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Qualsevol agressio o canvi en les caracteristiques de la superficie que envolta o
tanca la sang, té com a efecte que les plaquetes es transformin rapidament i s'adhe-
reixin al lloc danyat i que a més s'agreguin per obturar la fuita o la lesio. Pero I'esta-
bilitzacio d’aquest tap precari és deguda al fet que el fibrinogen, mitjangant un
procés complex d'actuacio d'una serie d'enzims, el resultat final del qual és la trom-
bina, es transforma per I'accié d’aquesta en fibrina insoluble. Aixi, una proteina solu-
ble de plasma s'associa i constitueix un polimer ramificat que sera I'esquelet del
coagul i el fi ultim del procés de coagulacio.

Aquest coagul es forma en el punt on se’'l necessita perque la superficie de les
plaquetes transformades actua com a catalitzador i activa in situ la formacié de trom-
bina; d'aquesta manera evita el progrés de la coagulacio i I'oclusio dels vasos
lesionats. D'altra banda, el coagul format é€s una solucio transitoria; quan ja no fa fal-
ta, ha d'ésser destruit per tal d'evitar les pertorbacions que la seva preséncia causa-
ria en el flux hidrodinamic o el cas més greu de separar-se de la paret i constituir
aleshores un embol, la qual cosa pot ésser fatal si obstrueix un vas petit pero fona-
mental en el sistema. Per impedir aquestes pertorbacions, existeix un altre procés, la
fibrinolisi, que es dispara simultaniament al de coagulacio i que, mitjangant I'aparicio
d’'una proteasa anomenada plasmina, desfa I'entramat de fibrina que s’havia format
durant la coagulacio. Aquests dos processos, complementaris i d'alguna manera
oposats, son basics per a I'equilibri homeostatic del sistema cardio-vascular, és a
dir, entre el volum sanguini i la seva fluidesa. Qualsevol irregularitat en el transcurs
dels processos pot modificar aquest equilibri i provocar I'aparicio de situacions pato-
logiques importants.

Els estats d'hipercoagulabilitat poden ésser deguts a una disminucio de la fibri-
nolisi —com en l'arteriosclerosi avan¢cada o en el cas de tumors malignes- o, al
contrari, a un augment d'aquest mecanisme produit per |'aparicio sobtada de subs-
tancies precoagulants en el torrent sanguini; aleshores es pot presentar una coagu-
lacio intravascular localitzada (trombosi) o bé de manera disseminada (CID).
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La situaci6 oposada, amb I'aparicio d'estats hemorragics, pot ésser causada
tant per un augment de la fibrinolisi com per un defecte en els processos de coagula-
cio o per una patologia a nivell molecular del mateix fibrinogen.

Encara que avui dia disposem de técniques terapeutiques que permeten influir
en ambdoés processos i de metodes analitics quantitatius de gran precisio, existents
als centres hospitalaris més ben dotats, la veritat és que adhuc I'estudi quantitatiu
dels factors que intervenen en el conjunt coagulacio-fibrinolisi no permet, sovint, ex-
plicar el possible desenvolupament del procés resultant. Caldra fer un estudi a fons
dels mecanismes d'accio dels diversos components del sistema i dels aspectes qui-
mico-fisics implicats (desconeguts actualment en bona part).

Hem d’'assenyalar, pero, que en els darrers anys s’ha progressat extraordinaria-
ment en la comprensio dels esdeveniments centrals, és a dir, la formacio de fibrina i
la fibrinolisi, gracies a I'enorme esfor¢ realitzat en I'estudi de la molecula de fibrino-
gen i de les implicacions a nivell molecular d'aquests processos.

El coneixement de I'estructura del fibrinogen es va plantejar, fa uns vint-i-cinc
anys, com un repte als quimico-fisics de proteines, amb I'esperanga que el seu estu-
di contribuiria a la comprensio dels fets clau en les malalties cardio-vasculars.

Els aspectes principals del problema es poden resumir en els punts seglents:

1) Forma global de la molécula de fibrinogen i de fibrina.

2) Estructura quimica i sequencia de les cadenes polipeptidiques constituents.

3) Localitzacio i distribucié de les cadenes polipeptidiques dins la molécula que
expliquin les interaccions i I'ordenacio dels monomers de fibrina per a constituir el
gel tridimensional.

