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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar las diferencias en la formacién y
lisis de fibrina entre pacientes con accidente cerebrovascular isquémico
(ACVi) y controles. Se busc6é comprender la dinamica de la fibrinoforma-
cion y fibrinolisis, y como éstas pueden estar relacionadas con el desarrollo
de un ACVi. Se realizaron estudios funcionales de fibrinoformacién y fibri-
nolisis en el plasma de 41 pacientes con ACVi y de 58 controles utilizando
un ensayo turbidimétrico basado en la medicién de la absorbancia durante
la formacién y lisis del coagulo. El plasma se activd con factor tisular
recombinante y calcio, y se afiadi6 activador tisular del plasmindgeno re-
combinante para inducir la lisis del coagulo. Se analizaron parametros
derivados de las curvas obtenidas: tiempo de coagulacion (Tc), absorbancia
maxima (Amax) y tiempo de fibrinolisis (Tf) y se compararon entre los dife-
rentes grupos. Los pacientes con ACVi presentaron un Tc significativamente
mayor (915 + 102 s) comparado con los controles con factores de riesgo
(CCFR) (726 + 95 s) y sin factores de riesgo (CSFR) (674 + 105 s). Los
pacientes con ACVi mostraron una Amax superior (0,768 + 0,066 UA) en
comparacién con los CSFR (0,666 + 0,053 UA), con significacion estadisti-
ca. EI Tf fue significativamente mayor en pacientes con ACVi (1621 + 180 s)
que en los CCFR (1340 + 130 s) y CSFR (1373 £ 153 s). Estos resultados
sugieren que los pacientes con ACVi tendrian una fibrinoformacién mas
lenta y una fibrinolisis mas prolongada, lo que podria contribuir a la pato-
génesis del ACVi.

Palabras clave: Accidente cerebrovascular isquémico; Hemostasia; Fibrino-
formacion; Fibrinolisis; Coagulacién; Trombosis; Fibrinégeno; Fibrina; Plas-
ma; Ensayo turbidimétrico

Studies on fibrin formation and fibrinolysis in plasma of
patients with ischemic stroke

The study aimed at evaluating differences in fibrin formation and lysis be-
tween patients with ischemaic stroke (1S) and controls. It sought to under-
stand variations in the dynamics of fibrin formation and fibrinolysis and how
these may be related to the development of IS. Functional studies of fibrin
formation and fibrinolysis were performed in plasma from 41 IS patients
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Introduccién

Accidente cerebrovascular isquémico
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and 58 controls using a turbidimetric assay based on continuous absorbance measurement during
clot formation and lysis. Plasma was activated with recombinant tissue factor and calcium, and
recombinant tissue plasminogen activator was added to induce clot lysis. Parameters derived from
the resulting curves —coagulation time (Tc), maximum absorbance (Amax), and fibrinolysis time (Tf)-
were analised and compared among the different groups. IS patients showed a significantly longer Tc
(915 + 102 s) compared to controls with risk factors (CWRF) (726 + 95 s) and controls without risk
factors (CWORF) (674 + 105 s). IS patients exhibited a higher Amax (0,768 + 0,066 AU) compared
to CWORF (0,666 + 0,053 AU) with statistical significance. Tf was significantly longer in IS patients
(1621 + 180 s) than in CWRF (1340 + 130 s) and CWORF (1373 + 153 s). These results suggest
that IS patients may have slower fibrin formation and prolonged fibrinolysis, which may contribute to
the pathogenesis of ischemic stroke.

Keywords: Ischemic stroke; Hemostasis; Fibrinoformation; Fibrinolysis; Coagulation; Thrombosis; Fi-
brinogen; Fibrin; Plasma; Turbidimetric test

Estudos de formagédo de fibrina e fibrindlise em plasma de pacientes com
acidente vascular cerebral isquémico

Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar as diferengas na formagéo e lise de fibrina entre pacientes com
acidente vascular cerebral isquémico (AVCi) e controles. Tentou-se entender a dindmica da forma-
céo de fibrina e fibrindlise e como estas podem estar relacionadas com o desenvolvimento do AVCi.
Foram realizados estudos funcionais de formagao de fibrina e fibrindlise no plasma de 41 pacientes
com AVCi e de 58 controles, utilizando um ensaio turbidimétrico baseado na medicdo continua da
absorbancia durante a formagéo e lise do coagulo. O plasma foi ativado com fator tissular recombi-
nante e calcio, e foi adicionado plasminogénio tissular recombinante para induzir a lise do coagulo.
Pardmetros derivados das curvas obtidas foram analisados: tempo de coagulagdo (Tc), absorban-
cia maxima (Amax) e tempo de fibrindlise (Tf), sendo comparados entre os diferentes grupos. Os
pacientes com AVCi apresentaram um Tc significativamente maior (915 + 102 s) em comparagéo
com os controles com fatores de risco (CCFR) (726 + 95 s) e sem fatores de risco (CSFR) (674 + 105 s).
Os pacientes com AVCi apresentaram uma Amax superior (0,768 + 0,066 UA) em comparag&o com
CSFR (0,666 + 0,053 UA), com significancia estatistica. O Tf foi significativamente maior em pa-
cientes com AVCi (1621 + 180 s) do que nos CCFR (1340 + 130 s) e CSFR (1373 + 153 s). Esses
resultados sugerem que os pacientes com AVCi apresentam uma formacéao de fibrina mais lenta e uma
fibrindlise mais prolongada, o que pode contribuir para a patogénese do AVCI.

