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Resumen

El estudio tiene como objetivo evaluar las diferencias en la formacion vy lisis de
fibrina (Fb) entre pacientes con accidente cerebrovascular isquémico (ACVi) y
controles. Se busca comprender las variaciones en la dinamica de la
fibrinoformacion vy fibrinolisis, y cdmo estas pueden estar relacionadas con el
riesgo de desarrollar ACVi.

Se realizaron estudios funcionales de fibrinoformacion y fibrinolisis en plasma de
52 pacientes con ACViy en controles, utilizando un ensayo turbidimétrico basado
en la medicion continua de la absorbancia durante la formacion y lisis del
coagulo. El plasma se activé con factor tisular recombinante y Ca?*, luego se
afiadio tPA para inducir la lisis del coagulo. Se analizaron parametros derivados
de las curvas obtenidas: el tiempo de coagulacion (Tc), la absorbancia maxima
y el tiempo de fibrinolisis (Tf), y se compararon entre los diferentes grupos.

Los pacientes con ACVi presentaron un Tc significativamente mayor (877 + 64
s) comparado con los controles con factores de riesgo (CCFR) (707 = 69 s) y sin
factores de riesgo (CSFR) (679 + 79 s). Aunque no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la absorbancia maxima, los pacientes con
ACVi mostraron una absorbancia maxima ligeramente superior (0.7676 + 0.0524
UA) en comparacion con los controles. El Tf fue significativamente mayor en
pacientes con ACVi (1602 + 124 s) que en los controles CCFR (1340 £ 101 s) y
CSFR (1371 = 140 s). En la relaciébn Tf/Tc no se observaron diferencias
significativas entre los grupos.

Estos resultados sugieren que los pacientes con ACVi tienen una
fibrinoformacién mas lenta y una fibrinolisis mas prolongada, lo que podria
contribuir a la patogénesis del ACVi.
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Introduccion

Accidente Cerebrovascular Isquémico. Durante un accidente cerebrovascular
isquémico (ACVi), el cual representa el 85% de los accidentes cerebrovasculares
(ACV), ocurre una situacion de isquemia cerebral aguda (ICA). El ACVi se define
como el rapido desarrollo de signos clinicos de una disfuncion neuroldgica, debido
a infarto. Segun las Estadisticas Sanitarias Mundiales del 2019 de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), el ACV es la segunda causa de muerte y la primera de
discapacidad a nivel mundial. Globalmente, 3.3 millones de personas murieron por
ACVien 2019, con una incidencia anual de 7.6 millones y una prevalencia de 77.2
millones.! Es una de las principales causas de morbimortalidad a nivel global, con
consecuencias invalidantes en los sobrevivientes, y una alta incidencia de eventos
secundarios, representando un problema de salud publica con elevado costo
sanitario.

El mecanismo de un ACVi implica la disminucion o el bloqueo del suministro de
sangre al cerebro debido a un trombo o engrosamiento del endotelio luminal,
originado por hipercoagulabilidad, hipofibrinolisis o un estado inflamatorio, llevando
a un estado de ICA. La patogenia de la ICA es extremadamente compleja e
involucra multiples mecanismos, entre los cuales se encuentra la generacion de
radicales libres, los cuales contribuyen al dafio neuronal estructural y funcional, a
través de su interaccion nociva con un gran niumero de moléculas proteicas,
lipidicas y nucleares, y de la iniciacion de vias de sefializacion intracelulares.?2
Distrés nitroxidativo. Las células utilizan oxigeno (O2) para generar energia y
forman especies reactivas radicalarias y no radicalarias, con propiedades
oxidantes y nitrantes, como resultado principalmente de la produccién de adenosin
trifosfato (ATP) mitocondrial. La produccion de oxidantes biol6gicos es necesaria
para mantener la homeostasis celular y se ha demostrado que es crucial para los
procesos fisiol6gicos.* Mas especificamente, las especies reactivas superéxido
(O27) y oxido nitrico (NO*) son productos de la funcion celular normal y se utilizan
en varios procesos fisioldgicos. Esto incluye la sefializacion celular, la respiracion
mitocondrial, la vasodilatacion y la defensa celular durante la fagocitosis por células
inmunitarias como los neutréfilos. Esos agentes reactivos, si no son detenidos por
la accion de antioxidantes, que forman especies no téxicas, forman parte de una
cadena de propagacion donde se combinan con otros para formar especies mas
dafiinas.®

