas 8 han desaparecido aumentando proporcio-
nalmente la especie de M, = 50.000.

De los restantes fragmentos de cadenas separados por

reduccifn total de la banda siguiente en movilidad a 1la



(nGmero 5) de Mw = 40.000 cuya proporcién no varia con el
tiempo de incubacifn, corresponde muy probablemente a la ca
dena Y ligeramente degradada y que supone alrededor de un
tercio del material de las cadenas Yy iniciales.

El resto de las bandas que sufren mayores variacio-
nes con masas moleculares entre 36.000 y 25.000, correspon-
derfan a distintas etapas de fragmentacibén de los restos de
cadenas principalmente.

En definitiva, la pérdida de aproximadamente un 60%
de las cadenas g es el 1lImite de degradacifén como promedio
para que aparezca un cofgulo de caracteristicas normales ,
manteniéndose casi por completo inalteradas las cadenasBy

Y o muy poco degradadas.

PROTEOLISIS EN PRESENCIA DE UREA

El trabajo de Ehrlich et al (163) puso de manifies-
to que la urea concentrada era capaz de inhibir la forma-
cibn del codgulo de fibrina o de disolverlo si &ste se ha-
bla obtenido en ausencia de urea.

Los estudios de la fibrina disuelta en urea 3,5M
pH 7,5 y fuerza ibnica 0,15 por ultracentrifugacién anali-
tica y medidas de viscosidad demostraron que las caracte-
risticas moleculares de la fibrina correspondian a las del
fibrinbgeno disuelto en las mismas condiciones. Estos re-

sultados permitieron concluir que el paso del fibrin&geno
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a fibrina no implica grandes cambios que repercutan en el
comportamiento hidrodin&mico de la mol&cula de fibrina diso
ciada completamente. Sin embargo, al disminuir la concentra
cibn de urea a 2,35M se observS la presencia de asociacio-
nes moleculares de la fibrina que en parte se encuentra for
mando polimeros solubles. Si la urea se eliminaba por com-
pleto se obtenfa un co&gulo idéntico al que se obtiene en
ausencia de urea.

Mihalyi (164, 165) estudib6 con detalle el efecto
desnaturalizante de la urea sobre el fibrinbégeno demostran-
do que 88lo a concentraciones muy elevadas de urea (8M) se
consigue un desovillamiento irreversible de la molé&cula.

Los estudios realizados en el presente trabajo por
proteolisis de fibrinégeno y la fibrina en presencia de
urea a 2,35M y 3,5M han permitido observar algunas diferen-
clas en la aparicibn de especies moleculares de masa molecu
lar elevada por accibn de la tripsina o plasmina respecto
de las observadas sin urea. Esto indica la existencia en la
mol&cula nativa de aspectos estructurales que s8lo se ponen
claramente de manifiesto en condiciones ligeramente desnatu
ralizantes. Por otro lado, la proteolisis en estas condicio
nes desnatﬁralizantes, en las etapas iniciales es muy seme-
jante a la observada con fibrinbégeno en ausencia de urea ,
lo que confirma que no hay un desovillamiento general de la

mol&cula que harfa asequibles a las proteasas un nimero mu-
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cho mayor de enlaces peptidicos conteniendo arginina o li-
sina.

Las condiciones experimentales empleadas han permi-
tido realizar un estudio comparativo de la proteolisis de
fibrin6geno, monSmero de fibrina, fibrina parcialmente poli
merizada soluble al aumentar la concentracién de urea y fi-
brina tramada por el factor estabilizador de fibrina (FSF)
(166) tanto en disoluciGn; como en forma de codgulo insolu-~
ble, incluso en urea 8M.

