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Resumen del simposio

El simposio, dedicado a ofrecer una visién global sobre la fibrinolisis tanto desde el punto de vista del cono-
cimiento fundamental como de su aplicacion clinica, se inicia con la presentacién de la Dra. A. Estellés. En
ella comenta las modificaciones del sistema fibrinolitico que se han descrito en las enfermedades endocri-
nas. La ponente revisa primero el sindrome metabdlico, la resistencia a la insulina y la obesidad, donde se
han identificado cambios importantes con hipercoagulabilidad e hipofibrinolisis, debida fundamentalmen-
te a un exceso de PAI-1, aunque también se ha asociado el sindrome metabdlico con niveles aumentados de
TAFL. En segundo lugar, se centra en el sindrome del ovario poliquistico, donde la alteracién del PAI-1, debi-
da a la presencia del alelo 4G del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1, se ha correlacionado con su desa-
rrollo. Finalmente, revisa los hallazgos en el hipertiroidismo, donde hay hipofibrinolisis y disfuncién endo-
telial, y en el hipotiroidismo, donde las alteraciones pasan de la hipofibrinolisis a la hiperfibrinolisis con el
aumento de la gravedad de la afeccién tiroidea.

La segunda ponencia, presentada por el Dr. . Alvarez Sabin, comenta la actualidad de la trombolisis en el
ictus isquémico. Para ello, primero revisa los estudios pivotales en que se basa su empleo y luego el ponen-
te sefiala los retos del futuro de la trombolisis en el ictus, a parte de la propia indicacién del t-PA. Estos retos
considera que son lograr que sea accesible a un mayor nimero de pacientes con ictus, mejorar la eficacia te-
rapéutica y ampliar la ventana temporal para su uso. Asimismo, expone las nuevas alternativas terapéuticas
de la fibrinolisis, que pueden ser farmacolégicas, como los nuevos tromboliticos, o basadas en acciones fisi-
cas 0 mecanicas, como la sonotrombolisis, las microburbujas o la lisis mecanica. Resulta de especial interés
la revisién de la combinacién del t-PA con inhibidores de las metaloproteasas, que parece que puede mejorar
la eficacia del tratamiento, disminuir el edema cerebral y controlar la hemorragia asociada a la trombolisis.

En la tercera ponencia, la Dra. ]. Orbe realiza una revision del sistema fibrinolitico y de las metaloprotea-
sas, implicadas en la angiogénesis y la remodelacion vascular y relacionadas con la enfermedad aterotrom-
bética, y explica la importante relacién existente entre fibrinolisis y proteolisis. En su ponencia aporta resul-
tados de investigaciones originales de su grupo sobre la metaloproteasa MMP-10 en la aterotrombosis, en
los que se demuestra su expresién en las placas ateroescleréticas inflamatorias y en fase de ruptura. En estos
estudios también han probado que la MMP-10 puede favorecer la lisis del codgulo inducida por t-PA dismi-
nuyendo la activacién del TAF], lo que le confiere un papel profibrinolitico. Finalmente, revisa las pruebas
de laboratorio que estudian la fibrinolisis y las metaloproteasas, destacando la necesidad de estudios que las
correlacionen con estudios clinicos en patologia aterotrombdtica, para establecer su utilidad en la identifica-
cién de los pacientes de riesgo vascular.

En la ponencia final, la Dra. A.M. Lauricella revisa la importancia que tiene la estructura de la fibrina en
su capacidad para ser lisada, y que ello puede tener relevancia en diferentes patologias, en las que pue-
de permanecer por tiempo prolongado en circulacién, induciendo la formacién de mas trombo, o degra-
darse anticipadamente, causando riesgo hemorragico. Explica la variedad de estructuras que puede adop-
tar la fibrina, lo que modifica sus caracteristicas y el papel de sus determinantes principales (fibrinégeno,
trombina y factor XIII) y revisa las pruebas de laboratorio que se han desarrollado para evaluarla funcio-
nalmente. Por Gltimo, comenta cémo la estructura de la fibrina afecta a su propia facilidad para ser lisa-
da, incluyendo el papel de la misma como cofactor de la fibrinolisis, y estudia cémo se ve modificada su
estructura y su sensibilidad a la lisis en distintas entidades, incluyendo los estudios de su grupo evaluan-
do el efecto de la homocisteina.
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Introduccion

El funcionamiento del sistema fibrinolitico tiene como
base la conversién de una proenzima, el plasmindge-
no, en su forma proteoliticamente activa, la plasmina,
la cual es capaz de degradar la fibrina y, asi, eliminar
el codgulo previamente formado! (Figura 1). La trans-
formacién del plasmindgeno en plasmina se produce
mediante la accién proteolitica de dos enzimas, deno-
minadas activador tisular del plasminégeno (tPA) y ac-
tivador del plasmindgeno tipo urocinasa (uPA).

Cuando la plasmina actda sobre la fibrina, genera
productos de degradacién de la fibrina con residuos
de lisina en posicién carboxiterminal. Estos residuos
constituyen sitios de unién para el tPA y el plasminé-
geno y por ello son responsables de amplificar enor-
memente la cascada de la fibrinolisis. Como en cual-
quier proceso biolégico regulado, a esta tendencia
profibrinolitica se opone una actividad antifibrinoliti-
ca, de tal modo que sélo un adecuado equilibrio entre
ambas fuerzas dara lugar a un correcto funcionamien-
to del sistema global?.

La inhibicién de la fibrinolisis se ejerce a varios ni-
veles (Figura 1). Por una parte, estan los inhibidores de
los activadores del plasmindgeno. El principal inhibi-
dor de la fibrinolisis i vivo es el inhibidor del activador
del plasmindgeno tipo 1 o PAI-1, el cual se sintetiza no
sélo en el endotelio vascular sino también en el higa-
do®. Otros inhibidores son el PAI-2, fundamentalmen-
te de origen placentario, del que sélo se detectan nive-
les plasmaticos significativos en mujeres gestantes*, y
el PAI-3, que mds tarde se identificé como el inhibidor
de la proteina C$, el cual presenta una mayor concen-
tracién plasmatica pero una menor actividad antifibri-
nolitica. También se ha descrito otro mecanismo que
regula negativamente la activacién del plasminégeno,
la via del inhibidor de la fibrinolisis activable por trom-
bina (TAFI)’. Se sabe que los residuos de aminodacidos
basicos (lisina y arginina) exhibidos en la superficie de
la fibrina parcialmente degradada sirven de anclaje al
plasminégeno y al tPA. Cuando el plasminégeno y el
tPA coinciden en la superficie del codgulo de fibrina,
tiene lugar la activacién del plasmindgeno en plasmi-
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na. Pues bien, precisamente a ese nivel el TAFL, una
vez activado por la trombina (TAFla), es capaz de eli-
minar los residuos de lisina y arginina de la superficie
de la fibrina, impidiendo la activacién del plasmindge-
no en plasmina y, por lo tanto, limitando la cascada de
la fibrinolisis.

La fibrinolisis también se regula una vez que el plas-
mindgeno ha sido ya activado y transformado en plas-
mina (Figura 1). Asi, la actividad proteolitica de la plas-
mina estd regulada por la accién de la o, -antiplasmina,
su principal inhibidor fisiol6gico, y, en menor medida,
por la a,-macroglobulina y el TAFla.

Estos son, basicamente, los factores implicados en
la fibrinolisis, de tal modo que una correcta hemosta-
sia depende del balance de fuerzas entre todas estas
tendencias opuestas. Por otra parte, el equilibrio entre
ellas se encuentra intimamente relacionado con la coa-
gulacién. Hay que resaltar que no se trata de un equi-
librio estatico, sino tremendamente dindmico y adap-
table a diferentes situaciones tanto fisiol6gicas como
patoldgicas.

Fibrinolisis y enfermedades endocrinas

Desde hace tiempo se han asociado diversas enferme-
dades endocrinas con modificaciones del sistema he-
mostatico, en general, y del sistema fibrinolitico, en
particular. Generalmente, se han observado modifi-
caciones en la coagulacién, las plaquetas, el endotelio
vascular y la fibrinolisis, que se asocian también con
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Figura 1. Esquema simplificado del funcionamiento del sistema
fibrinolitico. PAI: inhibidor del activador del plasminégeno;

pdf: productos de degradacion de la fibrina; TAFla: inhibidor de
la fibrinolisis activable por trombina activado; tPA: activador
tisular del plasminégeno; uPA: activador del plasminégeno tipo
urocinasa.
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riesgo de enfermedad cardiovascular. Dentro de las
enfermedades endocrinas y su relacién con las modi-
ficaciones del sistema fibrinolitico vamos a tratar mas
especificamente el sindrome metabdlico, la resistencia
ala insulina y la obesidad, el sindrome del ovario poli-
quistico y las enfermedades tiroideas.

Sindrome metabalico, resistencia a la insulina,
obesidad y fibrinolisis

Probablemente, el mecanismo fisiopatoldgico que en-
laza la obesidad con las patologias metabdlicas asocia-
das a la misma sea la resistencia a la insulina. Se defi-
ne dicha resistencia como la disminucién de la accién
biolégica de la insulina sobre los tejidos insulino-de-
pendientes, donde se incluyen el higado, el musculo
esquelético y el tejido adiposo. En comparacién con la
grasa subcutdnea, la grasa visceral es mas resistente a
las acciones de la insulina y mas sensible a las hormo-
nas lipoliticas. El aumento de la llegada de acidos gra-
sos libres al higado a través del sistema porta es res-
ponsable de la dislipemia caracteristica de la obesidad,
dalugar a una mayor disponibilidad de sustrato para la
sintesis hepatica de triglicéridos® y, asimismo, contri-
buye a generar resistencia a la insulina a nivel hepati-
co, inhibiendo la captacién y oxidacién de glucosa y la
sintesis de glucdgeno, y aumentando la liberacién he-
pética de glucosa’.

El sindrome metabdlico es una entidad clinica de
rasgos heterogéneos caracterizada por la presencia de,
al menos, tres de las siguientes alteraciones: obesidad
abdominal, intolerancia a la glucosa o diabetes melli-
tus tipo 2 y/o resistencia insulinica, dislipemia (niveles
elevados de triglicéridos y niveles bajos de HDL coles-
terol) e hipertensién arterial'®!.

Aunque la prevalencia de los componentes del sin-
drome metabdlico aumenta en pacientes obesos, es
importante reseflar que no todos los sujetos obesos
desarrollan el sindrome metabdlico y que incluso in-
dividuos no obesos pueden ser diagnosticados de sin-
drome metabdlico.

