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RESUMEN

Objetivo: Valoracion del fibrinogeno y su modulacion, tanto
a nivel plasmdtico como en la pared arterial, en fases avanza-
das de aterosclerosis en miembros inferiores.
Método: Andlisis de muestras de sangre y de pared arterial
en un grupo de 16 pacientes con arteriosclerosis de miembros
inferiores que fueron intervenidos quiriirgicamente sobre el
sector femoropopliteo. Comparacion de los pardmetros sangui-
1eos con un grupo de sujetos sanos y niveles aceptados como
normales. Valoracion de: Fibrindgeno plasmdtico, marcador
de fibrinolisis (Dimero-D), Interleukina-6 e inhibidor de plas-
mindgeno (PAI-1), comparacion de hematocrito y n.” de leu-
cocitos. A nivel de la pared arterial se ha valorado el grado de
actividad medido por la produccion de factores fibrinoliticos
(tPA y UK) en distintas fases de tiempo, tras incubacion de la
misma en un medio buffer apropiado. También se ha valorado
el halo de lisis de un fragmento de pared tras incubacion en
placa de Petri con fibrina rica en plasmindgeno durante mds
de 20 horas.
Resultados: A nivel plasmdtico observamos unos niveles
significativamente elevados de: Fibrindgeno, Dimero-D, e In-
terleukina-6 y niveles moderadamente elevados de PAI-1 al
compararlos con grupo control ylo niveles normales. No se
hallé diferencia entre niveles de hematocrito y n.° de leucoci-
tos. Se aprecio correlacion lineal significativa entre niveles de
D-Dimero y PAI-1 (r=0,543 p=0,029).

A nivel de la pared arterial pudimos apreciar una pobre
actividad fibrinolitica, tanto por los niveles de produccion de

factores (tPA y UK) como por el drea de lisis de fragmentos de
pared arterial.

Conclusion: Pensamos que el fibrinogeno puede jugar un
papel como factor de riesgo también en las fases avanzadas
de aterosclerosis. Su modulacion parece tener mas importan-
cia en la fase plasmdtica que a nivel de la pared arterial «en-
ferma»r,
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enfermedad aterosclerdética.

SUMMARY

Purpose: Assesment of the fibrinogen significance and its
modulation, both at plasmatic levels into the arterial wall, in
advanced phases of lower limbs atherosclerosis.

Methods: Analysis of Blood samples and arterial wall frag-
ments in a group of 16 patients with lower limbs arterios-
clerosis who underwent femoralis-poplitea surgery. Com-
parison of blood parameters with a group of healthy people
and levels accepted as normal. Assesment of: plasmatic Fibri-
nogen, fibrinolysis marker (D-Dimer), Interleukine-6 and
plasminogen inhibitor (PAI-1), comparison of hematocrit and
leukocyte number. At arterial wall levels, activity rate has
been evaluated, measured by the fibrinolytic factors produc-
tion (tPA and UK) at different time frames, after being incu-
bated into a proper buffer solution. Further evaluation of the
lytic arcus of a wall portion after its incubation into a Petri’s
plaque with plasminogen-rich fibrin for more than 20 hours.
Results: At plasmatic levels, we detected significantly high
levels of: Fibrinogen, D-Dimer and Interleukine-6, and also
moderatly high levels of PAI-I compared to the control group
and/or normal levels. There were no differences between he-
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matocrit and leukocyte number levels. A significant linear
correlation between D-Dimer and PAI-1 (r=0.543 p=0.029)
was observed.

At arterial wall levels, we observed a poor fibrinolytic acti-
vity, both for factor production levels (tPA and UK) and for
the lytic area of the arteria wall portions.

Conclusion: The think that fibrinogen is a key risk factor
also advanced phases of atherosclerosis. Its modulation seems
to be more significant in the plasmatic phase than at «ill» ar-
terial wall levels.

Key words: Fibrinogen; atherosclerosis femoralis;
atherosclerotic disease.

