HIPOTESISIS 97

Los niveles elevados de fibrindgeno plasmatico podrian estimular la actividad
fibrinolitica de la pared arterial e inducir la generacion de plasmina que regularia la
activacion de las MMPs, contribuyendo ambas a la digestion enzimatica de la matriz

extracelular.
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Estudiar la influencia del fibrindgeno en el funcionalismo enzimatico de la pared
arterial.

Comprobar si la capacidad generadora de plasmina de la pared arterial regula la
activacion de las MMPs.

Estudiar si hay diferencias morfoldgicas, funcionales y evolutivas del desarrollo de
la lesion arteriosclerdtica en cardtida, aorta y femoral y la existencia de posibles
marcadores plasmaticos.

Relacién de factores de riesgo con la patologia de los sectores arteriales estudiados.
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SELECCION Y CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES DONADORES

El grupo de estudio esta formado por 127 pacientes de los que se extrajeron muestras de
arterias en el servicio de Cirugia Vascular del Hospital del Mar (IMAS), recogidas por
el Dr. Manuel Miralles y el Dr. August Corominas (71 muestras), durante el periodo
comprendido entre el afio 1994 y 1996 (proyecto CICYT n° SAF-96-0439) y en el
servicio de Cirugia Vascular de la Cruz Roja, recogidas por el Dr. August Corominas
(56 muestras), durante el periodo comprendido entre el afio 1997 y 1998 (proyecto
CICYT n° SAF-96-0313), ambos de Barcelona. Los pacientes incluidos en esta tesis
padecian enfermedad vascular, necesitaban tratamiento quirurgico para la reparacion de
las arterias y no presentaban procesos infecciosos concomitantes. Para la realizacion de
este estudio, se contd con la autorizaciéon del Comité Etico de dichos centros.

Las piezas proceden de tres lugares anatomicos distintos:

= Sector de bifurcacion carotidea a nivel del cuello (41 muestras)
= Sector aorto-iliaco a nivel abdominal (37 muestras)

= Sector femoro-popliteo a nivel de las extremidades inferiores (49 muestras)

Todos los pacientes han sido incluidos en un protocolo de recogida de datos que incluye
todas sus caracteristicas basicas:

- Fecha

- Datos de filiacion: edad, sexo, domicilio, teléfono.

- Peso y talla.

- Historia clinica: fumadores, ingesta de alcohol, enfermedades intercurrentes.

- Parametros hematologicos basicos y bioquimicos.

- Perfil lipidico.

- Electrocardiograma y estudio cardiaco.

- Estudio vascular completo.
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DESCRIPCION DE LA EXTRACCION QUIRURGICA DE LA MUESTRA

Las arterias se han obtenido durante el acto quirirgico. Su procedencia puede ser: de un
“by pass” aorto-femoral o femoro-popliteo; de una extraccion para sustituirlas por otras
sintéticas; de una amputacion; o de una endarterectomia (fragmento de la
endarterectomia mas ojal de arteria para realizar la intervencion).

Un fragmento de las mismas es enviado a Anatomia Patologica del hospital donde se
realiza la intervencién y el resto es congelado inmediatamente a -70 °C en nitrogeno
liquido y enviado para su estudio a la Unidad de Trombosis y Arteriosclerosis del IIBB-
CSIC (Barcelona).

CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS

Las muestras presentan cuatro caracteristicas distintas:

1- Placas ateromatosas del interior de las arterias, que engloban habitualmente las
capas intima y media de la arteria y que se extraen al realizar la técnica quirurgica
de endarterectomia (figuras 22 y 23).

2- Ojales de arteria sin patologia relevante, obtenidos al realizar un “by-pass”, técnicas
como la endarterectomia, o procedentes de pacientes donantes de érganos (figura 24
y 25).

3- Fragmentos completos de arterias pequefias enfermas de unos 2-3 cm de longitud
que se extraen para reimplantar arterias sintéticas (figuras 26y 27 ).

4- Fragmentos de arterias mayores sustituidos por injertos o procedentes de

amputaciones (figuras 28 y 29 ).

Figura 22.- Técnica quirtrgica de Figura 23.- Arteria carétida extraida
endarterectomia (Vesalius, 2001). por endarterectomia, endotelio.
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Figura 24.- Cirugia en arteria femoral Figura 25.- Arteria femoral sin
(Vesalius, 2001). patologia relevante.
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Figura 26.- Arteria femoral Figura 27.- Arteria femoral
lesionada, endotelio. lesionada, adventicia.

Figura 28.- Cirugia a nivel de arteria aorta Figura 29.- Arteria aorta lesionada,
(Vesalius, 2001). endotelio.
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EXTRACCION DE LA MUESTRA DE SANGRE

La extraccion de sangre se efectia siempre por la misma persona con las mismas
condiciones de recogida. Se recogen 25 c/c de sangre sin practicar previamente éxtasis
venoso con citrato soédico para todos los parametros plasmaticos excepto para el
fibrinopeptido A (FPA), en este caso se utiliza un anticoagulante especial suministrado
por la casa comercial (Boheringer Mannheim GmbH Diagnostica), que contiene una
mezcla de citrato sodico, heparina y aprotinina, en proporcién 1:9) Una parte de la
sangre se centrifuga y el resto se procesa en el laboratorio del hospital. El plasma se
reparte en tubos de 1 ml, y posteriormente se congela a menos 70°C, hasta su traslado,
en las mismas condiciones que las arterias, a la Unidad de Trombosis y Arteriosclerosis

del IBB-CSIC.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Una vez recibidas las muestras de plasma y arterias, se descongelaron en grupos segin
las normas propuestas por Naber (Naber SP, 1992), en cdmara himeda (figura 30) para
procesarlas convenientemente segun las técnicas a aplicar. De cada muestra de tejido se
obtienen dos fragmentos, uno para el estudio bioquimico y otro para el estudio

histologico.

Figura 30.- Camara humeda



MATERIAL Y METODOS 107

DISENO EXPERIMENTAL
Criterios de seleccion de pacientes

Pacientes quirtrgicos
Extracciéride sangre / \Extraccién de la arteria

Obtencidn del plasma i
Congelacion en N 2 liquido

Congelacién a —70°C \ /

Descongelacion de las muestras

Muestras de plasma Muestras de arteria

Fibrinégeno von Clauss
Fibrinégeno Antigénico Histologia
FPA
DD
t-PA ELISAS
U-PA Incubacion 37°
PAI-1 10y 120

minutos Congelacion

Medio de incubacién \Parafna
Estudio Flbrlnolltlco Estudio de MMPs
Actividad de superficie CGP t-PA u-PA PAI1
Zimografia
ELISAS Western
Blot

Incubacion (37° 20 horas)
Placas de fibrina

ricas en plasminégeno

l Tampén Tampon + Fenantrolina

Cuantificacion y
valoracion

Revelado Zimografico

Cuantificacién por
densitometria
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VALORACIONES EN FRAGMENTOS ARTERIALES:
Actividad fibrinolitica de la pared arterial
Actividad fibrinolitica de las superficies de la pared :

Se descongelan las arterias y se lavan con solucidn fisiologica. Se coloca la arteria en
una cdmara humeda y se captan las moléculas de la superficie de la de la intima y la
adventicia del vaso, con un disco de celulosa (Schleicher&Schuell, 589" ) de 5 mm de
diametro durante dos minutos. Se transfiere el disco a una ldmina de fibrina humana rica
en plasmindgeno, la preparacion de esta ldmina se especifica en el apartado de
preparacion del codgulo laminar de fibrina. Se deja incubar durante 20 horas a 37°C.

Las valoraciones de los halos de lisis producidos se realizan por duplicado tanto en
adventicia como intima, frente a una curva estandar de uroquinasa, como se detalla en

el apartado de valoracion frente a uroquinasa (Padr6 T, 1988).

Capacidad generadora de plasmina:

Se corta un fragmento de la arteria correspondiente al utilizado en el apartado 1-1, de un
tamafio determinado (8mm de diametro) con un sacabocados estéril (Steiefel) y se
incuba en 1 mililitro de tampon tris (pH= 7,4) a 37°C durante 10 y 120 minutos,
cambiando el medio de incubacién a los 10 minutos. Se alicuotan los incubados y se les
afiade tween en proporcion 0,2%. Se colocan 20pul de estos incubados sobre una lamina
de fibrina rica en plasmindgeno y se deja incubar 20 horas a 37°. El resto de liquido de
incubado se alicuota y congela para el resto de valoraciones bioquimicas. Se procede al
secado del fragmento arterial incubado, en papel secante con peso para facilitar el
proceso, durante 48 horas, transcurridas las cuales se pesa el fragmento. Las
valoraciones se realizan por duplicado, frente a una curva estandar de uroquinasa, como

se detalla seguidamente.

Preparacion del codagulo laminar de fibrina

La valoracion de las distintas muestras fibrinoliticamente activas se ha efectuado sobre
placa de fibrina rica en plasminégeno segun la metodologia desarrollada por Villaverde
(Villaverde CA, 1977), la cual es una modificacion de la técnica descrita inicialmente
por Astrup (Astrup T, 1952) y mejorada posteriormente por ¢l mismo y otros autores a

fin de conseguir un método de alta sensibilidad y reproducibilidad (Jespersen J, 1983).
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El principio de esta técnica consiste en colocar muestras fibrinoliticamente activas sobre
una malla de fibrina, desarrollada en una placa de Petri y cuantificar la cantidad relativa
de activadores en funcion del area de fibrina lisada (expresada como didmetro) después
de 20 horas de incubacién en ambiente himedo a 37° C.

Para ello se prepara una solucion de fibrindgeno rico en plasmindégeno (Fibrindgeno
humano, Sigma) al 4%o en tampon veronal (0,1N a pH= 7,8). Esta solucion se deja a 37°
durante 45 minutos y se filtra.

Paralelamente se prepara una solucion de trombina bovina (Menarini) disuelta en
cloruro célcico (0,025 M) de forma que se obtiene una solucién con una concentracion
final de SNIHU/ml.

Se colocan las placas de Petri de plastico de 90 mm de didmetro en una estufaa 37°Cy
cuando la temperatura es estable se colocan 2 mililitros de la solucién de trombina en
cada placa y sobre ésta se vierten 5 mililitros de la solucion de fibrindgeno, evitando la
formacion de burbujas, y se reparte uniformemente sobre la superficie de la placa (toda
la operacion se realiza a 37°). Se deja en reposo a 37°C en una superficie plana y
nivelada hasta su coagulacion, consiguiéndose una ldmina de 3mm de espesor.

Sobre esta lamina se colocaran las muestras a valorar. Para detener la lisis de la fibrina,
después de las 20 horas de incubacion, se utiliza un método que induce la
desnaturalizacion de la proteina vertiendo sobre ella una solucion saturada de Cl,Hg.
Esta solucion se deja actuar durante unos 5 minutos y se procede al lavado de la placa
con H,O destilada. Por este método la fibrina translicida sufre un proceso de
opacificacion, que facilita su posterior valoracion. Se valora el area de lisis tanto de los
discos como de los incubados frente a una curva estandar de uroquinasa, por analizador
de imdagenes utilizando una videocdmara SONY XC-77 CE y software MCID,
expresando los resultados en UP(unidades Ploug) 10%/cm” para la actividad fibrinolitica
de superficie y en UP 10%/100 mg tejido seco para la capacidad generadora de plasmina
de la pared. 1UP se define como la cantidad de activador que provoca la lisis de un
coagulo de fibrina de 500 mg y 7 mm de diametro a 37° C en 3 minutos cuando 100 U

lo hacen en 30 minutos. 1UP equivalen a 1,85 UL
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Valoracion frente a uroquinasa

Se prepara una curva patrén con este activador partiendo de viales de 25.000 UP,
donados por UCB, a las concentraciones de 0,16; 0,08; 0,04; 0,02; 0,0125 UP, en tris-
tween (pH=7,4) valorandose la actividad fibrinolitica de las distintas concentraciones,
segun la metodologia descrita. El punto intermedio de la curva (0,04) se coloca en todas
las placas, tanto patrén como problemas, lo que permite corregir defectos individuales
de las placas debidos a factores imponderables. Los didmetros obtenidos para las
distintas muestras problema se interpolan en la curva (figura 31) , expresandose asi los

resultados finales en unidades Ploug de uroquinasa (UP).

Figura 31.- Placas de fibrina con los halos de
las concentraciones de la curva de uroquinasa.

Activadores e inhibidores de la fibrinolisis

t-PA: Determinacion cuantitativa por la técnica de ELISA del activador tisular del
plasmindgeno en el liquido de incubacion del tejido (Holvoet P, 1985). Kit Asserachrom

t-PA Boehringer Mannheim Diagnostica Stago. Resultados expresados en ng/ml.

u-PA: Determinacion cuantitativa por ISAC de u-PA y sc-uPA antigénicas en el
liquido de incubacion del tejido (Astedt B, 1976; Ranby M, 1986). Kit TintElize uPA

Biopool International. Resultados expresados en ng/ml.