Palavras-chave: Acidente vascular cerebral isquémico; Hemostasia; Fibrinoformagao; Fibrindlise; Coa-
gulacdo; Trombose; Fibrinogénio; Fibrina; Plasma; Teste turbidimétrico

El mecanismo del ACVi implica la interrupcion del
flujo sanguineo cerebral debido a un trombo o engrosa-
miento del endotelio luminal, relacionado con estados
de hipercoagulabilidad, hipofibrinolisis o inflamacién.

El accidente cerebrovascular isquémico (ACVi) re-
presenta el 85% de los accidentes cerebrovasculares
(ACV) y se define como el desarrollo rapido de signos
clinicos de disfunciéon neurolégica debido a un infarto
cerebral. Segun las estadisticas sanitarias de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS), el ACV es la segun-
da causa de muerte y la primera de discapacidad a nivel
global. En 2019, 3,3 millones de personas murieron por
ACVi, con una incidencia anual de 7,6 millones y una
prevalencia de 77,2 millones (1). Sus secuelas generan
una carga sanitaria y social significativa, con elevada
morbimortalidad y riesgo de recurrencia.
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Este proceso genera un estado de isquemia cerebral
aguda (ICA) que desencadena una cascada de eventos
patogénicos que incluyen la produccién de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS) de la
neuronas, las cuales contribuyen al dano estructural y
funcional de las neuronas (2) (3).

Distrés nitroxidativo

Las cé€lulas utilizan oxigeno para generar energia y
producen especies reactivas, tanto radicalarias como no
radicalarias, que pueden actuar como agentes oxidantes



y nitrantes. La generacion de especies reactivas es un
proceso fisiol6gico necesario para la homeostasis celular,
implicado en funciones como la senalizacién celular, la
respiracion mitocondrial y la defensa inmunitaria (4)
(5). Sin embargo, cuando la produccién de estas espe-
cies supera la capacidad antioxidante del organismo,
se genera un estado de distrés nitroxidativo que puede
llevar a la disrupcion de biomoléculas esenciales (6)
(7). Entre las ROS mas relevantes se encuentran el su-
peroxido (O,") y el perdxido de hidrégeno (H,O,),
mientras que entre las RNS se destacan el 6xido ni-
trico (NO°®) y el peroxinitrito (ONOO"), este ultimo
altamente reactivo y capaz de modificar proteinas
por nitracion de residuos de tirosina. La presencia de
ONOO en el entorno celular esta asociada a la disrup-
cion de la funcién mitocondrial, la activacion de vias
proapoptoticas y la oxidaciéon de lipidos y proteinas,
contribuyendo asi a la muerte neuronal en el contexto

del ACVi (8) (9).

Fibrindgeno y fibrina

El fibrinégeno (Fg) es una glicoproteina plasmatica
sintetizada en el higado, con una masa de aproximada-
mente 340 kDa y una concentracion fisiol6gica de entre
200y 400 mg/dL. Es esencial para la hemostasis, ya que
su conversion en fibrina (Fb) por accion de la trombina
permite la formaciéon del coagulo sanguineo (10). Se
ha observado que el Fg es particularmente susceptible
a modificaciones postraduccionales (PTMs), como la
nitracion inducida por el ONOO-, lo que afecta su es-
tructura y funcién (11) (12).

La formacion de la red de Fb es un proceso altamen-
te regulado y depende de la estructura del Fg, su inte-
raccion con otros componentes plasmaticos y las condi-
ciones del entorno. Se ha observado que los coagulos
de Fb formados en condiciones de distrés nitroxidativo
son mas densos y menos permeables, lo que podria in-
fluir en la resistencia a la fibrinolisis y aumentar el ries-
go trombético en pacientes con ACVi (13). Ademas, se
ha corroborado la presencia de Fg nitrado en el plasma
de pacientes con ACVi (14) (15).