Introduccion

Aunque durante las tltimas cuatro décadas se han
identificado y estudiado diversos factores de riesgo de
padecer aterosclerosis: tabaquismo, hiperlipemia, hiper-
tension, etc. Existen otros factores, menos usados en la
préctica clinica diaria, aunque igual de importantes,
dentro de los causantes de arteriopatia.

Importantes estudios epidemiol6gicos han demostra-
do unos niveles altos de Fibrindgeno en pacientes con
lesiones aterosclerosas en diferentes sectores del drbol
arterial (1, 2, 3, 4), sefaldndolo incluso como factor cau-
sal independiente.

La participacién del sistema Fibronégeno-Fibrina y
sus agentes moduladores tanto a nivel plasmdtico como
en la pared arterial, ha sido estudiado en estudios expe-
rimentales en las fases iniciales de la lesién ateroscleréti-
ca (5, 6, 7). No obstante, en fases avanzadas de enferme-
dad arterial, todo este dinamismo atero-trombogénico
sigue sin estar todavia muy clarificado.

Objetivo

Valoracién del Fibrinégeno y su modulacién, tanto a
nivel plasmatico como en la pared arterial, en fases
avanzadas de aterosclerosis en miembros inferiores.
Material y método

Poblacion: 16 pacientes con isquemia crénica de
miembros inferiores (grados IIT y IV), que fueron

sometidos a revascularizacién del sector femoropopli-
teo entre abril de 1993 y noviembre de 1994.

17 sujetos sanos (grupo control) para comparacién de
pardmetros sanguineos.

Muestras:

a) Sangre: 25cc. de sangre extraidos por paciente, tras
8 horas de ayuno y mediante puncién de vena an-
tebraquial, sin uso de compresor.

b) Pared arterial: Extraidas durante la cirugia, filiadas y
criopreservadas a -70 grados centigrados para pos-
terior andlisis histoquimico (Cryoson BV-10).

Evaluacion sanguinea:
1. Niveles de Fibrindgeno: mediante dos métodos

a) Funcional o cromométrico (Clauss) adaptado
para JABLAB ST4 stego automatic analyzer
(Kits Boehringer Mannheim).

b) Método inmunolégico segtin técnica «sand-
wich» usando anticuerpos monoclonales con-
tra el fibrinégeno (8).

2. Determinacion cuantitativa ELISA de los produc-
tos de degradacion del fibrinégeno en plasma (an-
ticuerpos anti D-dimero).

3. Determinacién cuantitativa ELISA de la interleu-
kina-6.

4. Determinacion cuantitativa ELISA del PAI-1 (anti-
cuerpos anti-inhibidor del activador del plasminé-
geno 1).

5. Hemograma (haematology series system 900 au-
tomatic cell counter).

Estudio de la pared arterial:

a) Valoracién de la actividad fibrinolitica de la pared
arterial mediante incubacién de un fragmento de
peso conocido, en un medio buffer a 37 grados y
valoracién de la produccién de factores activado-
res de la fibrindlisis (tPA y UK) y de inhibidores
de la fibrinolisis (PAI-1) a los diez minutos y a las
2 horas en cada muestra. Andlisis inmunohisto-
quimico.
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b) Anadlisis de la superficie del halo de lisis que se
produce tras incubacién de fragmentos de pared
de peso conocido y superficie superponible tras
incubacién, durante mas de 20 horas, en placas de
petri con ldmina de fibrina rica en plasminégeno.

¢) Microscopia Optica mediante procesado de las
muestras y posteriores tinciones de Herxheimer y
hematoxilina-eosina-orceina. Para valorar estructu-
ra de las capas, depésitos e infiltracién leucocitaria.

Anilisis estadistico:

1. Andlisis descriptivo: Para la descripcién de las va-
riables se ha utilizado media, mediana, desviacién
estandar y valores minimo y maximo.

2. Andlisis bivariable:

- La comparacién de la media se ha realizado me-
diante prueba t de Student.