PAI-1: Determinacion cuantitativa por ELISA del inhibidor del activador del
plasmindégeno en el liquido de incubacién del tejido (Declerck PJ, 1988). .Kit
Asserachrom PAI-1 Boehringer Mannheim Diagnostica Stago. Resultados expresados en

ng/ml.
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Evaluacion de metaloproteasas

Estudio zimogrdfico:

Se realizan zimografias segun técnica propuesta por Hibbs (Hibbs MS, 1985) y
adaptada por Galis (Galis Z, 1994a), en geles SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida que
contienen 1 mg/ml gelatina (Bio-Rad), y con un gel empaquetador al 4%. En los geles
se colocan estandares de peso molecular pre-tefiidos (111, 73, 47.5, 33.9, 28.8 y 20.5
Kd. Presteined SDS-PAGE Standards Low Range; BIO-RAD), muestras del liquido de
incubacion de las arterias y estdndares de MMPs MMP-2 humano purificado (Purified
Human MMP-2. Chemicon International, INC) y MMP-9 humano purificado (Purified
Human MMP-9. Chemicon International, INC). De los estandares se parte de una
concentracion de proteina de Sug por vial y se prepara una solucion madre con tampon
Tris-HCL 5mM, pH 7,5, 0,1mM.

Las muestras y los estdndares de MMPs son resuspendidos con tampén no reductor
(10% SDS, Tris-HCI1 0,5M a pH= 6,8; sacarosa, azul de bromoferol al 0,5 % y H,O) en
proporcion 75 microlitros de incubado o estandar mas 25 microlitros de tampon no
reductor. De esta solucion se colocan 10 microlitros en cada pocillo. La concentracion
final de los estandares en el pocillo es de 6 ng/10 pl.

Los geles corren a un voltaje de 100V en tampon de corrido a pH=8,3 durante 2 horas.
Una vez finalizada la incubacion se lavan los geles con Triton X-100 2,5% para eliminar
el SDS y reactivar la actividad enzimatica, durante 30 minutos en agitacion, cambiando el
triton cada 15 minutos. Posteriormente se incuban en tampon Tris-HCl 50 mmmol/L con
10 mmol/L CaCl,, durante toda la noche a 37° C.

Para la identificacion de metaloproteasas se realizan dos geles idénticos y uno se incuba
con el tampon mencionado y el otro con el tampoén mas un inhibidor especifico de
MMPs la 1,10 fenantrolina a una concentracion 10 mmol (Sigma), ver figura 32 .

Se tifien los geles con azul Coomassie al 0,5% durante 30 minutos (se tifie todo el gel de
azul) y se decolora hasta detectar las bandas de lisis de las proteinas con actividad
gelatinolitica (bandas trasparentes). Este método detecta tanto las formas activas como
inactivas. El area de lisis producida en el gel por la actividad gelatinolitica de las MMPs
se lee por densitometria de scaning (Bio-Rad Multi-Analyst TM/pc). Los resultados se
expresan por DOxmm?/ 1g tejido. Con el mismo sistema se procede a la extrapolacion y
determinacion de los PM de las bandas de lisis con respecto a los estdndares de peso

molecular.
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Zimografia en gelatina en geles con 10%
de poliacrilamida y 1mg/ml de gelatina.

\ 4

Incubacién toda la noche a
37°C

Con tampon Con tampén sustrato y
sustrato fenantrolina 10mmol

A 4
A

A 4

Densitometria de
escaning

Figura 32.- Proceso de identificacion de las MMPs con un inhibidor especifico.

Western blot:

Para la identificaciéon de estas proteinas con actividad gelatinolitica se aplica una
adaptacion de la técnica descrita por George (George SJ, 1997), ver figura 33. El paso
inicial es un tratamiento especial de las muestras. Una alicuota de 200 pl de la muestra
se coloca en concentradores de 30K (Microcon YM-30, Amicon, Millipore). Las
muestran se centrifugan durante 15 minutos a 5000 g y se procede a recuperar el
sobrenadante. 20 ul del sobrenadante se resuspenden en 70 ul de solucion no reductora
con un 10% de B-mercaptoetanol. Se hierven las muestras y las soluciones estandar a
100° C durante 5 minutos y se procede a realizar la electroforesis.

Se realiza una electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% con un gel empaquetador
al 4% A 100V durante 2 horas. En los geles se colocan 20 pl de estandares de MMPs,
MMP-2 humana purificada y MMP-9 humana purificada (Chemicon International, INC)
a una concentracion final de 300 ng/10 ul y 20 pl de las muestras del liquido de
incubacion de las arteria con mercaptoetanol y los estandares de peso molecular
anteriormente especificados. Una vez finalizada la electroforesis se equilibran los geles
en tampon de transferencia. Se realiza el “trans-blotting” a una membrana de
nitrocelulosa (Trans Blot, Transfer Medium, Pure nitrocellulose membrane 0,45 pm.
Bio-Rad). La transferencia se lleva a cabo a 4° C con un voltaje de 100 V durante 1 hora

en tampon de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina y 20 v/v de metanol). Se
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verifica que se ha realizado bien la transferencia con rojo Ponceau y se corta la banda
correspondiente a los pesos moleculares.

Se procede al bloqueo de los filtros con PBS-TW-BSA al 3% durante toda la noche A 4°
C. Se incuba la membrana con el anticuerpo primario que en nuestro caso es MMP-2
Polyclonal Antibody AB809 o MMP-9 Polyclonal Antibody AB805 (Chemicon
International, INC), después de lavar la membrana se incuba con el anticuerpo
secundario AP132P (goat Anti rabbit IgG H&L horseradish peroxidase conjugated
affinity purified antibody, Chemicon International, INC).

El ltimo paso es la deteccion de las bandas con ECL (RPN2109 Amersham Pharmacia
Biotech), para ello se coloca la membrana sobre una placa fotografica (Curix RP2,
Medical X-Ray Film, AGFA). La placa se revela y sobre ella se procede a la

identificacion de las bandas positivas.
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Electroforesis
Geles 10% acrilamida
1h30min
N L0V
Transferencia
1h

100V

v
Bloqueo
3%BSA

v 12k

Lavado

l

Incubacion
Anticuerpo primario
(MMP-9: AB80S, MMP-2: AB809, Chemicon)

L7

Lavado

l

Incubacion
Anticuerpo secundario
(AP132P Chemicon)

T

Lavado

l

Deteccion
ECL (Luminol)

Revelado fotografico

Figura 33.- Esquema de la técnica de Western Blot.
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ESTUDIO HISTOLOGICO

Se procede a descongelar el fragmento de arteria y se realiza una observacion directa de
la muestra con lupa binocular y una descripcion macroscopica. El fragmento de arteria
se divide en dos fragmentos y se fijan en glutaraldehido al 0,2% y paraformaldehido al
2% en tampon fosfato (pH= 7.4).

Un fragmento se incluye en parafina (Procesador automatico de inclusion de parafina
Shandon-Elliot), y el otro fragmento se incluye en OCT (Agar).

Se realizan cortes seriados de 5 p con: micrétomo para congelacion (Criostato 2800
Frigocut E), y con microtomo para parafina (Reichert-Jung). En ambos casos se

recogen los cortes sobre portas de vidrio previamente gelatinizados.

Cortes por congelacion: En los cortes por congelacion se realizan las siguientes
tinciones:

Estudio de lipidos: mediante la tinciéon de Herxheimer (McManus JFA, 1968). Las
preparaciones se observan por microscopia Optica (Carl Zeiss, D-7082 Oberkochem) y

se valora el contenido de lipidos por escala semicuantitativa (Juan O, 1999):

Lipidos:
1= Sin lipidos
2= Ligera infiltracion lipidica (hasta un 30%)
3= Infiltracién lipidica moderada (entre un 30% y un 60%)
4= QGran infiltracion lipidica (superior al 60%)

Tincion por Inmunofluorescencia del fibrindgeno-fibrina: Para valorar la penetracion de
fibrindgeno en la pared vascular se utiliza la técnica descrita por Bini (Bini A, 1989). Se
desparafinan las muestras segun método habitual y se colocan en una camara himeda
opaca. Se permeabilizan las muestras con solucioén de triton X-100 al 1% en PBS, se
saturan con albumina bovina al 2% en PBS y se incuba con el anticuerpo primario
especifico contra fibrindgeno y los fragmentos D, E, X e Y (A080, Dako) a una dilucion
1:100 en una solucién al 1% de albumina bovina en PBS (0,1M) durante 2 horas.
Posteriormente se incuba con el anticuerpo secundario marcado con fluorescencia
(R156, Dako) a una dilucion de 1:50 en una solucion al 1% de albumina bovina en PBS
(0,1M) durante 1 hora. Se lavan las muestras con agua destilada y se montan con

glicerol (Dako). Para valorar la posible union inespecifica de los anticuerpos se realiza
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un control de la misma muestra incubada con suero preinmune de conejo en vez de con
el anticuerpo especifico para fibrindgeno.

Para la cuantificacion del area y la penetracion de fibrindgeno en la pared vascular
observamos las muestras por microscopia de epifluorescencia (Axiophot) utilizando un
filtro B-546. Realizamos un registro fotografico en diapositivas a 200 aumentos en las
que se valora la penetracion y el area de fibrindogeno en la pared vascular por analizador
de iméagenes utilizando una videocamara (Module CCD, Sony Model-77 CE; y software
MCID) en un area de pared vascular de 40.000 um®. Para evitar la posible unién
inespecifica ponemos sobre la fuente de luz la diapositiva del control primario y
calibramos a cero y luego se mide la penetracion del fibrindgeno (profundidad maxima
alcanzada desde la superficie al interior) de intima y adventicia; y el area ocupada por el
fibrindgeno-fibrina que presenta la pared vascular expresandose los resultados en um y

2 .
um” respectivamente.

Cortes por parafina: En los cortes por parafina se realizan las siguientes tinciones:
Estudio de la pared del vaso: con la tincion de Hematoxilina-eosina. Método
tradicional de Ehrlich (Smith A, 1977), utilizando la hematoxilina de Mayer. Se valora
el estado global de la pared del vaso, la presencia de calcificaciones y el estado de las
células musculares por escala semicuantitativa. Estudio de las fibras elasticas, mediante
microscopia de epifluorescencia (Axiophot) utilizando un filtro de 450-490 nm por
escala semicuantitativa (Juan O, 1999):

Estructura de la arteria

1= Conservada
2= Alterada
3= No reconocible

Células musculares

1= Normales
2= Alteradas, pocos nucleos
3= Ausencia de nucleos, pérdida de estructuras celulares

Fibras elasticas
1= Normales
2= Alteradas

3= Ausentes
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Calcificaciones
1= Sin calcificaciones
2= Presencia de microcalcificaciones
3= Presencia de macrocalcificaciones

Puntuacion final de la lesion arteriosclerdtica suma de la puntuacion de: lipidos, estructura de la

arteria, células musculares, fibras elasticas y calcificaciones.

VALORACIONES EN SANGRE
Elementos Formes

Recuento automadtico: Leucocitos totales, linfocitos y monocitos. Automatic Counter.
System 9000 Menarini. Ntumero total en sangre venosa por mm”.
Recuento diferencial: Formula leucocitaria a partir de la extension de sangre sobre

porta: Leucocitos totales, linfocitos y monocitos. Resultados expresados en %.

VALORACIONES EN PLASMA
Evaluacion del fibrinégeno

Fibrinogeno antigénico: Valoracion cuantitativa del fibrindgeno intacto por el método
inmunologico de ELISA tipo sandwich (Koppert PW, 1988). Los pocillos estan
recubiertos con un anticuerpo monoclonal murino dirigido contra el extremo
carboxiterminal de la cadena Aa intacta del fibrindgeno. Se anade la muestra o el
calibrador al pocillo y el fibrinégeno intacto de la muestra se unird a dicho anticuerpo
de la fase solida. En el siguiente paso se afade otro anticuerpo monoclonal murino,
dirigido contra el extremo aminoterminal de la cadena Aa (fibrinopeptido A) y marcado
con HRP (peroxidasa de rabano), que se unird solo al complejo fibrinégeno
intacto/anticuerpo de la fase solida ya formado. Tras afadir el sustrato
(tetrametilbenzidipina) se produce color azul que vira a amarillo al parar la reaccion con
acido sulfurico. La intensidad del color es proporcional a la concentracion de
fibrindégeno intacto de la muestra. Elisa kit Fibrinostika Intact Fibrinogen. Organon

Teknika. Resultados expresados en mg/dl.
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Fibrinogeno von Clauss: Estudio funcional del fibrinégeno segun la técnica de von
Clauss (Clauss A, 1957) adaptada para el analizador automatico JBLAB ST4 Stago. La
técnica es una evaluacion cronométrica del fibrindgeno en plasma. Cuando el plasma
diluido se pone en contacto con un exceso de trombina, el logaritmo del tiempo de
coagulacion esta en relacion lineal con el logaritmo de la concentracion en fibrindgeno
del plasma estudiado. Coagulometro Diagnostica Stago JBLAB ST4; fibrinogen-

Reagenz. Boehringer Mannheim. Resultados expresados en mg/dl.