Cuando las especies reactivas se producen en exceso Yy no son equilibradas por la
capacidad antioxidante, puede producirse estrés oxidativo y efectos adversos
asociados. El estrés oxidativo se clasifica de acuerdo a la intensidad, desde lo
fisiolégico (eustrés) al estallido toxico que dafia biomoléculas (distrés). Dada la
gran diversidad de oxidantes con sus amplios rangos de reactividad quimica y
bioldgica, se han definido varios subtipos de estrés oxidativo, de acuerdo a la forma
en gue se generan.® Uno de esos subtipos es el estrés nitroxidativo (estrés
oxidativo y nitrativo) que representa la actividad nitrativa del peroxinitrito (ONOO-
).” Entonces, el distrés nitroxidativo es un proceso en el cual la produccién de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS) supera los mecanismos
antioxidantes generando un desbalance a favor de las primeras. Estas especies
reaccionan con biomoléculas como proteinas, alterando su estructura y funcién.8?°
Fibrindbgeno y Fibrina. El Fibrinbgeno humano (Fg) es una macromolécula
glicoproteica de sintesis hepatica, cuya masa es de aproximadamente 340 kDa, y



vida media de unos 4 dias. Constituye el 4% del total de las proteinas plasmaticas,
lo cual lo convierte en una de las mayoritarias, con una concentracion fisiolégica
de entre 200 y 400 mg/dL. Tiene un papel central en la hemostasia, formando las
redes de Fibrina (Fb) del coagulo, aunque no es su Unica funcién.°

Se ha observado que el Fg es particularmente susceptible a modificaciones
postraduccionales nitroxidativas (PTMs),11? siendo afectadas su estructura y
funcién en la hemostasis, y también se ha observado la presencia de Fg nitrado en
ACVi. 1314

La Fb (y el Fg) puede ser caracterizada por diferentes propiedades, las mas
estudiadas son la cinética de formacion y lisis de la Fb, la estructura, la
permeabilidad, elasticidad y compactabilidad del coagulo formado.®

Hemostasis primaria y secundaria. La hemostasis es un proceso complejo que
tiene como objetivo detener el sangrado cuando se produce una lesién en un vaso
sanguineo. Este sistema implica una serie de reacciones en cascada que resultan
en la formacion de un coagulo de Fb, que luego es degradado para mantener el
equilibrio. Ademas, involucra mecanismos inhibitorios y activadores que hacen que
este proceso esté finamente regulado.'® Consta de cinco fases. (1) Fase vascular:
ocurre vasoconstriccion tras la pérdida de integridad de las paredes vasculares y
dafio de las células endoteliales vasculares por una lesién en el vaso sanguineo.
En este momento el musculo liso del vaso sanguineo se contrae para minimizar la
pérdida de sangre. (2) Fase plaquetaria (0 hemostasis primaria): en primer lugar,
ocurre la captura y adhesién plaguetaria donde las plaquetas se adhieren al sitio
de la lesidn, especialmente a las proteinas del subendotelio expuestas como el
coldgeno y VWF; luego ocurre la activaciéon plaquetaria (secrecion, agregacion y
contraccion) donde las plaquetas se activan y cambian de forma (spreading),
liberando sustancias quimicas (granulaciones) que reclutan mas plaquetas al sitio
de la lesién; y finalmente la agregacion plaquetaria donde las plaquetas se
agregan, formando un tapon plaquetario temporal. (3) Fase de la coagulacion (o
hemostasis secundaria) en la cual se da la cascada de coagulacion y la formacién
de Fb. La cascada de coagulacién es una serie de reacciones enzimaticas en las
que participan factores de coagulacion, que se puede dividir, para su estudio, en
tres vias: intrinseca, extrinseca y comun. La via intrinseca (también llamada via de
contacto) se activa por el contacto de la sangre con superficies cargadas
negativamente (p. ej., colageno), e incluye los factores Xll, Xl, IX y VIII. La via
extrinseca (también llamada via del factor tisular [TF]) se activa por el TF liberado
por las células dafiadas, e incluye el factor VIl y el complejo TF-fVlla. La via comun
es la convergencia de ambas vias en la activacién del factor X. Esto lleva a la
conversién de protrombina (factor Il) en trombina (factor Ila). La trombina convierte
el Fg en Fb al clivar los FpA 'y FpB, y ésta polimeriza para formar una red insoluble
que estabiliza el codgulo plaquetario.l’ (4) Fase de retraccion del coagulo: las
plaquetas contraen el coagulo para reducir su tamafo y facilitar la reparacion del
tejido. (5) Fase de fibrinolisis: una vez que el vaso sanguineo esta reparado, el
coagulo de Fb es degradado por el sistema fibrinolitico, principalmente mediante
la accion de la plasmina.

