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Fibrinogénio e Fibrindlise.
Relevancia do Fibrinogénio Plasmatico
J. Carvalho de Sousa*, Fétima Carrico**, Cristina Duarte***

O Fibrinogénio (Fg) plasmético é uma proteina central no sistema
hemostatico. A sua fungdo é reconhecida como sendo a formagdo do
"esqueleto" do codgulo sanguineo, devido a accdo da Trombina sobre a
molécula dimérica trinodular desta proteina, permitindo a sua
polimerizagao longitudinal e transversal. Por outro lado, o sistema
fibrinolitico actua dissolvendo esta rede de fibrina, através da ac¢do da
plasmina sobre o Fg polimerizado e covalentemente ligado.

As alteragdes moleculares do Fg condicionam portanto qualquer destas
funcdes, modificando as possibilidades de actuacdo enzimética. Neste
trabalho sdo apresentadas as principais variantes moleculares conhecidas
do Fg, correlacionando-se com as alteracdes de funcio implicadas.

O Fg pode ocorrer em grande ndmero de formas moleculares
diferentes,incluindo variantes hereditérias e adquiridas. As hereditdrias
correspondem a polimorfismos das cadeias alfa e beta e a mutagdes das
cadeias alfa, beta e gama. As adquiridas resultam de transcricdo alternativa
das cadeias gama, modificagdes pés-transcricionais e degradacio
proteolitica. Qualquer delas, resulta em variacdes da funcdo da molécula,
correspondendo a alteragdes da fibrinogénese ou a alteracdes da fibrinélise.
Sdo descritos os principais polimorfismos e mutacdes, correspondendo aos
sitios funcionais da molécula do Fg com as alteragdes verificadas.

Os estudos moleculares do Fg para identificar individuos em risco de
trombose ou de discrasia hemorragica podem vir a revelar-se muito (teis.
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Fibrinogénio e Fibrinélise. Relevancia do Fibrinogénio Plasmético.

Introdugdo

O fibrinogénio plasmético intervem na
coagulagdo do sangue a vérios niveis.
Depois da cascata de processos de
activagdo enzimdtica, culminando na
formagdo de trombina, a molécula do
fibrinogénio circulante é transformada por
aquela enzima numa rede de fibrina,
constituindo o gel que permite a paragem
da hemorragia nos vasos lesados.
Posteriormente, ird dar-se o processo
fibrinolitico em que essa mesma fibrina, a
superficie dos vasos sanguineos, é
dissolvida enzimaticamente por outra
enzima, a plasmina (1). Qualquer destes
dois processos depende em elevado grau
das moléculas de fibrinogénio, sendo
necessdria a sua completa normalidade
para que ocorram sem alteragdes. Quando
existem, estas alteragdes podem traduzir-se

por processos de didtese hemorragica ou
por uma tendéncia trombética clinicamente
evidente.

A molécula do fibrinogénio plasmético
€ uma molécula trinodular, dimérica, com
trés pares de cadeias e com 340 KDa de
peso molecular (2) (Figura 1).

Existe claramente um dominio central,
designado por dominio E, e dois dominios
periféricos designados por dominios D. O
seu peso molecular é de cerca de 340 KDa,
correspondente a soma dos pesos de 6
cadeias, sendo 2 cadeias alfa, 2 cadeias
beta e 2 cadeias gama (Figura 1).

Em qualquer destas cadeias existem
locais funcionalmente muito importantes,
porquanto correspondem a locais de
fixagdo de outras moléculas que interagem
com o fibrinogénio. Sdo os casos da
Trombina (Flla), da Plasmina, do Activador
tecidular do plasminogénio (t.PA), das

Fibrinogénio. Dominios e locais funcionais
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Fig. 1:

Representagdo esquemdatica da molécula do fibrinogénio.