Productos de degradacion de la fibrina

Fibrinopeptido A (FPA): Determinacion cuantitativa en plasma del FPA por el método
inmunolégico ELISA (Amiral J, 1984). Esta técnica precisa de un tratamiento especial
del plasma. Una vez obtenido con el anticoagulante especial, ya descrito, el plasma debe
ser tratado con bentonita (80 mg/ml) en una proporcién 1:0,5, agitado y centrifugado 10
minutos a 3000 rev/min, se separa 1 ml del sobrenadante que se mezcla con bentonita
1:0,5 y se repite el paso de centrifugacion. Se recupera 1 ml del sobrenadante con el que
se procede a realizar la determinacion. Este paso previo es necesario para eliminar el
fibrindgeno. La técnica se basa en un enzimoinmunoensayo competitivo en dos fases.
Una cantidad constante de anticuerpo anti-fibrinopeptido A en exceso es incubada con
la muestra o estandar, formandose complejos antigeno-anticuerpo. Queda un exceso de
anticuerpo cuya concentracion es inversamente proporcional al contenido de FPA en la
muestra. Para su determinacion se introducen en los pocillos recubiertos con FPA
formandose complejos antigeno-anticuerpo fijados a la pared que a continuacién forman
complejos sandwich con anticuerpos anti-IgG marcados con OPD (peroxidasa)lLa
cantidad de los complejos sdndwich formados es una medida de la concentracion de
FPA en la muestra. ELISA Kit FPA Boehringer Mannheim GmbH Diagnostica.

Resultados expresados en ng/ml.

Dimero D (DD): Determinacion cuantitativa en plasma del DD producido al degradarse
la fibrina en plasma por el método inmunoldgico ELISA basado en un ensayo sandwich
(Morgenthaler JJ, 1987). En la primera inmunorreaccion, el anticuerpo especifico contra
el dimero D, unido a los pocillos, fija los productos de degradacion de la fibrina
contenidos en la muestra pero no reacciona con el fibrindgeno y sus productos de

degradacion. En la siguiente inmunorreaccion con anticuerpos anti-PDF-D marcados
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con OPD se forman complejos sdndwich. La cantidad de estos complejos es la medida
del contenido del DD en la muestra. El exceso de OPD no ligado se elimina por lavado
y después de la adicion de H202 y el cromogeno (o.fenilendiamina) la actividad de
OPD ligada es determinada fotométricamente. Kit Asserachrom Dimero D Boehringer

Mannheim Diagnostica Stago. Resultados expresados en ng/ml.

Activadores e inhibidores de la fibrinolisis

t-PA: Determinacion cuantitativa ELISA del activador tisular del plasminogeno t-PA
antigénico en plasma (Holvoet P, 1985). En la primera inmunorreaccion, el anticuerpo
especifico contra el t-PA, unido a los pocillos, fija el t-PA contenido en la muestra. En
la siguiente inmunorreaccidon con anticuerpos anti-t-PA marcados con OPD se forman
complejos sandwich. La cantidad de estos complejos es la medida del contenido de t-PA
en la muestra. El exceso de OPD no ligado se elimina por lavado y después de la
adicion de H202 y el cromogeno (o.fenilendiamina) la actividad de OPD ligada es
determinada fotométricamente. Kit Asserachrom t-PA Boehringer Mannheim

Diagnostica Stago. Resultados expresados en ng/ml.

u-PA: Determinacion cuantitativa por ELISA de la uroquinasa (u-PA) y pro-uroquinasa
(sc-uPA) antigénicas en plasma (Ranby M, 1986). Para realizar esta técnica se afiade
igual cantidad de plasma a los pocillos N y A. Los pocillos N contienen anticuerpos
monoclonales contra u-PA inmovilizados en su superficie y anticuerpos solubles
dirigidos a estructuras no relacionadas. Durante la incubacion, la u-PA contenida en el
plasma se une cuantitativamente a los anticuerpos de la superficie de los pocillos. Al
afiadir anticuerpos HRP-anti-uPA (conjugado) se forman complejos sandwich. Se
elimina el exceso de conjugado no unido y se aflade el sustrato (HRP), la cantidad de
color desarrollada es proporcional a la cantidad de u-PA unida al conjugado (respuesta
especifica) y a la cantidad de conjugado unido a HRP por otros mecanismos (respuesta
inespecifica). Para determinar la respuesta inespecifica se utilizan los pocillos A que
contienen anticuerpos monoclonales contra u-PA inmovilizados en su superficie y
anticuerpos solubles dirigidos a u-PA. De esta forma se evita la unién especifica de u-
PA con los anticuerpos fijados sin interferir en ninglin otro mecanismo La valoracion de

la concentracion de u-PA se realiza sustrayendo del valor de los pocillos N (unién total)
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el de los pocillos A (unidn inespecifica). A esté método se le denomina ISAC. Kit

TintElize uPA Biopool International. Resultados expresados en ng/ml.

PAI-1: Determinacion cuantitativa por ELISA del inhibidor del activador del
plasminogeno-1 (PAI-1) antigénico en plasma (Declerck PJ, 1988). En la primera
inmunorreaccion, el anticuerpo especifico contra el PAI-1, fijado en los pocillos, fija el
PAI-1 contenido en la muestra. En la siguiente inmunorreaccion se utilizan anticuerpos
anti-PAI-1 conjugados con enzimas peroxidasas (OPD), formdndose asi los complejos
sandwich. La cantidad de estos complejos es la medida del contenido de PAI-1 en la
muestra. El exceso de OPD no ligado se elimina por lavado y después de la adicion de
H202 y el cromodgeno (o.fenilendiamina) la actividad de OPD ligada es determinada
fotométricamente. La cantidad de color final sera directamente proporcional a la
cantidad de PAI-1 presente en el plasma. Kit Asserachrom PAI-1 Boehringer Mannheim

Diagnostica Stago. Resultados expresados en ng/ml.

METODOS ESTADISTICOS

Los resultados se expresan como media + EEM (error estandar de la media), a no ser
que se especifique lo contrario. La significacion estadistica se establece al nivel de
p<0,05.

Se ha realizado la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar si los resultados
siguen una distribucién normal y poder aplicar las pruebas estadisticas paramétricas
cumpliéndose esta condicion en todos los pardmetros bioquimicos estudiados.

Para el estudio de los factores de riesgo se utiliz6 la prueba de Chi cuadrado y el
coeficiente de Phi-Cramers.

Para el estudio comparativo de los valores de medias se ha aplicado: la prueba de t de
Student para datos no apareados para la comparacion de dos grupos, y para el analisis de
tres grupos se utilizo el test one way anova y el andlisis de la varianza para grupos
desiguales de Student-Newman-Keuls.

Para el estudio de la correlacion entre variables se ha calculado el coeficiente de
correlacion (r) y la significatividad de dicha correlacion (p).

Los célculos estadisticos y las graficas se han realizado con los programas informaticos

SPSS para Windows Version 6.0 y MicroCal Origin Version 3.0.
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ARTERIALES

Estudio histologico

Clasificacion de las muestras

Se ha valorado el grado de lesion que presentan las arterias recibidas en la unidad por
las técnicas histologicas descritas en el apartado de material y métodos.

Segun la puntuacion obtenida sumado los valores de la escala semicuantitativa de los
parametros: estado de la estructura de la arteria, presencia de calcificaciones, estado de
las células musculares, fibras elésticas y lipidos (figuras 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,41 y

42), hemos clasificado las muestras en:

Entre 5y 8 = Lesion leve (1)
Entre 9y 12 = Lesion moderada (2)
Entre 13 y 16 = Lesion avanzada (3)

De las 126 muestras arteriales estudiadas 22 presentaban lesiones del tipo 1 (Lesion

leve), 59 del tipo 2 (Lesion moderada) y 45 lesiones de tipo 3 (Lesion avanzada).

Figura 34.- Arteria aorta con ligero engrosamiento
subintimal. Tincion Hematoxilina-Eosina. lzquierda: intima,
Derecha: adventicia (x100).
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Figura 35.- Arteria aorta con células musculares normales.
Tincion Hematoxilina-Eosina. (x200).

Figura 36.- Arteria carotida con células musculares alteradas,
con pocos nucleos. Tincidon hematoxilina-eosina . (x200).

Figura 37.- Arteria femoral con ligera infiltracion lipidica. Tincion
Herxheimer. Parte superior: Intima; Parte inferior: adventicia. (x40).
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Figura 38.- Arteria cardtida con gran infiltracion lipidica. Tincion
Herxheimer. Parte superior: Intima,; Parte inferior: adventicia (x40).

Figura 39.- Arteria aorta con fibras elasticas normales.
Fluorescencia. Izquierda: Intima; Derecha. adventicia. (x100).

Figura 40 .- Arteria femoral con fibras elasticas alteradas.
Tincion Hematoxilina-Eosina observada por microscopia de
fluorescencia. Izquierda: Intima; Derecha: adventicia. (x200).
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Figura 41.- Arteria femoral con fibras elasticas practicamente
ausentes. Fluorescencia. (x200).
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Figura 42. — Arteria femoral con microcalcificaiones.
Tincion Hematoxilina-Eosina. (x200).
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Estudio bioquimico

Parametros fibrinoliticos
Actividad Fibrinolitica de la Pared Arterial:

La actividad fibrinolitica de la superficie del endotelio (figura 43) presenta un
incremento significativo en la lesion 2 con respecto a la 1 y a la 3 (tabla 5). En la
adventicia esta actividad fibrinolitica (figura 44) esta incrementada con el grado de
lesion siendo este incremento significativo estadisticamente entre las lesiones 1-3, y 2-3
(tabla 5).

La actividad fibrinolitica de la superficie del endotelio y de la superficie de la adventicia

se muestran en la figura 45.
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Figura 43.- Actividad fibrinolitica Figura 44.- Actividad fibrinolitica
de la superficie del endotelio. de la superficie de la adventicia.

Tabla 5.- Significatividad del analisis de la varianza entre grupos de lesion
de los datos de las figuras 43 y 44.

Actividad fibrinolitica Actividad fibrinolitica

Endotelio Adventicia
Lesion 1-Lesion 2 * NS
Lesion 1-Lesion 3 NS *
Lesion 2-Lesion 3 * *

#=p < 0,05, NS = No significativo

2

Figura 45.- Actividad fibrinolitica de la
superficie del endotelio (1) y de la

adventicia (2) sobre placa de fibrina. |\
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Capacidad Generadora de Plasmina por la Pared Arterial:

La actividad fibrinolitica de los incubados de arterias a los 10 minutos disminuye
paulatinamente con el grado de lesion siendo esta disminucion significativa
estadisticamente entre las lesiones 1-3, y las lesiones 2-3 (figura 46, tabla 6).

La actividad fibrinolitica de los incubados a los 120 minutos también experimenta una
disminucion significativa con el grado de lesion. Siendo esta disminucion significativa

entre las lesiones 1-3, y las lesiones 2-3 (figura 47, tabla 6).
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Figura 46.- Capacidad Generadora Figura 47.- Capacidad Generadora
de Plasmina a los 10 minutos de la de Plasmina a los 120 minutos de la
incubacion. incubacion.

Tabla 6.- Significatividad del analisis de la varianza entre grupos de lesion
de los datos de las figuras 46 y 47.

Capacidad Generadora Capacidad Generadora
de Plasmina 10 minutos de Plasmina 120 minutos
Lesion 1-Lesion 2 NS NS
Lesion 1-Lesion 3 * *
* *

Lesion 2-Lesion 3

#=p <0,05; NS = No significativo
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Activadores e inhibidores de la fibrinolisis:

El t-PA antigénico tisular contenido en el liquido de incubacién no experimenta
modificaciones significativas con el grado de lesion arterial, aunque esta ligeramente
disminuido en la lesion 3 (figura 48, tabla 7).

La u-PA tisular tampoco muestra diferencias significativas con el grado de lesion
arterial (figura 49, tabla 7).

El PAI-1 antigénico tisular experimenta un incremento con el grado de lesion arterial de
un 20 % entre la lesion 1 y 2, de un 63 % entre la 2 y 3, y de un 98% entre la 1 y 3.

Siendo este incremento significativo entre las lesiones 1-3, y las lesiones 2-3 (figura 50,
tabla 7).
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Figura 48.- t-PA antigénico tisular. Figura 49.- u-PA tisular.
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Figura 50.- PAI-1 antigénico
tisular.
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Tabla 7.- Significatividad del andlisis de la varianza entre grupos de
lesion de los datos de las figuras 48, 49 y 50.

t-PA u-PA PAI

Lesion 1-Lesion 2 NS NS NS
Lesion 1-Lesion 3 NS NS *
Lesion 2-Lesion 3 NS NS *

#=p <0,05; NS = No significativo

Valoracion de la actividad gelatinolitica de las metaloproteasas

La metaloproteasa 9 inactiva no experimenta una modificacion significativa al aumentar

el grado de lesion arterial (figura 51, tabla 8).

La metaloproteasa 9 activa tampoco experimenta diferencias significativas entre los

grupos de lesion 2 y 3 (figura 52, tabla 8). Sin embargo es importante remarcar que esta

metaloproteasa no aparece en ninguno de las arterias estudiadas del grupo de lesion 1,

aparece en 11% de las arterias pertenecientes al grupo de lesion 2 y en un 35 % de las

arterias con un grado de lesion 3 (figura 53).
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Figura 51.- MMP-9 inactiva.
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Figura 53.- % de pacientes con la MMP-9
activa.
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Figura 52.- MMP-9 activa.
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La MMP 2 inactiva sufre una disminucion con el grado de lesion de un 42% entre la

lesion 1y 2, de un 27% entre la lesion 2 y 3, y de un 58% entre la 1 y 3 (figura 54). Esta

disminucién es significativa entre las lesiones 1-2 y 1-3 (tabla 8).