4) Possible funcié dels hidrats de carboni en la molécula.

Hom ha pogut donar resposta a aquestes preguntes —a unes més que a d'al-
tres—, amb la qual cosa sembla que ja es pot establir una correlacio forga ajustada
entre I'estructura i la missié fonamental del fibrinogen, o sigui, constituir primer un
gel estructural i quimicament fort, capa¢ d’estabilitzar el coagul sanguini i alhora
aconseguir que aquest coagul sigui faciiment vuinerable als enzims proteolitics (en
especial la plasmina) perqué, en conseqleéncia, es degradi amb rapidesa quan ja no
se’'l necessiti.

El fibrinogen és una proteina complexa. De pes molecular alt (340.000 daltons),
és constituida per tres parelles de cadenes (A a, B B, y) 2, unides entre elles per
vint-i-nou enllagos disulfur que a més contenen un 3 i un 4 per cent d’hidrat de car-
boni de composicio quimica semblant al d’altres glicoproteines.

La seva forma o estructura global ha estat molt controvertida durant la darrera
década, atés que tant els resultats dels estudis hidrodinamics com els de microsco-
pia electronica eren sovint contradictoris i dependents de les técniques emprades.
Pero a través dels estudis de fragmentacié quimica i enzimatica amb plasmina i trip-
sina principalment, s'arriba a la conclusié que, com ja ho indicaren Hall i Sleyter en
llur treball classic (1959) de microscopia electronica, la molecula de fibrinogen deu
estar constituida per ndduls o zones globulars interconnectades entre elles per dues
llargues zones fibroses que presenten alguns punts facilment vulnerables a I'atac
d’enzims proteolitics, independentment de llur especificitat. Els estudis de degrada-
ci6 enzimatica demostraren I'existéncia de dos tipus de noduls de caracters fisics i
quimics diferents, els anomenats D, de pes molecular més elevat i els E, que son
aproximadament la meitat més petits que els anteriors. La separacio i I'estudi quimi-
co-fisic d'aquest noduls, permeteren demostrar que el fibrinogen conté dos noduls D
units a un nodul E.
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Diversos estudis de degradacié quimica amb bromur de cianogen, permeteren
aillar un nodul o fragment que contenia els sis aminoacids N-terminals de la molecu-
la i que era un dimer unit per ponts de disulfur. Aquest nus disulfur, que contenia
intacta quasi la meitat dels enllagos en un quinze per cent de la massa de la molecu-
la, era molt semblant —tal com es va demostrar- tant quimicament com immunologi-
cament, al fragment E, en el qual és contingut.

Un altre aspecte que rebé un gran impuls amb la degradacio quimica de la molé-
cula, fou el coneixement de la composicio de les cadenes de fibrinogen. Hom pogue
determinar la sequeéncia dels 247 aminoacids.que constituien cada una de les dues
meitats del nus disulfur, encara que no fa gaires anys que s’'ha arribat a completar la
tasca ben costosa d’'establir la seqiéncia sencera de les tres cadenes distintes del
fibrinogen.

Dos laboratoris, cadascun per la seva banda, han determinat |'estructura cova-
lent completa del fibrinogen. La cadena A-a conté 610 restes d’aminoacids, la B- en
conté 461 ilay 411, en un total de 1.482 a cada una de les dues hemimolecules.
L'estructura dimerica del fibrinogen, palesada per la seva composicio, no s'havia po-
gut demostrar fins fa ben pocs anys, malgrat els nombrosos intents realitzats. Al
nostre laboratori hem aconseguit separar mitjangant la reduccioé controlada de ponts
disulfur en preséncia d'urea concentrada, les dues meitats de la molecula i reconsti-
tuir després la molécula nativa amb la reoxidacio i I'eliminacioé de I'agent dissociador.
La molecula conté, a meés, uns 10.000 daltons de carbohidrats organitzats en quatre
conjunts ramificats units a través de residus d’asparagina, dos en les cadenes y pro-
peres a I'extrem N-Terminal (dins el domini E) i dos en les B a la zona propera al
C-Terminal incloses en els noduls D. Un dels aspectes més importants des del punt
de vista estructural que el coneixement de la sequiéncia d'aminoacids ha permes es-
tablir, és 'existéncia de dos anells disulfur a cada meitat de la molecula, els quals
uneixen mitjancant tres enllagos disulfurs cada cadena amb les altres dues. Entre
els anells hi ha 111 residus a les tres cadenes, amb unes caracteristiques quimiques
que permeten esperar una estructura a-helicoidal més fortament enrotllada o supe-
renrotllada que constituiria les zones fibroses que connecten els tres noduls i que
tindrien una llargada de 15 nm. Diversos estudis de difraccio de raigs X confirmen
aquesta deduccio, la qual concorda amb les dimensions obtingudes per diferents
metodes quimico-fisics. La molecula hidratada a partir d'estudis de microscopia re-
cents, té unes dimensions globals equivalents a un cilindre o vareta d'uns 45 nm de
llarg i 9 nm de diametre. | finalment, quant a I'estructura, assenyalem que, si el nodul
central dimeéric esta fortament estructurat per abundants ponts disulfur, els dos no-
duls extrems tenen una bona part de les cadenes alfa amb una conformacioé descab-
dellada, que constitueixen uns apendixs de caracter polar, facilment separables
mitjangant l'accio de proteases.

