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Fibrinégeno yAly’ (gamma A/gamma Prima) caracteristicas,
propiedades y su posible rol en el desarrollo

de trastornos cardiovasculares

Oscar Castillo Baquero', Andreina Rivas Meléndez’, Horacio Avila Ulloa®.

RESUMEN

El fibrinégeno Aly” (gamma A/gamma Prima) es una isoforma que
resulta del procesamiento alternativo del ARNm que codifica para
la cadena y del fibrindgeno. Esta variante constituye entre el 8-
15% del fibrinégeno plasmatico circulante y la misma presenta
una serie de propiedades bioquimicas vy fisiolégicas particulares
que la diferencian del fibrinégeno yA/yA, la isoforma predominante
de la circulacion. El fibrinégeno yA/y” sirve de transportador del
Factor XllII de la coagulacién e incrementa las concentraciones del
mismo en el coagulo. Por ello esta implicado en el grado de
estabilizacion de la malla de fibrina y la resistencia a la fibrindlisis.
Por otra parte yA/y" presenta un sitio de alta afinidad capaz de
fijarse al exositio Il de la trombina y de esta manera inhibir a este
importante factor de la coagulacion, efecto conocido como
Antitrombina |. Ciertos estudios clinicos revelan una asociacion
entre altos niveles de yA/y" y enfermedad arterial coronaria. Sin
embargo, investigaciones mas recientes sefialan que niveles
bajos de esta isoforma del fibrinbgeno estan relacionados con
enfermedad trombdtica venosa posiblemente por la reduccion de
la actividad antitrombina.

Palabras clave: Fibrindgeno y’, riesgo cardiovascular, fibrindlisis,
antitrombinall

ABSTRACT

YAly’ fibrinogen (gamma A/gamma Prima) - characteristics,
and its possible role in the development of cardiovascular
disorders

YA/y fibrinogen (gamma A/gamma Prime) isoform results from
alternative splicing of fibrinogen mRNA. This variant constitutes
8% to 15% of plasma fibrinogen. Compared with yA/YA, yAly’
fibrinogen has biochemical and physiological features. yAly’
serves as carrier protein for Factor Xlll in plasma and increases the
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local concentration of this factor in fibrin clots that are more extensively
cross-linked by Factor Xlll and are more resistant to fibrinolysis. On the
other hand, yA/y" contains a high affinity binding site for thrombin
exosite Il and inhibits this coagulation factor and is known as
antithrombin |. Research has shown an association between high
levels of yA/y” and coronary artery disease. However, more recent
studies reveal that low levels of this variant are related to thrombotic
venous disease and this could be explained by a reduction of
antithrombin | activity.

Key Words: y’
antithrombin 1.

fibrinogen, cardiovascular risk, fibrinolysis,

INTRODUCCION

El fibrinogeno (Fg) es la molécula precursora de la fibrina, principal
proteina del coagulo que se forma tras una lesién externa de un vaso
sanguineoy que persigue evitar la perdida de sangre (1). Por otro lado
la fibrina conjuntamente con plaquetas activadas constituyen los
elementos preponderantes de los trombos originados luego de la
ruptura de placas de ateroma (2). La trombosis trae como
consecuencia la obstruccion del flujo sanguineo y consecuentemente
la aparicion de fendmenos isquémicos que comprometen la salud y
vida del individuo. En este orden de ideas se ha comprobado que altos
niveles de Fg constituye un importante factor de riesgo cardiovascular
(3,4) y esto puede ser explicado en parte debido al incremento de la
agregabilidad plaquetaria (5), asi como también de la viscosidad
sanguinea (6) lo que promueve un estado de hipercoagulabilidad,
donde la malla de fibrina formada es mas dificil de degradar por el
sistema fibrinolitico (7).

El Fg presenta isoformas donde existe variacion de la secuencia
primaria de las cadenas polipeptidicas que lo conforman. Una de
estas variantes la constituye el Fg yA/y" (gamma A/gamma Prima) el
cual ha sido asociado a riesgo cardiovascular, sin embargo para
entender su contribucion a estos fenémenos patoldgicos, se debe
conocer ciertas caracteristicas bioquimicas vy fisiolédgicas de esta
molécula.