Con relacién al sistema fibrinolitico se ha indicado
que los sujetos afectos de sindrome metabdlico tienen
un tiempo de lisis del codgulo alargado®?, parcialmente
debido al aumento de los niveles circulantes de PAI-1,
que es la alteracién mds importante de la hemostasia
en el sindrome metabdlico®. Muchos autores han su-
gerido que hay una interaccién bidireccional entre los
determinantes cldsicos del sindrome metabdlico y la
sobreexpresion del PAI-1. Asi, el depésito de grasa ob-
servado en el sindrome metabdlico puede inducir au-
mento de TNE TGFb, cortisol, angiotensina II, altera-
ciones del metabolismo hidrocarbonado y lipidico y
estrés oxidativo. Todo ello aumenta la expresién de
PAI-1. Por otra parte, el aumento de PAI-1 puede inter-

ferir en la diferenciacién de los adipocitos y favorecer
el desarrollo de la obesidad y las alteraciones glucoli-
pidicas que forman parte de la constelacién del sin-
drome metabdlico''3. Por lo tanto, el PAI-1 parece ser
mdés que un simple marcador del sindrome metabdli-
co, y su sobreexpresién deberia considerarse un verda-
dero componente del sindrome metabdlico con valor
patogénico per se'* y una diana atractiva para el desa-
rrollo de futuras terapias®.

Se ha revisado ampliamente el papel especifico que
tienen las alteraciones del sistema fibrinolitico rela-
cionadas con el sindrome metabdlico sobre la pato-
fisiologia de la enfermedad coronaria. En general, se
acepta que la actividad fibrinolitica disminuida que se
observa en este contexto se relaciona con la presen-
cia de obesidad visceral y de resistencia insulinica’®.
Se ha indicado que el PAI-1 parece jugar un papel cla-
ve a este nivel y su concentracion estd aumentada tan-
to en sangre como en las placas coronarias de estos pa-
cientes' '8, Aunque el aumento de los niveles de PAI-1
en sangre es el rasgo hemostatico mas comtnmente
asociado con los componentes del sindrome metabé-
lico!"161? también se ha indicado que el sindrome me-
tabdlico se asocia a niveles aumentados de TAFL y ello
también contribuiria a la hipofibrinolisis encontrada
en dicho sindrome?*?.

Ademads de las alteraciones de los inhibidores fibri-
noliticos, también se ha implicado a otros componen-
tes hemostaticos en las alteraciones hemostaticas del
sindrome metabdlico. Asi, podrian contribuir a la hi-
percoagulabilidad observada la presencia de niveles
disminuidos del inhibidor de la via del factor tisular
(TFP]) y el hallazgo de niveles aumentados de factor
von Willebrand, fibrinégeno, factores VIII, XIII y fac-
tores vitamina K-dependiente's. La compleja unién
entre coagulacidn, inflamacién y trombosis potencia
la importancia del sindrome metabdlico en la fisiopa-
tologia de la enfermedad coronaria, ya que las parti-
culas proinflamatorias asociadas con el sindrome me-
tabdlico'® pueden multiplicar el efecto protrombético
de las alteraciones hemostaticas previamente comen-
tadas y aumentar la vulnerabilidad de estos pacientes
para el desarrollo de la enfermedad coronarials.

En los dltimos afios gran cantidad de estudios clinicos
respaldan la asociacién entre obesidad e hipofibrinoli-
sis a través de un incremento de los niveles plasmati-
cos de PAI-122 y destacan que la actividad fibrinolitica
mejora después de la pérdida de peso debido, preci-
samente, a una disminucién en la concentracién de
PAI-1¥%24 E] aumento de los niveles de PAI-1 en plas-
ma se asocia fundamentalmente con la obesidad abdo-
minal y se puede atribuir a la produccién de PAI-1 por
el tejido adiposo visceral y la grasa hepatica®?. Estos
hallazgos sugieren que los niveles circulantes de PAI-1
reflejan la redistribucion de la grasa y puede ser un bio-
marcador de la obesidad de origen central.
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Figura 2. Relacion entre PAI-1 y obesidad. Fuente: modificado de
M.L. Correia, W.G. Haynes*.

En experimentos realizados con modelos murinos a
los que se les inducia obesidad, se observé que en ra-
tones que no expresaban PAI-1 se prevenia la acumu-
lacién grasa®. Por otra parte, tanto la inhibicién far-
macoldgica como la deficiencia de PAI-1 ejercian un
efecto positivo sobre la obesidad y la sensibilidad a
la insulina®3!. Estos datos apoyan el papel del PAI-1
como futura diana terapéutica con el objetivo de redu-
cir la obesidad y mejorar la sensibilidad a la insulina®.

La Figura 2 resume el papel del PAI-1 en la obesi-
dad. Se ha indicado que el aumento de la expresion de
TNFa en el adipocito puede contribuir al aumento de
PAI-1 en la obesidad® y ambos, TNFa y PAI-1, dismi-
nuir la expresién del receptor nuclear PPARy®. Puesto
que el PPARY se ha asociado con una proteccién fren-
te al riesgo de resistencia a la insulina®, se ha sugerido
que el bloqueo del PAI-1 podria prevenir la obesidad y
la resistencia a la insulina por disminuir la inflamacién
y aumentar la activacién del receptor PPARY.

Desde hace varios afos se ha asociado el polimor-
fismo 4G/5G del gen del PAI-1 con los niveles circu-
lantes de dicho inhibidor®. Asi, se ha estudiado la
posible relacién entre el polimorfismo 4G/5G del gen
del PAI-1 y la obesidad, con resultados contradicto-
rios!?%% Nuestro grupo ha encontrado una asocia-
cién entre los niveles de PAI-1 y dicho polimorfismo
en nifios obesos? y ademds en un trabajo reciente he-
mos observado que, después de la pérdida de peso en
pacientes con obesidad mérbida, los pacientes porta-
dores del alelo 4G presentaban unos niveles mayores

| 414 | haematologica/edicién espafiola | 2009; 94 (Extra 1)

de PAI-1 que los portadores de 5G*. En dicho traba-
jo también se evidenci6 que el porcentaje de cambio
del PAI-1 tras la dieta era proporcional al porcenta-
je de cambio del indice de masa corporal, pero tam-
bién a la variacién de los triglicéridos. Esto sugiere
que la disminucién de la adiposidad es responsable
de la disminucién de los niveles de PAI-1, pero que
también puede estar influida por la mejora de los fac-
tores metabdlicos.

Sindrome de ovario poliquistico y sistema fibrinolitico

El sindrome del ovario poliquistico se considera la en-
fermedad endocrina mas comin de las mujeres en
edad reproductiva (5-10%)%. Se caracteriza por ano-
vulacién crénica, infertilidad, hiperandrogenismo y re-
sistencia a la insulina®®. En la actualidad se acepta que
dicho sindrome no es sélo una enfermedad ginecolé-
gica, sino una enfermedad compleja con implicacio-
nes metabdlicas y cardiovasculares, ya que las mujeres
con el sindrome del ovario poliquistico son propen-
sas a desarrollar componentes del sindrome metabdli-
co como son diabetes, obesidad, hipertensién arterial
y dislipidemia, todos ellos factores de riesgo de enfer-
medad cardiovascular’®*.

La disfuncién endotelial es una etapa temprana del
desarrollo de la enfermedad cardiovascular. Se ha indi-
cado que diversos marcadores de la disfuncién endote-
lial, como el PAI-1 y el factor von Willebrand, pueden
estar aumentados en el sindrome del ovario poliquisti-
co** aunque esto no se corrobora en otros estudios®.
En general, se indica que la disfuncién endotelial se
asocia al sindrome del ovario poliquistico porque en
el mismo existe resistencia a la insulina, hiperandroge-
nismo y algunos factores marcadores de inflamacién,
como la proteina C reactiva**.

Varios marcadores genéticos parecen implicados en
la predisposicién a este sindrome. Entre ellos, se ha es-
tudiado el polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1, ha-
biéndose observado una asociacién entre el alelo 4G
y el desarrollo el sindrome**, mientras que otros au-
tores no han constatado dicha asociacién®. En un re-
ciente metaanalisis se ha descrito que las portadoras
del alelo 4G tienen un aumento moderado de riesgo
para desarrollar este sindrome (OR = 1,6)*°. Diversos
estudios han sefialado la existencia de niveles aumen-
tados de PAI-1 en mujeres con ovario poliquistico*,
y en estudios de modelos de ratones que sobreexpre-
san PAI-1 se ha observado el desarrollo de ovario po-
liquistico®.

En relacién con el otro inhibidor de la fibrinolisis, el
TAFI, recientemente se ha indicado® que en mujeres
jovenes con sindrome de ovario poliquistico obesas o
con sobrepeso existe una disminucién de la fibrinoli-
sis debido a un aumento en los niveles de TAF], y este
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Tabla 1. Modificaciones del sistema hemostatico
en el hipertoroidismo

Tabla 2. Modificaciones del sistema hemostatico
en el hipotiroidismo

Coagulacion Cambio
Fibrinégeno, FVIII, FIX, FVII, factor von Willebrand 1

y trombomodulina

Proteina Sy proteina C i)
Antitrombina 1=
TFPI 1
Fibrinolisis

PAI-1 i
TAFI 1
tPA 1

Fuente: modificado de Erem®

rasgo podria contribuir al riesgo aumentado de ateros-
clerosis temprana.

En otro estudio reciente se valoraron los niveles de
PAI-1 y de trombospondina, un inhibidor de la angio-
génesis, a nivel circulante y en grasa visceral y subcu-
tanea, en mujeres afectas de ovario poliquistico®. En
este estudio se observé un aumento de PAI-1 y una
disminucién de trombospondina, siendo ambos para-
metros corregibles tras un tratamiento con metformi-
na. Todo ello evidencia una relacién entre obesidad,
resistencia a la insulina y angiogénesis en mujeres con
sindrome del ovario poliquistico.

Enfermedades tiroideas y fibrinolisis

La relacién entre las enfermedades tiroideas y el siste-
ma hemostatico se describié por primera vez a princi-
pios del siglo pasado. En general, el hipertiroidismo se
asocia con un estado de hipercoagulabilidad, mientras
que el perfil hemostatico en el hipotiroidismo depen-
de de la gravedad de la enfermedad.

Hipertiroidismo

Los pacientes con hipertiroidismo muestran una ten-
dencia a complicaciones tromboembélicas. El riesgo,
por ejemplo, de tromboembolismo cerebral aumen-
ta en presencia de factores de riesgo como la edad,
fibrilacién auricular y disfuncién de valvula mitral. Sin
embargo, el riesgo de tromboembolismo persiste en el
hipertiroidismo, independientemente de esos factores.
Se ha sugerido que ello se debe a las modificaciones
hemostaticas encontradas en pacientes con hipertiroi-
dismo como son hipercoagulabilidad, hipofibrinolisis
y disfuncién endotelial™.