Dominios e locais funcionais. Para abreviaturas - v.texto.
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Polimerizagdo do Fibrinogénio

Associagdes covalentes
Associagbes hidrofilicas fracas

Interacgdo D-E GPRP cadelas alfa - cadelas gama (303-411)
Polimerizagéo vertical

Interacgéo D-D GHRP cadelas beta -7 ?
Polimerizagéo horizontal

Fig. 2: Polimerizac@o do Fibrinogénio. Ligagdes D-E e D-D.

plaquetas, da alfa2-antiplasmina (A2-AP),
da Fibronectina (Fn) e do Factor XIII (FXIII)
(3). Por outro lado, existem também locais
funcionais importantes para a prépria
modificagdo fisioldgica da molécula.

A formagdo da fibrina consiste na
polimerizagdo das moléculas do
fibrinogénio, através da sua associagdo
umas as outras. Ela depende da integridade
de locais funcionais nas cadeias alfa e
cadeias beta. A estabilizacdo posterior dos
polimeros iniciais depende também da
fixacdo apropriada do FXIII activado (FXIlla)
para o que é fundamental a estrutura das
cadeias gama (4) (Figura 1).

As alteracbes moleculares do
fibrinogénio condicionam assim a sua
participagao na hemostase, podendo
verificar-se alteragdes de um ou mais destes
processos fisiologicos.

Formagdo de fibrina e sua dissolucdo

O fibrinogénio é inicialmente clivado
pela trombina a nivel das suas cadeias alfa
e beta. A trombina, como protease que é,
cliva as ligagoes Arg-Gly nos extremos
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amino-terminais, centrais, das cadeias alfa e
beta. Esta clivagem expde a sequéncia
GPRP nas cadeias alfa e a sequéncia GHPR
nas cadeias beta, que sdo fundamentais
para a polimerizagdo do fibrinogénio. E
conhecido que os péptidos sintéticos que
mimetizam a sequéncia GPRP das cadeias
alfa dificultam ou impedem a
polimerizagdo vertical do fibrinogénio,
enquanto que a acgdo de péptidos
sintéticos que mimetizam a sequéncia
GHRP das cadeias beta do fibrinogénio ndo
tem grande efeito inibidor (5).

Estas clivagens libertam dois fragmentos
peptidicos da cada uma destas cadeias alfa
e beta, designados respectivamente por
Fibrinopéptidos A e B. A libertagdo de FpA
é mais rdpida e mais importante logo de
inicio, seguindo-se-lhe a libertaco de FpB
(6). A concentragdo plasmdtica de qualquer
deles pode ser determinada laboratorial-
mente, sendo normalmente muito baixa. O
aumento da sua concentragdo no plasma
traduz portanto um acentuado poder de
formagdo do codgulo in vivo, traduzindo a
acgdo da Trombina sobre o fibrinogénio.

Em estudos mais aprofundados podem
também utilizar-se outras tecnologias para
estudar a constituicao molecular destes
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Estabilizagdo da rede de Fibrina
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Fig. 3: Estabilizacdo da rede de fibrina. Ligacdes gama-gama, alfa-gama e alfa-alfa,

por accéio do FXIlla,

péptidos do fibrinogénio. Assim, em HPLC
(High Performance Liquid Chromatography)
eles podem dar uma indicacio de
constituicdo anormal e contribuir para a
classificagdo de uma anomalia molecular
das cadeias alfa ou beta, que implica uma
alteracdo da clivagem proteolitica pela
Trombina (7).

Estas modificagoes das cadeias alfa e
beta do fibrinogénio, implicam a
transformagdo da sua carga eléctrica nos
dominios centrais das moléculas, que
fazem com que a sua associagdo se possa
iniciar. Comega entdo a polimerizacao do
fibrinogénio, com estabelecimento de
ligagdes entre os dominios D e E de
moléculas adjacentes. Esta associacio
permite a sobreposicao vertical de
moléculas de fibrinogénio constituindo-se
as primeiras protofibrilhas da fibrina (Figura 2.

As ligagdes D/E sdo ligagdes covalentes,
fortes entre cadeias alfa e cadeias gama.
Mais tarde inicia-se também a
polimerizacao horizontal do fibrinogénio
em que intervem os dominios D/D de
moléculas adjacentes. Implicam as cadeias
beta e partes ainda ndo identificadas do
fibrinogénio. Sao ligacdes mais fracas,
hidrofilicas, mas que juntamente com as

anteriores asseguram a formacdo de uma
rede de fibrina estavel (8).