— Para valorar si la media de Dimero-D, PAI-1 y
IL-6 son distintos de los valores de normalidad,
se ha calculado su valor medio y el intervalo de
confianza al 95 %.

- La comparacién de los valores hematol6gicos se
ha efectuado mediante el cdlculo de la r de Pear-
son y andlisis de regresion lineal, con cdlculo del
intervalo de confianza de la recta de regresion.

— Los valores de tPA, UK y PAI-1 alos 10 y a los
120 minutos se han comparado con la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para datos repetidos.

El nivel de significacién estadistica ha sido p<=0,05.

Resultados

El nimero de Leucocitos y niveles de hematocrito
que se obtuvo en los 16 pacientes afectos del sector
femoro-popliteo (grupo FP) fue superponible y sin dife-
rencias estadisticamente significativas respecto a los 17
casos control.

Los niveles de Fibrin6geno plasmatico obtenidos con
el método inmunolégico fueron ligeramente mds bajos
que los determinados segun el método cromométrico
de Clauss, (380,5 +/- 92,6 versus 440,6 +/- 110,66 mg/
dl), aunque no se aprecié diferencia estadisticamente

significativa.

Al comparar la determinacién del Fibrinégeno plas-
midtico segiin método de Clauss entre el grupo control
(n=17; 291,1 +/- 58,7 mg/dl) y el grupo afecto de ate-
rosclerosis femoropoplitea (n=16; 440,5 +/- 110,66 mg/
dl), apreciamos valores significativamente mds altos en
los pacientes con aterosclerosis p<0,0001.

Los niveles de Dimero-D del grupo FP son significa-
tivamente mas elevados que los valores considerados
como normales (<550 pg/ml) halldndose un 81,3 % de
los 16 pacientes por encima de éstos. (Media=1055,3;
Mediana=829; SD=622; Min=350; Max=2260 pg/ml).
Intervalo de confianza 95 % (735-1375) no incluye 550,
por tanto tiene significacin estadfstica.

Los niveles de PAI-1 (inhibidor del plasminégeno) en
plasma se hallaron en unos niveles moderadamente
altos segtin los valores de referencia que marcaba el
laboratorio (<110 ng/ml). Aunque en rango de norma-
lidad (Media=35,8; Mediana=19,7; SD=28,8; Min=14;
Max=109). IC 95 % sin significacion estadistica.

La determinacion de IL-6 (interleukina-6), que refleja
la actividad macrofdgica, se encontré significativamen-
te més elevada en los pacientes ateroscleréticos que los
valores marcados como normales (<3 pg/ml). (Media=
=19,05; Mediana=23,7; SD=10,5; Min=2,5; Max=29,2).
IC 95 % (13,5-24,6), dado que no incluye el nivel 3, es
significativamente mds elevado.

En el andlisis de regresion linear efectuado entre los
distintos parametros plasmaticos estudiados, tinicamen-
te se ha hallado significacion estadistica entre el Dime-
ro-D y el PAI-1 (R=0,543 y P=0,029). No sucedi6 asf
entre PAI-1 y Fibrinégeno (R=0,375 y P=0,15), PAI-1
versus IL-6 (R=0,16 y P=0,66) e IL-6 versus Fibrinégeno
(R=0,39 y P=0,29).

Pared arterial

En cuanto a la microscopfa de la pared arterial, ésta
mostré una deficiente capa endotelial con una marcada
calcificacién e infiltracion lipidica en algunas partes de
la pared, con una importante proliferacién de las cé-
lulas musculares lisas y engrosamiento de la pared.
También se observé una infiltracién leucocitica.

Los niveles de tPA hallados presentan un incremento
significativo entre 10 y 120 minutos

(media 0,163; mediana 0,145; SD 0,193 a los 10").
(media 0,630; mediana 0,760; SD 0,528 a los 120").
P=0,018.
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Grifico 1.: Recta de regresion lineal entre Dimero-D y PAI-1 (r=0,543 y p=0,29).

No se incrementan significativamente los niveles de
UK:

(media 0,022; mediana 0,024; SD 0,024 a los 10°).
(media 0,027; mediana 0,023; SD 0,030 a los 120").
P=0,14.