Estructura y bioquimica del fibrinégeno: El Fg es una glicoproteina
plasmatica de un peso molecular de 340 kDa, la cual es sintetizada en
el higado y circula normalmente a una concentracién de 2 a 3,5
mg/mL. El Fg tiene una longitud de 45 nm, se organiza en tres
estructuras globulares: un dominio E central y dos dominios D
externos, los cuales se unen al dominio central por “conectores” que
consisten en regiones de a-hélices-superenroscadas (8). El Fg esta
conformado por tres pares de cadenas polipeptidicas diferentes, (Aq,
BB y v)2, ubicandose los seis extremos amino-terminales en el
dominio E y los extremos carboxiterminales de las cadenas BB y y en
el dominio D; el extremo carboxiterminal de la cadena Aa forma un
cuarto dominio, el cual se ubica en condiciones normales préximo al
dominio E (8-10). Figura 1
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Fig.1. Representacion esquematica de la estructura del Fg. Se aprecia el
dominio globular central E, y los dominios D. Los dominios D y E estan unidos por
una region de a hélices superenroscadas. El extremo carboxiterminal de la
cadenaAa forma un cuarto dominio conocido comoAlfa C.

La cadena Aa presenta 610 aminoacidos. La cadena Bf3 presenta 461
residuos, y la cadena y, presenta dos isoformas: la yA, con 411
residuos (8), y la y" de 427 aminoacidos, la cual tiene una secuencia
Unica luego de la posicion 407 (11). Estas variantes pueden
ensamblarse como homodimeros tipo YA/YA (85% del Fg total) o
heterodimeros yAly" (15% del Fg total). Las cantidades de
homodimerosy’/y no superael 1% (12).

Conversion de fibrindgeno a fibrina y ensamblaje: El Fg no polimeriza
de manera espontanea debido a la repulsién de cargas de signo (-) de
los extremos N-terminales de las cadenas Aa y B. La remocion de
cortas secuencias peptidicas de éstas cadenas en las posiciones
Aa16Arg-17Gly (fibrinopéptido A) y después BB14Arg-15Gly
(fibrinopéptido B) por accion de la trombina permite que comience el
proceso de asociacion entre estas unidades ahora denominadas
mondémeros de fibrina (13). Se han descrito dos sitios de
polimerizacion, EAy EB, luego de la accion de la trombina sobre el Fg
El EA abarca la secuencia Aa-17-20 (14). El sitio EB comprende la
secuencia BB15-42 (15).

Formacion de la malla de fibrina: La exposicion del sitio EA en el
monoémero de fibrina hace que éste interactue con otro monémero de
fibrina en un segmento complementario en el dominio D comprendido
entre y337-379 (16), de tal manera que éstos quedan de forma
escalonada, creciendo en direccién axial y longitudinal. El crecimiento
ocurre mediante asociaciones no covalentes entre los dominios Dy E
de los mondmeros de fibrina (direccion axial), y entre dominios D D de
monoémeros de fibrina contiguos como consecuencia de la asociacion
D E (crecimiento longitudinal). De esta manera se forma la primera
unidad oligomérica de la malla de fibrina denominada protofibrilla, de
un espesor equivalente a dos unidades de fibrina (17,18).
Posteriormente la liberacion de los Fibrinopéptidos B, produce la
separacion de los dominios aC proximos al dominio E, lo que permite
la asociacion lateral de las protofibrillas, para formar las fibras de

fibrina (fig 2).
aC g o\_\
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Figura 2: Diagrama esquematico de la polimerizacion de las moléculas de
fibrina. Tomada de Molecular physiology and pathology of fibrin (Blood Rev.
2005;19(5):275-88) y modificada por los autores
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La malla de fibrina formada in vitro a partir de Fg purificado, puede ser
vista por diversas técnicas, entre ellas la microscopia confocal. Fig 3

Fig. 3. Malla de fibrina obtenida in vitro a partir de fibrinégeno purificado. Técnica
de microscopia confocal. Tomada por OCB en el laboratorio de Fisiologia celular
del Centro de Bioquimica y Biofisica del IVIC

Entrecruzamiento de la fibrina por el Factor Xlll activado (FXIllla): El
FXllla cataliza la formacién de enlaces covalentes intermoleculares
entre residuos ¢-(y-glutamil) lisina (19). El proceso de
entrecruzamiento es muy rapido entre las cadenas y, dando lugar a la
formacion de dimeros y, enlace que ocurre entre la lisina en posiciéon
406 de una cadena y y la glutamina en posicion 398 o 399 de otra
molécula (20,21). El entrecruzamiento de la cadena a es un proceso
mucho mas lento, y da lugar a polimeros a con diversos grados de
entrecruzamiento, involucrando multiples residuos lisina y glutamina
presentes en las cadenas Aa (22-24). ElI FXIIl también puede
entrecruzar las cadenas a y las cadenas y, pero en un estadio
posterior (24).