Se han descrito niveles aumentados de FVIII, FIX,
FVII y fibrindgeno en pacientes con hipertiroidis-

Coagulacion Cambio
Fibrinégeno, FVII, factor tisular, FPA 1
FV, FVIII, FIX; FV, FXI, FXII, factor von Willebrand I
Proteina Sy proteina C J
Antitrombina 1
TFPI H,
Fibrinolisis en hipotiroidismo moderado
Actividad fibrinolitica i
PAI-1, TAFI 0
Fibrinolisis en hipotiroidismo severo
Actividad fibrinolitica 1
PAI-1 I

Fuente: modificado de Erem®*

mo*%. Por otra parte, se ha indicado que el hiperti-
roidismo afecta a la funcién endotelial, ya que se ha
observado un aumento en los niveles de trombomo-
dulina, factor von Willebrand y moléculas de adhe-
sién®®. Muchos de estos factores alterados vuelven a
la normalidad cuando se alcanza el estado eutiroideo
con terapia antitiroidea.

En relacién con el sistema fibrinolitico, se ha indi-
cado que en el hipertiroidismo existe un aumento en
los niveles de PAI-1 y de TAFI*. Sin embargo, otros
autores encuentran una disminucién de los niveles de
TAF], observando una correlacién inversa entre TAFl y
PAI-1%. En referencia al tPA se ha descrito un aumen-
to en sus niveles, aunque el tPA funcional podria estar
disminuido™.

Las modificaciones del sistema hemostético y fi-
brinolitico en el hipertiroidismo se muestran en la
Tabla 1.

Hipotiroidismo

El hipotiroidismo se asocia, generalmente, con una
tendencia a la hemorragia, usualmente hemorragias
nasales, gingivorragia o menorragia y, mds raramen-
te, hemorragias graves después de trauma o cirugia.
La patogenia de esta tendencia hemorragica se des-
conoce, ya que se ha encontrado tanto hipercoagula-
bilidad como hipocoagulabilidad™. Ademas, el hipo-
tiroidismo se ha asociado también con cambios en el
metabolismo lipidico y con aterosclerosis™.

En el hipotiroidismo moderado, con TSH de 10 a
50 mU/L, se ha observado una disminucién de la acti-
vidad fibrinolitica, reflejada por un aumento del PAI-1
y de la antiplasmina, junto con un aumento del riesgo
de enfermedad cardiovascular (Tabla 2). Sin embar-
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go, en el hipotiroidismo grave, con TSH mayor de 50
mU/L, se ha observado un aumento de la actividad fi-
brinolitica con una tendencia hemorragica®.

Se ha descrito que los niveles de TAFI estdn ele-
vados en pacientes con hipotiroidismo y que estos
niveles se correlacionan con el grado de afectacién
tiroidea, disminuyendo significativamente con el tra-
tamiento sustitutivo con tiroxina®. En otros estudios
se ha observado un aumento de fibrinégeno, FVII,
PAI-1, antitrombina, trombomodulina y TAFI, y una
disminucién de FV, FVIII, factor von Willebrand, pro-
teina C, proteina S y TFPI en pacientes con hipoti-
roidismo no tratado en comparacién con controles.
Como consecuencia de ello, se ha sugerido que los
pacientes con hipotiroidismo presentan disfuncién
endotelial, hipofibrinolisis e hipercoagulabilidad y,
por tanto, mds que una tendencia a la hemorragia,
este perfil hemostatico sugiere un riesgo de trombo-
sis en estos pacientes®.

Consideraciones finales

El sindrome metabdlico se acompana de cambios im-
portantes en el sistema hemostatico que pueden fa-
vorecer el desarrollo de trombosis. La hipercoagulabi-
lidad y la hipofibrinolisis, debida fundamentalmente
a un exceso de PAI-1, contribuyen al riesgo trombéti-
co que se asocia con este sindrome. El aumento de la
expresién de PAI-1 que acompana a la obesidad ab-
dominal es la alteracién méds cominmente asociada
con el sindrome metabdlico. Puesto que el PAI-1 pue-
de también estar directamente relacionado con la fi-
siopatologia de la obesidad, podria ser una atractiva
diana terapéutica.

Se ha observado una posible asociacion entre el sin-
drome de ovario poliquistico y el polimorfismo 4G/5G
del gen del PAI-1. Sin embargo, son necesarios mas es-
tudios para investigar esta asociacién, asi como su in-
terrelacién con otros componentes metabdlicos aso-
ciados a este sindrome.

La disfuncién tiroidea modifica el balance coagula-
cién-fibrinolisis. El hipertiroidismo se asocia con hi-
percoagulabilidad, hipofibrinolisis y disfuncién endo-
telial y, por tanto, con riesgo trombdtico. Sin embargo,
las modificaciones hemostaticas observadas en el hi-
potiroidismo parecen depender de la gravedad de la
enfermedad.
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Introduccion

El ictus isquémico es un proceso dindmico: si bien los
sintomas y signos neuroldgicos aparecen de forma
brusca tras una oclusién arterial, la lesion encefélica
siempre tarda horas en desarrollarse; este periodo de
tiempo, denominado ventana terapéutica, es la opor-
tunidad que hay para salvar el tejido cerebral. Cuan-
to mayor es el tiempo en el que la arteria esta ocluida,
mayor es el tamafio del infarto cerebral'. Pero tam-
bién, cuanto més dura la oclusién, mayor es el riesgo
de hemorragia post-reperfusion?. El tratamiento trom-
bolitico es capaz de frenar este proceso dindmico: el
tPA incrementa en 5 veces la probabilidad de recana-
lizacién precoz (6 primeras horas). Ello conduce a in-
fartos cerebrales de menor tamafio y a una mejor si-
tuacién neuroldgica y funcional del paciente con ictus
isquémico®.

Cuatro grandes estudios: ECASS-I (0-6 h), NINDS
(0-8 h), ECASS-II (0-6 h) y ATLANTIS (3-5 h), publica-
dos en los Gltimos 5 afios del siglo pasado, condujeron
a que en EE UU la FDA aprobase el tratamiento con
tPA i.v. para el infarto cerebral de menos de 3 horas de
evolucién en el afno 1996, y en Europa la EMEA reco-
mendase la realizacién del registro SITS-MOST en el
afio 2002. La publicacidn, 5 afios después, de los resul-
tados de 6.483 pacientes incluidos en el registro SITS-
MOST* confirma la eficacia y seguridad en la practi-
ca clinica diaria de la administracién del tPA i.v. en las
3 primeras horas.
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A pesar de la eficiencia del tratamiento con tPA, éste
todavia se estd administrando a tan sélo un pequefio
porcentaje de pacientes con ictus isquémico (3-8,5%
de los pacientes elegibles). Pero ademads, y segun los
criterios del registro SITS-MOST, muchos pacientes
con ictus isquémicos quedan excluidos de este trata-
miento (mayores de 80 afios de edad, tiempo de evo-
lucién superior a 3 horas, ictus muy importantes por
criterios clinicos (NIH > 25) y/o radiolégicos, anticoa-
gulados, con diabetes mellitus e ictus previo... Inclusi-
ve, solamente el 40-66% de los pacientes tratados con
tPA i.v. en las 3 primeras horas en la actualidad alcan-
zan una repercusién eficaz y precoz.

Los retos actuales de la trombdlisis en el ictus isqué-
mico son:

® 5Cémo hacerla accesible a un mayor nimero de
ictusé¢

¢ 5Cémo aumentar la eficacia¢

¢ 5Como extender la ventana terapéuticaé

Como hacerla mas accesible a mas pacientes
con ictus

El tratamiento trombolitico esta limitado en la actua-
lidad a un porcentaje pequeio de pacientes. Medidas
que deben contribuir a aumentar su accesibilidad a un
mayor nimero de personas son:

e Aquellas dirigidas a mejorar el conocimiento de la
poblacién y a planificar y coordinar la atencién sanita-
ria a los pacientes con ictus, tales como el Programa de
Atencién Sanitaria al Ictus (PASI) y la Estrategia en Ic-
tus del Sistema Nacional de Salud presentada en mar-
zo de este afo.

e La utilizacién de las nuevas tecnologias de imagen
y comunicacién (TIC), en concreto la telemedicina,
puede ayudar a la extensién del uso de la trombdlisis
sistémica, manteniendo la calidad del tratamiento®’.

e El empleo de fibrinoliticos més fribrino-especifi-
cos y con una con ventana terapéutica mas amplia
(ver mds adelante).

Como aumentar la eficacia

Factores relacionados con la eficacia
de Ia recanalizacion post-trombolisis

Conocemos varios de los factores relacionados con la
eficacia de la recanalizacién arterial post-tratamien-
to con rt-PA i.v.:

e Las caracteristicas del trombo, principalmente su
composicién y origen. El tPA i.v. tiene mayor efica-
cia para lisar los trombos rojos formados en zonas de
estasis sanguinea como son las cavidades izquierdas
del corazén.
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Figura 1. Diferentes respuestas al tratamiento fibrinolitico. Pacientes tratados con la misma dosis de tPA i.v. y con tiempo de
evolucion del ictus similar presentan diferentes respuestas: el primero, recanalizacion arterial y buena evolucion; el segundo,
persistencia de la oclusion arterial y crecimiento de la lesion cerebral, y el tercero, una transformacion hemorragica sintomatica.

e El volumen y la localizacién del trombo. La eficacia
de la fibrinolisis i.v. disminuye de forma muy evidente
cuanto mayor es el calibre de la arteria cerebral ocluida.

* Etiologia del ictus isquémico. La recanalizacién es
mas frecuente, rdpida y completa en pacientes con ic-
tus cardioembdlicos comparada con otros subtipos
etioldgicos de ictus®.

® Velocidad para alcanzar la recanalizacién. La ve-
locidad de la lisis del coagulo se relaciona con el ta-
mafo de la lesién cerebral y la evolucién clinica. El
patrén de recanalizacién arterial stbito es el que se
asocia con una mejor evolucién’.

* Tipo (grado) de recanalizacién obtenida. La reca-
nalizacién completa se relaciona con mejor situacién
funcional.

e Inhibidores enddgenos de la fibrinolisis. El perfil
de los inhibidores endégenos de la fibrinolisis predice
la resistencia a la lisis del trombo tras tratamiento con
tPA. Niveles bajos de PAI-1!° y altos de TAFI! se aso-
cian con mayores porcentajes de recanalizacién pre-
coz y mejor evolucién funcional.

® Respuesta neuroinflamatoria. Tanto la MMP-9
como la MMP-13 son predictores independientes de
crecimiento mds extenso de la lesion en la difusién
en las primeras 24 horas del ictus a pesar de la terapia

trombolitica'®. El efecto deletéreo de la MMP-9 obedece
a su sobreexpresion in situ, en el parénquima encefélico,
apoyando la contribucién de la MMP-9 en la lesion ce-
rebral isquémica y en el edema perihematoma®.

e Tratamiento previo al ictus. Los pacientes que estan
tomando estatinas previamente al tratamiento con tPA
i.v. tienen 5 veces mds probabilidades de presentar una
situacién de independencia funcional a los 3 meses!“.