Esta rede de fibrina vai ainda sofrer
modificagdes suplementares que lhe
proporcionam resisténcia mecanica, fisica e
quimica, incluindo a enzimdtica. Designa-
se este processo por "estabilizacio" da
fibrina. Esta estabilizacdo é assegurada pela
contribuicao do FXllla que cataliza a
formacao de ligacoes peptidicas,
covalentes, entre duas cadeias gama de
moléculas adjacentes. As ligacdes gama-
gama, entre residuos de Glutamina e Lisina,
sdo pois as mais importantes para dar
estabilidade a fibrina (9).

A catdlise pelo FXIlla é um processo
complexo em que intervem também a
activagao proteolitica deste factor pela
Trombina, facilitada pelo Fibrinogénio e
pelos monémeros de fibrina (10).
A separacio de cadeias do FXIII,
indispensdvel a sua acc¢do, é também
facilitada pelo Fibrinogénio. Numa fase
posterior a fixacdo de FXIII adicional é
dificultada pela presenca de fibrina j4
estabilizada. Existe portanto uma
autoregulacdo deste complexo processo
pelo Fibrinogénio, Trombina, monémeros
de fibrina e FXIII.
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Clivagem pela Plasmina
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Fig. 4: Clivagem do Fibrinogénio pela Plasmina.
Origem dos Produtos de Degradagéo do Fibrinogénio.

Contudo, o FXllla cataliza também a
formagdo de ligagdes entre cadeias alfa
(alfa-alfa) e entre as cadeias alfa e cadeias
gama (alfa-gama) (Figura 3).

Como atrds ficou salientado é
fundamental que a estrutura molecular das
cadeias gama seja normal para o
estabelecimento destas interacgdes. Em
casos de anomalias na extremidade
carboxi-terminal das cadeias gama, a
estabilizacdo da fibrina resulta anormal,
podendo entdo existir uma alteracao da
hemostase caracterizada por debilidade do
codgulo e maior facilidade da sua
dissolugdo.

Ap6s a constituicdo da rede de fibrina
polimerizada, estdvel e insoldvel, inicia-se
a sua dissolucao enzimdtica, que se designa
por fibrindlise. A fibrinélise, deve-se a
ac¢do da Plasmina sobre a fibrina (Figura 4).
De facto, a Plasmina é capaz de clivar as
cadeias alfa e beta do fibrinogénio. A
Plasmina ndo cliva as cadeias gama.

Na molécula do fibrinogénio, a
fibrinogendlise efectuada pela plasmina
implica a clivagem do terco terminal das
cadeias alfa e dos primeiros 42
aminodcidos das cadeias beta (11) (Figura 4).
Resta portanto um fragmento molecular, o
fragmento X, que por si s6 é ainda capaz de
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coagular lentamente. A degradagdo
proteolitica posterior deste fragmento X dd
origem a formagao de fragmentos menores,
o fragmento Y e o fragmento D, que
posteriormente podem ainda ser clivados
em fragmento E e um outro fragmento D
(12) (Figura 4). Estes fragmentos Y, D e E
tem acc¢do anticoagulante, interferindo
também com a fixacao das plaquetas ao
codgulo de fibrina.

A clivagem da fibrina é essencialmente
idéntica a clivagem do fibrinogénio.
Contudo, como jd se encontram
estabelecidas associacoes estéveis entre as
moléculas, libertam-se fragmentos
constituidos por partes de vérias moléculas
mas de conformacdo idéntica aos descritos
Y, D e E. No final, a degradacdo da fibrina
permite identificar os fragmentos DDE
associados, que constituem os Dimeros D.
Estes, determinados laboratorialmente, sao
indicadores da acgdo da plasmina sobre
uma rede de fibrina estivel, ja
covalentemente ligada.

O estudo laboratorial comum da
fibrinogénese e fibrinélise pode portanto
efectuar-se na maioria dos laboratérios com
recurso a metodologias simples (Quadro I).