La MMP 2 activa no varia significativamente entre los grupos de lesion (figura 55, tabla
8). Pero al estudiar el porcentaje de la presencia de forma activa vemos que esta

presente en un 36% de las arterias del grupo de lesion 1, en un 50% de las arterias del

grupo de lesion 2 y en un 54% de las del grupo de lesion 3 (figura 56).
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Figura 54.- MMP-2 inactiva. Figura 55.- MMP-2 activa.
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Figura 56.- % de pacientes con la MMP-2
activa.

Tabla 8.- Significatividad del analisis de la varianza entre grupos de lesion de
los datos de las figuras 51, 54 y 55; y de la prueba t-Student para la figura 52.

MMP- 9 MMP-9 MMP- 2 MMP-2

inactiva activa inactiva activa
Lesién 1-Lesion 2 NS NS * NS
Lesion 1-Lesion 3 NS NS * NS
Lesion 2-Lesion 3 NS NS NS NS

#=p < 0,05; NS = No significativo
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Fibrinogeno en pared

El area de fibrinégeno que ocupa la capa intima de la pared arterial no experimenta
modificaciones significativas con el grado de lesion (figura 57, tabla 9).

La penetracion de fibrindgeno en el endotelio no muestra diferencias estadisticamente
significativas con el grado de lesion aunque hay un incremento del 30% de esta
penetracion entre las arterias de los grupos de lesion 2 y 3 con respecto al 1 (figura 58,

tabla 9).
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Figura 57.- Area de fibrinbgeno en intima. Figura 58.- Profundidad de fibrinégeno en

intima.

El area de fibrindgeno que ocupa la capa adventicia muestra una disminucién con el
grado de lesion de un 39% entre las lesiones 1 y 2, de un 7% entre las 2 'y 3 y de un 43%
entre la 1 y 3. Esta disminucion es significativa entre las lesiones 1 y 2 (figura 59, tabla
9). La profundidad del fibrinégeno en la capa adventicia muestra una tendencia a
disminuir al aumentar el grado de lesion arterial. El porcentaje de disminucion es de un
18% entre las lesiones 1 y 2, de un 28% entre las lesiones 1 y 3, y de un 12% entre las
lesiones 2 y 3. Estas disminuciones sin embargo no alcanzan un grado de
significatividad estadistica (figura 60, tabla 9). Todas las arterias estudiadas presentan

penetracion de fibrindgeno tanto en la intima como en la adventicia (figura 61).
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Figura 59.- Area de fibrindgeno en adventicia. Figura 60.- Profundidad de fibrin6geno en

adventicia.

Tabla 9.- Significatividad del andlisis de la varianza entre grupos de lesion de los datos
de las figuras 57, 58, 59 y 60.

Area de Profundidad de Area de Profundidad de

fibrindgeno fibrindgeno fibrinégeno fibrin6geno
en intima en intima en adventicia  en adventicia
Lesion 1-Lesion 2 NS NS * NS
Lesion 1-Lesion 3 NS NS NS NS
Lesion 2-Lesion 3 NS NS NS NS

#=p < 0,05 NS = No significativo

Figura 61.- Arteria aorta. Tincion
inmunohistoquimica de fibrindgeno-fibrina (x100).
Izquierda: intima, derecha adventicia.



RESULTADOS 134

Correlaciones entre parametros de la pared arterial (r)
Actividad fibrinolitica de las superficies arteriales:

La actividad fibrinolitica del endotelio muestra una alta correlacion positiva con el t-PA
en los grados de lesion 2 y 3, con la u-PA en la lesion leve que disminuye en las
lesiones 2y3, y una correlacion debil y negativa con el PAI en todos los grados de lesion

(tabla 10). No hay correlacion con el resto de parametros estudiados.

Tabla 10.- Correlaciones de la actividad
fibrinolitica de la superficie del
endotelio con diversos parametros
tisulares.

Fibrinolisis en Endotelio

r LESION1 LESION2 LESION3

t-PA NC 0,3 0,3
u-PA 0,8 0,3 0,4
PAI -0,3 -0,3 -0,3
MMP-9 NC NC NC
Inactiva

MMP-9 NC NC NC
Activa

MMP-2 NC NC NC
Inactiva

MMP-2 NC NC NC
Activa

Fibringeno NC NC NC

Area endotelio
Profundidad endotelio NC NC NC

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

La actividad fibrinolitica de la adventicia no muestra correlacion con ninguno de los

parametros estudiados.

Capacidad generadora de plasmina de la pared arterial:

El estudio de la correlacion de la capacidad generadora de plasmina de la pared arterial
y el resto de pardmetros tisulares se muestra en la tabla 11. Se aprecia una correlacion
significativa y positiva con el t-PA y la u-PA en todos los grado de lesion y una
correlacion significativa y negativa con el PAI también en todos los grados de lesion.

El estudio de las correlaciones entre la capacidad generadora de plasmina y el sistema
de las MMPs no es significativo en ninguno de los grados de lesion. El area y
profundidad de fibrindgeno en el endotelio tampoco se correlaciona con la capacidad

generadora de plasmina en ninguna de las lesiones. En adventicia el area y la
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profundidad del fibrindgeno muestran una correlacion positiva con la capacidad
generadora de plasmina en las lesiones 2 y 3.
Tabla 11.- Correlaciones de la capacidad generadora de

plasmina de la pared arterial con diferentes pardmetros
tisulares.

Capacidad Generadora de Plasmina

r LESION 1 LESION2 LESION 3
t-PA 0,5 0,7 0,7
u-PA 0,5 0,3 0,3
PAI-1 -0,6 -0,3 -0,3
MMP-9 inactiva NC NC NC
MMP-9 activa - NC NC
MMP-2 inactiva NC NC NC
MMP-2 activa NC NC NC
Fibrin6geno
Area endotelio NC NC NC
Profundlqad NC NC NC
endotelio
Area adventicia 0,7 0,3 NC
Profundidad 0,7 0,3 NC
adventicia

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

Activadores e inhibidores de la fibrinolisis:

El t-PA no presenta correlaciones significativas (tabla 12).

Tabla 12.- Correlaciones del t-PA antigénico de
la pared arterial con diversos parametros

tisulares.
t-PA
r LESION1 LESION2 LESION 3

MMP-5 NC NC NC
1nactiva

MMP-9 ) NC NC
activa

MMP-2 NC NC NC
1nactiva

MMP-2 NC NC NC
activa

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

La u-PA muestra una correlacion significativa y positiva con la MMP-9 inactiva y la 2

inactiva en las lesiones 1 y 2 (tabla 13). No muestra ninguna correlacion con las MMPs
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2 y 9 activas, tampoco muestra correlacion con el area o la profundidad de fibrindgeno

en endotelio y adventicia.

Tabla 13.- Correlaciones de la u-PA de la pared
arterial con diversos parametros tisulares.

u-PA
r LESION1 LESION2 LESION 3
MMP-9 inactiva 0,7 0,4 NC
MMP-9 activa - NC NC
MMP-2 inactiva 0,7 0.4 NC
MMP-2 activa NC NC NC

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

El PAI presenta una correlacion significativa y negativa con la MMP-9 inactiva en
todos los grados de lesion, con la MMP-9 activa en las lesiones 2 y 3, y con la MMP-2
inactiva en las lesiones 1 y 2 (tabla 14). No muestra ninguna correlacion con la MMP 2
activa, tampoco muestra correlacion con el area o la profundidad de fibrindgeno en

endotelio y adventicia.

Tabla 14.- Correlaciones del PAI-1 antigénico de la pared
arterial con diversos parametros tisulares.

PAI
r LESION 1 LESION2 LESION 3
MMP-9 inactiva -0,6 -0,3 -0,5
MMP-9 activa - -0,9 -0,8
MMP-2 inactiva -0,7 -0,5 -0,3
MMP-2 activa NC NC NC

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.
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Estudio plasmatico

Parametros fibrinoliticos

Los niveles plasmaticos de t-PA antigénico (figura 62), de u-PA antigénica (figura 63) y
de PAI-1 antigénico (figura 64), no se modifican significativamente con el grado de

lesion arterial (tabla 15).
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Figura 62.- t-PA antigénico Figura 63.- u-PA antigénica
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Figura 64.- PAI-1 antigénico
plasmatico.

Tabla 15.- Significatividad del analisis de la varianza entre grupos de lesion
de los datos de las figuras 62, 63 y 64.

t-PA u-PA  PAI

Lesion 1-Lesion 2 NS NS NS
Lesion 1-Lesion 3 NS NS NS
Lesion 2-Lesion 3 NS NS NS

#=p < 0,05, NS = No significativo
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DD, FPA y fibrindgeno

Los niveles plasmaticos del dimero-D no experimentan modificaciones significativas
con el grado de lesion arterial (figura 65, tabla 16).

El FPA plasmatico disminuye en las lesiones 2 y 3 con respecto a la 1, esta
disminucion es significativa en ambos casos. Si embargo los niveles de FPA estan por

encima de los valores normales (<5 ng/ml) en los tres grados de lesion (figura 66, tabla
16).
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Figura 65.- Niveles plasmaticos de dimero-D  Figura 66.-Niveles plasmaticos de FPA.

Los valores plasmaticos del fibrindgeno medidos por el método de von-Clauss
experimentan un incremento significativo con el grado de lesion. Siendo este
incremento de un 23% en la lesion 2 y de un 32% en la lesion 3 con respecto a la 1 en
ambos casos. El porcentaje de pacientes dentro del grupo de lesiéon 1 con
hiperfibrinogenemia (valores superiores a 300 mg/dl) es de un 45%, en el grupo de
lesion 2 de un 78 % y en el grupo de lesion 3 de un 89 % (figura 67, tabla 16).

Los niveles de fibrindgeno antigénico estan también ligeramente incrementados con el
grado de lesion aunque en ningun caso este incremento llega a ser significativo. El
porcentaje de pacientes con hiperfibrinogenemia en la lesién 1 es un 35%, en la lesion 2
de un 36 % y en la lesion 3 de un 61 % (figura 68, tabla 16).

El indice vc/Ag se incrementa con el grado de lesion y el incremento es significativo
entre las lesiones 1 y 2 (incremento del 15%) y entre las lesiones 1 y 3 (incremento del

16%) (figura 69, tabla 16).
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Figura 68.- Fibrinogeno plasmatico
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Figura 69.- Indice fibrinogeno
von-Clauss/ antigénico.

Tabla 16.- Significatividad del analisis de la varianza entre grupos de lesion
de los datos de las figuras 65, 66, 67, 68 y 69.

DD FPA VC AG INDICE
Lesion 1-Lesion 2 NS * * NS *
Lesion 1-Lesion 3 NS * * NS *
Lesion 2-Lesion 3 NS NS NS NS NS

#=p <0,05; NS = No significativo
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Células blancas

Los leucocitos circulantes disminuyen significativamente con el grado de lesion siendo
esta disminucion significativa entre las lesionesl y 2, y las lesiones 1 y 3 (figura 70,
tabla 17).

Los linfocitos experimentan un incremento significativo con el grado de lesion tanto
entre las lesiones 1 y 2 como entre las lesiones 1 y 3 (figura 71, tabla 17).

Los monocitos sufren una ligera disminucion con el grado de lesion aunque no se
alcanza la significatividad estadistica (figura 72, tabla 17).

El porcentaje de linfocitos y de monocitos estd ligeramente incrementado aunque de

forma no significativa (figuras 73 y 74, tabla 17).
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Figura 70.- Leucocitos circulantes.
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Figura 71.- Linfocitos circulantes. Figura 72.- Monocitos circulantes.
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Figura 73.- %Linfocitos circulantes. Figura 74.- %Monocitos circulantes.

Tabla 17.- Significatividad del analisis de la varianza entre grupos de lesion de los datos
de las figuras 70,71, 72,73 y 74.

Leucocitos  Linfocitos Monocitos %Linfocitos %Monocitos

Lesion 1-Lesion 2 * NS NS NS NS
Lesion 1-Lesion 3 * * NS * NS
Lesion 2-Lesion 3 NS * NS NS NS

#=p < (,05; NS = No significativo

Correlaciones entre Parametros Plasmaticos
Activadores e inhibidores de la fibrinolisis:

Al estudiar la correlacion entre las concentraciones plasmaticas de t-PA antigénico y el
resto de pardmetros plasmaticos, encontramos una correlacion significativa y positiva
entre este parametro y la u-PA en todos los grados de lesion. También encontramos una
correlacion significativa y positiva del t-PA con los monocitos en las lesiones 2 y 3, y

del t-PA con el dimero D en la lesion 1 (tabla 18).

Tabla 18.- Estudio de las correlaciones del t-PA antigénico

plasmatico.
t-PA
r LESION 1 LESION2 LESION 3
u-PA 0,5 0,5 0,5
Monocitos NC 0,3 0,3
Dimero D 0,5 NS NS

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.
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El estudio de la correlacion entre el activador u-PA y los parametros plasmaticos
muestra una correlacion significativa y positiva de este pardmetro con el n° y % de

linfocitos en la lesion 3 (tabla 19).

Tabla 19.- Estudio de las correlaciones de la u-PA antigénica

plasmatica.
u-PA
r LESION 1 LESION2 LESION 3
Linfocitos NC NC 0,4
%Linfocitos NC NC 0.4

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

El estudio de las correlaciones de las concentraciones plasmaticas del inhibidor PAI con
el resto de parametros plasmaticos muestra una correlacion significativa y positiva con
el t-PA en todos los grados de lesion, con la u-PA en las lesiones 2 y 3, y una debil
correlacion con el FPA también en las lesiones 2 y 3. Asi como un correlacion

significativa y negativa con el dimero D en las lesiones 2 y 3 (tabla 20).