* Factores genéticos. Desconocemos la causa de que
pacientes clinicamente idénticos respondan de forma
tan diferente a esta terapia (Figura 1). Una de las posi-
bles causas de esta respuesta tan dispar seria la varia-
bilidad genotipica propia de cada individuo. Gracias
al estudio Geno-tPA estamos empezando a conocer
diversos polimorfismos que condicionan la respuesta
al tratamiento trombolitico. Asi, el genotipo DD del
ACE es un predictor independiente de recanalizacién
arterial post-tPA; los pacientes con el genotipo DD tie-
nen 4 veces mds probabilidades de recanalizacién'
El polimorfismo V34L del Fc XIII se asocia con ma-
yor riesgo de transformacién hemorragica sintomati-
ca y unas tasas de mortalidad mas altas tras la terapia
trombolitica®.

e Glicemia. La hiperglucemia aguda, al disminuir la
actividad fibrinolitica (aumento del PAI-1 y disminu-
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cién de la actividad tPA plasmatica), retrasa la reperfu-
sién de la penumbra isquémica en pacientes con ictus
tratados con tPA. Valores de glicemia basal por encima
de 140 mg/dL se asocian de forma independiente con
mala evolucién (Rankin modificado: 3-6) en estos pa-
cientes (OR 5,65; IC 95%: 1,97-16,18), contrarrestan-
do en gran parte el efecto beneficioso de la recanali-
zacién arterial”. El impacto de la glicemia basal en la
evolucidn del ictus varia dependiendo del tiempo en el
que se alcanza la reperfusién inducida por tPA™®. Asi,
el efecto deletéreo de la glicemia basal en el recluta-
miento de penumbra isquémica hacia infarto es supe-
rior después de una reperfusion precoz (< 3 horas) que
en la retardada o en la no reperfusién (OR 3,1, 1,1 y
0,7, respectivamente).

Sonotrombolisis

La trombdlisis potenciada por ultrasonidos o sono-
trombdlisis consiste en la insonorizacién (2-MHz) de
la arteria ocluida durante 2 horas tras la administra-
cién del bolus de tPA i.v. Se ha demostrado que in-
crementa de forma significativa (p = 0,003) el porcen-
taje de recanalizacién arterial completa y mejora la
situacidn funcional de los pacientes a los 3 meses, sin
incrementar el porcentaje de transformacién hemo-
rragica sintomdtica®. Este efecto beneficioso de los
ultrasonidos se alcanza a través de un proceso de mi-
crocavitacion, el cual produce una disgregacién re-
versible de la fibrina y facilita la penetracion del tPA
dentro del trombo.

Sonotrombalisis + microburbujas

Las microburbujas de gas (contrastes ecograficos) al
pasar por el haz de ultrasonidos acaban explotando y
liberando asi una energia que facilita la penetracién de
tPA al centro del trombo. Un trabajo realizado en la
Unidad Neurovascular Vall d’Hebron demuestra como
la administracién de 3 bolos de microburbujas durante
la infusién de tPA acompanada de la insolacién cons-
tante del trombo incrementa todavia mas el beneficio
sin incrementar el riesgo de transformacién hemorra-
gica sintomatica®.

Combinacion con antagonistas de la GP llb/IlIA

Al igual que ocurre en el sindrome coronario agudo, la
combinacién de tPA mas un inhibidor de la GPIIb/IIla
puede mejorar las tasas de recanalizacién arterial ver-
sus fibrinolisis sola. El estudio CLEAR?! ha demostra-
do la seguridad de dosis bajas de tPA (0,3-0,45 mg/kg)
mads eptifibatide en pacientes con ictus isquémico tra-
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tados en las 3 primeras. El estudio CLEARER estudia-
ra la seguridad y eficacia de dosis de 0,6 mg/kg rt-PA +

eptifibatide versus rt-PA a dosis estandar.

Como extender la ventana terapéutica

El andlisis conjunto de los estudios ECASS, ATLAN-
TIS y NINDS demostraba que cuanto mds precoz era
el inicio del tratamiento fibrinolitico mejores resul-
tados se obtienen, pero también sugeria que el efec-
to beneficioso (evolucién favorable a los 3 meses) del
tPA i.v. podia extenderse hasta la 4,5 horas. Esta hi-
pétesis ha sido corroborada por el estudio ECASS
[II*2. Los pacientes con ictus isquémico de menos de
4,5 horas de evolucion tratados con tPA i.v. tienen un
34% mas de posibilidades de presentar a los 3 meses
un Rankin de 0-1 que aquellos que recibieron place-
bo, a expensas de un incremento en el riesgo de HIC
sintomatica (2,4% vs. 0,2%) y una ligera disminu-
cién en la mortalidad (7,7 % vs. 8,4%). Estos resulta-
dos son congruentes con los del SITS-ISTR (Cerebro-
vasc Dis 2008; 25: 3), que compar la evolucién de los
pacientes del registro SITS-MOST tratados entre las
3y 4,5 horas con los tratados dentro de las 3 prime-
ras horas, sin encontrar diferencias en la evolucién a
los 3 meses, transformacién hemorrdgica sintomati-
ca ni mortalidad. Por lo tanto, el rtPA i.v. sigue sien-
do seguro y eficaz hasta las 4,5 horas.

Pero en la actualidad la ventana para la administra-
cién de tPA i.v. la podemos extender més alla: hasta
las 6 horas. Para ello, es necesario demostrar la exis-
tencia de una oclusién arterial y de tejido cerebral po-
tencialmente salvable (penumbra isquémica). Ello es
factible en la practica clinica diaria gracias al Doppler
transcraneal y a la RM multimodal con secuencias de
difusién (DF) y perfusién (PF). Precisamente utilizan-
do dichas exploraciones complementarias en una se-
rie de 122 pacientes con ictus isquémico tratados con
tPA iv. (79 de 0 a 3 horas y 43 de 3 a 6 horas) pu-
dimos comprobar la eficacia y seguridad de la fibri-
nolisis i.v. guiada por Doppler transcraneal y DEF-PF
por RM en las 6 primeras horas del ictus isquémi-
co, con unos porcentajes similares de recanalizacién,
recuperacién funcional y transformacién hemorragi-
ca sintomatica que cuando se utiliza con ventanas de
3 horas®. El andlisis de los pacientes del registro ale-
man conjuntamente con los del ATLANTIS, ECASSS
y NINDS?* confirman nuestros resultados en el senti-
do de que es seguro y eficaz extender la fibrinolisis
i.v. hasta las 6 horas en aquellos pacientes con teji-
do cerebral en riesgo evidenciado por RM.

Otro trabajo, realizado en la misma unidad, de-
muestra como la gran mayoria de las recanalizacio-
nes inducidas por tPA ocurren durante la primera
hora desde el inici6 del tratamiento. La probabilidad
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de recanalizar durante la segunda hora es sélo de un
16% y cae todavia mas, a un 9%, en las 6 primeras
horas. Es importante resefiar que los pacientes que
recanalizan en las 2 o 6 primeras horas siguen tenien-
do una mejor evolucién neuroldgica, significativa es-
tadisticamente, que los pacientes que no recanalizan.
Por ello, otras técnicas de reperfusién deben ser con-
sideradas si el flujo no mejora en los 60 minutos des-
pués del bolus de tPA%.

Procedimientos intraarteriales de rescate

La evidencia de que la fibrinolisis endovenosa no es
suficiente en muchos casos ha provocado que desde
hace unos afios se estén adoptando estrategias tera-
péuticas que permitan mejorar las tasas de reperfu-
sién. Los procedimientos intraarteriales (IA) en el tra-
tamiento de la fase aguda del ictus pueden lograr la
recanalizacion arterial en algunos casos refractarios al
tratamiento con tPA i.v. y, por lo tanto, tienen un im-
pacto positivo sobre el prondstico.

El tratamiento trombolitico combinado endoveno-
so/intraarterial ya se utiliza en varios centros especia-
lizados. Sus beneficios radican en que permite iniciar
rapidamente el tratamiento (endovenoso). Recorde-
mos que en el ictus agudo “tiempo es cerebro”, y si no
se observa recanalizacién tras 60 minutos se prosigue
con procedimientos intraarteriales con los que median-
te disrupcién mecanica e infusién local de una dosis ex-
tra de t-PA se pretende ofrecer un tratamiento de resca-
te. La trombdlisis combinada IV-IA guiada por Doppler
transcraneal es eficaz y segura, con una evolucién favo-
rable a los 3 meses del 56% de los pacientes®.

Trombectomia mecanica

La disrupcién mecanica del trombo incrementa, de for-
ma segura, las tasas de recanalizacién obtenidas por la
fibrinolisis IA%. Se han desarrollado diversos dispositi-
vos para la realizacién de la trombectomia mecanica,
como el Multi-MERCI, el cual aumenta de forma no-
table los porcentajes de recanalizacién arterial en oclu-
siones de muy escasa respuesta al tPA i.v., sin incre-
mentar las complicaciones®. Ya en el ano 2004 la FDA
aprobd el uso de catéteres para embolectomias en las
arterias cerebrales en pacientes con ictus isquémico en
los que estéd contraindicada la fibrinolisis i.v. o que no
responden a la misma.

Nuevos fibrinoliticos

® Desmoteplase: Fibrinolitico con una afinidad su-
perior a la fibrina y sin efecto excitotéxico. El estudio

DEDAS demostré cémo su administracién por via i.v.
entre las 3 y 9 horas después del inicio de un ictus is-
quémico es segura; ademas, al utilizar dosis de 125 pg/
kg habia una tendencia a una mejoria en la evolucién
clinica de aquellos pacientes con tejido cerebral salva-
ble en la RM cerebral®. Sin embargo, un nuevo estu-
dio en fase IIb (DIAS II), para replicar estos resultados,
no demostré beneficio. En la actualidad estd en mar-
cha un nuevo estudio en fase IIL.

® Tenecteplase (TNK): Fibrinolitico fibrino selectivo
con el que se alcanzan mayores porcentajes de recana-
lizacién y que tiene un menor riesgo hemorrégico. Es-
tudio en fase II en marcha.