Hemostasis

La hemostasis es un proceso complejo que tiene
como objetivo detener el sangrado cuando se produce
una lesiéon en un vaso sanguineo. Este sistema implica
una serie de reacciones en cascada que resultan en la
formacion de un codgulo de Fb, que luego es degrada-
do para mantener el equilibrio. Ademas, involucra me-
canismos inhibitorios y activadores que hacen que este
proceso esté finamente regulado (16). Consta de tres
fases principales: hemostasis primaria, coagulacién y
fibrinolisis. En la hemostasis primaria ocurre vasocons-
triccion tras una lesion vascular y las plaquetas se adhie-

Fibrinoformacion y fibrinolisis en ACV isquémico 135

ren al sitio, tras lo cual ocurre la activacion y agregacion
plaquetaria, formando un tapén plaquetario temporal.
Luego, en la fase de la coagulacion (o hemostasis secun-
daria) ocurre una cascada de reacciones enzimaticas,
cuya activacion se puede esquematizar, para su estudio,
mediante dos vias: la via intrinseca y la via extrinseca,
que convergen en la via comun. La via intrinseca se ac-
tiva cuando factores presentes en la sangre interaccio-
nan con superficies cargadas negativamente y resulta
en la activacion del factor X. La via extrinseca se inicia
con la interaccion entre el factor tisular (TF) expuesto
en la superficie de las células danadas y el factor VII'y
culmina en la activacion del factor X. La via comun es
la convergencia de las vias anteriores a partir del factor
Xa, que interviene en la conversiéon de protrombina
a trombina. La accién de la trombina sobre el Fg da
lugar a la Fb que se polimeriza para formar una red
insoluble que estabiliza el codgulo plaquetario (17).
Finalmente, en la fase de retraccion del coagulo y fi-
brinolisis las plaquetas contraen el codgulo y éste es
degradado por el sistema fibrinolitico para restaurar la
circulacion sanguinea.

El equilibrio entre la formacién vy lisis del coagulo
es crucial para la homeostasis vascular. Alteraciones en
este equilibrio pueden llevar a estados procoagulantes
o a una fibrinolisis ineficaz, aumentando el riesgo de
trombosis. La fibrinolisis estd regulada por diversas pro-
teinas, entre ellas la plasmina, el activador tisular del
plasminégeno (tPA) y los inhibidores de la fibrinolisis
como el inhibidor del activador del plasminégeno-1
(PAI-1) y la a2-antiplasmina.

Estudios de formacién y lisis del coagulo

La dinamica de formacion vy lisis del coagulo se pue-
de estudiar determinando la densidad o6ptica (DO) en
funcién del tiempo, obteniendo perfiles de turbidez
(18) (19) (20). Asi, se generan curvas de fibrinoforma-
cion vy fibrinolisis del coagulo, de las cuales se pueden
estimar parametros como la fase lag (tiempo hasta la
formacion inicial de Fb), tiempo de coagulacion [Tc,
tiempo que transcurre entre que termina la fase lagy se
llega a la absorbancia maxima (Amax)], Amax (maxi-
ma concentracion de Fb en la cubeta) y el tiempo de
fibrinolisis completa (Tf).

La fibrinolisis alterada ocurre en una variedad de
contextos clinicos. Sin embargo, los ensayos de coagula-
cion rutinarios actuales, como el tiempo de tromboplas-
tina parcial activada (TTPA) y el tiempo de protrombina
(TP), 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 re-
flejan mas una actividad procoagulante aumentada con
formacién de Fb que una hiperfibrinolisis. Por lo tanto,
resultarfa util un método para evaluar la capacidad fibri-
nolitica en la investigacion y en el laboratorio clinico.
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Objetivo general

El objetivo general fue evaluar las diferencias en la
formacion vy lisis de fibrina entre pacientes con ACViy
controles para comprender como las variaciones en la
dinamica de la fibrinoformacién vy fibrinolisis pueden
estar relacionadas con el riesgo de desarrollar ACVi.

Objetivos especificos

Como objetivos especificos se plante6 evaluar y com-
parar los parametros Tc, Amax, Tfy la relacion Tf/Tc
durante la formacién del coagulo entre pacientes con
ACViy los grupos de control, con y sin factores de ries-
go (FR), para determinar si existen diferencias signifi-
cativas en la dinamica de la fibrinoformacion vy la fibri-
nolisis.

Materiales y Métodos

Datos clinicos y aspectos éticos

Se realiz6 un estudio observacional, analitico, de
casos y controles en pacientes consecutivos que con-
sultaron en el Departamento de Emergencia del Hos-
pital Maciel, con diagnostico clinico-imagenologico 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 va-
riables afines a la investigacion. El criterio de inclusion
fue la presencia de un ACVi de menos de 36 horas de
evolucion y haber firmado el paciente o un familiar a
cargo el consentimiento informado de participaciéon en
el estudio. Se excluyeron los pacientes que estuvieran
recibiendo tratamiento anticoagulante.