Tabla 20.- Estudio de las correlaciones del PAI antigénico

plasmatico.
PAI-1
r LESION1 LESION2 LESION 3
t-PA 0,4 0,5 0,6
u-PA NS 0,6 0,6
Dimero-D NS -0,4 -0,2
FPA NS 0,3 0,2

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

DD, FPA y fibrinégeno:

El estudio de las correlaciones del dimero D pone de manifiesto una correlacion
significativa y positiva de este parametro con el fibrindgeno von-Clauss y con el
fibrindgeno antigénico en las lesiones 3, y una correlacion significativa y positiva con el

n° de leucocitos en la lesion 1(tabla 21).
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Dimero-D
LESION 1 LESION2 LESION 3
Fibrinogeno NS NS 03
von-Clauss
Fibrindgeno AG NS NS NS
Leucocitos 0,7 NS NS
Monocitos NS NS NS

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

Tabla 21.- Estudio de las correlaciones del dimero D plasmatico.

El fibrinégeno von-Clauss y antigénico muestran una correlacion significativa y

negativa con el % de linfocitos en las lesiones 2 y 3, y una correlacion significativa y

positiva con la u-PA en la lesion 2 y con el n® de monocitos en la lesion 3 (tabla 22).

Tabla 22.- Estudio de las correlaciones del fibrindgeno von-Clauss y
antigénico plasmatico.

Fibrinogeno von-Clauss

Fibrinogeno Antigénico

r LESION 1 LESION2 LESION 3 LESION 1 LESION?2  LESION 3
t-PA NC NC NC NC NC NC
u-PA NC 0,3 NC NC 0,2 NC
PAI NC NC NC NC NC NC
%Linfocitos NC -0,5 -0,4 NC -0,4 -0,5
Monocitos NC NC 0,4 NC NC 0,3

La correlacion entre el fibrinogeno von-Clauss y el fibrindgeno

significativa y positiva en todos los grados de lesion (tabla 23).

Solo se muestra ¥ cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

Tabla 23.- Estudio de las correlaciones del fibrindogeno von-Clauss.

Fibrinégeno von-Clauss

LESION 1

LESION 2 LESION 3

Fibrinégeno Antigénico

0,8

0,8

0,8

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

antigénico es
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Factores de riesgo

Los pacientes incluidos en el grupo de lesion 1 tienen una edad media de 62+17 afios,
un 31% son mujeres y un 69% son hombres.

En el grupo de lesion 1 hay un 40% de pacientes con el habito tabaquico, un 25%
consumidores de alcohol (>80 gr/dia) y un 30 % de hipertensos (figura 75). Un 10 %
tienen los tres factores sumados.

Los pacientes del grupo de lesion 2 tienen una edad media de 67+10 afios, un 20% son
mujeres y un 80% hombres.

En el grupo de lesion 2 hay un 72 % de pacientes con el habito tabaquico, un 56%
consumidores de alcohol (>80 gr/dia) y un 56 % de hipertensos (figura 75). Un 22 %
tienen los tres factores sumados.

En el grupo de lesion 3 la edad media es de 6619 afios, un 4% son mujeres y un 96%
hombres. En el grupo de lesion 3 hay un 58 % de pacientes con el habito tabaquico, un
35% consumidores de alcohol (>80 gr/dia) y un 56 % de hipertensos (figura 75). Un 9

% tienen los tres factores sumados.
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Figura 75.- Distribucion de los factores de riesgo por
grupo de lesion.

Los parametros de variacion continua en los trés grados de lesion muestran las

siguientes caracteristicas:
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Los niveles de colesterol plasmatico y TAG estan ligeramente incrementados con el
grado de lesion, los de glucosa en sangre se incrementan de forma significativa con el

grado de lesion arterial (figuras 76, 77 y 78, tabla 24).
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Figura 76.- Colesterol plasmatico. Figura 77.- TAG plasmaticos.
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Figura 78.- Glucemia en sangre.

Tabla 24.- Significatividad del analisis de la varianza entre grupos de
lesion de los datos de las figuras 76, 77 y 78.

Colesterol TAG Glucemia

Lesion 1-Lesion 2 NS NS *
Lesion 1-Lesion 3 NS NS *
Lesion 2-Lesion 3 NS NS NS

#=p < (,05; NS = No significativo
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En la figura 79 se muestra el porcentaje de pacientes que en cada lesion tienen el

colesterol mayor de 2,2 g/L y los triglicéridos mayores de 1,85 mg/dL.
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Figura 79.- Porcentaje de pacientes con
hipercolesterolemia e hipertrigliciridemia.

Como se aprecia en la figura 79 el mayor numero de pacientes con hipertrigliciridemia
se encuentra en el grupo de lesion 1, mientras que la hipercolesterolemia se observa en
la lesion 2 y 3 en mayor proporcion.

Para llevar acabo el estudio de la incidencia de los factores de riesgo sobre la evolucion
de la lesion arterial, estudiaremos las diferencias entre la lesion leve (grupo 1) y las
lesidones avanzadas (lesiones 2 y 3).

En la lesion leve encontramos un 40 % de pacientes fumadores y en la lesion avanzada
un 66%. Esta diferencia al aplicar una Chi-Square es estadisticamente significativa con
una p< 0,02 (figura 80).

En la lesion leve también vemos un 25% de pacientes que consumen alcohol (>80
gr/dia) y en la lesion avanzada un 46%. Esta diferencia al aplicar una Chi-Square es
estadisticamente significativa con una p< 0,05 (figura 80).

Los pacientes hipertensos en la lesion leve son un 30% y en la avanzada un 56%. Esta
diferencia al aplicar una Chi-Square es estadisticamente significativa con una p< 0,03

(figura 80).
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Figura 80.- Distribucion de los factores de riesgo
entre lesion leve y lesion avanzada.

El porcentaje de pacientes que sufren hipercolesterolemia en la lesion leve es de un 15
% y en la lesion avanzada de un 37,5%. Esta diferencia al aplicar una Chi-Square es
estadisticamente significativa con una p< 0,04 (figura 81).

En la lesion leve hay un 36% de pacientes con hipertrigliciridemia y en la avanzada un

23%. Esta diferencia no muestra diferencias estadisticamente significativas (figura 81).
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Figura 81.- Porcentaje de pacientes con
hipercolesterolemia e hipertrigliciridemia.
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SECTORES ARTERIALES: CAROTIDA, AORTA Y FEMORAL

Estudio histologico

Clasificacion de las muestras

En la segunda parte del estudio las muestras se clasifican ademds de por el grado de
lesion por el sector arterial del que proceden: cardtida, aorta o femoral.

Se ha valorado el grado de lesién que presentan las arterias recibidas en la unidad por
las técnicas histologicas descritas en el apartado de material y métodos.

Una vez valorado el grado de lesion se han clasificado las arterias segin el sector
arterial del que proceden: carotida N=40 (Cardtida Lesion 1 N=6, Carétida Lesion 2
N=14, Carotida Lesion 3 N=20), aorta N=37 (Aorta Lesion 1 N=7, Aorta Lesion 2
N=17, Aorta Lesion 3 N=12) o femoral N=49 (Femoral Lesion 1 N=9, Femoral Lesion
2 N=28, Femoral Lesion 3 N=12). Figuras 82, 83, 84 y 85.
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Figura 82.- Femoral lesion 1, Figura 83.- Carotida lesion 3,
endotelio. endotelio.

Figura 85.- Carotida lesion 2,
adventicia.

Figura 84.- Aorta lesion 3, endotelio.
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Estudio bioquimico

Parametros fibrinoliticos
Actividad Fibrinolitica de la Pared Arterial:

La actividad de superficie del endotelio se muestra en la figura 86. Ninguno de los
grupos de lesion estudiados presenta diferencias significativas entre los sectores
arteriales cardtida, aorta o femoral. Sin embargo, en la lesion 2 esta actividad esta
incrementada respecto a las lesiones 1 y 3. Tampoco se observan diferencias
significativas en un mismo sector con diferentes grados de lesion.

La actividad fibrinolitica de la adventicia se representa en la figura 87. No hay
diferencias significativas entre sectores de un mismo grupo de lesion, ni en un mismo
sector con diferentes grados de lesion, aunque dentro de cada sector al aumentar la
lesion se incrementa la actividad de superficie. En este apartado hay que resaltar dos
puntos importantes el primero de ellos es que en el sector arterial carotida en los grupos
de lesion 2 y 3 no hay valores de la actividad de la adventicia porque las muestras
proceden de intervenciones quirdrgicas por endarterectomia en las que esta capa no se
extrae. El segundo punto a destacar es que en todas las lesiones, la actividad de la

adventicia de la aorta es superior a la de los otros sectores estudiados.
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Figura 86.- Actividad fibrinolitica Figura 87.- Actividad fibrinolitica
de la superficie del endotelio. de la superficie de la adventicia.

El estudio estadistico de los datos de las figuras 86 y 87 no muestra diferencias

significativas entre ninguno de los pardmetros estudiados.
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Capacidad Generadora de Plasmina por la Pared Arterial:

La capacidad generadora de plasmina de las arterias a los 10 y 120 minutos de
incubaciodn se representa en las figuras 88 y 89 respectivamente. Se puede observar que
en la lesion 1 los valores de la actividad fibrinolitica de cardtida son significativamente
mayores que los de aorta y femoral a los 10 y 120 minutos. En el grupo de lesion 2 tanto
a los 10 como a los 120 minutos, los valores mas altos corresponden a la arteria
femoral que difiere de aorta y carotida significativamente, en este grupo de lesion los
valores de car6tida son también significativamente menores que los de aorta. En el
grupo de lesion 3 el valor mas elevado sigue perteneciendo al grupo de femorales tanto
a los 10 como a los 120 minutos. En este grupo de lesion los valores de aorta y femoral
estan incrementados respecto a los de cardtida de forma significativa en los dos tiempos
estudiados (tabla 25).

Si estudiamos como el grado de lesion influye en cada sector arterial vemos que la
actividad fibrinolitica de carétida disminuye significativamente en las lesiones 2 y 3 con
respecto a la lesion 1. El resto de sectores no se modifica de forma significativa (tabla

26).
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Tabla 25.- Significatividad del analisis de la varianza de los
datos de las figuras 88 y 89.

CGP 10 CGP 120

Carétida-Aorta * *

Lesion 1 Aorta-Femoral NS NS
Carotida-Femoral * *
Carétida-Aorta * *

Lesion 2 Aorta-Femoral * NS
Carétida-Femoral * *
Carétida-Aorta * *

Lesion 3 Aorta-Femoral NS NS
Carétida-Femoral * *

#=p < 0,05 NS = No significativo

Tabla 26.- Significatividad del analisis de la varianza de los
datos de las figuras 88 y 89.

CGP 10 CGP 120

Caroétidal-Carétida2 * *
Sector Cardtidal-Carotida3 * *
Cardétida2-Carotida3 NS NS

#=p < 0,05; NS = No significativo
No hay diferencias significativas entre arterias aorta ni femoral con diferentes grados de
lesion.

Activadores e inhibidores de la fibrinolisis:

Los niveles antigénicos del activador de la fibrinolisis t-PA se estudian en la figura 90.
En el grupo de lesion 1 no hay diferencias significativas entre los tres sectores arteriales
estudiados. En el grupo de lesion 2 los niveles de t-PA de cardtida son
significativamente menores con respecto a los de aorta y de femoral, e igual ocurre en la
lesion 3 (tabla 27). Cuando se estudia un mismo sector con diferentes grados de lesion
se observan diferencias significativas solo en carétida donde se aprecia que los niveles
de t-PA disminuyen significativamente en las lesiones 2 y 3 con respecto a la 1 (tabla

28).
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El estudio de los niveles tisulares del activador de la fibrinolisis u-PA por grado de
lesion en cada sector arterial se describen en la figura 91. En el grupo de lesion 1 no se
observan diferencias significativas entre los sectores estudiados. En el grupo de lesion 2
los niveles de u-PA en arteria femoral estan incrementados significativamente con
respecto a los de carotida y aorta. En el grupo de lesion 3 no se observan diferencias
entre los tres sectores arteriales (tabla 27). Tampoco hay diferencias significativas al
estudiar cada sector con diferentes grados de lesion (tabla 28).

Los niveles tisulares del inhibidor de la fibrinolisis PAI se estudia en la figura 92.

En el estudio de las diferencias entre sectores por grado de lesion se observa que en la
lesion 1 los niveles de PAI son significativamente menores en cardtida con respecto a
aorta. En el resto de lesiones no hay diferencias entre sectores arteriales (tabla 27). Si
estudiamos la influencia de la lesion en cada sector vemos que en carotida los niveles de

PAI son significativamente menores en la lesion 1 con respecto a la 2 y la 3 (tabla 28).