Terapia combinada: tPA + inhibidor metaloproteasas

La limitacion de la fibrinolisis a las 3 horas esta rela-
cionada, en parte, con el incremento en el riesgo de
edema cerebral y transformacién hemorrdgica con
trombdlisis retardada asociado con lesién de la barre-
ra hematoencefdlica. El tPA a través de una sobreex-
presién de MMP-9 contribuye a la lesién de la barrera
hematoenecefélica. Por ello, un inhibidor de las MMP
podria prevenir este efecto nocivo del tPA. En un estu-
dio experimental la combinacién de minociclina (un
inhibidor de las MMP) y la administracién de tPA a las
6 horas de la induccién de isquemia disminuye los ni-
veles de MMP-9, reduce el infarto y disminuye el ries-
go hemorragico®. Por lo tanto, la terapia combinada
con minociclina puede extender la ventana temporal
del tratamiento con tPA en el ictus isquémico.
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FIBRINOLISIS Y PROTEOLISIS:
IMPLICACIONES =~

E INTERPRETACION CLINICA DE
LAS PRUEBAS DE LABORATORIO

J. ORBE, J.A. RODRIGUEZ, J.A. PARAMO

Laboratorio de Aterosclerosis. Area de Ciencias
Cardiovasculares. Centro de Investigacion Médica
Aplicada. Universidad de Navarra. Pamplona

Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares de naturaleza
aterotrombdtica constituyen la principal causa de
morbimortalidad en nuestro medio. Dentro de este
grupo, los procesos trombéticos causados por la oclu-
sién vascular por un codgulo de fibrina representan el
principal mecanismo desencadenante de los eventos
de mayor relevancia clinica, como el infarto agudo
de miocardio (IAM) o el ictus isquémico (INE, 2007).
Una alteracién de los sistemas proteoliticos puede ser
de capital importancia en la patogenia de estos pro-
cesos. Los dos sistemas proteoliticos que participan
de forma mds activa en la enfermedad cardiovascular
son el sistema fibrinolitico y el de las metaloprotea-
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Figura 1. Interacciones entre los sistemas fibrinolitico/
metaloproteasas. Lineas de trazo continuo: activacion; lineas de
trazo discontinuo: inhibicion.

sas, los cuales cooperan para modular la integridad
vascular (Figura 1).

Sistema fibrinolitico

El sistema fibrinolitico, denominado también sistema
plasmindgeno/plasmina, es el encargado de la disolu-
cién en la fibrina intravascular manteniendo la fluidez
circulatoria. Estd compuesto por la proenzima inacti-
va plasminégeno, que se convierte en la enzima acti-
va plasmina, encargada de degradar la fibrina insoluble
en productos de degradacién solubles. Se han descri-
to dos activadores fisiolégicos del plasmindgeno (AP):
el activador tisular del plasmindgeno (t-PA) y el tipo
urocinasa (u-PA). La inhibicién del sistema fibrinoliti-
co tiene lugar a nivel de los AP, principalmente por el
inhibidor especifico del t-PA (PAI-1) o a través del in-
hibidor de la fibrinolisis activable por trombina (TAFI),
y a nivel de la plasmina, principalmente por la a2-an-
tiplasmina (a2-AP).

La activacién del plasmindgeno por el t-PA estd im-
plicada principalmente en la disolucién de la fibrina
circulante, mientras que el u-PA se une a su receptor
en la superficie celular (u-PAR) para activar el plasmi-
négeno unido a la célula, siendo su principal funcién la
de activar la fibrinolisis durante el remodelado y la re-
paracién tisular, funcién macrofégica, ovulacién, em-
brioimplantacién e invasién tumoral.

La regulacién del sistema fibrinolitico estd mediada
por el control de la sintesis, secrecién y aclaramien-
to de los activadores e inhibidores del plasmindgeno
y por las interacciones especificas entre sus compo-
nentes. Un desequilibrio en el sistema fibrinolitico por
excesiva activacién conlleva la aparicién de hemorra-
gias, mientras que una activacion defectuosa favorece
la tendencia trombética.

Componentes del sistema fibrinolitico

e El plasmindgeno es una glicoproteina de cade-
na simple de 92 KDa cuya concentracién plasmatica
es de 200 pg/mL. Su activacién a plasmina se produce
por la rotura del enlace peptidico Arg561-Val562, que
da lugar a 2 cadenas, una pesada con los 5 dominios
kringle, que contienen los lugares de unién de la lisi-
na por los que esta proteina se une a la fibrina, y otra
ligera, que contiene el dominio catalitico. El plasmi-
négeno nativo es Glu-plasminégeno que, en el plas-
ma, se convierte en Lys-plasmindgeno, siendo éste el
sustrato preferente de los AP. El plasmindgeno se acti-
va por el t-PA en dos fases: en la primera, el t-PA acti-
va lentamente el plasminégeno sobre la superficie in-
tacta de fibrina y, en la segunda, la fibrina parcialmente
degradada expone lugares de unién adicionales y pro-
bablemente diferentes para el plasmindgeno y el t-PA,
incrementado de manera significativa su velocidad de
activacion.

* El t-PA es una serinproteasa de 70 kDa cuya con-
centracién plasmatica es de 5 ng/mL. Se produce en
forma activa de cadena simple y, por accién de la plas-
mina, se convierte en la enzima de doble cadena tam-
bién enzimaticamente activa. El t-PA actta preferente-
mente sobre el plasminégeno en presencia de fibrina.

e El u-PA es una glicoproteina de 54 kDa produci-
da también como cadena simple y convertida por la
plasmina en enzima de doble cadena. Su concentra-
cién plasmatica es de 2 ng/mL. A diferencia del t-PA,
el u-PA no contiene lugares de unién de la lisina, por lo
que no se puede unir directamente a la fibrina. La acti-
vacién del plasmindgeno por u-PA se produce princi-
palmente en la superficie celular, ya que la unién a su
receptor (u-PAR) favorece la generacién de plasmina.

* La a2 antiplasmina (02-AP) es una glicoprotei-
na que contiene un 13% de carbohidratos y que se en-
cuentra en el plasma a una concentracién de 70 pg/mL.
Es una serpina con numerosos residuos lisina que con-
tribuyen a su unién con la plasmina, siendo su prin-
cipal inhibidor fisiolégico. La a2-AP se une a la plas-
mina libre formando un complejo plasmina-a2-AP
(PAP), que puede ser detectado en la circulacién en de-
terminados estados patolégicos. Este inhibidor tam-
bién se une al codgulo de fibrina en presencia de Ca*?
y FXIlIa.

e El PAI-1 es una serpina de 52 kDa que rapidamen-
te se inactiva, salvo que sea estabilizada por la protei-
na S o por la vitronectina. Su concentracién en el plas-
ma es de 20 ng/mL y es el principal inhibidor del t-PA
y u-PA. Tiene una gran eficiencia inhibiendo al t-PA en
el plasma, y su concentracién se eleva rapidamente en
diferentes patologias (trombosis, cancer, enfermedad
hepatica, etc.).

e El TAFI es una carboxipeptidasa de 60 kDa que
se convierte en la enzima activa por la rotura del enla-
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ce peptidico Arg92-Arg93. Su concentracién plasma-
tica es de 5 pg/mL. Sus principales activadores son el
complejo trombina/trombomodulina y la plasmina.
EI TAFI actda rompiendo los residuos lisina carboxi-
terminales de la fibrina parcialmente degradada inhi-
biendo la unién del plamindgeno a la fibrina. Ademas,
inhibe la conversién del Glu-plasmindgeno a Lys-plas-
mindgeno y reduce la inhibicién de la plasmina por
02-AP. El TAFI también elimina los residuos de lisina
carboxiterminales de los receptores celulares del plas-
mindgeno e inhibe los procesos de migracién in vivo y
angiogénesis i vitro®.

Sistema de metaloproteasas: interacciones
con el sistema fibrinolitico

Las metaloproteasas (MMP) son una familia de pro-
teinas dependientes de zinc y calcio que se secretan
en forma de zimdgenos, que pueden ser activadas
por otras proteasas y por plasmina. En general, con-
tienen un dominio catalitico con residuos de histidi-
na e iones zinc y un dominio regulador (pro-pépti-
do), responsable de la forma latente o inactiva por
unién de una cisteina al centro activo, que al escin-
dirse activa la enzima. Sobre esta unidad bdsica se
afade un ndmero variable de dominios estructura-
les (hemopexina, fibronectina, etc.), que les confie-
ren especificidad por el sustrato, regulan la unién a
proteinas de matriz extracelular (MEC) y determinan
la interaccién con los inhibidores de metaloprotea-
sas (TIMP). Aunque la mayoria de estas enzimas son
secretadas, existe también un grupo de MMP uni-
das a membrana por dominios intracitoplasmaticos
y transmembrana (MT-MMP)?. Estudios de cristalo-
grafia han puesto de manifiesto que el dominio cata-
litico de todas las MMP tiene una topologia diferente
del lugar activo, lo que da lugar a diferencias en la es-
pecificidad por los sustratos. Las cuatro subclases de
MMP que participan mds activamente en la degrada-
cién de MEC son: colagenasas (MMP-1, MMP-8), ge-
latinasas (MMP-2 y MMP-9), estromelisinas (MMP-3,
MMP-10 y MMP-11) y las metaloproteasas asociadas
a membrana (MT-MMP)*.

La principal funcién de las MMP es degradar los
componentes de la MEC. En condiciones fisioldgicas,
contribuyen al remodelado tisular y al ciclo menstrual
y participan en los procesos de reparacién de tejidos®.
En los Gltimos afos se ha descrito que existe una es-
trecha cooperacién entre el sistema fibrinolitico y el de
las MMP a distintos niveles, lo que sugiere que ambos
sistemas pueden cooperar en la actividad proteolitica,
aunque su relevancia fisiolégica atin no se ha estable-
cido (Figura 1). A nivel patoldgico juegan un papel re-
levante en la aterosclerosis, la angiogénesis y el can-
cer. Datos obtenidos de animales deficientes en MMP
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o en componentes del sistema fibrinolitico indican que
la activacién in vivo de algunas MMP ocurre por meca-
nismos dependientes del sistema plasmindgeno/plas-
mina, pero también han demostrado que existen rutas
alternativas al sistema plasminégeno/plasmina para la
degradacién de la fibrina®®. Asimismo, estudios celu-
lares demuestran que las MMP pueden reducir la ac-
tividad plasmina asociada a la superficie celular, a tra-
vés de la disminucién de la cantidad de plasmindgeno
y por hidrdlisis de los inhibidores de la fibrinolisis (a2-
macroglobulina y PAI-1Y.

Se han asociado cambios en la expresién de MMP
o inhibidores con enfermedad arterial coronaria y
con trombosis, siendo numerosos los estudios que
encuentran que existe una asociacién entre los nive-
les de MMP y la presencia de estas patologias o sus
factores de riesgo. Ademds, nuestro grupo y otros
han descrito otras funciones, como la capacidad de
las MMP para degradar el fibrin6geno y la fibrina®, asi
como su participacién en los fenémenos hemorragi-
cos tras tratamiento fibrinolitico®!’. Sin embargo, no
se ha establecido con precisién el papel de las MMP
en la formacién y en la lisis de fibrina, ni sus posi-
bles efectos secundarios sobre la hemostasia o toxi-
cidad celular.

La metaloproteasa-10 (MMP-10)
o estromelisina-2: ¢nuevo agente
profibrinolitico?