Ademas, se recolect6 una muestra de sangre, infor-
macioén demografica e historial familiar y personal de
enfermedades cardiovasculares (ECV) de pacientes am-
bulatorios sin ACVi (grupos control).

El protocolo fue examinado y aprobado por el Co-
mité de Bioética y Protocolos de Investigacion del
Hospital Maciel, el cual sigue los estandares éticos es-
tablecidos 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 fibrinoformacion y fibrinolisis

Se realizaron estudios funcionales de fibrinoforma-
cion y fibrinolisis en pacientes con ACViy controles. Me-
diante el equipo Multiskan EX (Thermo Electron Cor-
poration, Vantaa, Finlandia) y el protocolo descripto por
Larsen & Hvas (21) se realizaron estudios para evaluar
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de manera consecutiva la formacion y lisis del coagulo.
En primer lugar, se realizaron pruebas con muestras de pa-
cientes sanos, con el fin de poner a punto la técnica. Breve-
mente, en una placa de 96 pocillos (Nunc ImmunoPlate,
Thermo Fisher Scientific, Cat. N° 442404) se agregaron
70 pL de plasma citratado pobre en plaquetas (sangre re-
cogida en tubo con citrato de sodio 0,109 M en relacion
9:1, centrifugada a 3000 g por 25 minutos), 30 pL de TF
recombinante con fosfolipidos y Ca?* (RecombiPlasTin
2G, HemoslL, 0020002950) para inducir la formacién de
Fb, 20 pL de tPA recombinante (0,001 mg/mL, alteplasa,
Actilyse®, Boehringer Ingelheim) para inducir la lisis
y 30 pL de buffer HEPES-Ca (20 mM HEPES [4cido N-
2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico], 150 mM
NaCl, 200 mM CaCl,, pH 7,4). Se emple6 un principio
turbidimétrico dado que la red de Fb primero se forma
y luego se lisa en la cubeta, con lo cual la turbidez au-
menta y luego disminuye. Se registré la absorbancia a
405 nm continuamente durante 1,5 horas para generar
curvas de formacion-lisis del codgulo que muestran la
absorbancia en unidades de absorbancia (UA) medida
en funcién del tiempo en segundos, las cuales se anali-
zaron posteriormente.

Para cada muestra se obtuvo una curva de fibrino-
formacion vy fibrinolisis (por duplicado) y de éstas se
extrajeron los siguientes parametros: Amax, Tc (defini-
do como el tiempo desde que comienza la fibrinofor-
macion, cuando la derivada cambia de 0 a un valor po-
sitivo, hasta el tiempo de Amax), Tf [definido como el
tiempo a partir de Amax hasta que termina la fibrinolisis
(cuando la derivada cambia de un valor negativo a 0)] y
la relacion entre éstos (Tf/Tc). La derivada se calculo
como la variaciéon entre puntos consecutivos de absor-
bancia (y) respecto al tiempo (x), utilizando la férmula
(y2-y1)/(x2-x1). Ademas, se realiz6 un estudio de corre-
lacion entre la Amax en UA y la concentracion de Fg de
la muestra, determinada con el método de Clauss, en
mg/dL y se obtuvo un valor de R El fibrinégeno fue
determinado en un analizador de hemostasis automati-
zado: ACL TOP 500 CTS (Instrumentation Laboratory,
Bedford, Massachusetts, EE.UU.) con el kit Fibrinogen-C
(HemoslIL, 0220301100).

Se realizaron los estudios funcionales de fibrinofor-
macioén y fibrinolisis en 41 muestras de plasma de pa-
cientes con ACVi y en 58 muestras de plasma de con-
troles sin ACVi ni antecedentes de ACVi. Dentro de
los controles sin ACVi, se estudiaron 22 muestras de
plasma de pacientes sin FR para desarrollar un ACVi
(GSFR) (HTA, DM, dislipemia, consumo de tabaco o
antecedente de ECV) y 36 de controles de poblacion ge-
neral con algin factor de riesgo (CCFR), en duplicado.
Se compararon los resultados entre grupos mediante el
lest de hipotesis +Student para dos muestras indepen-
dientes, y se realiz6 analisis de regresion lineal para eva-
luar la influencia de la concentracién de Fg, utilizando
en ambos casos un nivel de significacion de 0,05.