180 180+
160 160
140 140
£ 100 % 1001
= ] = T
80 10 —
60 8
40 1 6
i i
e Es ] mn U=
0 'lh — — 0 — :
Carétida Aorta Femoral Cardtida Aorta Femoral
|:| Lesion 1 |:| Lesion 2 - Lesion 3
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tisular.
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Tabla 27.- Significatividad del analisis de la varianza de los datos de
las figuras 90, 91 y 92.

t-PA u-PA PAI
Caroétida-Aorta NS NS *
Lesion 1 Aorta-Femoral NS NS NS
Carotida-Femoral NS NS NS
Carotida-Aorta * NS NS
Lesion 2 Aorta-Femoral NS * NS
Carétida-Femoral * * NS
Carotida-Aorta * NS NS
Lesion 3 Aorta-Femoral NS NS NS
Carotida-Femoral * NS NS

#=p < (,05; NS = No significativo

Tabla 28.- Significatividad del analisis de la varianza de los
datos de las figuras 90, 91 y 92.

t-PA u-PA PAI
Carotidal-Carotida2 * NS NS

Sector Carotidal-Cardtida3 * NS *
Cardétida2-Carotida3 NS NS NS

#=p <0,05; NS = No significativo
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Identificacion de la actividad gelatinolitica de las metaloproteasas

En las muestras de arteria hemos encontrado metaloproteasas con actividad
gelatinolitica con pesos moleculares de 92, 88, 72 y 66 KD, compatibles con las formas
inactivas y activas de la MMP-9 y la MMP-2 respectivamente, como se muestra en la
figura 93. Estas bandas de lisis desaparecen en los geles de electroforesis incubados con
fenantrolina, un inhibidor especifico de la accion de las metaloproteasas (no se muestra
el zimograma).

En las figuras 94 y 95 se muestra la identificacion de dichas metaloproteasas por

Western blot.

111 kD

73 kD
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Figura 93.- Zimografia de gelatina.

1: Pesos moleculares; 2: Estandar MMP-2; 3: Estindar MMP-9; 4: Femoral lesion 3; 5: Aorta lesion 1; 6:
Cardtida lesion 3; 7: Cardtida lesion 2; 8: Aorta lesion 3; 9: Femoral lesion 2.
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Figura 94 .- Fotografia de placa Figura 95. — Placa autoradiografica de
autoradiografica de Western blot MMP-9. Western blot MMP-2.
1: Femoral lesion 1; 2: Estandar MMP-9; 3: Cardtida 1: Femoral lesion 3; 2: Estandar MMP-2; 3:
lesion 3; 4: Aorta lesion 3, 5: Cardtida lesion 2. Aorta lesion 1; 4: Cardtida lesion 2; 5: Aorta

lesion 2; 6. Cardtida lesion 1.

Valoracion de la actividad gelatinolitica:
La evolucion por sector de la actividad gelatinolitica de la MMP-9 inactiva y la MMP-9
activa se muestran en las figuras 96 y 97 respectivamente.

El porcentaje de MMP-9 activa presente en cada sector arterial se representa en la figura
98.
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La MMP-9 inactiva no presenta diferencias significativas entre sectores por grupos de
lesion, ni al comparar un mismo sector con diferentes grados de lesion (tablas 29 y 30),
y se encuentra en el 100 % de las muestras estudiadas.

La MMP-9 activa no esta presente en ningun sector arterial perteneciente al grupo de
lesion 1, en la lesion 2 aparece solo en arterias cardtidas y en la lesion 3 en carotidas y
aortas pero no se observa en femorales en ningin grupo de lesion (tabla 29).

El porcentaje de activacion de esta MMP en cardtida en la lesion 3 es superior al de

lesion 2 y practicamente igual al que presenta la aorta (figura 98).
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Figura 98.- % de muestras que
presentan la MMP-9 activa.

La actividad gelatinolitica de la MMP-2 inactiva en cada sector arterial segun el grado
de lesion se representa en la figura 99, la de la MMP-2 activa en la figura 100 y el

porcentaje de formas activas de la MMP-2 en la figura 101.



RESULTADOS 156

La MMP-2 inactiva en el grupo de lesion 1 esta significativamente incrementada en
cardtida con respecto a aorta y femoral, en los grupos de lesiéon 2 y 3 no se observan
diferencias significativas entre los sectores arteriales estudiados (tabla 29). En todos los
grupos de lesion el valor mas bajo corresponde a aorta. Esta MMP estad presente en el
100% de las muestras estudiadas.

Si se estudia la influencia del grado de lesion en los diferentes sectores arteriales se
aprecia que en cardtidas con lesion 1 la MMP-2 inactiva esta significativamente
incrementada con respecto al mismo sector con lesiones 2 y 3 (tabla 30).

La MMP-2 activa en la lesion 1 no esta presente en arteria carétida y si aparece en las
lesiones 2 y 3, no observandose mas diferencias significativas dentro de cada lesion, ni

al realizar el estudio por sector (tabla 29).
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Tabla 29.- Significatividad del analisis de la varianza de los datos de las
figuras 96 y 99.

MMP-9 inactiva MMP-2 inactiva

Carotida-Aorta NS *
Lesion 1 Aorta-Femoral NS NS
Caroétida-Femoral NS *
Caroétida-Aorta NS NS
Lesion 2 Aorta-Femoral NS NS
Carotida-Femoral NS NS
Caroétida-Aorta NS NS
Lesion 3 Aorta-Femoral NS NS
Carotida-Femoral NS NS

#=p < 0,05; NS = No significativo

Tabla 30.- Significatividad del analisis de la varianza de los datos de las

figuras 96 y 99.
MMP-9 inactiva MMP-2 inactiva
Lesion 1-Lesion 2 NS *
Cardtida Lesién 1-Lesién 3 NS *
Lesion 2-Lesion 3 NS NS

#=p < 0,05, NS = No significativo

No hay diferencias significativas entre arterias aorta ni femoral con diferentes grados de
lesion.

Fibrinogeno en pared arterial

En el estudio de la distribucion de fibrindgeno en la pared arterial observamos que el
100% de las muestras presentan infiltracion de fibrindgeno tanto en intima como en
adventicia. En la figura 102 se muestran el 4rea y la penetracion de fibrinogeno-fibrina

en intima de una arteria cardtida con lesion 2.



RESULTADOS 158

Figura 102.- Arteria cardtida con lesion
2. Tincién inmunohistoquimica de
fibrindgeno-fibrina. Endotelio (x100).

El area de fibrindgeno que recubre el endotelio no muestra diferencias significativas
entre sectores por grupos de lesion, aunque en aorta parece que hay ligero incremento al
ir evolucionando la lesion (figura 103). La profundidad del fibrindgeno en este area
tampoco muestra diferencias significativas entre sectores al realizar el estudio por
grupos de lesion, aunque hay un incremento de esta profundidad que no llega a ser
significativo al evolucionar la lesion (figura 104).

En adventicia el area que ocupa el fibrindgeno disminuye al aumentar la lesion, aunque
no hay diferencias estadisticas significativas (figura 105).

La misma tendencia se observa con la profundidad del fibrindgeno en adventicia aunque
tampoco es significativa (figura 106). En las lesiones 2 y 3 no disponemos de datos de

carotida por ser muestras obtenidas de intervenciones quirurgicas por endarterectomia.
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El estudio estadistico de los datos de las figuras 103, 104, 105 y 106 no muestra

diferencias significativas entre ninguno de los pardmetros estudiados.

Correlaciones de parametros de la pared arterial

Actividad fibrinolitica de la pared arterial:

Tabla 31.- Correlaciones de la actividad fibrinolitica del endotelio con diversos parametros tisulares.

r

Capacidad
generadora de
plasmina
t-PA
u-PA
PAI-1
MMP-9
inactiva
MMP-9
activa
MMP-2
inactiva
MMP-2
activa
Fibrindgeno
Area
endotelio
Profundidad
endotelio
Area
adventicia
Profundidad
adventicia

Endotelio
LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL

0,9 0,8 NC NC NC 0,4 0,5 0,6 0,8
NC NC NC NC 0,3 0,3 NC 0,6 0,3
0,4 0,9 NC NC NC NC NC NC NC
-0,3 -0,4 -0,4 -0,3 -0,5 -0,3 -0,4 -0,5 -0,3
NC NC NC NC NC NC NC NC

- - - NC - - NC NC -
NC NC NC NC NC NC NC NC NC

- NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.



RESULTADOS

160

Tabla 32.- Correlaciones de la fibrinolisis de la adventicia con diversos parametros tisulares.

r

Capacidad
generadora de
plasmina
t-PA

u-PA

PAI-1
MMP-9
inactiva
MMP-9
activa
MMP-2
inactiva
MMP-2
activa

Area
endotelio
Profundidad
endotelio
Area
adventicia
Profundidad
adventicia

Adventicia
LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL

NC 0,7 NC - 0,4 0,8 - 0,8 0,5
NC NC NC - 0,3 0,3 - 0,6 0,3
NC 0,9 NC - NC NC - NC NC
NC NC NC - -0,5 -0,3 - -0,5 -0,3
NC NC NC - NC NC - NC NC

- - - - - - - NC -
NC NC NC - NC NC - NC NC

- NC NC - NC NC - NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

Capacidad generadora de plasmina de la pared arterial:

Tabla 33.- Correlaciones de la capacidad generadora de plasmina con diversos parametros tisulares.

t-PA
u-PA
PAI-1
MMP-9
inactiva
MMP-9
activa
MMP-2
inactiva
MMP-2
activa
Fibrindgeno
Area
endotelio
Profundidad
endotelio
Area
adventicia
Profundidad
adventicia

Capacidad generadora de plasmina

LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL

0,3 NC 0,4 0,8 0,8 0,6 0,4 0,8 0,5
0,9 0,8 NC 0,4 0,4 NC 0,4 NC NC
-0,3 -0,8 -0,8 -0,4 -0,4 -0,4 -0,3 -0,5 -0,3
NC NC NC NC NC NC NC NC NC

- - - NC - - NC NC -
NC NC NC NC NC NC NC NC NC

- NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC 0,7 NC NC NC NC NC NC
NC NC 0,7 NC NC NC NC NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.
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Activadores e inhibidores de la fibrinolisis:
Tabla 34.- Correlaciones del t-PA de la pared arterial con diversos parametros tisulares.
t-PA
r LESION 1 LESION 2 LESION 3

) CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
Area NC 20,9 NC NC NC NC NC NC NC
endotelio
Profundidad | -\~ 0,6  NC NC NC NC NC NC  NC
endotelio
Area

. NC NC NC NC NC NC NC NC NC
adventicia
Profundidad |~ (- NC NC NC NC NC NC NC NC
adventicia
MMP-9 NC NC NC NC NC NC NC NC NC
1nactiva
MMP-9 ] ] ] NC ] ; NC NC ;
activa
MMP-2 NC NC NC NC NC NC NC NC NC
1nactiva
MMP-2 ; NC NC NC NC NC NC NC NC

activa

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

En el estudio de correlaciones vemos que la u-PA tisular muestra una correlacion

significativa y positiva con la MMP-9 inactiva y con la MMP-2 inactiva en arterias

femorales con un grado de lesion 2, y con la MMP-9 inactiva en femorales con lesion 3

(tabla 35).

Tabla 35.- Correlaciones de la u-PA de la pared arterial con diversos parametros tisulares.

Area
endotelio
Profundidad
endotelio
Area
adventicia
Profundidad
adventicia
MMP-9
inactiva
MMP-9
activa
MMP-2
inactiva
MMP-2
activa

u-PA
LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL

NC NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC 0,5 NC NC 0,7

- - - NC - - NC 0,9 -
NC NC NC NC NC 0,5 NC 0,7 NC

- NC NC NC NC NC NC NC NC

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.
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El PAI-1 antigénico tisular se correlaciona de forma significativa y negativa con la

MMP-9 activa en arterias cardtidas con lesiones 2 y 3, y con la MMP-9 inactiva en

carétidas con lesion 3 (tabla 36).

Tabla 36.- Correlaciones del PAI-1 antigénico de la pared arterial con diversos parametros

tisulares.
PAI
r LESION 1 LESION 2 LESION 3
. CAROTIDA AORTA FEMORAL CAROTIDA AORTA FEMORAL CAROTIDA AORTA FEMORAL
Area NC NC NC NC 0.5 NC NC 05  NC
endotelio
Profundidad NC NC NC NC NC NC NC NC  NC
qndoteho
Area NC NC NC NC NC NC NC NC NC
adventicia
Profundidad NC NC NC NC NC NC NC NC NC
adventicia
MMP-9 NC NC NC NC NC NC 0,7 NC  NC
1nactiva
MMP-9 ) ; - -0,9 - - -0,9 NC -
activa
MMP-2 NC NC NC NC NC NC NC NC NC
1nactiva
MMP-2 - NC NC NC NC NC NC NC NC
activa

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.
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Estudio plasmatico

Parametros fibrinoliticos

La concentracion plasmatica del t-PA antigénico plasmatico se muestra en la figura 107.
Se observa que los niveles de este parametro estdn mas incrementados en aorta y
femoral que en cardtida en todos los grados de lesion. Las diferencias entre carotida y
femoral se hacen significativas en el grado de lesion 2 (tabla 37). Por otra parte los
niveles plasmaticos del t-PA se encuentran por encima del valor normal maximo
(12ng/ml) en aorta en los tres grados de lesion y en femoral en la lesion 1,
manteniéndose dentro del rango normal (1-12ng/ml) en cardétida.

Los niveles plasmaticos del activador u-PA se muestran en la figura 108. La u-PA no
muestra diferencias significativas entre los tres sectores estudiados ni dentro de cada
sector por el grado de lesion, manteniéndose en todos los casos los niveles dentro del
rango normal (1 ng/ml) (tablas 37 y 38).