Fibrinolisis. La fibrinolisis es el proceso fisioldgico continuo de ruptura del coagulo
de Fb y, normalmente, esta estrictamente regulado para mantener el equilibrio
entre la formacion y la lisis de la Fb. Este equilibrio asegura la hemostasis en caso
de dafio en la pared del vaso, mientras que previene la formacion excesiva de Fb



y la obstruccién del suministro de sangre. Como ya se indic0, al activarse el sistema
de coagulacién, el Fg circulante se convierte en Fb, y el codgulo de Fb se estabiliza
mediante entrecruzamiento por el fXllla. La plasmina es la principal proteasa
fibrinolitica y circula en la sangre en su forma de zimdgeno, el plasmindgeno. La
Fb reticulada proporciona una superficie de unién para el plasminégeno, que luego
es convertido en plasmina por el tPA (activador del plasmindgeno tisular). La
fibrinolisis esta regulada por las proteinas antifibrinoliticas, a2-AP, el PAI-1y -2,y
el inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina (TAFI). Finalmente, la estructura
del propio coagulo de Fb influye en la fibrinolisis, ya que se ha encontrado que los
coagulos de Fb més densos con poros mas pequefios son menos susceptibles a
la lisis, probablemente porque la unidn del plasminégeno y del tPA a la Fb se ve
obstaculizada por el menor tamafio de los poros.

Justificacién

La fibrinolisis alterada ocurre en una variedad de contextos clinicos. Sin embargo,
los ensayos de coagulacion rutinarios actuales, como el tiempo de tromboplastina
parcial activada (aPTT) y el tiempo de protrombina (PT), no son sensibles a la
fibrinolisis. Los productos de degradacion de Fb circulantes en niveles altos indican
un aumento en el recambio de Fb, pero usualmente reflejan mas una actividad
procoagulante aumentada con formacién de Fb que una hiperfibrinolisis. Por lo
tanto, resultaria atil un método para evaluar la capacidad fibrinolitica en la
investigacion y en el laboratorio clinico.

Estudios de Formacion y Lisis del Coagulo. La cinética de formacion del coagulo
se puede estudiar determinando la densidad 6ptica (DO) en funcion del tiempo,
obteniéndose perfiles de turbidez que son curvas sigmoideas 0 exponenciales que
son caracterizadas mediante tres pardmetros: la fase lag, la pendiente y la DO
maxima.l® La fase lag sblo estd presente en las curvas sigmoideas y se
corresponde al tiempo de inicio de la coagulacion. La pendiente representa la
velocidad de fibrinoformacion. Y la DO maxima esté asociada a la densidad de la
estructura final de la Fb.*°

Para evaluar ademas otra de las caracteristicas de la Fb, su lisabilidad, se puede
utilizar un método densitométrico cinético, registrando la DO en funcion del tiempo
y determinando el tiempo de lisis luego de la formacién del coagulo, agregando de
un agente trombolitico como tPA.?° Este método es el que se utiliza en los
experimentos del presente trabajo, e implica la generacibn de curvas de
fibrinoformacion y fibrinolisis del coagulo, de los cuales se derivan parametros
como la fase lag (tiempo hasta la formacion inicial de Fb), tiempo de coagulacion
(Tc, tiempo que transcurre entre que termina la fase lag y se llega a la absorbancia
maxima); absorbancia maxima (maxima concentracion de Fb en la cubeta), integral
o area bajo la curva (formacion neta de Fb), y el tiempo de lisis al 50% (tiempo
desde el pico hasta el 50% de la lisis del coagulo). En la Figura 1 se muestra un
ejemplo de curva de fibrinoformacion vy fibrinolisis de coagulo.?!