La fibrina se caracterizf6 por estudios comparativos
con el fibrin6geno por determinacién de coeficientes de se-
dimentacifn en los disolventes empleados para la proteoli-
sis. Los resultados obtenidos (véase tabla X) demuestran que
en condiciones de urea 2,35M una buena fraccibén de la fibri
na (>60%) esti en forma de oligbmeros de fibrina dependien-
do esta fraccifn del pH y de la concentracién salina del me
dio. En presencia de concentraciones bajas de calcio
(2,5x10-3M), necesario para la estabilizacifén de la fibrina
por formacién de enlaces covalentes entre las cadenas Yy
(125), se observan valores del orden del 30% para el oligé-

%M

mero m&s pesado, en cambio a una conccntracién de 2,5x10°
pré8cticamente s6lo existe la especie intermedia y en peque-
nas proporciones. Sin embargo, se demuestra que en presen-
cla de calcio y cisteina se pueden estabilizar las asocia-

ciones de fibrina por accifn del FSF presente en la muestra,
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ya que contrariamente a lo que ocurre con la fibrina no tra
mada al aumentar la concentracifn de urea a 3,5M permanece
asociada un 16% de la fibrina original.

Una estimacifn de las masas moleculares de los oli-
gbmeros basada en la conocida proporcién entre masas molecu
lares y coeficientes de sedimentacibén para proteinas desovi
My (51 ,3/2

lladas =
M, Sy

cies asociadas son dimeros las menos abundantes (4-8%) y tri

permite establecer que las espe-

meros o posiblemente tetrimeros la m8s pesada.

La variacién del consumo de equivalentes de base
(NaOH) con el tiempo de proteolisis con tripsina muestra que
la presencia de urea hace menos rfpida la etapa inicial en
la que se cortan un nfimero limitado de enlaces (113) e inclu
so que esta inhibicifn es m&s notable al aumentar la concen
tracién de urea. Sin embargo, el nfimero total de enlaces ro
tos en el periodo de tiempo estudiado no cambia de un modo
significativo en funcién del tipo de sustrato. En el caso
de la plasmina el efecto de la urea es mucho m&s notabhle y
se han tenido que emplear concentraciones relativas de en-
zima 5 veces mayores para obtener una velocidad de reaccién
comparable, aunque todavia inferior a la observada sin urea.

En general se observa que la parte inicial de mayor
pendiente, reaccifn m&s ripida, inclufe un nfimero mucho ma-
yor de enlaces en el caso de la tripsina que de la plasmina,

de acuerdo con los resultados de Mihalyi et al (113) que es
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tima en 21 y 3, respectivamente.

La proteolisis del fibrinégeno en urea 3,5M produce
especies que coagulan sin necesidad de trombina, lleg&ndose
en las condiciones estudiadas a obtener hasta un 30% del ma
terial inicial coagulado cuando una vez detenida la reac-
cibén se elimina la urea por diflisis.

Este comportamiento es comparable al menos cualita-
tivamente al observado en ausencia de agente desnaturalizan
te, lo que sugiere que no hay cambios conformacionales que
afecten al nficleo N-terminal del fibrinSgeno por accibn de
la urea capaces de alterar la secuencia del ataque inicial
de la tripsina de manera que se produzca solamente material
no coagulable.

Contrariamente a lo observado sin urea incluso en
las etapas iniciales, con un promedio de enlaces rotos bajo
(tres a los dos minugos) ya aparecen fragmentos Y, aunque
todavia queda mds de un 30% del material que coagula al in-
cubarse con trombina. Esto sugiere que la degradacifn en es
tas condiciones es m&s ripida relativamente sobre el mate-
rial ya atacado por el enzima que en ausencia de urea.

El estudio de los fragmentos de masa molecular ele-
vada por EGPA muestra la presencia de especies moleculares
que no aparecen en ausencia de urea, ademis de las ya estu-
diadas X, Y, D y E.

La variacifén con el tiempo de incubacién del nfimero
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de moléculas por cien de fibrinfgeno inicial permite obser
var que adem8s de los fragmentos X (Mw = 280.000-220.000)
existen dos fragmentos intermedios Y (170.000) y A (130.000)
con una cinética paralela (figura 19) pasando por un valor
m&ximo y desapareciendo al aumentar las cantidades de los
fragmentos mis pequefios. Entre los fragmentos D (95.000) y
E (46.000) aparecen dos nuevos fragmentos, B, (75.000) y B,
(65.000) y un pico de movilidad superior al E, C (32.000)
que no se observan en la proteolisis en ausencia de urea.