Los niveles plasmaticos del PAI se representan en la figura 109, en la que se aprecia que
no hay diferencias significativas entre los tres sectores estudiados, sin embargo se
observa que en la lesion 1 en cardtida estos niveles estan por encima de los valores
normales al igual que en femoral (4-43 ng/ml). La disminucién que se observa en el
grupo de arterias de femoral en la lesion 1 con respecto a las de las lesiones 2 y 3 es

estadisticamente significativa (tablas 37 y 38).
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Tabla 37.- Significatividad del analisis de la varianza entre grupos de
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lesion de los datos de las figuras 107, 108 y 109.

t-PA u-PA PAI-1

Cardtida-Aorta NS NS NS

Lesion 1 Aorta-Femoral NS NS NS
Cardtida-Femoral NS NS NS
Cardtida-Aorta * NS NS

Lesion 2 Aorta-Femoral NS NS NS
Cardtida-Femoral NS NS NS
Cardtida-Aorta * NS NS

Lesion 3 Aorta-Femoral NS NS NS
Carotida-Femoral NS NS NS

#=p < 0,05 NS = No significativo

Tabla 38.- Significatividad del analisis de la varianza de los

datos de las figuras 107, 108 y 109.

t-PA u-PA PAI

Femoral 1-Femoral 2 NS NS *

Sector  Femoral 1-Femoral 3 NS NS *
Femoral 2-Femoral 3 NS NS NS

#=p < 0,05; NS = No significativo

No hay diferencias significativas entre arterias cardtida y aorta con diferentes grados de

lesion.
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DD, FPA y fibrindgeno

La concentracion plasmatica de dimero D, se representa en la figura 110. Los niveles de
Dimero D presentan diferencias significativas entre sectores arteriales en el grupo de
lesion 1 donde los valores de femoral y aorta estan significativamente incrementado con
respecto a los de cardtida. En el grupo de lesion 2 los niveles plasmaticos de dimero D
en car6tida son significativamente menores con respecto a los de femoral. En la lesion 3
también hay diferencias significativas entre cardtida y femoral, siendo los valores de
cardtida inferiores (tabla 39). También podemos apreciar que ya en la lesion 1 los
valores de dimero D en femoral estan por encima de los valores méximos no
patoldgicos (<100 ng/ml)y se mantienen por encima de este nivel hasta la lesion 3. El
estudio por sector y con diferente grado de lesion de este pardmetro muestra diferencias
significativas entre carotida 1 y cardtida 3, estando los valores en este ultimo grupo
significativamente incrementados (tabla 40).

Los niveles plasmaticos de FPA se representan en la figura 111, en la que se observa
que no hay diferencias estadisticamente significativas entre sectores arteriales por
grupos de lesion. Sin embargo los niveles plasmaticos de este parametro se encuentran
incrementados con respecto al valor maximo considerado no patologico (<5 ng/ml) en
todas las lesiones estudiadas (tabla 39).

Las arterias cardtida y femoral muestra diferencias significativas si se estudian

individualmente por grupo de lesion entre las lesiones 1-2, y 1-3 (tabla 40).
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Figura 110.- Dimero D plasmatico. Figura 111.- FPA plasmatico.
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Tabla 39.- Significatividad del analisis de la varianza entre
grupos de lesion de los datos de las figuras 110y 111.

Dimero D FPA

Cardtida-Aorta * NS
Lesion 1 Aorta-Femoral NS NS
Cardtida-Femoral * NS
Cardtida-Aorta NS NS
Lesion 2 Aorta-Femoral NS NS
Carotida-Femoral * NS
Carotida-Aorta NS NS
Lesion 3 Aorta-Femoral NS NS
Cardtida-Femoral NS NS

#=p < 0,05 NS = No significativo

Tabla 40.- Significatividad del analisis de la varianza de los
datos de las figuras 110y 111.

Dimero D FPA
Cardtida 1-Caroétida 2 NS

Carotida 1-Carétida 3 * *
Sector Cardtida 2-Caroétida 3 NS NS
Femoral 1-Femoral 2 NS *
Femoral 1-Femoral 3 NS *
Femoral 2-Femoral 3 NS NS

#=p < 0,05, NS = No significativo

No hay diferencias significativas en arteria aorta con diferentes grados de lesion.

En la figura 112, se muestra la evolucion de los niveles de fibrindgeno von-Clauss
segun el grado de lesion agrupando los datos por sector. En la figura 113, se muestra
por sector la evolucidon de los niveles de fibrinégeno al aumentar la lesion.

Los niveles de fibrindgeno medidos por el método von-Clauss estan incrementados en
los tres sectores arteriales al aumentar el grado de lesion, pero no presentan diferencias
significativas entre los sectores estudiados.

Sin embargo al estudiar dentro de cada sector los niveles plasmaticos de fibrinogeno
segun el grado de lesion se observan diferencias estadisticamente significativas entre
cardtidas con lesiones 1y 2, y lesiones 1 y 3, y entre aortas con lesion 1, 2 y 3. En el
grupo de femorales se observa que los niveles de fibrindgeno en todos los casos estan
por encima del valor méximo normal (300 mg/dl) y también hay diferencias

significativas entre las lesiones 1y 2 y las lesiones 1 y 3 (tabla 41).
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Tabla 41.- Significatividad del analisis de la varianza
de los datos de las figuras 112 y 113.

Fibrinégeno von-Clauss

. o n
CAROTIDA Lesion 1-Lesion 2
Lesion 1-Lesion 3 *
Lesion 1-Lesion 2 *
AORTA Lesion 1-Lesion 3 *
Lesion 1-Lesion 2 *
FEMORAL
Lesion 1- Lesion 3 *

#=p < 0,05, NS = No significativo

En la tabla 42, se muestra el porcentaje de pacientes con hiperfibrinogenemia segun el
grado de lesion y el sector arterial, y en la tabla 43 el % de incremento de los niveles de

fibrindgeno plasmatico por sector segun grado de lesion.
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Tabla 42.- % de pacientes con
hiperfibrinogenemia, segiin grado de lesion y
sector arterial.

% Pacientes con

hiperfibrinogenemia
Caroétida 33
LESION 1 Aorta 20
Femoral 67
Caroétida 64
LESION 2 Aorta 85
Femoral 82
Caroétida 81
LESION 3 Aorta 92
Femoral 100

Tabla 43.- % de incremento de los niveles de
fibrindgeno plasmatico por sector segin grado
de lesion.

% de incremento del
fibrinégeno

2 Lesion 1-Lesion2 15

CAROTIDA . .
Lesion 1-Lesion 3 30
Lesion 1-Lesion 2 37
Lesion 1-Lesion 3 47
Lesion 1-Lesion2 18
FEMORAL Lesion 1- Lesion 3 25

AORTA

Los niveles plasmaticos de fibrindgeno antigénico se representan en la figura 114, se
observa que se incrementan con el grado de lesion y aunque no presentan diferencias
significativas entre sectores en aorta y femoral siempre son mas elevados que en
cardtida.

En la lesion 2 tanto en aorta como en femoral estos niveles se encuentran por

encima del valor normal y en el grado de lesion 3 en los tres sectores arteriales los
niveles estan por encima del valor maximo normal. En la tabla 44, se muestra el % de

pacientes con hiperfibrinogenemia, por sector arterial segin el grado de lesion.
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Tabla 44.- % de pacientes con
hiperfibrindgenemia en cada sector
arterial.
%Pacientes con
hiperfibrinogenemia
Carétida 33
LESION 1 Aorta 55
Femoral 55
Carotida 21
LESION2  Aorta 43
Femoral 43
Carotida 62
LESION3  Aorta 67
Femoral 67

El estudio del indice entre el fibrindgeno von-Clauss y el antigénico pone de manifiesto
que el valor de este se incrementa con el grado de lesion, estando en todos los grupos
por encima del valor normal (< 1) (figura 115). Aunque no hay diferencias significativas

entre sectores.
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Figura 115.- Indice fibrin6geno vonClaus/fibrindgeno antigénico.

Células blancas

Los niveles de leucocitos circulantes se representan en la figura 116. Los leucocitos en
el grupo de lesion 1 presentan diferencias significativas entre los tres sectores arteriales
siendo los valores mas bajos los de carotida. En el grupo de lesion 2 también hay
diferencias significativas entre cardtida y aorta. En el grupo de lesion 3, no hay
diferencias significativas entre sectores (tabla 45).

En el grupo de lesion 1 los valores de leucocitos en aorta y femoral estan por encima del
valor méaximo considerado no patolégico (4,5E3-11,5E3). También se observan
diferencias significativas entre los grados de lesion en una misma arteria siendo estas
diferencias significativas entre aorta del grupo 1 y aorta del grupo 2 y femoral del grupo

1 y femoral del grupo 2 (tabla 46).
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Figura 116.- Leucocitos circulantes.
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Los niveles de linfocitos circulantes se representan en la figura 117. El niumero de
linfocitos en el grupo de lesion 1 esta significativamente incrementado en cardtida con
respecto a aorta y femoral manteniéndose la misma tendencia en el grupo de lesion 2, no
encontrandose diferencias significativas en el grupo de lesion 3 (tabla 45). Al estudiar la
evolucion del numero de linfocitos por sector arterial (figura 118) vemos que los
valores del en aorta se incrementan significativamente en la lesion 3 respecto ala 1y 2
(tabla 46). En todos los casos los valores se mantienen dentro de los limites normales

(900-5175 mm®) aunque son ligeramente bajos.
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Figura 117.- Linfocitos circulantes, Figura 118.-Linfocitos circulantes.

agrupados por lesion.

Los monocitos circulantes se representan en la figura 119. El nimero de monocitos en
todos los grupos de lesion se observa que es inferior en carétida. En el grupo de lesion 2
las diferencias entre cardtida y aorta se hacen significativas y en el de lesion 3 lo hacen
los valores de carétida y femoral (tabla 45). En el grupo de lesién 3 ademas los valores
de femoral estdn incrementados por encima del valor maximo no patoldgico (45-800
mm’). No se observan diferencias significativas al realizar el estudio por sector con

diferentes grados de lesion (tabla 46).
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Figura 119.- Monocitos circulantes.
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El porcentaje de linfocitos circulantes se representan en la figura 120. En todos los
grupos de lesion se observa que el % de linfocitos es mayor en carétida. En el grupo de
lesion 3 aunque los valores de aorta y femoral tienden a aumentar, los de cardtida
continiian incrementados de forma significativa (tabla 45). En todos los grupos de lesion
los valores de cardtida se mantienen dentro de los limites de la normalidad (20-45 %)y
los de femoral por debajo de estos limites. Por sector arterial (figura 121) vemos que el
porcentaje de linfocitos en aorta en las lesiones 1 y 2 es significativamente menor que

en la lesion 3, y en femoral en la lesion 1 es significativamente menor que en la 3 (tabla

46).
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Figura 120.- % Linfocitos circulantes. Figura 121.- % Linfocitos circulantes,

agrupados por sector arterial.
L1: Lesion 1. L2: Lesion 2. L3: Lesion 3.

El porcentaje de monocitos se muestra en la figura 122. No se observan diferencias
significativas dentro de los grupos de lesion entre sectores arteriales ni entre estos por
grupo de lesion (tablas 45 y 46). Sin embargo cabe destacar que los niveles en aorta con
lesion 2 y lesion 3 estdn en el limite superior considerado normal (0,2-7%) y lo

sobrepasan en la lesion 2.
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Figura 122.- % Monocitos circulantes.



RESULTADOS 173

Tabla 45.- Significatividad del analisis de la varianza de los datos de las figuras 116, 117,
118,119, 120, 121 y 122.

Leucocitos Linfocitos Monocitos %Linfocitos %Monocitos

Carotida-Aorta * * NS * NS

Lesion 1 Aorta-Femoral NS NS NS NS NS
Caroétida-Femoral * * NS * NS
Caroétida-Aorta * * * * NS

Lesion 2 Aorta-Femoral NS NS NS NS NS
Caroétida-Femoral NS * NS * NS
Caroétida-Aorta NS NS NS NS NS

Lesion 3 Aorta-Femoral NS NS NS NS NS
Caroétida-Femoral NS NS * NS NS

#=p < 0,05 NS = No significativo

Tabla 46.- Significatividad del analisis de la varianza seglin el sector arterial de los datos de las
figuras 116, 117, 118, 119, 120, 121 y 122.

Leucocitos Linfocitos Monocitos  %lLinfocitos %Monocitos

. Lesion 1-Lesion 2 NS NS NS NS NS
AROTIDA

CARO Lesion 1-Lesion 3 NS NS NS NS NS
Lesion 1-Lesion 2 * NS NS NS NS

AORTA Lesion 1-Lesion 3 * * NS * NS
Lesion 2- Lesion 3 NS * NS * NS

Lesion 1-Lesion 2 * NS NS NS NS

FEMORAL Lesion 1- Lesion 3 NS NS NS * NS

#=p < 0,05 NS = No significativo
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Correlaciones entre parametros plasmaticos

Activadores e inhibidores de la fibrinolisis:

El t-PA antigénico plasmatico presenta una correlacion significativa y positiva con el

dimero D en aortas con lesion 1, y una correlacion positiva y significativa con los

monocitos en cardtidas con lesion 2 y 3, y femorales con lesion 3 (tabla 47).