La transformacio del fibrinogen en fibrina és deguda a la separacio, per accio de
la trombina, de dos parells de petits péptids A i B que corresponen als extrems N-
terminals de les cadenes A a i B B respectivament, del fibrinogen i que tenen una
carrega neta negativa elevada. Aixi, el nodul central passara d'una carrega neta ne-
gativa elevada a practicament nul-la a causa de la péerdua dels peptids A, i arribara a
un valor positiu quan els peptids B, que se separaran meés tard, siguin eliminats del
fibrinogen. Els dominis extrems tenen una carrega neta constant de -4, per la qual
cosa a la fibrina apareix una determinada complementaritat electrostatica que no tro-
bem al fibrinogen i que podria explicar I'agregacio dels monomers de fibrina. En prin-
cipi, el domini central d'una molécula s'uniria a un domini extrem d'una altra i el
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domini central d'aquesta darrera s'uniria aleshores a I'extrem de la primera; aixi s'ini-
ciaria una doble cadena de fibrina polimer, com es pot observar emprant la microsco-
pia electronica.

Hom disposa d'informacio suficient per a avalar I'existéncia d'aquest tipus de
polimeritzacio en principi i degut nomeés a la separacié dels peptids A. Les associa-
cions laterals d'aquestes protofibril-les per a constituir el polimer tridimensional de
fibrina es corresponen amb la separacio dels peptids B. Aquestes interaccions de
caracter feble son reforcades mitjangant la formacio d'enllagcos covalents de tipus
peptidic per I'accio de 'anomenat factor Xlll (una transaminasa) que estableix dos
enllagos covalents entre els extrems C-Terminals de les cadenes y de dues molécu-
les adjacents de la cadena (cap-cua) i diversos enllagos entre les cadenes alfa de
molecules unides lateralment. Aixi, la ruptura de I'entramat de fibrina del coagul esta-
bilitzat, només és possible per proteolisi amb endopeptidases.

Alguns estudis recents amb polipeptids sintetics, els quals tenen la sequéncia
d'alguns trams de la molécula, indiquen que ['associacio de les molécules de fibrina
es deguda a I'existéencia de punts o zones localizables en aquestes molécules que
s’interaccionen d'una manera especifica. Hom ha descobert que en els dominis D hi
ha un lloc (a) permanentment actiu, que correspon al final de la cadena y, capa¢ d'u-
nir-se especificament a un lloc (A); per tant, hi ha dos llocs d'aquest tipus per a cada
domini central. D'altra banda, s'ha vist que la separacio dels peptids D activa o des-
cobreix altres llocs (B) en el mateix domini, els quals son capagos d'unir-se a llocs
(b) dels dominis D. Sembla que aquests darrers només son eficagos quan dos domi-
nis D estan units i ja formen una cadena.

~ La correlacio entre la naturalesa quimica o sequencia d’aminoacids dels llocs
d’interaccio i llur capacitat d'unir les molécules de fibrina, es palesa, a més, amb I'e-
xisténcia de fibrinogens patologics incapagos de coagular o amb una capacitat limi-
tada. Ja fa anys que s’han descobert algunes malalties congénites de coagulacio,
degudes al fet que I'organisme produeix fibrinogens que presenten canvis de la se-
quéncia d'aminoacids propers a I'extrem N-Terminal de la cadena a; per exemple, la
substitucio d'una anginina a la posiciéo 19 de la cadena A a per una serina produeix
I'anomenat fibrinogen Detroit.