En los Gltimos afios nuestro grupo ha explorado el papel
de una metaloproteasa, la MMP-10, en la fisiopatolo-
gia de la aterotrombosis. La MMP-10 o estromelisina-2
es una endopeptidasa que se localiza en el cromosoma
11y es expresada por diversos tipos celulares como las
células endoteliales, monocitos, fibroblastos, etc. Puede
ser activada por plasmina, calicreina, triptasa, elastasa y
catepsina G, y degrada un amplio rango de sustratos de
la MEC (elastina, fibronectina, gelatina, laminina, tenas-
cina-C, vitronectina y colageno tipo II, III, IV, IX, X, XI).
Ademas, la MMP-10 puede activar otras MMP, como la
proMMP-1, -3, -7, -8 y -91L.

Se ha demostrado que la MMP-10 participa en di-
versos procesos fisioldgicos, como el crecimiento éseo
o la cicatrizacién de heridas. Ademads, se halla sobre-
expresada en cérneas de pacientes con retinopatia dia-
bética y se ha relacionado con algunos tipos de car-
cinomas (cabeza, eséfago y pulmén), asi como con
tumores linfoides. Diversos estudios i vitro demues-
tran que la expresiéon de MMP-10 puede inducirse
tanto por factores de crecimiento como por citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1p). Recientemente se ha
descrito que participa en la regresién de la formacién
de capilares mediante la activacién de la MMP-1 y que
es importante para la integridad vascular.
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En nuestro grupo hemos demostrado que esta pro-
teasa se induce por estimulos inflamatorios y protrom-
béticos!??, se localiza en placas ateroscleréticas avan-
zadas en lugares de rotura inminente y estd elevada
en pacientes aterosclerdticos® o con niveles elevados
de trombina, lo que sugiere que puede estar implica-
da en el proceso aterotrombético. Ademds, hemos de-
mostrado que la MMP-10 altera la formacidn y lisis de
coagulos actuando sobre proteinas de la coagulacién/
fibrinolisis, de modo que favorece la lisis del codgulo
inducida por t-PA. Estudios i# vivo, en ratones knockout
para la MMP-10 (MMP10-/-) confirmaron que la au-
sencia de MMP-10 reducia significativamente el tiem-
po de hemorragia sin alterar el nimero de plaquetasy,
en un modelo de isquemia cerebral’®, hemos observa-
do que los ratones MMP10-/- con trombosis en la arte-
ria cerebral media reperfunden peor que los animales
WT. Todo ello sugiere que existe in vivo un mecanis-
mo dependiente de la MMP-10 que favorece la lisis del
codgulo en este modelo de ictus. Finalmente, nuestros
resultados sugieren que el efecto profibrinolitico de la
MMP-10 estd mediado por la inactivacién del TAFI in
vitro e in vivo, confirmando las interrelaciones proteoli-
sis/fibrinolisis (Figura 1).

Por tanto, la MMP-10, por sus propiedades profibri-
noliticas, podria constituir un nuevo agente en la te-
rapia trombolitica. Serdn necesarios estudios futuros
que confirmen el papel de la MMP-10 en el diagnds-
tico de la enfermedad aterotrombdtica y su uso tera-
péutico, asi como el empleo de inhibidores selectivos
como nueva estrategia antifibrinolitica.

Pruebas fibrinoliticas
Globales

Entre los ensayos globales clasicos para evaluar la ca-
pacidad fibrinolitica del plasma destacan el trombo-
elastograma, el tiempo de lisis de euglobulinas y la
placa de fibrina. Estos métodos estudian todos los
factores que juegan un papel decisivo en este siste-
ma, pero no analizan su concentracién ni su actividad
aisladamente. El tromboelastégrafo determina en
sangre el tiempo que tarda en formarse el codgulo, el
tipo de codgulo formado y su capacidad de lisis'®. Se
emplea para determinar coagulopatias en pacientes
con cirugia de alto riesgo hemorragico y transfusion
masiva, asi como para la monitorizacién de la antifi-
brinolisis. Ademas, diversos estudios indican que po-
dria emplearse para determinar estados hipercoagu-
lables, fibrinolisis y actividad del factor XIII, aunque
su uso no estd validado. El tiempo de lisis de euglo-
bulinas monitoriza la formacién y lisis del codgulo
de fibrina sobre la fraccién euglobulinica del plasma,
siendo util para diferenciar la fibrinolisis primaria de

la coagulacién intravascular diseminada (CID) y tam-
bién se puede emplear para controlar terapias trom-
boliticas en pacientes con IAM, si bien son pruebas
no empleadas de manera rutinaria por su laboriosi-
dad y tiempo en obtener resultados. Finalmente, la
placa de fibrina permite medir la capacidad fibrino-
litica del plasma en funcién del area de lisis que pro-
duce una muestra sobre fibrina polimerizada®’. To-
das estas pruebas pueden ser Utiles para diagnosticar
el estado fibrinolitico, si bien no se realizan de forma
rutinaria en los laboratorios de hemostasia.

Especificas

PDF y dimero D se determinan con pruebas inmuno-
légicas, para valorar los productos de degradacién de
la fibrina (PDF y DD), que aumentan en sangre en es-
tados de hiperfibrinolisis.

El dimero D es el producto de la digestién por plas-
mina de la fibrina polimerizada. Los ensayos dispo-
nibles se basan en anticuerpos monoclonales que re-
conocen distintos epitopes y tanto el formato y los
calibradores como la instrumentacién varian de unos
laboratorios a otros. Los primeros ensayos de dime-
ro D se realizaban con bolas de latex cubiertas con
un anticuerpo contra la regién de unién de la fibrina
al FXIII. Estos ensayos eran poco sensibles y reque-
rian de personal especializado para medir la aglutina-
cién. Seguidamente se desarrollaron nuevos métodos
de aglutinacién automadticos con particulas recubier-
tas de anticuerpo que se agregan en presencia de di-
mero D, pero se trata de métodos semicuantitativos,
ya que la especificidad de los anticuerpos varia frente
a los distintos fragmentos de degradacién de la fibrina.
Finalmente, se desarrollaron los ELISA, que son muy
sensibles, pero requieren mas tiempo de realizacién,
aunque actualmente estan automatizados. En la prac-
tica, el dimero D se emplea para descartar tromboem-
bolismo venoso (valor predictivo negativo > 90%) asi
como para el diagnéstico y monitorizacién de la acti-
vacion de la coagulacién en la CID. Recientemente se
ha propuesto su utilidad en la prediccién de recurren-
cia de TEV*.

a2-AP

La a2-AP es el inhibidor fisiolégico mds importante
de la plasmina. Su determinacién es til en la evalua-
cién de la hiperfibrinolisis, monitorizacién de la te-
rapia trombolitica, diagndstico de defecto de sintesis
por dafio hepético o defecto congénito y evaluacién
de episodios hemorragicos debidos a déficit de a2-AP.
Los métodos empleados son cromogénicos, inmuno-
quimicos (electroforesis de Laurell o inmunonefelo-
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metria) y ELISA empleando plasma citratado pobre
en plaquetas.

Plasminogeno

El plasmindgeno es el zimégeno que se convierte a su
forma activa, la plasmina, por los activadores del plas-
mindgeno. Se han reportado varios casos de trombosis
en individuos con hipoplasminogenemia o con alte-
raciones estructurales en la molécula de plasmindge-
no. Existen técnicas para determinar tanto el plasmi-
négeno funcional (sustratos cromogénicos) como el
antigénico (ELISA), y su uso clinico estd considerado
Unicamente para la deteccién de sujetos con hipoplas-
minogenemia.

t-PA

El t-PA es la enzima encargada de convertir el proen-
zima plasmindgeno en la enzima activa plasmina que
se encarga de degradar la fibrina. Se ha descrito en al-
gunos estudios una correlacién entre actividad t-PA y
tendencia trombética y se ha asociado con la progre-
sién de enfermedad hepética. También se han observa-
do niveles elevados de t-PA en retinopatia en diabetes
tipo I y en trasplante cardiaco. Se pueden determinar
tanto los niveles antigénicos como los de actividad en
muestras de plasma humano. Los ensayos de activi-
dad emplean como tapizado anticuerpos anti-PAI-1 o
anticuerpos anti-t-PA que fijan el t-PA activo y se reve-
lardn con un sustrato especifico de la plasmina. Los en-
sayos para determinar el t-PA antigénico se basan en
“ELISA sandwich” convencionales con 2 anticuerpos
anti-t-PA, uno de ellos marcado con peroxidasa y re-
velado con sustrato de la peroxidasa.

PAI-1

El PAI-1 es el principal inhibidor de los activadores
del plasminégeno. Se han asociado niveles eleva-
dos de PAI-1 con patologia trombdtica, progresién
aterosclerdtica y restenosis coronaria, pero su papel
predictor de enfermedad coronaria arterial atn estd
en debate. Se ha demostrado su eficacia como mar-
cador pronéstico del cancer de mama e incluso como
predictor de respuesta a terapia. A nivel clinico su
determinacién es util para el diagndstico del déficit
de PAI-1, que se manifiesta con hemorragia, aunque
los test actuales no son muy sensibles para niveles
bajos. Los ensayos disponibles para medir PAI-1 son
funcionales y antigénicos. En el primer caso, se atra-
pa el PAI-1 activo mediante la inmovilizacién de t-
PA activo en la placa y se detectard posteriormente
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con un secundario anti-PAI-1 marcado con peroxida-
sa; en el segundo caso, se trata de ELISA sandwich
que reconocen todas las formas de PAI-1, activo, la-
tente y sustrato.

TAFI

EI TAFI es una carboxidasa con efecto antifibrinoliti-
co. Existen diversos estudios sobre la asociacién de
los niveles de TAFI con la trombosis arterial, y las
conclusiones a las que llegan son contradictorias. Se
ha asociado un incremento de TAFI con aumento de
riesgo de ictus, asi como con diversos tipos de ictus
isquémico. Otros estudios indican que no existe una
relacién clara entre los niveles de TAFI y la enferme-
dad arterial coronaria y, por dltimo, un estudio re-
ciente en IAM indica que son los niveles bajos de ac-
tividad TAFI los que se asocian con un mayor riesgo
de infarto. A nivel clinico, mas que su posible deter-
minacién para el diagnéstico se baraja su empleo en
el tratamiento antifibrinolitico para evitar hemorra-
gias o el empleo de inhibidores del TAFI en la tera-
pia trombolitica para incrementar la eficiencia del t-
PA. Existen métodos diferentes de medir el TAFI: el
antigénico con técnica de ELISA con distintos anti-
cuerpos frente a diferentes regiones de la proteina e
incluso frente al péptido de activacién, y el funcio-
nal, ensayo cromogénico en el que el TAFI inacti-
vo se transforma en enzima activa con un reactivo
que contiene trombina/trombomodulina que reac-
ciona con un sustrato produciendo color detectado a
405 nm. Algunos de los ensayos de ELISA se ha de-
mostrado que son dependientes de polimorfismos
del TAFI, por lo que los estudios epidemiol6gicos
documentados deben ser interpretados con precau-

cién (Tabla 1).