La cinética de aparicién de todos estos fragmentos
indica un mecanismo m&s complejo que el descrito por Albert
et al (98) y Mihalyi (97) para el fibrinégeno en disolvente
salino.

Los resultados obtenidos en urea se explican si se
admite que los fragmentos A son como Y degradados precisa-
mente en la parte correspondiente a la zona C-terminal, ya
que los fragmentos E que se obtienen son los que correspon-
den al fibrinSgeno original, esto es 100 para tiempo infini
to. Los fragmentos B que aparecen casi simult&neamente con
los D se deben a una degradacifn instant&nea de los fragmen
tos D incluso en la etapa en que estdn unidos al E para
constituir el Y o el A. Esta degradacién de los fragmentos
D lo han observado otros autores con plasmina y tripsina en
ausencia y presencia de urea (68, 75, 167, 168). Sin embar-

go, se trataba de una degradacifn por ataque posterior y de
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una manera gradual. En este caso, por el contrario, todo pa
rece indicar que estamos ante una caracteristica estructu-
ral de los fragmentos D que se pone de manifiesto en presen
cia de urea. As{ pues, el fibrinfgeno est& constituido por
las zonas de las cadenas a degradables en péptidos de masa
molecular baja, el nficleo N-terminal de las seis cadenas de
la molécula que forman el fragmento E y que no es afectado
por la urea y las dos partes restantes que forman los frag-
mentos D y que segfin estos resultados est&n constituidos
por al menos dos subunidades que darfan lugar a los fragmen
tos B y C ademds del D.

En el caso de la fibrina disuelta en urea 3,5M apa-
recen las mismas especies moleculares que con el fibrinége-
no, sin embargo la cinética de aparicién de los fragmentos
es algo distinta en el sentido de que aparece una mayor pro
porcién de los fragmentos A y los fragmentos B crecen m&s
rédpidamente que los D. Por otro lado, los fragmentos C cla-
ramente se desdoblan en C1 (36.000) y C2 (30.000).

Al disminuir la concentracién de urea a 2,35M 1los
fragmentos A, B y C son casi inapreciables, transcurriendo
el proceso de degradacifn como en el caso del fibrinSgeno
en ausencia de urea. Esto confirma que es s6lo la accibn de
la urea 3,5M la que pone de manifiesto una o dos zonas de
la mol&cula susceptibles de ser cortadas por la tripsina y

que este fenSmeno es algo mis eficaz en el caso de la fibri
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na que del fibrinégeno.

En lo que se refiere al efecto de la proteolisis so
bre la formacifn de cofgulo al dializar la urea, se observa
que se obtiene un codgulo consistente s6lo cuando el mate-
rial degradado o soluble no sobrepasa el 30% del inicial,
lo que coincide con los tiempos de mdxima aparicién de X ,
sin que apenas comiencen a aparecer los Y (tabla VIII).

Por otro lado, la formacifén de productos de degrada
cién no coagulables es mas r&pida en urea 3,5M que en 2,35M
confirmando la idea de que la urea expone simult&neamente a
la accifn de la proteasa m&s enlaces peptidicos que contie-
nen lisina o arginina.

La plasmina en presencia de urea 3,5M degrada la fi
brina de modo parecido a la tripsina en lo que se refiere a
formacién de fragmentos, si bien hay algunas diferencias .
Aparecen en menor cantidad los fragmentos A y B que con trip
sina pero se distingue claramente dos tipos de fragmentos D
con masas moleculares de 100.000 y 85.000 y adem&s de 1los
fragmentos Cl Y C2 aparecen en cantidades considerables ban
das de movilidad elevada que evolucionan con el tiempo vy
que comprenden especies entre 22.000 y 9.500, que no Se ob-
servan con la tripsina, probablemente debido a que con esta
proteasa se degradan m&s r&pidamente. Basta comparar el nfi-
mero de equivalentes de base consumidos por la plasmina en

estas circunstancias, alrededor de 24 enlaces, con los que
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ha consumido la tripsina alrededor de 60-70, para tener el
mismo tipo de fragmentos de masa molecular alta.