Objetivos

Objetivo General: Evaluar las diferencias en la formacion vy lisis de fibrina entre
pacientes con ACVi y controles, para comprender como las variaciones en la
dinamica de la fibrinoformacién y fibrinolisis pueden estar relacionadas con el
riesgo de desarrollar ACVi.



Objetivos Especificos. Comparar el tiempo de coagulacion (Tc) entre pacientes
con ACVi y controles con y sin factores de riesgo. Analizar la absorbancia
maxima durante la formacion del coagulo entre pacientes con ACViy los grupos
de control. Evaluar y comparar el tiempo de fibrinolisis (Tf) entre pacientes con
ACVi y los grupos de control. Investigar la relacion Tf/Tc entre los diferentes
grupos para determinar si existen diferencias significativas en la dinamica de la
fibrinoformacion y fibrinolisis.

0.5z

Figura 1. Curva de fibrinoformacion vy fibrinolisis de coagulo esperada. Se observa la forma y los
parametros derivados de una curva de fibrinoformacion y fibrinolisis de coagulo. La forma y los valores de
referencia de los parametros puede variar considerablemente con el tipo y la concentracion de activadores
de la coagulacion, tPA y Ca?* utilizados. Extraido Larsen & Hvas.21

Materiales y Métodos

Datos Clinicos y Aspectos Eticos. Se realiz un estudio observacional, analitico,
de casos y controles en pacientes consecutivos que consultaron en el
Departamento de Emergencia del Hospital Maciel, con diagndstico clinico-
imagenoldgico de ACVi, que cumplian con los criterios de la OMS. Los pacientes
fueron evaluados por integrantes del equipo de medicina interna, quienes
aplicaron un protocolo preestablecido de recoleccién de sangre y datos con
variables afines a la investigacion. El criterio de inclusion fue la presencia de un
ACVide menos de 36 horas de evolucion y haber firmado el paciente o un familiar
a cargo el consentimiento informado de participacion en el estudio. La
confirmacién del diagndstico clinico, su naturaleza, topografia y la extension de
la lesion se determind mediante una tomografia axial computada de craneo sin
contraste.

Ademas, se recolecté una muestra de sangre, informacion demogréafica e
historial familiar y personal de enfermedades cardiovasculares de pacientes
ambulatorios sin ACVi (grupos control).

El protocolo fue examinado y aprobado por el Comité de Bioética y Protocolos
de Investigacion del Hospital Maciel, el cual sigue los estandares éticos
establecidos en el Decreto Ministerial 158/19 relativo a la investigacion en seres
humanos, y en la Declaracion de Helsinki. Se obtuvo el consentimiento informado
de todos los participantes.

Estudios de Fibrinoformacién y Fibrinolisis. Se realizaron estudios funcionales de
fibrinoformacion vy fibrinolisis en pacientes con ACVi y controles. Utilizando el
equipo Multiskan EX y el protocolo descrito por Larsen & Hvas?!?! se planted
realizar estudios que permitan evaluar de manera simultanea la formacion y lisis
del coagulo. En primer lugar, se realizaron pruebas con muestras de pacientes



sanos, con el fin de poner a punto la técnica. Se mezclé plasma pobre en
plaguetas citratado, con un activador de la coagulacion (factor tisular [TF]
recombinante) y con fosfolipidos y Ca?* para inducir la formaciéon de Fb
(Recombilastin 2G, HemoslIL). Simultdneamente se agregd tPA para inducir la
lisis (Actilyse, Boehringer Ingelheim). Se emplea un principio turbidimétrico dado
que la red de Fb primero se forma y luego se lisa en la cubeta con lo que la
turbidez aumenta y luego disminuye. Se registré la absorbancia continuamente
durante 1.5 horas para generar curvas de formacion-lisis del coagulo que
muestran la absorbancia medida en funcidn del tiempo, las cuales son
analizadas posteriormente.