Pruebas para metaloproteasas
Globales

Se han determinado los niveles de MMP y TIMP en
diversas patologias como enfermedad arterial, cdncer
y metdstasis, angiogénesis, enfermedades inflamato-
rias, etc. Diversos estudios han demostrado que las
MMP participan en la fisiopatologia vascular y pue-
den contribuir a la progresién y ruptura de la placa de
ateroma, asi como a la expansion de los aneurismas
arteriales, e intervienen en otros procesos nNUMerosos
en los que participan la ruptura de la l[dmina basal y
la inflamacién como artrosis, o la isquemia cerebral®.
Sin embargo, no se ha establecido atn su uso clini-
co en el diagndstico, tratamiento o prevencion de es-
tas patologias.
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Tabla 1. Evaluacion de los sistemas fibrinolisis/metaloproteasas

Fibrinolisis

Pruebas globales

Tiempo de lisis de euglobulinas
Plasma citrato

Tromboelastograma
Sangre total, plasma

Placa de fibrina
Plasma citrato

Pruebas especificas*
Dimero D (aglutinacidn, ELISA)

a2 antiplasmina (funcional, cromogénico, inmunoquimicos)

Plasmindgeno (antigénico y funcional)

t-PA (Antigénico y funcional)
Inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1)

TAFI (antigénico y funcional)

Metaloproteasas

Sustratos cromogénicos
Plasma, suero
Zimografia

Plasma, suero
Zimografia reversa
Plasma, suero

* Todas se realizan con plasma citratado

Sustratos cromogénicos

Las MMP se pueden medir de manera global median-
te sustratos cromogénicos, que son pequenas molé-
culas que se hidrolizan rdpidamente por MMP. De-
pendiendo del sustrato tienen una especificidad
distinta, aunque no existen sustratos especificos para
una sola MMP.

Zimografia

Se emplean para determinar la actividad proteoliti-
ca circulante del plasma o suero®. Para ello se utili-
zan geles de acrilamida con un porcentaje del sustra-
to para las MMP de interés (gelatina, caseina). Tras la
electroforesis e incubacién, las MMP activas, sepa-
radas segun su peso molecular, digieren el sustrato,
pudiéndose determinar su actividad proteolitica mi-
diendo el 4rea de lisis.

Zimografia reversa

La técnica de zimografia reversa permite disponer
de un método alternativo de deteccion de los TIMP.
Como en el caso anterior, se utilizan geles de acrila-
mida polimerizados con un porcentaje de gelatina y
MMP-2 0 MMP-9. Tras la electroforesis e incubacion,
la metaloproteasa digiere todo el gel, excepto aque-
llas zonas en las que se localizan los TIMP o los com-

ELISAS antigénicos (MMP-1, -2, -3,-7,-8, -9, -10, -11, TIMP-1, -2, -3 y -4)
Plasma y/o suero

ELISAS actividad (MMP-1, -2, -3,-9 y -13)

Plasma y/o suero

plejos MMP/TIMP, que se pueden medir tras la tin-
cién del gel.

Especificas

Para determinar los niveles antigénicos de MMP, se
emplea la técnica de ELISA sandwich, no de forma
rutinaria en la clinica, si bien los estudios actuales in-
dican que puede aportar informacién adicional sobre
el grado de inflamacién, progresién o severidad en al-
gunas patologias. Existen ELISA especificos para cada
una de las MMP asi como sus inhibidores. Incluso se
pueden realizar arrays de MMP sobre plasma y sue-
ro mediante ELISA sandwich multiplex que permiten
cuantificar hasta 13 de estas proteinas o sus inhibido-
res simultaneamente.

Ademas, existen ensayos de actividad especificos
para algunas metaloproteasas. En estos ensayos em-
plean un anticuerpo especifico para la MMP que fijan
ala placa, de forma que al afladir la muestra se une la
MMP al anticuerpo y puede detectarse su actividad
con un sustrato genérico de MMP detectable por co-
lorimetria o fluorescencia.

Conclusiones
Existen numerosas interrelaciones entre el sistema

fibrinolitico y el proteolitico que confirman su rele-
vante papel en procesos fisioldgicos y patoldgicos,
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como la aterosclerosis y el cancer. Es posible la de-
terminacién de las proteinas que componen ambos
sistemas con pruebas de laboratorio globales y espe-
cificas. Se precisan estudios clinicos que confirmen
el valor diagndstico de cada prueba, de modo que
su incorporacién al laboratorio permita un diagnoés-
tico precoz y mds preciso de la enfermedad vascu-
lar y establecer su valor en la monitorizacién del
tratamiento.
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La fibrina es una malla proteica resultante de la po-
limerizacién del fibrinégeno (Fbg) que constituye el
soporte del tap6én hemostatico. La fibrina es el sus-
trato de la plasmina en la reaccién litica. Por lo tan-
to, su estructura y demds caracteristicas son deter-
minantes en la velocidad de su disolucién. Estas
caracteristicas pueden variar en diferentes situacio-
nes fisiolégicas, como también en numerosos esta-
dos patolégicos.

La lisabilidad de la fibrina evalta cudnto demora
la degradacién del polimero por el sistema plasmi-
négeno-plasmina ante condiciones controladas.

Ademas, la fibrina juega una importante funcién de
cofactor, modulando la accién de la trombina, la ac-
tivacion del plasmindgeno, la actividad de plasmina,
t-PA, o, AP y factor XIII dentro del codgulo.

En la molécula de fibrinégeno existen sitios de
unién a proteinas del sistema de coagulacién (trom-
bina, F XIII), y a proteinas fibrinoliticas (o,-antiplas-
mina, plasminégeno, t-PA).

La activacién de plasmindgeno (Plg) por t-PA au-
menta 1.000 veces en presencia de fibrina. Los si-
tios de unién para estas proteinas estan ocultos en el
Fbg y dispuestos de tal manera que el t-PA no pue-
de activar el Plg. Cambios conformacionales poste-
riores a la fibrinoformacién exponen estos sitios fa-
voreciendo la activacién del Plg y circunscribiendo
la actividad litica al lugar donde se encuentra el coé-
gulo sanguineo?.
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Caracterizacion de la fibrina

La fibrina puede ser caracterizada por diferentes pro-
piedades, importantes para la deteccién de alteracio-
nes. Las propiedades mas estudiadas son la evalua-
cién cinética de formacién de la fibrina, la estructura,
permeabilidad, viscoelasticidad y compactabilidad,
entre otras.

La cinética de fibrinoformacién puede estudiarse de-
terminando la densidad 6ptica (DO) en funcién del
tiempo. Las curvas resultantes son caracterizadas me-
diante: la fase de latencia (que corresponde al tiempo
de inicio de la coagulacién); la pendiente (que repre-
senta la velocidad de fibrinoformacién) y la densidad
6ptica maxima (DO__ ) (asociada a la estructura final
de la fibrina).

La estructura de la fibrina generalmente es evalua-
da por microscopia electrénica de barrido (MEB) (Figu-
ra 1) o por microscopia confocal (Figura 2)%. En nuestro
laboratorio se utiliza también la microscopia de cam-
po oscuro para evaluar la estructura de redes de fibrina
(Figura 3). Esta metodologia permite visualizar la fibri-
na sin tratamiento alguno, evitando cualquier modifi-
cacién debida a la técnica. Ademads, como la muestra
es iluminada con una fuente de baja potencia, se mini-
mizan alteraciones del gel como contraccién o deshi-
dratacién. La microscopia de campo oscuro ha resul-
tado ser una técnica rapida, accesible y adecuada para
detectar alteraciones estructurales en la fibrina de pa-
cientes de diversas patologias.

La fibrina puede presentar estructuras muy varia-
das (Figura 1). La arquitectura global puede ser homo-
génea (ya sea compacta o abierta) o heterogénea (si
posee poros o nudos)’. Puede cuantificarse el nime-
ro de ramificaciones por drea, el grosor de las fibras y
la longitud entre ramificaciones. Usualmente una ar-
quitectura compacta de porosidad disminuida se aso-
cia con fibras delgadas, muy ramificadas, mientras que
una estructura abierta generalmente se vincula con fi-
bras gruesas’.

El grado de entrecruzamiento de la fibrina por fac-
tor XIlla puede evaluarse utilizando electroforesis en
geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS).

La permeabilidad de la fibrina se estudia midiendo el
flujo de fluido a través del gel. Se evalda principalmen-
te a través del coeficiente de permeabilidad especifi-
ca (Ks), cuyo valor aumenta cuanto mds permeable es
el gel. La relacién masa/largo de las fibras () (calcula-
do a partir de Ks y mediciones turbidimétricas) es pro-
porcional ala DO__ y su aumento indica que la fibri-
na posee una arquitectura abierta, formada por fibras
mas gruesas®.

Las propiedades viscoeldsticas, cuantificadas por es-
tudios reométricos, evaldan la consistencia de la fibri-
na, principalmente a través del médulo eldstico (G,

Figura 1. Arquitectura global de las redes de fibrina:

a) homogénea; b) homogénea abierta, formada por fibras
gruesas; c) homogénea compacta; d) heterogénea compacta con
grandes poros.

Figura 2. Efecto de la concentracion de fibrindgeno sobre la
estructura y la cinética de formacion-lisis de la fibrina, en una
etapa.

asociado a la dureza y rigidez del material) y del mé-
dulo viscoso (G”, vinculado con la deformabilidad y
la viscosidad del componente fluido)®. Estos pardme-
tros evaldan la respuesta del material a pequenas de-
formaciones, sin alterar su estructura, mientras que la
compactabilidad cuantifica el colapso de las fibras ante
grandes deformaciones.

Para evaluar la lisis se utilizan dos sistemas diferen-
tes: uno en una sola etapa (o fibrinolisis intrinseca),
donde los sistemas de formacién y lisis de la fibrina
se activan simultdneamente (aunque con distinta ciné-
tica) de modo que ambos procesos son evaluados en
forma conjunta, mientras que el sistema en dos etapas
(por difusién o permeacién de los agentes liticos) per-
mite evaluar separadamente ambos procesos. Pueden
utilizarse diferentes métodos: densitométrico cinético
o por un sistema de perfusion, percolando activado-
res de Plg y cuantificando productos liticos, como di-
mero D y productos de degradacién de la fibrina, en el
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eluyente. Los cambios morfolégicos que se producen
durante la fibrinolisis intrinseca son similares a los ob-
servados en dos etapas®.