Resultados

En cuanto a la epidemiologia de los grupos clini-
cos estudiados, el grupo CSFR present6 una media +
1C95% de edad de 49,4 + 8,4 anos; de los 22 indivi-
duos 10 eran mujeres y 12 eran hombres y no presen-
taban FR cardiovasculares. El grupo CCFR present6
una media de edad de 63,9 + 3,6 anos; de los 36 indivi-
duos 16 eran mujeres y 20 eran hombres; y en cuanto
a los FR se observaron 21 casos de HTA, 10 casos de
DM, 10 casos de tabaquismo, 7 casos de dislipemia y
un antecedente de ECV. El grupo ACVi presenté una
media de edad de 67,1 + 4,5 anos; de los 41 individuos
18 eran mujeres y 23 eran hombres; y en cuanto a FR,
se observaron 32 casos de HTA, 13 de DM, 22 de taba-
quismo, 18 de dislipemia y 20 casos con antecedente
de ECV.

Se evalué la formacion vy lisis del coagulo ex vivo y
se obtuvieron curvas de fibrinoformacion y fibrinolisis
que permitieron visualizar el comportamiento de la for-
macion vy lisis del coagulo de cada muestra. La Figura 1
muestra las curvas obtenidas en una de las corridas rea-
lizadas.

Las curvas de fibrinoformacién y fibrinolisis exhiben
el perfil esperado, caracterizado por una fase inicial de
latencia (fase lag), seguida de una pendiente ascenden-
te pronunciada que refleja el inicio y la progresion de
la formacién del coagulo. Posteriormente se alcanza
un maximo de absorbancia, correspondiente a la esta-
bilizaciéon del coagulo formado. Finalmente, la curva
muestra una pendiente descendente que representa la
fibrinolisis, la cual disminuye en valor absoluto gradual-
mente hasta completarse.
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En el presente trabajo se hizo foco en Tc, en la Amax
y en el Tf. Los resultados se expresaron como media
con intervalo de confianza 95% (IC95%) y coeficiente
de variacion del grupo (CV).

En cuanto a los Tc, se observé una media + 1C95%
(CV) de 674 + 105 s (37%) para los CSFR, 726 + 95 s
(40%) paralos CCFRy 915 +102s (37%) para los ACVi.
El test estadistico realizado comparando los Tc de los
grupos CSFR y CCFR arroj6 un p de 0,47. Comparan-
do los Tc del grupo CCFR y ACVi se obtuvo un p de
0,01. Entre los grupos CSFR y ACVi el p fue de 0,002. E1
valor del Tc fue mayor en el grupo ACVi comparando
con ambos grupos control, con significacion estadistica
(Fig. 2).

En cuanto a la Amax obtenida para cada grupo, el
grupo CSFR present6 una media + IC95% (CV) de
0,666 + 0,053 UA (19%), el grupo CCFR de 0,674 +
0,070 UA (32%) y el grupo ACVi de 0,768 + 0,066 UA
(28%). El analisis estadistico arroj6 un pde 0,86 al com-
parar los grupos CSFR y CCFR, un p de 0,06 al compa-
rar los grupos CCFR y ACViy un p de 0,02 al comparar
los grupos CSFR y ACVi. Se observé una diferencia esta-
disticamente significativa entre los grupos ACViy CSFR
y se obtuvo un resultado inconcluyente en cuanto a la
presencia de diferencias significativas entre los grupos
CCFR y ACVi (Fig. 3). Ademas, se observé que los valo-
res de Amax eran mds homogéneos en el grupo CSFR
que en los otros dos grupos.

Las medias + IC95% (CV) de los valores de Fg deter-
minados con el método de Clauss (valor de referencia:
200-400 mg/dL) fueron de 316,7 + 24,9 mg/dL (19%) en
el grupo CSFR (valores normales), 407,8 + 47,2 mg/dL
(36%) en el grupo CCFR (valores ligeramente aumen-
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Figura 1. Curvas obtenidas de fibrinoformacién y fibrinolisis de coagulo

Se observan todas las curvas obtenidas en una corrida como ejemplo. Controles sin factores
de riesgo (CSFR): gris claro. Controles con factores de riesgo (CCFR): gris oscuro. ACVi: negro.
Se puede ver una forma similar para los tres grupos clinicos estudiados.
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Figura 2. Distribucion de tiempos de coagulacion en cada grupo clinico estudiado

Distribucién de tiempos de coagulacion (Tc) para cada grupo. Se toma como Tc desde que comienza el proceso

de formacion del coagulo hasta el tiempo del pico. Resultados del analisis estadistico: CCFR y CSFR: p=0,41.