Degradacion de la malla de fibrina: Una vez que el coagulo ha
cumplido su funcién hemostatica el mismo debe ser degradado con la
finalidad de restablecer el flujo sanguineo normal. La fibrindlisis es la
disolucion del coagulo sanguineo debido a la accion de la Plasmina.
Esta enzima proteolitica se forma a partir del precursor de origen
hepatico, llamado Plasmindgeno. El activador tisular del
Plasminégeno (t-PA) cataliza la conversion de plasminégeno a
plasmina, pero para ello debe formarse un complejo ternario de
Plasminégeno-tPA-Fibrina (25). El t-PA no es el unico activador
fisiolégico del plasmindgeno, existe otro, la Uroquinasa (u-PA), la cual
tiene menos afinidad por la fibrina que el t-PAy es un activador efectivo
tanto en presencia como en ausencia de fibrina (26,27). Las células
endoteliales participan en la regulacién de la fibrindlisis, secretando t-
PAy el inhibidor del activador tisular del plasminégeno tipo 1 (PAI-1),
que activan e inhiben el proceso respectivamente (28,29).

Fibrindgeno yA/y’caracteristicas y propiedades: El Fg yAly" fue
identificado a principios de la década de los setenta (30), pero sus
roles bioquimicos y fisiolégicos permanecieron desconocidos hasta
finales de la década de los noventas. El gen de la cadena y contiene 10
exones y nueve intrones y durante el procesamiento post-
transcripcional, los intrones son eliminados y los exones se empalman
para formar la porcion del ARNm maduro que sera traducido
posteriormente como la cadena y del fibrinégeno (31) conocido como
YA. Sin embargo una fracciéon del transcripto primario sufre un
procesamiento alternativo que conduce a la no eliminacion del intrén
9, esto trae como consecuencia que los cuatro aminoacidos
carboxiterminales de la cadena y (AGDV) sean sustituidos por una
secuencia de veinte aminoacidos distintos
(VRPEHPAETEYDSLYPEDDL), y de esta manera se forma la cadena
Yy’ que forma parte del fibrindgeno yAly” (31,33) Figura 4. Esta
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extension y” protruye del dominio D del fibrinégeno y contiene dos
sulfotirosinas (34), tres residuos acido aspartico y cuatro acido
glutamico (35), que le confieren mayor cantidad de cargas negativas
al fibrinégeno yA/y" y le permite presentar sitios de fijacion para el
FactorXIll de la coagulacion (36) y para la trombina (37). Por otra parte
la cadena y’ no presenta sitio de fijacion a la integrina plaquetaria
allbB3, glicoproteina que participa del proceso de agregacion de las
plaquetas (38).

Y YA
407 4 N
" 408 w® 427 408 411
® a
’VRPEHPAETEYDSLYPEDDI: *AGDV
hY A/' ,.’. .'. I
:'l ,". l'l i
’ R ’ !
0 P ’; )
’ K s !
‘ ’.’ K 1
. ! o ’ :
n | , 4 rl
I stop AATAAA I stop---AATAAA ---
Exon 9 Intron 9 Exon 10

Fig.4. Codificacién de la cadena y por parte del intrén 9 del gen de la cadena
gamma.

Lacadenay’y laagregabilidad plaquetaria: El fibrinbgeno participa de
la agregacion plaquetaria formando puentes entre las plaquetas
activadas, a través de fijacion a la integrina allbB3 (glicoproteina Ilb-
Illa) (39) figura 5. La cadena y del fibrindgeno contiene una secuencia
de 12 aminoéacidos en el extremo carboxiterminal que se fija a la
integrina de la membrana plaquetaria allbB3. La regiéon mas
importante la constituyen una secuencia formada por los cinco ultimos
aminoacidos QAGDV los cuales no estan presentes en la cadenay’y
por lo tanto esta isoforma no presenta este sitio de fijacion a las
plaquetas(40).