Factores que influyen en las propiedades
de la fibrina

La concentracién de fibrindgeno en plasma normal
fluctda en un estrecho rango (2-4 g/L); no obstante,
estas pequefias variaciones modifican la estructura de
la fibrina. Al aumentar la concentracién de Fbg, la fi-
brina resulta mds compacta y rigida, de mayor tur-
bidez, menos permeable y mas dificil de lisar (Figu-
ra 2)%. La situacién in vivo es mas compleja aun, ya
que la concentracién de Fbg en el entorno de la fibri-
noformacién es muy diferente a la que se encuentra
en circulacion.

Variaciones en la estructura del Fbg, incluso sus va-
riantes naturales, pueden producir cambios pronun-
ciados en la fibrina resultante.

La molécula de Fbg puede presentar anormalida-
des congénitas o adquiridas, que alteran su funcio-
nalidad provocando desérdenes de la coagulacién y
generalmente conducen a redes de fibrina con alte-
raciones estructurales y/o funcionales. E1 40% de las
disfibrinogenemias congénitas detectadas no presen-
tan alteraciones clinicas, mientras que el resto puede
manifestarse por trastornos hemorrigicos, trombé-
ticos, a veces ambos en el mismo paciente, abortos
espontdneos o cicatrizacién defectuosa. Se ha pro-
puesto una clasificacién de las diferentes estructuras
en base a las fibrinas obtenidas a partir de 38 disfibri-
nogenemias hereditarias’, que fueron agrupadas en
base a la combinacién de sus propiedades: redes se-
mejantes a las normales, heterogéneas con poros o
nudos, y con distinto grado de ramificacién y porosi-

dad. Los estudios de las disfibrinogenemias han per-
mitido explicar la relacién estructura-funcién de los
distintos aminodcidos del Fbg y cémo influye en la
fibrina resultante.

El aumento de la fuerza idnica produce fibrina de
estructura mas ramificada y compacta, de mayor tur-
bidez y rigidez, de porosidad marcadamente dismi-
nuida que la fibrina obtenida a menor fuerza iéni-
ca®. Los cationes divalentes tienen una importancia
relevante en la estructura de la fibrina. En concentra-
ciones fisiolégicas, el Fbg posee los sitios de unién a
calcio de alta afinidad ocupados, mientras que los de
baja afinidad (como los residuos del 4cido sidlico) tie-
nen funcién regulatoria. El calcio mantiene la estruc-
tura y estabilidad del Fbg. Ademds, aumenta el gro-
sor de las fibras, la rigidez y resistencia mecénica de
los geles de fibrina.

La concentracién de trombina ejerce un efecto com-
plejo sobre la fibrina (Figura 4A). Al aumentar la con-
centracién de trombina, la fibrina incremente su ra-
mificacién y densidad de fibras, mientras disminuye
su porosidad. Pero a concentraciones mayores aun,
se produce el efecto contrario. Ademads, estd repor-
tado que concentraciones de trombina crecientes (de
entre 0,05 y 2 U/mL) generan fibras de menor diame-
tro. Las mayores variaciones de la fibrina i vivo son
posiblemente causadas por la concentracién de trom-
bina, debido a los mecanismos fisiolégicos complejos
que controlan y regulan su actividad.

La actividad del factor XIII influye drasticamente
en propiedades de la fibrina, principalmente en las
viscoelasticas, la permeabilidad y su susceptibilidad a
la lisis, si bien su efecto sobre la estructura es contro-
vertido. Se ha reportado que los codgulos entrecruza-
dos presentaron valores de G’ cinco veces mayores
que los no entrecruzados, indicando un pronunciado
aumento de su dureza’.

Figura 3. Redes de fibrina plasmatica obtenidas con trombina (conc. final: 0,05 U/mL) por microscopia de campo oscuro de:
A) individuo normal; B) paciente diabético; C) paciente con mieloma muiiltiple.

| 430 | haematologica/edicion espafiola | 2009; 94 (Extra 1)



LI Reunién Nacional de la AEHH y XXV Congreso Nacional de la SETH. Simposios

Influencia de la estructura de la fibrina
en su lisabilidad

La velocidad de fibrinolisis estd estrechamente re-
lacionada con el tamafio de las fibras y la arquitec-
tura de la red de fibrina. La plasmina corta transver-
salmente fibras individuales, de modo que dentro
del mismo gel las fibras delgadas se lisan antes que
las gruesas. Las redes de estructura abiertas se li-
san mds rapidamente que las compactas a causa de
la reducida cantidad de fibras por unidad de volu-
men y la movilidad facilitada de componentes fi-
brinoliticos>'’.

La eficiencia de la fibrina como cofactor de la acti-
vacién del Plg también depende de la arquitectura de
las fibras: fibras gruesas resultan mejor cofactor!'®.

La permeabilidad de la fibrina es un factor decisi-
vo en la velocidad de lisis. El transporte de plasmi-
négeno y sus activadores por permeacién a través
del codgulo aumenté la velocidad de lisis aproxi-
madamente 100 veces comparado con el transpor-
te por difusién'?. Ademads, se documenté un mar-
cado aumento de la fibrinolisis (més de 10 veces)
al incrementar la velocidad de permeacién de los
mediadores fibrinoliticos dentro de los geles de fi-
brina. No se vieron diferencias entre la lisis de ge-
les gruesos y finos cuando se utilizaron altas con-
centraciones de plasmina o u-PA en el flujo a través
de los geles.

La concentracién del fibrinégeno produce un efecto
muy claro en la estructura final de la fibrina y su diso-
lucién: a mayor concentracién de fibrindgeno, mayor
DO_, y mayor tiempo de lisis (Figura 2). Del mismo
modo, la lisis de fibrina generada por diferente con-
centracién de trombina es proporcional ala DO __ al-
canzada (Figura 4B).

Alteraciones de la fibrina y estados
patologicos

Las redes de fibrina se modifican, adem4s, en una se-
rie de estados patolégicos. La glucosa aumenta el en-
trecruzamiento de la fibrina y el grosor de las fibras,
disminuyendo la permeabilidad, tanto in vitro como
ex vivo (Figura 3)". La fibrina de pacientes con mielo-
ma mostré menor fase de latencia, presentando una
estructura mas compacta y ramificada cuya lisis re-
sulté disminuida (Figura 3). En el sindrome nefrético
se observan redes de fibrina compactas y rigidas, re-
sistentes a la lisis'.

Hay numerosos trabajos que vinculan las altera-
ciones de la fibrina y su lisabilidad para explicar los
mecanismos de diferentes patologias, principalmen-
te en casos particulares de trombosis, como enferme-
dad cardiovascular, aterosclerosis, etc. Se compara-
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Figura 4. Ensayo de A) formacion y B) lisis de fibrina obtenida
con distintas concentraciones de trombina (ensayo en dos
etapas).

ron las caracteristicas de la fibrina de 100 j6venes con
enfermedad coronaria arterial prematura versus 100
controles con niveles hemostaticos semejantes®. La
fibrina de estos pacientes comenzé a polimerizar an-
tes que la de los controles, mostraron una estructu-
ra densa, menos permeable, formada por fibras mas
gruesas.

Por otra parte, la fibrina de 38 pacientes meno-
res de 45 afos con infarto de miocardio resultd
mads compacta, menos permeable, con fibras mas
gruesas. La funcién fibrinolitica deteriorada de es-
tos pacientes fue asociada al aumento de la activi-
dad plasmatica de PAI-1 y a la estructura anormal
de la fibrina'®. Resultados semejantes se reportaron
es un estudio de 33 pacientes post-infarto de mio-
cardio! que mostraron, ademads, aumento de fibri-
négeno plasmatico, factor von Willebrand, PAI-1 y
lipoproteina (a) comparados con 33 controles sa-
nos. Ademds, la rigidez de la fibrina detectada en
estos pacientes resulté un predictor independiente
de la enfermedad arterial coronaria prematura y de
hipofibrinolisis.

Los alelos Val 34 del F XIII y Aa312 Ala del Fbg
estan asociados a riesgo aterotrombético, aunque
estas relaciones no han sido explicadas por estu-
dios clinicos y de laboratorio. Se relacionaron in-
teracciones entre la estructura y funcién de la fi-
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brina con polimorfismos de Fbg (Aa Thr 312 Ala)
y FXIII (Val 34 Leu), ademds de otros factores de
riesgo cardiovascular, en 125 pacientes con acci-
dente cerebrovascular (ACV)'. Se ha obtenido fi-
brina mds compacta y menos permeable relacio-
nada con la presencia de estos alelos que podrian
explicar las asociaciones encontradas con el riesgo
trombético.

En nuestro laboratorio se estudi6 el efecto de al-
tas concentraciones de homocisteina (Hcy: factor
de riesgo independiente para enfermedad atero-
trombdtica) sobre distintas propiedades de la fi-
brina. El andlisis cuantitativo de las imdgenes ob-
tenidas por microscopia electrénica demostraron
que la Hey produjo redes compactas y ramificadas,
constituidas por fibras mas cortas y gruesas que las
del control”. Los geles de fibrina provenientes de
fibrinégeno incubado con Hcy resultaron menos
porosos, rigidos y mas resistentes a la deformacién
por fuerza centrifuga.

Los tiempos de lisis de redes de fibrina obtenidos
en presencia de Hey resultaron prolongados cuando
se utilizé activador del plasmindgeno tipo urocina-
sa (u-PA). Sin embargo, el aminodcido no modificé
la actividad biolégica de plasmina, plasminégeno, ni
de sus activadores. Por lo tanto, la lisis dificultada
estaria asociada a la estructura de la fibrina alterada
por la Hey y no a la accién del aminoécido sobre los
componentes fibrinoliticos evaluados®.

En sintesis, mas alld de los detalles molecula-
res, la fibrina no es igual en cualquier circunstan-
cia: puede variar por diferentes condiciones fisio-
l6gicas o estados patoldgicos, y sus caracteristicas
van a determinar su funcién y permanencia en cir-
culacién. Las alteraciones de la molécula de fibri-
négeno pueden producir fibrina anormal, de dife-
rente disolucidén, ya sea que permanezca tiempos
prolongados en circulacién induciendo la forma-
cién de otros trombos, o bien que se degrade an-
ticipadamente produciendo riesgo hemorragico. El
aumento de calcio incrementa la rigidez y porosi-
dad de la red.

La fibrina tiene una importante funcién como co-
factor de la fibrinolisis. La activacién del plasmi-
négeno y la accién de la plasmina sobre la fibrina
dependen de la estructura de la red. Las redes com-
pactas son lisadas mdas lentamente, mientras que
dentro del mismo gel las fibras delgadas son disuel-
tas antes que las gruesas. Por otra parte, las fibras
gruesas resultan mejor cofactor de la activacién del
plasmindgeno.

Si bien se han hecho grandes avances en la com-
prensién de situaciones fisiopatolégicas que pro-
ducen diferente respuesta fibrinolitica fisiolégi-
ca o inducida por farmacos, queda atin mucho por
dilucidar.
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