Para cada muestra se obtuvo una curva de fibrinoformacion y fibrinolisis (por
duplicado), y de éstas se extrajeron los siguientes parametros: altura de pico,
tiempo de fibrinoformacion o tiempo de coagulacion (Tc, definido como el tiempo
desde que comienza la Fibrinoformacién, cuando la derivada cambia de 0 a un
valor positivo, hasta el tiempo del pico), tiempo de fibrinolisis (Tf, definido como
el tiempo a partir del pico hasta que termina la fibrinolisis (cuando la derivada
cambia de un valor negativo a 0)) y relacion entre estos. Se comprobo la
distribucidon gaussiana y luego se compararon los resultados entre grupos
mediante test de hipotesis para dos muestras independientes.

Resultados

Se realizaron los estudios funcionales de fibrinoformacioén y fibrinolisis en 52
pacientes con ACViy en controles sin ACVi ni antecedentes de ACVi. Dentro de
los controles sin ACVi, se estudiaron 22 muestras de pacientes sin factores de
riesgo para desarrollar un ACVi (CSFR), (HTA, DM, dislipemia, consumo de
tabaco, o antecedente de ACVi) y 37 de controles de poblacién general con algun
factor de riesgo (CCFR), en duplicados. Se evalud la formaciéon del coagulo ex
vivo y se obtuvieron curvas de fibrinoformacién y fibrinolisis que permiten
visualizar el comportamiento de la formacion vy lisis del coagulo de cada muestra.
La Figura 2 muestra las curvas obtenidas en una de las corridas realizadas.

Corrida 3
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Figura 2. Curvas de fibrinoformacién y fibrinolisis de coagulo obtenidas. Se observan todas las curvas obtenidas
en la corrida 3. Controles sin factores de riesgo (CSFR): verde. Controles con factores de riesgo (CCFR): azul. ACVi:
diferentes tonalidades de naranja. Se puede ver una forma similar para los 3 grupos.



Se puede observar que las curvas de fibrinoformacion vy fibrinolisis presentan la
forma esperada, con una fase lag, una pendiente positiva que indica el comienzo
de la formacion del coagulo, un pico, y finalmente una pendiente negativa que
se va volviendo menor. En cuanto a los parametros derivados como pico de
absorbancia, integral bajo la curva y 50% del tiempo de lisis, estos se encuentran
cercanos a los intervalos de referencia planteados por Neergaard-Petersen et
al.?> que se muestran en la Tabla 1, con la interpretacion de las posibles
alteraciones.

Tabla 1. Interpretacion de parametros derivados de curvas de formacion y lisis de coagulo

Parametro Interpretacion Intervalo ,de Alteraciones
referencia
Maxima 1: Actividad proco:g:l;gt:ia czumentada; alto Fg
ﬁgi?;b:;ﬁf} mg;‘;‘:;:;‘glg%fb 0.18 - 0.74 | Actividad procoagulante disminuida, puede
pocillo deberse a bajos niveles plasmaticos de facteres de

coaqulacién o Fg
. +: Actividad procoagulante aumentada; actividad
Fonnam;:jtr; neta de anticoagulante endogena disminuida; capacidad
. fibrinolitica disminuida
|: Actividad procoagulante o estabilidad del codagulo
disminuida, puede deberse a bajos niveles
circulantes de factores de coagulacion, Fg o fXII1;
actividad fibrinolitica aumentada
1. Capacidad fibrinolitica disminuida, puede deberse
a bajos niveles circulantes de plasmindgeno, altos
niveles de PAI-1 yfo TAFI o tratamiento
antifibrinolitico
12 Actividad fibrinolitica aumentada, puede deberse a
altos niveles plasmaticos de tPA o UPA

Integral Equilibrio entre 1a _
(UA"s) formacion y 2191031
descomposicion de

Fh.

Tiempo desde que se

alcanza la maxima
Lisis 50% concentracian de Fb 309 - 1565
hasta que se lisa el

50% del codgulo.