Plaquetas activadas

IntegrinaayiBs

a

Fibrinégeno

Fig. 5 Agregacion plaquetariay el rol del fibrindgeno dentro de este proceso

Fijacion del Factor Xl y de la trombina al fibrinégeno yA/y": EI Fg yAly”
es capaz de fijar al factor XIll de la coagulacion (41). Existe un modelo
que sefala que el fibrinégeno yA/y inicialmente sirve de transportador
plasmatico del Factor Xl inactivo (42). Luego de la formacion del
coagulo y la activacion del factor Xl por parte de la trombina, este se
disocia de la cadena y” dejando vacante el sitio para la fijacion de la
trombina. Estudios in Vitro han demostrado que el Fg yA/y” incrementa
las concentraciones locales de Factor XlII a nivel del coagulo y esto
contribuye a una mayor estabilizacion del mismo por la formacién de
enlaces covalentes entre moléculas de fibrina (43), lo que confiere
mayor resistencia ala lisis de estos coagulos de fibrina yA/y” (44,45).

Por otro lado la isoforma yA/y” contiene dos sitios de fijacién para la
trombina, uno de baja y otro de alta afinidad. El sitio de baja afinidad
esta presente tanto en la variante mayor yA/yA como en la variante

Salus

menor YA/y" y esta ubicado el dominio central E (46). El sitio de alta
afinidad solo se encuentra en la isoforma yA/y™ (47-49). La fijacion a
este sitio de alta afinidad, secuestra trombina en la malla de fibrina e
induce cambios alostéricos en el sitio catalitico de la enzima, lo cual
reduce su actividad procoagulante y se constituye en un importante
sistema inhibidor conocido como Antitrombina | (50,51).

Fibrinégeno yA/y’, estructura de la malla de fibrina y resistencia a la
lisis: Se han realizado estudios que demuestran caracteristicas
particulares de la malla de fibrina formada a partir de Fg yA/y~ sin
embargo, los hallazgos en este sentido son contradictorios. Un
estudio sefiala que coagulos de fibrina formados a partir de Fg yA/y’
purificado, presentan predominio de fibras delgadas y la estructura de
la malla es poco porosa en comparacion con coagulos formados a
partir de fibrinogeno yA/yAy este hallazgo ha sido relacionado con un
retardo en la remocién del fibrinopéptido B del Fg yA/y” por parte de la
trombina lo cual también retarda la agregacion lateral de protofibrillas y
por ende disminuye el grosor de las fibras de fibrina (52)... Sin
embargo, en dicho estudio no se tomo en cuenta la contaminacion del
Factor XIlI co-purificado con el Fg yA/y’, lo cual podria influir en los
resultados. Esto se indica en un trabajo posterior donde no se
encuentra diferencia en la estructura de coagulos formados a partir de
fibrinégeno yA/y" y Fg total (no fraccionado en sus diferentes
isoformas), preparado con altas concentraciones de Factor Xllla (53).

En contraste, estudios donde se usaron homodimeros y’/y” obtenido
por recombinacién genética en ausencia de factor XlII no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en los diametros de fibras
de fibrina con respecto a los controles (45). Por otro lado, la tasa de
fibrinolisis del coagulo formado con yA/y” es 10 veces mas lenta que la
isoforma yA/yA solo si el coagulo es formado en presencia de Factor
Xllla (44). Al margen de los sefialamientos anteriores la menor tasa de
fibrinolisis de coagulos yA/y” podria estar relacionado también con el
hecho de que coagulos con predominio de fibras delgadas y estructura
poco porosas son mas resistentes a la lisis debido al retardo en la
difusion las enzimas profibrinoliticas a través de ese tipo de estructura
(54). Este tipo de patréon de malla de fibrina ha sido relacionado con
mayor riesgo cardiovascular (55,56).

Fibrinobgeno yA/y" y su posible papel para modificar el riesgo
cardiovascular: Existe controversia respecto a si Fg yA/y” esta o no
relacionado al riesgo cardiovascular. En base a las caracteristicas y
propiedades bioquimicas del Fg yA/y" y la mayor resistencia a la
fibrindlisis de coagulos formados con esta isoforma, se podria explicar
algunos de los hallazgos de investigaciones clinicas que sefalan
asociacion entre los niveles de Fg yAly" y las enfermedades
tromboticas.