Un altre tipus de desordres de coagulacio de caracter adquirit, relacionats amb
trastorns hepatics, s'ha observat que correspon a canvis en els conjunts d'hidrats de
carboni units a la molécula de fibrinogen. Les molecules que presenten retard de
coagulacio tenen un nombre més alt de restes d'acid sialic que el fibrinogen normal.

L’eliminacié mitjan¢ant enzims apropiats (neuraminidases) de I'acid sialic de la
molecula normal, demostra que hi ha correlacio entre la quantitat d'aquest acid i la
velocitat de coagulacio del fibrinogen. Com menys carga negativa presenti I'hidrat de
carboni, més rapida sera la coagulacio.

Tot el que hem exposat posa en relleu que una estructura polinodular com la del
fibrinogen permet la formacio d'un entramat molt estable sense que calguin grans
canvis moleculars ni estructurals entre el fibrinogen soluble i la fibrina que polime-
ritza espontaniament.

L’'arquitectura del coagul de fibrina ofereix la particularitat de presentar fortes
unions intermoleculars a nivell dels dominis nodulars i canals practicament buits, no-
mes ocupats per les connexions interdominis que contenen enllagos facilment tallats
per agents proteolitics. Aquests canals permeten, d'una banda, I'adsorcio d’altres
proteines, entre les quals trobem el plasminogen (precursor de la plasmina), sense
que s'alteri I'entramat molecular de la fibrina; i per I'altra, la difusio de molécules que
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apareixen després de la coagulacid, com els activadors de la plasmina.

Els mecanismes d'actuacioé del sistema fibrinolitic sembla que imposen precisa-
ment aquesta adsorcio prévia del plasminogen a la fibrina per evitar I'accio de I'anti-
plasmina, la qual inactivaria I'enzim; d’aquesta manera es protegeix el fibrinogen
circulant.

La destruccio d'un entramat de tipus globular, és a dir, el resultant de la unio de
proteines globulars, és molt dificil d’assolir mitjangant enzims proteolitics; en canvi,
per destruir el gel de fibrina, la plasmina sols ha de tallar un nombre relativament pe-
tit d'enllacos a les zones fibroses que s'uneixen a les zones globulars. Solubilitzar un
filament de fibrina requereix només tallar dues connexions (tres enllagos peptidics
en cada cas) entre uns deu monomers de fibrina, ja que les protofibril-les d’aquesta
grandaria o polimers intermedis, formats a les primeres etapes de la coagulacio, son
solubles. Per tant, en condicions fisiologiques, la lisi del coagul de fibrina €s una tas-
ca relativament senzilla gracies a I'estructura del fibrinogen.

Els productes que s'obtenen per degradacio de la fibrina amb plasmina fisiologi-
ca, no son diferents dels obtinguts del fibrinogen o de la fibrina no estabilitzada per
accio del factor Xlll, excepte que del coagul fisiologic s’observen fragments «D do-
bles». En condiciones suaus també s’han pogut aillar fragments D,E.

Tots aquests coneixements permeten que les investigacions actuals, especial-
ment les encaminades a |'estudi de la fibrinolisi, tinguin una base molecular que faci-
liti una interpretacid més profunda dels resultats i una perspectiva més amplia a
|'hora de dissenyar noves experimentacions.

Per exemple, la dificultat de lisar coaguls envellits sembla estar relacionada amb
'adsorcio del plasminogen i amb la dificultat més gran de lisar fibrina estabilitzada
des de I'exterior.

L'us d'activadors de la plasmina per a la lisi de trombes no accessibles quirurgi-
cament no passara de tenir un caracter empiric i, per tant, arriscat, mentre no es
conegui meés bé el mecanisme a nivell molecular de la fibrinolisi.

Encara que el fet de coneixer més beé I'estructura del factor central en la coagu-
lacio no ha estat la solucio dels problemes d’etiologia i de terapéutica que plantegen
les malalties cardio-vasculars, és evident que s’ha avangat molt i que els grans es-
forcos realitzats en I'estudi del fibrinogen contribuirien decisivament a una compren-
sio meés profunda dels processos implicats, tant en les situacions normals com en les
patologiques.