En el presente trabajo se hizo foco en el tiempo de fibrinoformacién o
coagulacion (Tc), en la altura de pico (o absorbancia maxima) y en el tiempo de
fibrinolisis (Tf). En cuanto a los Tc (desde el comienzo de formacion del codgulo
hasta el maximo del pico) se observa una media £ 1C95% de 679 + 79 s para los
CSFR, 707 £ 69 s para los CCFR y 877 + 64 s para los ACVi. El test estadistico
realizado comparando los Tc de los grupos CSFR y CCFR arrojé un p de 0.61.
Comparando los Tc del grupo CCFR y ACVi se obtuvo un p de 0.0006. El valor
del Tc es mayor en el grupo ACVi con significancia estadistica (Figura 3).
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Figura 3. Distribucién de tiempos de coagulacion en cada grupo clinico estudiado. Distribucion de tiempos de
coagulacion (Tc) para cada grupo. Se toma como Tc desde que comienza el proceso de formacién del coagulo hasta el
tiempo del pico maximo. CCFR y CSFR: p = 0.61. CCFR y ACVi: p = 0.0006. Existe una diferencia significativa entre
grupo ACViy grupos CCFR y CSFR, observandose valores mas elevados para ACVi. CSFR: naranja. CCFR: azul. ACVi:
rojo.



En cuanto a la absorbancia maxima obtenida para cada grupo, el grupo CSFR
presento una media + IC95% de 0.6684 + 0.0549 UA, el grupo CCFR 0.7091 +
0.0646 UA y el grupo ACVi 0.7676 + 0.0524 UA. El analisis estadistico arrojé un
p de 0.36 al comparar los grupos CSFR y CCFR, y un p de 0.12 al comparar los
grupos CCFR y ACVi, no se observandose diferencias significativas (Figura 4).
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Figura 4. Distribucién de absorbancia maxima en cada grupo clinico estudiado. Distribucién de alturas de pico para
cada grupo. CCFR y CSFR: p=0.36. CCFR y ACVi: p = 0.12. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos.

También se estudio la relacion entre la altura de pico obtenida y la concentracion
de Fg medida mediante el método de Clauss, observandose una tendencia a
correlacion lineal (Figura 5). Los valores de Fg determinados con el método de
Clauss (VR 200 — 400 mg/dL) fueron de 316.7 £ 24.3 mg/dL en el grupo CSFR
(valores normales), 412.6 + 45.4 mg/dL en el grupo CCFR (valores ligeramente
aumentados), y 589.7 + 36.3 mg/dL en el grupo ACVi (valores aumentados).

Valores de fibrindgeno vs valor promedio de pico

Figura 5. Correlaciéon de la absorbancia méaxima con la concentracion de Fibrinégeno en cada individuo
estudiado. Concentracion de fibrinégeno en funcion de la absorbancia maxima, para cada muestra. Se observa una
tendencia lineal al relacionar ambos valores, la cual se muestra en la linea roja. CSFR: verde. CCFR: azul. ACVi: naranja.
Finalmente, comparando los Tf (duracion de la lisis) se observa una media *
IC95% de 1371 + 140 s para los CSFR, 1340 = 101 s para los CCRF y 1602 +

124 s para el grupo ACVi. El analisis estadistico arrojo un p de 0.43 al comparar



los Tf entre los grupos CSFR y CCFR, un valor p de 0.0017 al comparar los Tf
entre CCFR y ACVi, y un valor p de 0.018 entre CSFR y ACVi. El grupo ACVi
presenta un valor medio mayor a los otros dos grupos, con diferencia
estadisticamente significativa (Figura 6).

Al analizar las relaciones Tf/Tc, se obtuvieron valores de 2.280 + 0.292 para el
grupo CSFR, 2.199 + 0.238 para el grupo CCFR, y 1.952 + 0.146 para el grupo
ACVi, sin observarse diferencias estadisticamente significativas (p = 0.61 entre
CSFRy CCFR, y p = 0.11 entre CCFR y ACVi).
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Figura 6. Distribucién de tiempos de fibrinélisis en cada grupo clinico estudiado. Distribucién de tiempos de lisis
para cada grupo. Se toma como tiempo de lisis desde el tiempo del pico maximo (donde comienza la lisis) hasta el tiempo
final. CCFR y CSFR: p = 0.43. CCFR y ACVi: p = 0.0017. CSFR y ACVi: p = 0.018. Existe una diferencia significativa
entre grupo ACViy grupos CCFR y CSFR, observandose valores mas elevados para ACVi. CSFR: naranja. CCFR: azul.
ACVi: rojo.