CCFR y ACVi: p=0,01. CSFR y ACVi: p=0,002. Existe diferencia significativa en los Tc del grupo ACVi y los de

los grupos CCFR y CSFR, observandose valores mas elevados para ACVi. CSFR: gris claro. CCFR: gris oscuro.
ACVi: negro. El asterisco indica un p<0,05.
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Figura 3. Distribucion de absorbancias maximas en cada grupo clinico estudiado
Distribucion de alturas de pico para cada grupo. Resultados del analisis estadistico: CCFR y CSFR: p=0,86.
CSFR y ACVi: p=0,02. CCFR y ACVi: p=0,06. Existe diferencia significativa entre el grupo ACVi y el grupo
CSFR, observandose valores mas elevados para ACVi. CSFR: gris claro. CCFR: gris oscuro. ACVi: negro. El

asterisco indica un p<0,05.

tados) y 576,1 + 46,5 mg/dL (26%) en el grupo ACVi
(valores aumentados). En cuanto al analisis estadistico,
se demostr6 la existencia de diferencia significativa en
las medias de los valores de Fg entre todos los grupos
(p=0,001 entre CSFR y CCFR, p=1x10"® entre CSFR y
ACViy p=4x10% entre CCFR y ACVi). Aqui también se
observo que los valores de Fg eran mas homogéneos en
el grupo CSFR que en los otros dos grupos.
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También se estudio la relaciéon entre la Amax obte-
nida y la concentraciéon de Fg medida mediante el mé-
todo de Clauss y se observé una tendencia hacia una
correlacién lineal, con un R? de 0,55 (Fig. 4).

Comparando los Tf (duracion de la lisis) se observo
una media + 1C95% (CV) de 1373 + 153 s (27%) para
los CSFR, de 1340 + 130 s (30%) para los CCFR y de
1621 + 180 s (36%) para el grupo ACVi. El andlisis esta-
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Figura 4. Correlacion de la absorbancia maxima con la concentracion de fibrinégeno
en cada individuo estudiado

Concentracion de fibrindgeno en funcién de la absorbancia méaxima para cada muestra. Se observa una tendencia lineal al
relacionar ambos valores, la cual se muestra en la linea punteada negra. CSFR: gris claro. CCFR: gris oscuro. ACVi: negro.

distico arrojé un p de 0,75 al comparar los Tf entre los
grupos CSFR y CCFR, un valor p de 0,02 al comparar
los Tf entre CCFR y ACVi, y un valor de p de 0,04 entre
CSFR y ACVi. El grupo ACVi present6 un valor medio
mayor que los otros dos grupos, con diferencia estadis-
ticamente significativa (Fig. 5).

Finalmente, al analizar las relaciones Tf/Tc, se ob-
tuvieron valores de media + 1C95% (CV) de 2,26 +

0,36 (38%) para el grupo CSFR, de 2,13 + 0,31 (45%)
para el grupo CCFR y de 1,88 = 0,19 (34%) para el
grupo ACVi, sin haberse encontrado diferencias esta-
disticamente significativas entre grupos ($=0,58 entre
CSFR y CCFR, $=0,08 entre CSFR y ACViy p=0,20 en-
tre CCFR y ACVi).

Para evaluar el impacto de la concentraciéon de Fg
en los parametros analizados se realiz6 un analisis de

Tiempos de fibrinolisis
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Figura 5. Distribucidn de tiempos de fibrinolisis en cada grupo clinico estudiado

Distribucién de tiempos de lisis para cada grupo. Se toma como tiempo de lisis desde el tiempo del

pico (donde comienza la lisis) hasta el tiempo final. Resultados del analisis estadistico: CCFR y CSFR:

p=0,75. CCFR y ACVi: p=0,02. CSFR y ACVi: p=0,04. Existe una diferencia significativa entre el grupo

ACViy los grupos CCFR y CSFR, observandose valores méas elevados para ACVi. CSFR: gris claro. CCFR:
gris oscuro. ACVi: negro. El asterisco indica p<0,05.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2025; 59 (2): 133-42



140 Medeiros Figueredo RA et al.

regresion por grupo. En los grupos CSFR y ACVi, al gra-
ficar Tc, Tf y Tf/Tc en funcién de la concentracién de
Fg, las pendientes de las lineas de tendencia obtenidas no
fueron significativamente diferentes de cero (4>0,05), lo
que sugiere que la concentracién de Fg no influye signifi-
cativamente en estos parametros y, por lo tanto, no es ne-
cesario realizar un ajuste. No obstante, en ambos grupos
se observo una asociacion estadisticamente significativa
entre Amax y la concentracion de Fg, lo que justificé un
ajuste posterior de este parametro para el analisis compa-
rativo entre grupos.

En el grupo CCFR, el anadlisis mostré que Tf'y Tf/Tc
tampoco presentaban una relacién significativa con Fg
(p>0,05). Sin embargo, tanto Tc como Amax si mostra-
ron una asociacion estadisticamente significativa con la
concentracion de Fg, por lo que se ajustaron estos valo-
res antes del reanalisis comparativo.