Desde os testes gerais, incluindo o
doseamento imunoldgico do fibrinogénio e
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Estudo laboratorial da Fibrinogénese e Fibrinélise

Determinagéo do fibrinogénio - Método biolégico e imunolégico

Tempo de Reptilase

Tempos de Protrombina e Tromboplastina Parcial

Fibrinopéptido A. Fibrinopéptido B

Tempo de lise da Euglobulinas (com estimulagéo)

Plasminogénio e Alfa2-antiplasmina

Activador Tecidular do plasminogénio (com estimulacéo)

Dimeros DDE Qualitativo e Quantitativo. Fragmentos Y, D e E

Fragmento B (15-42)
Estudo genético

a determinagdo da sua taxa através do
método funcional coagulométrico,
os Tempos de Protrombina e de
Tromboplastina Parcial, podem ainda
estudar-se o FpA e a conversio do
fibrinogénio em fibrina sem intervencio da
trombina (Tempo de Reptilase).

A fibrinélise é avaliada na sua globalidade
com o Tempo de Lise das Euglobulinas e com a
determinacdo dos Dimeros D, qualitativa e
quantitativa. Deve ainda fazer-se a determinacio
dos seus diversos componentes, como 0 t-PA,
plasminogénio e alfa2-antiplasmina (13) (Quadro ).

Variantes moleculares do fibrinogénio

Mesmo no individuo normal existem
milhares de variantes fisiol6gicas da
molécula do fibrinogénio. Calcula-se que
existem pelo menos 14 variantes regionais
da molécula, o que em todas as suas
combinacodes possiveis daria mais de
500.000 combinagdes possiveis (14).

Nem todas estas variantes sido

hereditdrias. Existem importantes
mecanismos de sintese anormal do
Fibrinogénio dando modificacoes
hereditdrias da molécula e alteragdes nio
hereditdrias (Quadro Il). De entre as nio
hereditirias, podemos isolar trés
mecanismos fundamentais de alteracao
molecular: a transcricdo alternativa das
cadeias gama, as modificacdes pés-
transcricionais e a degradacdo proteolitica
da molécula.

A transcricdo alternativa das cadeias
gama ocorre para cerca de 10% do
fibrinogénio normal e traduz-se num maior
comprimento de algumas cadeias gama, o
que implica uma diminuida interac¢do com
as plaguetas sanguineas. As modificagoes
pos-transcricionais afectam as cadeias alfa,
beta e gama, podendo constituir-se por
fosforilacao das cadeias alfa, sulfatagdo e
hidroxilagdo das cadeias beta e glicosilagio
das cadeias beta e gama (15). De todas
estas alteracdes, as lnicas que estdo bem
associadas a patologia é a glicosilacdo das
cadeias beta e gama que ocorre na diabetes
e na doenga hepética (cirrose hepitica) e
que se traduz por um aumento da carga
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Quadre Il
Variantes Moleculares do Fibrinogénio

1. Ndo hereditarias:

A. Transcrigdo B. Modificagdo C. Degradagdo
Alternativa Pos-transcricional Proteolitica
Cadeias Gama Fosforilagdio cadeias Alfa Cadeias Alfa

Sulfatagdo cadeias Gama Cadeias Gama
Hidroxilacdio cadeias Beta
Glicosilagdio cadeias Beta e Gama
2. Hereditarias
A. Afibrinogenémia B. Polimorfismos C. Mutagdes
Gene normal Cadeias Alfa e Beta Cadeias Alfa e Beta
Défice secregdio Inferacedio sintese Fg Disfibrinogenémias

negativa da molécula por aumento do
acido sidlico ou de carbo-hidratos. Na
prética, estes fibrinogénios mostram uma
capacidade de polimerizagdo diminuida
dando clinicamente uma alteragao
semelhante ao défice de FXIIl da
coagulagdo (16).

Finalmente, a degradagdo proteolitica
pode ocorrer nas cadeias alfa ou gama. A
degradacao proteolitica das cadeias gama
afecta geralmente o terco distal das
cadeias e implica uma reducio da
interac¢ao do fibrinogénio com as
plaquetas. A degradagdo proteolitica das
cadeias alfa ocorre no terco médio e terco
periférico das cadeias e implica uma
diminuigdo da estabilidade do codgulo.
No individuo normal esta degradacio
proteolitica ocorre normalmente para as
cadeias alfa, sendo cerca de 30% do
fibrinogénio circulante uma molécula
parcialmente degradada por proteases. Na
sua expressao normal ndo influencia
decisivamente a coagulagdo do sangue.
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Apenas em alguns estados hipermeta-
bhélicos em que as proteases circulantes
podem aumentar, e que ela se traduz por
alteracdo biologicamente significativa (17).