En 1.999 un estudio clinico encontré que la relacion Fg yA/y'/Fg total
estaba aumentada en 335 pacientes con enfermedad arterial
periférica, accidentes cerebrovasculares isquémicos e infartos al
miocardio, en comparacion con 433 casos controles (57).
Posteriormente Lovely y colaboradores mostraron quelos niveles de
Fg vAly" fueron significativamente mayores en 91 pacientes con
enfermedad arterial coronaria en comparacion con 42 casos
controles. Los autores sefialaron ademas que la asociacion entre la
enfermedad arterial coronaria y los niveles de Fg YA/y" era
independiente de los niveles de Fg total (58). De manera similar
Mannila y colaboradores en 2007 encontraron que los niveles de Fg
YAly" eran significativamente mayores en pacientes con infarto al
miocardio que los controles sanos, y aunque existe una correlacion
débil entre Fg yA/y” y el nivel de Fg total en ambos grupos, dicha
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diferencia no se encontr6 en la relacion Fg yAly'/Fg total entre los
pacientes y controles (59). En contraste a los estudios anteriores, en
el afo 2005 se realizé una investigacion que sefiala una asociacion
entre reduccién en la relacion Fg yA/y'/Fg total e incremento en el
riesgo de trombosis venosa en pacientes con trombofilia de Leiden
(60). En este mismo orden de ideas los hallazgos de Mosesson y col
en 2006 muestran que la reduccion del contenido de Fg YA/y’
contribuye a la trombosis microvascular que caracteriza a los
pacientes con Microangiopatia Trombética, debido posiblemente a la
reduccion de la actividad Antitrombina | que confiere lacadenay’ (61).

De igual modo un estudio del afio 2007 demostro que el péptido vy’
410-427(presente en el extremo carboxiterminal de la cadena y’) era
capaz de inhibir la activacion del factor VIl de la coagulacion por parte
de la trombina y esto produce una inhibicion selectiva de la via
intrinseca de la coagulacion in vitro, este estudio sefiala ademas que
el péptido y" 410-427 redujo la formacion de trombos inducidos por
shunt arterio-venosos en un modelo in vivo en primates (62). Este
mismo grupo de investigacién pero en el afio 2008 demostraron que el
péptido y 410-427 al bloquear el exositio Il de la trombina es capaz de
inhibir la activacion plaquetaria mediada por trombina (63) .

Es asi como un trabajo clinico del afio 2008 encontré una relacion Fg
YAy /Fg total mayor en 124 pacientes con ataques cardiacos
durante la fase aguda con respecto a 125 controles sin embargo esta
relacion era menor durante la fase de convalecencia 3 meses después
del episodio isquémico. En este estudio los autores sugieren que la
disminucion de los niveles de Fg yA/y' en la fase convaleciente podria
reflejar mejor los niveles en las etapas previas a el evento
cardiovascular, lo cual podria sugerir que las propiedades
antitromboticas del Fg yA/ y ‘son mas importantes que sus
propiedades protromboticas. (64)

Conclusién: Los hallazgos anteriores con respecto al Fg yA/y',
plantean elementos algo contradictorios respecto al papel que pueda
jugar esta isoforma en el riesgo cardiovascular. En apariencia la
relacion entre los niveles Fg yA/y”y la trombosis podria depender del
tipo de enfermedad vascular. Esta isoforma del Fg se ha visto
asociada a riesgo protrombotico en enfermedades arteriales pero con
efecto antitrombotico en enfermedades venosas. Tal vez en las
enfermedades arteriales prevalecen los efectos protromboticos de la
cadena y’ y esto puede ser atribuido a la estructura alterada de la
malla de fibrina formada en presencia de altos niveles de esta
isoforma del Fg y a la elevada actividad del factor XllI, mientras que
los mecanismos antitromboticos de reduccién en la generaciéon de
trombina y la activacién plaquetaria puede jugar un rol protector en la
relacion entre la cadena y” y la enfermedad trombotica venosa. Sin
embargo este sefialamiento es poco intuitivo tomando en
consideracion  que las plaquetas desempefian un papel mas
importante en trastornos tromboticos arteriales que en los venosos.
Posiblemente existe una serie de mecanismos aun no identificados
que pudieran contribuir al rol que juega el Fg yA/y” en el desarrollo de
eventos trombaticos. Es por ello que se deben ampliar los estudios
para medir los niveles Fg yA/ly” tanto en enfermedades tromboticas
arteriales como en las venosas. Estos estudios deben ser
prospectivos para evaluar si los niveles de esta isoforma de Fg ya se
encuentran alterados antes del evento trombotico o la posible
alteracion es consecuencia de la enfermedad cardiovascular. De igual
modo se deben incluir otras variables (tales como consumo de
cigarrillos, alcohol, ejercicio, obesidad entre otros) que influyen en los
niveles totales de Fg y que pudieran influirademas en los niveles de Fg
YAy
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