Discusién

La forma de la curva, la tasa de formacién y lisis de Fb y por los tanto los valores
de referencia para los parametros derivados varian considerablemente segun el
tipo y las concentraciones finales de los activadores de la coagulacion, el tPA 'y
el Ca?*. De hecho, se ha demostrado que la activacién con TF (como es este
caso) resulta en una mayor formacion neta de Fb que con trombina, con una
formacion maxima de Fb mas alta, una integral mas alta y un tiempo de lisis mas
prolongado.?® El ensayo también es sensible a la concentracién de tPA, ya que
una concentracion final mas alta de tPA aumenta la lisis neta, lo que conduce a
una integral disminuida y tiempos de lisis mas cortos. Todo esto hace que la
comparacion entre laboratorios sea dificil, y que los valores de referencia
encontrados en bibliografia se tomen solamente como guia.?* Por lo tanto, es
recomendable el establecimiento de intervalos de referencia locales, para
implementar el ensayo con éxito en el laboratorio. En nuestro caso se conto con
el conjunto de muestras control para comparar.

Se observaron curvas de fibrinoformacion y fibrinolisis que permiten visualizar la
tendencia de la formacién vy lisis de un coagulo. En los parametros derivados Tc,
absorbancia maxima y Tf, y en la relacién Tf/Tc, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos CSFR y CCFR. Cuando se



compara con el grupo ACVi, se encuentran diferencias con significancia
estadistica para el Tc y para el Tf, siendo mayor en el grupo ACVi, en ambos
casos. Este resultado es concordante con el hecho de que no hay diferencias al
comparar las relaciones Tf/Tc entre controles y ACVi. Estos hallazgos apuntan a
que los tiempos de coagulacion serian mayores en los pacientes con ACVi, es
decir que el tiempo que transcurre entre que comienza a formarse el coagulo y
este alcanza su maxima turbidez es mayor; y que a su vez la lisis de este coagulo
ocurre de forma mas lenta. Segun la Tabla 1, una lisis aumentada indica que por
algun motivo la capacidad fibrinolitica esta diminuida.

Otro hallazgo interesante es que la altura de pico de las curvas correlaciona
positivamente con la concentracion de Fg determinada por el método de Clauss,
en todos los grupos estudiados. Y, si bien esos valores de absorbancia no
mostraron diferencias significativas, la absorbancia maxima del grupo ACVi es
mayor, al igual que la concentracion de Fg de este grupo, que se encuentra por
encima de los valores de referencia. Estas observaciones coindicen con lo que
indica la Tabla 1, que la absorbancia méxima aumentada puede ser causada por
un incremento en la concentracién de Fg plasmatico.

Estos resultados pueden interpretarse como que en los pacientes ACVi el
coagulo se forma durante mas tiempo, alcanzando una altura de pico consistente
con la cantidad de Fg que contienen, y luego tarda mas tiempo en ser degradado.
Cabe repetir que, sin embargo, la altura de pico no resulto ser diferente a la de
los grupos controles.

Se han realizado estudios de este tipo en condiciones clinicas cardiovasculares
como sindrome coronario agudo, enfermedad arterial coronaria, trombosis
venosa profunda, embolismo pulmonar, y ACVi, donde el hallazgo frecuente fue
un aumento en el tiempo de lisis.?>?6 También se observé este aumento del Tf
en DM, disfuncion hepatica y sepsis.?’?82% En el caso de coagulos de pacientes
ACVi, Undas et al.,*° realizaron ademas estudios de permeacién y microscopia
electrénica y reportaron que estos presentan una red menos porosa y por tanto
menos susceptible a fibrinolisis, siendo mas compacta, con una mayor masa de
coagulo y con fibras mas gruesas. En otro trabajo, se reportan propiedades
alteradas de coagulos de pacientes con sindrome coronario agudo, haciéndolos
mas resistentes a la fibrinolisis, y correlaciona estas caracteristicas con estrés
oxidativo, apuntando al Fg como responsable de las observaciones, por su
susceptibilidad a PTMs nitroxidativas, que generan cambios en la funcionalidad
del proceso hemostatico.31:32