Tampoco se incrementan significativamente los nive-
les de PAI-1:

(media 1,72; mediana 0,485; SD 2,78 a los 10/).
(media 1,94; mediana 0,490; SD 3,98 a los 120').
P=0,37.

Aunque los niveles de tPA se incrementen de modo
significativo, los niveles a los 10" son mucho mds bajos
que los considerados como normales (1,12 ng/ml/mg
tejido). Acercdndose a la normalidad tras 120" de incu-
bacién.

Los halos de lisis que se obtuvieron tras incubacién
de fragmentos de pared mostraron actividad fibrinoliti-
ca débil, incluso después de 20 horas, si se compara con
los que se habian obtenido en arterias sanas, tanto en
modelos animales como humanos (en este caso fueron
2 muestras arteriales obtenidas en pacientes trauma-
ticos), aunque no se puede realizar una correlacién es-
tadistica.

Discusion

Diversos trabajos publicados en la literatura nos
muestran que niveles elevados de fibrindgeno aumen-
tan «per se» el riesgo de padecer aterosclerosis (9 y 10),
aunque a nivel clinico no se suele considerar con la mis-
ma importancia que los otros factores de riesgo cldsicos,
probablemente debido a la dificultad de controlar sus
niveles terapéuticamente.

A nivel experimental, Binni (5), Smith (6), Villaverde
(7) y otros autores, han demostrado el importante papel
del sistema fibrindgeno/ fibrina/lipidos en el desarrollo
de las placas aterogénicas en estadios tempranos de ate-
rogénesis. No obstante, algunos autores (11) dudan de
si el fibringeno es realmente un causante de lesién
vascular o bien un simple marcador que se eleva una
vez producida la lesion.

Tal como exponemos en nuestros resultados, hemos
apreciado que: En el grupo de pacientes con ateroscle-
rosis avanzada (n=16), afectos de isquemia crénica en
grados III y IV, comparado con el grupo control (n=17)
existe un incremento en los niveles plasmaticos de fibri-
négeno. Este incremento podria darse por: a) aumento
de su sintesis (niveles aumentados de IL-6) o b) dismi-
nucién de la fibrindlisis (niveles moderadamente altos
de PAI-1).

Igual que otros autores (11), pensamos que el fibring-
geno puede usarse como marcador de aterosclerosis y,
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ademds, puede llegar a tener de por si un papel de cau-
salidad, aunque quedarfa pendiente de demostrar en
mds ensayos clinicos.

En cuanto a los resultados que obtuvimos en el andli-
sis de la actividad de la pared arterial «enferma», pudi-
mos apreciar una escasa actividad fibrinolitica: Unica-
mente el tPA present6 un incremento significativo en el
tiempo, aunque sin llegar a alcanzar niveles considera-
dos como normales (Gréafica IT). Los demds factores
fibrinoliticos (UK) e inhibidores de la fibrindlisis (PAI-
1) no se modificaron significativamente. Todo ello nos

lleva a decidir que la pared arterial aterosclerosa pre-
senta una pobre actividad en esta fase avanzada de le-
sién, corrobordndose tras el andlisis de la superficie de
los halos de lisis que se obtuvieron por fragmentos de
pared.

Por todo ello, creemos que en estudios avanzados de
arteriosclerosis el sistema del fibrin6geno y su modu-
lacién estdn mds implicados como factores aterogéni-
cos /trombogénicos desde la 6ptica plasmatica, mds que
por su participacién directa en la pared arterial en estas
fases tardias, dada su escasa capacidad moduladora.

| HEPATOCITO |

' FIBRINOGENESIS

DEPOSITO

4 FIBRINOLISIS (INSUFICIENTE)
4 FIBRINOGENO

MACROFAGO

TROMBOGENESIS

Dibujo 1.: Nuestra hipdtesis respecto a la influencia del fibrindgeno en la aterosclerosis avanzada de miembros

inferiores..
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