A degradacio proteolitica das cadeias
alfa implica portanto uma menor
estabilidade do codgulo enquanto que a
degradagdo proteolitica das cadeias gama
se traduz por uma menor interacgdo do
fibrinogénio com as plaquetas (18).

As variantes moleculares hereditérias
sao também vdrias (Quadro I1). A
afibrinogenémia hereditdria é uma das
situagdes conhecidas. Ela pode ser total ou
parcial mas em qualquer dos casos os
estudos genéticos efectuados até ao
presente mostram um gene do fibrinogénio
normal (19). Em alguns casos parece
existir um aumento do armazenamento
hepético do proteina, possivelmente
devido a uma alteracio estrutural ndo
identificada. Esta poderd condicionar um
defeito de secre¢ao hepdtica do
fibrinogénio.
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Estdo descritos polimorfismos varios das
cadeias alfa, beta e gama (Quadro I1).
Contudo, apenas dois casos estio
amplamente confirmados. Trata-se de um
polimorfismo do residuo 312 das cadeias
alfa (Thr/Ala) e de um polimorfismo do
residuo 448 das cadeias beta (Arg/Lys) (20).
Apenas a substituicdo Arg/Lys nas cadeias
beta do fibrinogénio parece ter importancia
clinica. De facto, este polimorfismo estd
directamente relacionado com outro local
polimérfico para a sonda Hae Ill, da regido
promotora do gene do fibrinogénio, que se
sabe estar relacionado com a taxa de
fibrinogénio plasmético (21). Assim, é
possivel que este polimorfismo da regido
codificante das cadeias beta influencie
também a taxa de fibrinogénio, tendo uma
importancia fundamental na constituicdo
do risco trombético associado a elevacio
da taxa de fibrinogénio.

Finalmente, existem numerosas
mutagdes das cadeias alfa, beta e gama.
Actualmente, estdo descritas cerca de 80
alteragdes estruturais correspondentes a
mutagdes genéticas e alterando a
sequéncia de aminodcidos das cadeias de
fibrinogénio (22). As melhor conhecidas
sdo as das cadeias alfa, implicando
anomalias diversas da clivagem pela
trombina. Alids, como a maioria dos
estudos moleculares do fibrinogénio sio
originados por alteracdes dos testes da
coagulacao mais utilizados, sdo quase
sempre alteracdes da interac¢do com a

Trombina que sdo descritas. A andlise dos
Fibrinopéptidos A e B por metodologias
mais especificas tem ajudado ao
esclarecimento de muitas destas
alteragdes.

Algumas destas mutacdes sao também
responsdveis por alteracdes da poli-
merizagdo, dependentes de sequéncias
alteradas nos tercos centrais das cadeias
alfa e beta (23).

O ntimero de disfibrinogenémias por
mutagdes genéticas ja descritas afecta cerca
de 300 familias actualmente. Existem
portanto numerosas moléculas de
fibrinogénios anormais ja descritas. Deve
salientar-se que a histéria clinica destes
doentes revela muitas vezes uma tendéncia
trombética, mas também em alguns casos
existe uma tendéncia hemorrégica. Alguns
casos siao também assintomdticos, nio
tendo qualquer expressao clinica. Daqui
resulta que se torna importante referenciar
para estudo aprofundado qualquer
alteracdo detectada nos testes laboratoriais
de rotina.

Na realidade deve incentivar-se a
predisposicdo para recolha de dados
relativos a estes casos. A sub-valorizagdo
destes aspectos pode levar a atrasos na sua
identificagdo. De facto, torna-se cada vez
mais evidente que as alteragdes
moleculares do fibrinogénio podem ser
responsdveis por uma tendéncia
trombdtica, que até hd bem pouco tempo
ndo era valorizada.
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