Estudios con fibrina tramadaAy comparando los resul
tados obtenidos incubando con tripsina y plasmina bien el
codgulo 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 primeros momen-
tos s6lo péptidos de masa molecular baja (11.000) que proba
blemente no afectan al entramado de fibrina.

2°) Al progresar la proteolisis aparecen simulté&nea
mente fragmentos de masa molecular muy variada pudi&ndose
identificar los que corresponden por su tamano a los ¥, A
(aunque en muy poca proporcifn), D md&s o menos degradados
(tablas XII y XIII) y a los E. Sin embargo, hay que sefialar
que solamente los E parecen no sufrir ni degradaciones ni
estar asociados por la proporcifn mayoritaria en que se en-
cuentran.

3°) Aparecen también fragmentos de masa molecular
mas elevada entre 300.000-230.000 que soh a su vez degrada-
bles. Sin embaigo, hay otros fragmentos que se han denomina
do G que aparecen como predominantes en las iltimas etapas
de la proteolisis, cuando todo el material se ha disuelto ,
con masa molecular Mw = 180.000, que es el doble de 1los

fragmentos D.
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Esto indica que la estabilizacifn de la fibrina tie
ne lugar preferentemehte uniendo las partes de la molécula
alejadas del nudo N-terminal que no se ve afectado. Dicho
en otros t&rminos, las uniones covalentes formadas por trans
aminacién entre grubos glutamina y lisina de las cadenas Yy
y las que se forman entre las cadenas a (125, 169) est&n en
la zona de la molécula que corresponde a los fragmentos D.

En el caso de la fibrina soluble en urea concentra-
da parcialmente tramada se tienen dos tipos de especies mo-
leculares de partida, monfmeros y oligSmeros tramados. Pero
ha sido posible hacer un estudio cinético de la aparicién
de las distintas especies. En este aspecto hay que sefialar
que una vez desaparecen los fragmentos X resultantes de la
fibrina no tramada, comienza a aparecer un fragmento de ma-
sa molecular 238.000 llamado H gque va creciendo y otro en
cantidades comparables del G de masa molecular de 200.000.

Es evidente que s8i los oligémeros de fibrina estén
estabilizados por uniones covalentes en principio cabeza-co
la, una fragmentacién enzimftica de estos polimeros daria
en las etapas finales fragmentos D-D de masa molecular
200.000-180.000 y fragmentos D-Y que tendrian una masa mole
cular entre 260.000 y 230.000, segfin el grado de degrada-
cién del conjunto D.

Los resultadss experimentales obtenidos incluso con

fibrina tramada insoluble en la que deben existir asociacio
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nes laterales adem&s 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 s6lo implican
a dos fragmentos D contiguos.

Esto estf 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 mis f&-
cilmente degradables las uniones a-o sean separadas del resg

to de la molécula por la proteolisis en las primeras etapas.
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1°, Se demuestra que durante las primeras etapas de la
proteolisis con tripsina se forman especies que coagu
lan espontineamente. En general, se observa una evolu
cién, con el tiempo de proteolisis, de las propieda-
des mec8nicas del cofgulo.

En una primera etapa de incubacién en la que s&lo
aparecen especies de masa molecular igual a la de la
fibrina o fragmentos X pesados, la consistencia asi
como su respuesta a la compresifén mec&nica son compa-
rables a las de la fibrina normal obtenida con trombi
na. 8i la proteolisis progresa un poco m&s el codgulo
que se obtiene es menos compacto, llegando a ser un

precipitado ligero.