Con la premisa de que el Fg de los pacientes con ACVi estaria nitrado, apoyada
por los resultados obtenidos en nuestro grupo de investigacion,'*33 resulta
interesante preguntarse como afectaria esta modificacion a la fibrinoformacion y
fibrinolisis, y si esto es algo que estamos observando. Se han realizado estudios
funcionales y de imagen en coagulos conteniendo Fg nitrado in vivo e in vitro,
encontrandose cambios en la cinética, arquitectura, rigidez y fibrinolisis.
Parastatidis et al.,3* observaron un aumento en la absorbancia y turbidez final en
muestras conteniendo Fg nitrado, un aumento en la velocidad inicial de
formacion del coagulo, lo cual asocian a una aceleracion de la agregacion lateral,
y un aumento en la firmeza del coagulo, lo cual se asocia a disminucion en la
tasa de fibrinolisis. Sus hallazgos apuntan a una consecuencia funcional de la
nitracion del Fg, hacia una ganancia de funcién de este. Esos hallazgos



concuerdan en parte con lo reportado por Vadseth et al.,*® que al analizar la
polimerizacion de muestras de pacientes con enfermedad coronaria arterial, y
muestras de Fg nitrado in vitro, hallaron una fase de latencia mas corta, un rapido
aumento de la velocidad inicial y una turbidez final aumentada. Una diferencia
de este reporte con el anterior mencionado, es que no se observo alteracion en
la lisis.

Otro estudio interesante a comentar es el realizado por Ill-Raga et al.,*3 quienes
mediante tromboelastometria analizaron trombos formados en condiciones
nitroxidantes, y observaron un aumento en el tiempo de formacion de Fb,
disminucion en la firmeza y amplitud del coagulo, e inhibicion en la fibrinolisis
haciendo los coagulos mas estables. Cabe aclarar que en este estudio los
cambios observados pueden deberse a una nitracion global de proteinas y
factores de la cascada de la coagulacion y fibrinolisis. Los autores plantean que
la nitracion de Fg enlentece la formacién del coagulo, a la vez que lo hace méas
resistente a fibrinolisis y que este proceso puede ser una respuesta protectora
para modular la coagulacién de modo de permitir una perfusion parcial en las
etapas iniciales de la hemostasis, pero que en etapa mas avanzada del proceso
estabiliza el coagulo.

Como se puede ver, los resultados en cuanto a la funcionalidad del Fg cuando
esta nitrado resultan controversiales, y esto puede deberse a las condiciones de
nitracion ensayadas, ya que en algunos estudios se utilizan muestras nitradas in
vivo por el proceso fisiopatoldgico de distrés nitroxidativo, mientras que otras se
tratan de Fg aislado nitrado in vitro. En el caso de lo expuesto en el presente
trabajo, el Fg habria sido nitrado in vivo, y los resultados se asemejan a lo
reportado por lll-Raga et al.'® Sin embargo, existe la necesidad de seguir
estudiando la fibrinoformacién vy fibrinolisis, para corroborar estos resultados.
También seria util la observacion de la estructura del coagulo, y la determinacion
de nitracion en el mismo.

Conclusiones

La presente investigacion tuvo como objetivo el estudio de la funcionalidad del
coagulo formado ex vivo a partir de plasma de pacientes con ACVi. Existen
multiples reportes que indican una alteracion en las caracteristicas funcionales
observables de estos coagulos, que se atribuyen a cambios estructurales, sin
haber evidencia de la causa de esos cambios. Anteriormente, en nuestro grupo
de investigacion se generd evidencia de la existencia de nitroxidacién en el Fg y
plasma de pacientes con ACVi,'#32 también se encontré nitroxidacién Fg y otras
proteinas de coagulos formados in vivo (trombos) en pacientes con ACVi, y se
observd mediante experimentos in silico como la existencia de PTMs
nitroxidativas afecta la estructura regional de la molécula de Fg, afectando
potencialmente la funcionalidad.3®

Resulta interesante observar las alteraciones funcionales del coagulo, pues se
evidencian clinicamente como una situacion protrombotica debido a
hipercoagulabilidad o a hipofibrinolisis, o hemorragica debido a
hipocoagulabilidad o hiperfibrinolisis. Del mismo modo, resulta interesante
conocer las causas de esos cambios, que pueden ser alteraciones estructurales,
causadas a su vez por situacion de inflamacion y distrés nitroxidativo.
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