Tras aplicar los ajustes correspondientes, se realiza-
ron nuevas comparaciones entre los grupos utilizando la
prueba #Student. Como resultado, se observaron algu-
nos cambios respecto al analisis previo. En primer lugar,
al ajustar Tc en el grupo CCFR, se identificé una diferen-
cia significativa entre los grupos CSFR y CCFR, la cual
no se habia evidenciado antes del ajuste. Se mantuvieron
las diferencias previamente observadas entre los grupos
CCFR y ACV3i, asi como entre CSFR y ACVi.

En cuanto a Amax, tras el ajuste en todos los grupos,
se encontroé que, mientras que previamente solo se habia
identificado una diferencia significativa entre los gru-
pos ACVi y CSFR, el analisis ajustado revel6 diferencias
significativas en Amax entre los tres grupos. En sintesis,
el ajuste por concentraciéon de Fg no eliminé las dife-
rencias significativas observadas previamente, sino que
permiti6 identificar nuevas diferencias entre los grupos,
brindando un analisis mas preciso de los datos.

Discusion y Conclusiones

Se obtuvieron curvas de fibrinoformacion y fibrinoli-
sis que permiten visualizar la tendencia de la formacion
y lisis de un codgulo. En los pardmetros Tf y Tf/Tc, los
analisis estadisticos realizados para comparar los grupos
control CSFR y CCFR no arrojaron evidencia de diferen-
cias significativas. No asi para los parametros Tc y Amax,
que tras su ajuste por concentracion de Fg, mostraron
diferencias entre los grupos CSFR y CCFR. Cuando se
compararon el Tcy el Tf del grupo ACVi con ambos gru-
pos control se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, con ambos tiempos mayores en el grupo
ACVi. Estos hallazgos apuntan a que los Tf serian ma-
yores en los pacientes con ACVi, es decir que la lisis del
coagulo ocurriria de forma mas lenta, indicando una
capacidad fibrinolitica disminuida, lo cual es un factor
protrombético que podria estar favoreciendo el desarro-
llo o perpetuando el evento de ACVi (1). También los
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Tc serian mayores en ACVi, es decir que el tiempo que
transcurre entre que comienza a formarse el coagulo y
éste alcanza su maxima turbidez es mayor.

Otro hallazgo es que la Amax de las curvas es mayor
en el grupo ACVi, comparando con el grupo CSFR, con
evidencia estadistica. En la bibliografia se plantea que la
Amax podria estar relacionada a la cantidad de Fg de la
muestra y que una Amax aumentada puede ser causada
por un incremento en la concentraciéon de Fg plasmati-
co. En este caso las muestras del grupo ACVi presenta-
ban valores de Fg elevados, mientras que el grupo CSFR
presento valores de Fg normales (22). Cuando se realizé
el analisis de regresion se observé que efectivamente la
concentracion de Fg influia en el valor de Amax con sig-
nificacion estadistica.

Cuando se estudio la correlacién entre la Amax y la
concentracion de Fg determinada por el método de
Clauss, se observo una correlacion positiva en todos los
grupos estudiados, con un R2de 0,55. Este R? indica que,
si bien la concentracién de Fg estd influyendo, puede ha-
ber otras variables que también influyen en el valor de
Amax obtenida, por ejemplo, la arquitectura de la red
de Fb formada.

Estos resultados pueden interpretarse como que en los
pacientes ACVi el coagulo se forma durante mas tiempo,
alcanzando una Amax consistente con la cantidad de Fg
que contienen y con la calidad de la Fb formada, y luego
tarda mas tiempo en ser degradado por el sistema fibrino-
litico. Aqui cabe aclarar que una limitacion de este estudio
es que no se determino la concentraciéon de componentes
de ese sistema (como PAI-1, plasmin6geno o tPA) de ma-
nera previa al estudio, por lo cual se desconoce si estos ele-
mentos, que podian estar alterados en algunos pacientes,
podrian estar actuando como variables confusoras.

Se han realizado estudios de formacion y lisis de
coagulo en condiciones clinicas cardiovasculares como
sindrome coronario agudo, enfermedad arterial corona-
ria, trombosis venosa profunda, embolismo pulmonar y
ACVi, donde el hallazgo frecuente fue un aumento en
el tiempo de lisis (23) (24). También se observo este au-
mento del Tf en DM, disfuncién hepatica y sepsis (25)
(26) (27). En el caso de codgulos de pacientes ACVi,
Undas et al. (28) realizaron ademas estudios de permea-
cién y microscopia electrénica y encontraron que €stos
presentaban una red menos porosa y por tanto menos
susceptible a fibrinolisis, mds compacta, con una mayor
masa de coagulo y con fibras mas gruesas. En otro tra-
bajo se describieron propiedades alteradas de coagulos
de pacientes con sindrome coronario agudo, como mas
resistentes a la fibrinolisis, y correlacionaron estas carac-
teristicas con el estrés oxidativo, apuntando al Fg como
responsable de las observaciones, por su susceptibilidad
a PTMs nitroxidativas que generan cambios en la funcio-
nalidad del proceso hemostatico (29) (30).