2°, Existen al menos dos procesos en competencia durante
la proteolisis de fibrinégeno bovino y humano con
tripsina. Por un lado ocurre la formacién de fibrina
o material que coagula y por otro tiene lugar una de-
gradacién que produce material soluble o que solubili
za el cofgulo formado. Por el contrario con plasmina
no existe proceso de coagulacifn y si una degradacién
muy semejante.

La formacifn de co&gulo consistente a partir de fi-
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brin6geno por accién de la tripsina, implica la ruptu-
ra de un promedio de muy pocos enlaces (mdximo alrede-
dor de 4-5) por molécula, como ocurre con la trombina.
La pérdida prAicticamente total de la capacidad de
coagular reside en la pérdida de un 27% de material de

la protefna inicial de masa molecular 340.000.

El lfmite de degradacifn como promedio para que aparez
ca un co8gulo de caracteristicas normales es la ruptu-
ra de aproximadamente un 60% de las cadenas o, mante-
niéndose casi por completo inalteradas las cadenas 8 y
Y o muy poco degradadas. La degradacién de las cadenas
8 impide la coagulacifn aunque no haya gran variacifén

en la masa molecular del fragmento resultante.

Los estudios realizados de degradacifn con tripsina se
ajustan a un esquema simplificado con 3 etapas de frag
mentacién molecular, de forma que el material coagula-
ble (tanto fibrin6geno como el fragmento XG) da lugar
a material que coagula espontineamente (FB o XB) o a
PDF, segln reacciones definidas con constantes de velo
cidad kl Yy k3 respectivamente y, a su vez, el material
gue coagula espont&neamente es degradado a PDF, segfin

una constante de velocidad kz.

Para concentraciones bajas de tripsina, los resultados
no concuerdan con el anterior mecanismo de degradacibn

simplificado ya que posiblemente los pasos de F a XG
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y de FB a XB adquieren una mayor importancia en el pro

ceso.

El &cido e-aminocaproico es un inhibidor de la fibrino
lisis ya que la constante de velocidad k que da cuenta
de los procesos de degradacibn del material coagulable,
disminuye de 5 a 10 veces seglin se trate de fibrinSge-
no humano o bovino. Sin embargo, los valores de la re-
lacibn k,/k; para las distintas concentraciones relati
vas de enzima son claramente mayores, indicando que el
proceso regido por k3 est8 inhibido m&s eficazmente.

Por el contrario, la relacién kl/k2 no varfa mucho
ni con la relacibn fibrin6deno:tripsina, ni por la pre
sencia del inhibidor.

Todo ello explica que en general al incubar con
tripsina haya porcentajes de coagulacifn m&ximos bas-
tante mayores en presencia de €-ACA que en -ausencia

del inhibidor.

Los estudios realizados permiten concluir que estructu
ralmente el fibrin6geno esti& constituido por: a) las
zonas de las cadenas o fScilmente degradables en pépti
dos de masa molecular baja; b) el nficleo N-terminal de
las seis cadenas de la mol&cula que forman el fragmen-
to E y que no es afectado por la urea, y ¢) dos frag-
mentos D (100.000-95.000) que segin los resultados ob-

tenidos en urea concentrada est&n constituidos por dos
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subunidades (B (75.000-65.000) y C (36.000-30.000) que
darfan lugar en condiciones no desnaturalizantes, a los

fragmentos D tardios.

Tanto en las etapas finales de fragmentacién enzimitica
de los oligbmeros de fibrina estabilizados por uniones
covalentes como de la fibrina tramada insoluble, se ob
serva s86lo 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 monémeros de fibrina incluso cuando inter
vienen las cadenas a (fibrina estabilizada insoluble
en urea 8M) unen a dos mol&culas contiguas y precisa-
mente por los fragmentos D de la molécula, a menos que
al ser la cadena a la m&s ficilmente degradable, las
uniones a-a sean separadas del resto de la fibrina. por

la proteolisis en las primeras etapas.
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