Con la premisa de que el Fg de los pacientes con ACVi
estaria nitrado, apoyada por los resultados obtenidos en



este grupo de investigacion (14) (31), resulta interesante
preguntarse como afectaria esta modificacion a la fibrino-
formacion y fibrinolisis y si esto es algo que se esta obser-
vando. Se han realizado estudios funcionales y de imagen
en codgulos que contenian Fg nitrado in vivo e in vitroy
se han encontrado cambios en la cinética, arquitectura,
rigidez y fibrinolisis. Parastatidis et al. (32) observaron un
aumento en la absorbancia y turbidez final en muestras
que contenian Fg nitrado, un aumento en la velocidad
inicial de formacion del coagulo, lo cual asociaron a una
aceleracion de la agregacion lateral, y un aumento en la
firmeza del codgulo, lo cual se asociaria a una disminu-
cion en la tasa de fibrinolisis. Sus hallazgos apuntan a una
consecuencia funcional de la nitracién del Fg, hacia una
ganancia de funcién de éste (coagulacion mas rapida,
coagulo mas denso). Esos hallazgos concuerdan en parte
con lo observado por Vadseth et al. (33) quienes, al anali-
zar la polimerizacién de muestras de pacientes con enfer-
medad coronaria arterial y muestras de Fg nitrado in vitro,
hallaron una fase de latencia mas corta, un rapido aumen-
to de la velocidad inicial y una turbidez final aumentada.
Una diferencia entre este trabajo y el anteriormente men-
cionado, es que no se observo alteracion en la lisis.

Otro estudio interesante a comentar es el realizado por
IlI-Raga et al. (13) quienes mediante tromboelastometria
analizaron trombos formados en condiciones nitroxidati-
vas y observaron un aumento en el tiempo de formacion
de Fb, disminucién en la firmeza y amplitud del coagulo
e inhibici6én en la fibrinolisis haciendo los codgulos mads
estables. Cabe aclarar que en este estudio los cambios
observados pudieron deberse a una nitracion global de
proteinas y factores de la cascada de la coagulacién y la
fibrinolisis. Los autores plantearon que la nitracién de Fg
enlentece la formacion del coagulo, a la vez que lo hace
mas resistente a la fibrinolisis y que este proceso puede
ser una respuesta protectora para modular la coagulacion
de modo de permitir una perfusion parcial en las etapas
iniciales de la hemostasis, pero que en una etapa mas
avanzada del proceso, estabiliza el coagulo.

Como se puede ver, los resultados en cuanto a la fun-
cionalidad del Fg cuando estd nitrado resultan contro-
versiales y esto puede deberse a las condiciones de ni-
tracién ensayadas, ya que en algunos estudios se utilizan
muestras nitradas in vivo por el proceso fisiopatologico
de distrés nitroxidativo, mientras que otras se tratan de
Fg aislado nitrado ¢n 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 observado por Ill-Raga et
al. (13). Sin embargo, existe la necesidad de seguir estu-
diando la fibrinoformacién y fibrinolisis para corroborar
estos resultados. También seria ttil la observacion de la
estructura del codgulo mediante miscroscopia electréni-
cay la determinacién de nitracion en el mismo con estu-
dios inmunoquimicos.

La presente investigaciéon tuvo como objetivo el estu-
dio de la funcionalidad del coagulo formado ex vivo a
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partir de plasma de pacientes con ACVi. Existen multi-
ples publicaciones que indican una alteracién en las ca-
racteristicas funcionales observables de estos coagulos,
que se atribuyen a cambios estructurales, sin explicar la
causa de esos cambios. Anteriormente, en este grupo de
investigacion se gener6 evidencia de la existencia de ni-
troxidacion en el Fg y plasma de pacientes con ACVi (14)
(31). También se encontr6 nitroxidacion de Fg y otras
proteinas de coagulos formados in vivo (trombos) en pa-
cientes con ACViy se observo mediante experimentos in
silico como la existencia de PTMs nitroxidativas afectaba
la estructura regional de la molécula de Fg y alteraba po-
tencialmente la funcionalidad (34).

Resulta interesante observar las alteraciones funciona-
les del coagulo, pues se evidencian clinicamente como
una situacion protrombética debido a hipercoagulabili-
dad o a hipofibrinolisis, o a una hemorragia debida a hi-
pocoagulabilidad o hiperfibrinolisis. Del mismo modo, re-
sulta interesante conocer las causas de esos cambios, que
pueden ser alteraciones estructurales, causadas a su vez
por una situacién de inflamacién y distrés nitroxidativo.
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