Tabla 47.- Estudio de las correlaciones del t-PA antigénico plasmatico con otros parametros

plasmaticos.
t-PA
r LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
D“Bem NC 0,9 NC NC NC NC NC NC NC
Monocitos NC NC NC 0,7 NC NC 0,5 NC 0,4

Solo se muestra ¥ cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

La u-PA plasmatica se correlaciona de forma significativa y positiva con el n° de

linfocitos y el % de estos en aortas y femorales con lesion 3 (tabla 48).

Tabla 48.- Estudio de las correlaciones de la u-PA antigénica plasmatica con otros parametros

plasmaticos.
u-PA
r ' LESION 1 ' LESION 2 ' LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
Linfocitos NC NC NC NC NC NC NC 0,3 0,6
%Linfocitos NC NC NC NC NC NC NC 0,5 0,6

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

El PAI-1 antigénico plasmatico se correlaciona de forma significativa y positiva con el
t-PA plasmatico en aortas y femorales en todos los grados de lesion y en carétidas con
lesion 3. También muestra una correlacion significativa y negativa con el dimero D en

femorales con lesion 3, y positiva con el FPA en car6tidas y aortas con lesion 2 (tabla

49).
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Tabla 49.- Estudio de las correlaciones del PAI antigénico plasmatico con otros parametros

plasmaticos.
PAI
r LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
t-PA NC 0,9 0,6 NC 0,9 0,8 0,6 0,8
D“Bero NC NC NC NC NC 0,5 NC NC 0,5
FPA NC NC NC 0,6 0,6 NC NC NC NC

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

DD, FPA y Fibrindgeno:

El dimero D muestra una correlacion significativa y positiva con el fibrindgeno von-
Clauss y el fibrindgeno antigénico en carétidas con lesion 3, y con los leucocitos en

aortas y femorales con lesion 1 (tabla 50).

Tabla 50.- Estudio de las correlaciones del Dimero D plasmatico con otros parametros

plasmaticos.
Dimero D
r LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
Fibrindgeno
NC NC NC NC NC NC 0,5 NC NC
Von-Clauss
Fibrinbgeno | - NC NC NC NC  NC 0,4 NC  NC
antigenico
Leucocitos NC 0,8 0,6 NC NC NC NC NC NC
Monocitos NC NC NC NC NC NC NC NC NC

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

El fibrindgeno von-Clauss se correlaciona de forma significativa y positiva con el n°y
% de monocitos en femorales con lesion 3, y de forma negativa con el % de linfocitos

en cardtida en todos los grados de lesion y en femorales con lesion 2y 3 (tabla 51).

Tabla 51.- Estudio de las correlaciones del Fibrindgeno von-Clauss plasmatico con otros
parametros plasmaticos.

Fibrinégeno von-Clauss

r ' LESION 1 ' LESION 2 , LESION 3
CAROTIDA  AORTA FEMORAL CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
Monocitos NC NC NC NC NC NC NC NC 0,7
%Monocitos NC NC NC NC NC NC NC NC 0,7
%Linfocitos -0,9 -0,9 NC -0,8 NC -0,6 -0,6 NC -0,5

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.
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El fibrin6geno antigénico se correlaciona de forma significativa y positiva con el n° de
monocitos en femorales con lesion 3 y de forma negativa con el % de linfocitos en

cardtidas con todos los grados de lesion y en femorales con lesiones 2 y 3 (tabla 52).

Tabla 52.- Estudio de las correlaciones del Fibrindgeno antigénico plasmatico con otros
parametros plasmaticos.

Fibrinégeno antigénico

r LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
Monocitos NC NC NC NC NC NC NC NC 0,5
%Linfocitos -0,9 NC NC -0,8 NC -0,5 -0,6 NC -0,5

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.
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Correlaciones entre parametros plasmaticos v tisulares

Las correlaciones entre el PAI-1 plasmatico con los parametros de la pared arterial, se

muestran en la tabla 53.

Tabla 53.- Estudio de las correlaciones del PAI-1 plasmatico con parametros de la pared arterial,
segun el sector arterial y el grado de lesion.

PAI-1
tisular
Fibrinégeno
Area
Endotelio
Profundidad
Endotelio
Area
Adventicia
Profundidad
Adventicia
Capacidad
Generadora
de Plasmina

PAI-1 PLASMATICO

LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
NC 0,9 NC NC 0,5 0,4 0,6 0,3 0,3
NC NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC NC NC NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC
-0,7 -0,9 NC NC NC NC -0,4 NC NC

Solo se muestra ¥ cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.

Las correlaciones entre el fibrinogeno von-Clauss y los parametros de la pared arterial,

se muestran en la tabla 54.

Tabla 54.- Estudio de las correlaciones del fibrindgeno von-Clauss plasmatico con los
parametros de la pared arterial, segtin el sector arterial y el grado de lesion.

r

Fibrinogeno
Area
Endotelio
Profundidad
Endotelio
Area
Adventicia
Profundidad
Adventicia

Capacidad
Generadora
de Plasmina

Fibrinégeno von-Clauss plasmatico

LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
NC NC NC NC 0,5 NC 0,4 0,6 NC
NC NC NC NC 0,6 NC 0,4 0,6 NC
NC NC NC - NC NC - NC NC
NC NC NC - NC NC - NC NC
NC NC NC NC NC NC NC NC NC

Solo se muestra ¥ cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.
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El estudio de correlaciones entre el fibrindgeno antigénico plasmatico y los parametros

de la pared arterial, se muestran en la tabla 55.

Tabla 55.- Estudio de las correlaciones del fibrindgeno antigénico plasmatico con los
parametros de la pared arterial, segtin el sector arterial y el grado de lesion.

Fibrindgeno antigénico plasmatico

r LESION 1 LESION 2 LESION 3
CAROTIDA AORTA FEMORAL CAROTIDA AORTA FEMORAL | CAROTIDA AORTA FEMORAL
Fibrinégeno
Area NC NC NC NC NC NC 0,5 NC NC
Endotelio
Profundidad |~ Nc NC NC NC NC NC 0,5 NC  NC
ndotelio
A dAm‘. . NC NC NC - NC NC - NC NC
venticia
Prondidad | - Nc - NC NC - NC  NC - NC  NC
venticia
Capacidad
Generadora NC NC NC NC NC NC NC NC NC
de Plasmina

Solo se muestra r cuando p <0,05; NC = No Correlaciona.
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Factores de riesgo

Arteria carotida

Los pacientes con patologia leve a nivel de arteria carotida, presentan una media de
edad de 7147 afios, un 83 % son hombres y un 17 % mujeres, no hay pacientes que
declaren consumir alcohol (>80 gr/dia), un 17% presentan el habito tabaquico, un 50 %
son hipertensos. Los niveles de triglicéridos y colesterol son de 125+54 g/dL y de
192454 g/dL respectivamente. La glucemia es de 121+21 mg/dL. Los pacientes que
presentan una lesion avanzada tienen una media de edad de 67+7 afios, un 83 % son
hombres y un 17 % mujeres, un 43% consume alcohol, un 66 % presentan el habito
tabaquico, un 63% son hipertensos. Los niveles de triglicéridos y colesterol son de
128442 g/dL y de 218+38 g/dL respectivamente. La glucemia es de 132+39mg/dL
(figura 123). En las tablas 56 y 57 se observa que el incremento en el consumo de
alcohol y de tabaco es significativo estadisticamente. El % de pacientes con niveles
elevados de colesterol (>220 g/dL) trigliceridos (>185 g/dL) y glucosa (>120 mg/dL) se

representan en la figura 124.
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Figura 123.- Factores de riesgo en cardtida. Figura 124.- Factores de riesgo en cardtida.

Tabla 56.- Diferencias significativas de los Tabla 57.- Diferencias significativas de los
factores de riesgo en cardtida en la evolucion de factores de riesgo en cardtida en la evolucion de
la lesion. la lesion.

Lesion Leve-Lesion Avanzada Lesion Leve-Lesion Avanzada
Alcohol 0,04 Colesterol NS
Tabaco 0,02 TAG NS
Hipertension NS Glucemia NS
Sexo Masculino NS Edad NS

NS = No significativo
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Arteria aorta

Los pacientes con patologia leve a nivel de arteria aorta, presentan una media de edad
de 43420 afios, un 80 % son hombres y un 20 % mujeres, un 80% pacientes declaran
consumir alcohol (>80 gr/dia), un 80% presentan el habito tabaquico, un 40 % son
hipertensos. Los niveles de triglicéridos y colesterol son de 109495 g/dL y de 144+34
g/dL respectivamente. La glucemia es de 139+53 mg/dL.

Los pacientes que presentan una lesion avanzada tienen una media de edad de 65+9
afios, un 100 % son hombres, un 52% consume alcohol, un 68 % presentan el habito
tabaquico, un 36% son hipertensos. Los niveles de triglicéridos y colesterol son de
164494 g/dL y de 212 + 58 g/dL respectivamente. La glucemia es de 232+140 mg/dL
(figuras 125). En las tablas 58 y 59 se observa que el incremento de colesterol, la
glucemia, la edad y el sexo masculino es significativo estadisticamente El % de
pacientes con niveles elevados de colesterol (>220 g/dL) trigliceridos (>185 g/dL) y
glucosa (>120 mg/dL) se representan en la figura 126.
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Figura 125.- Factores de riesgo en aorta. Figura 126.- Factores de riesgo en aorta.
Tabla 58.- Diferencias significativas de los

factores de riesgo en aorta en la evolucion de la
lesion. Estudio estadistico por Chi-Square.

Tabla 59.- Diferencias significativas de los
factores de riesgo en aorta en la evolucion de la
lesion. Estudio estadistico por t-Student.

Lesion Leve-Lesion Avanzada Lesion Leve-Lesion Avanzada
Alcohol NS Colesterol 0,07
Tabaco NS TAG NS
Hipertension NS Glucemia 0,01
Sexo Masculino 0,02 Edad 0,000

NS = No significativo
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Arteria femoral

Los pacientes con patologia leve a nivel de arteria femoral, presentan una media de edad
de 68+15 afios, un 71 % son hombres y un 29 % mujeres, un 12% de pacientes declaran
consumir alcohol (>80 mg/dia), un 37% presentan el habito tabaquico, un 50 % son
hipertensos. Los niveles de triglicéridos y colesterol son de 174+98 g/dL y de 201+56
g/dL respectivamente. La glucemia es de 150+63mg/dL.

Los pacientes que presentan una lesion avanzada tienen una media de edad de 68+12
afos, un 82 % son hombres y un 18 % mujeres, un 47% consume alcohol, un 65 %
presentan el habito tabaquico, un 65% son hipertensos. Los niveles de triglicéridos y
colesterol son de 182+143 g/dL y de 199+57 g/dL respectivamente. La glucemia es de
220+142mg/dL (figuras 127). En las tablas 60 y 61 se observa que el incremento en el
consumo de alcohol y la glucemia son significativos estadisticamente. El % de

pacientes con niveles elevados de colesterol (>220 g/dL) trigliceridos (>185 g/dL) y
glucosa (>120 mg/dL) se representan en la figura 128.
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Figura 127.- Factores de riesgo en femoral.

Tabla 60.- Diferencias significativas de los
factores de riesgo en femoral en la evolucion de la
lesion. Estudi6 estadistico por Chi-Square.

Lesion Leve-Lesion Avanzada

Figura 128.- Factores de riesgo en femoral.

Tabla 61.- Diferencias significativas de los
factores de riesgo en femoral en la evolucion de la
lesion. Estudio estadistico por Chi-Square.

Lesion Leve-Lesion Avanzada

Alcohol 0,05
Tabaco NS
Hipertension NS
Sexo Masculino NS

Colesterol NS
TAG NS
Glucemia 0,02
Edad NS

NS = No significativo
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Diferencias entre los factores de riesgo de carotida, aorta y femoral

En las tablas 62 y 63, se muestra el estudio estadistico de los factores de riesgo entré los

tres sectores estudiados.

Tabla 62.- Diferencias estadisticas de los factores de riesgo en la lesion inicial de
carotida aorta y femoral. Estudio estadistico por Chi-Square para todos los pardmetros escepto la edad (ANOVA).

Lesion inicial ~ Hipercolesterolemia  Tabaco  Hipertension ~ Alcohol — Hiperglucemia  Hipertrigliciridemia  Edad

Cardtida-Aorta +/0 0,01 NS 0/+++ NS NS 0,01
Cardtida-Femoral NS 0,01 NS 0/+ NS NS NS
Aorta-Femoral 0/+ 0,01 NS 0,005 NS NS 0,01

NS = No significativo

Tabla 63.- Diferencias estadisticas de los factores de riesgo en la lesion avanzada de
carotida aorta y femoral. Estudio estadistico por Chi-Square para todos los parametros escepto la edad (ANOVA).

Lesion avanzada Hipercolesterolemia ~ Tabaco  Hipertension ~ Alcohol — Hiperglucemia  Hipertrigliciridemia ~ Edad

Carotida-Aorta NS NS NS NS 0,05 NS NS
Carétida-Femoral NS NS NS NS 0,05 NS NS
Aorta-Femoral NS NS NS NS NS NS NS

NS = No significativo

Diferencias entre carotida, aorta y femoral

En la tabla 64 se representan todos los parametros de los tres sectores arteriales

estudiados, y se resaltan en color las diferencias estadisticas significativas entre ellos.

Diferencias significativas entre cardtida lesion 1 y aorta y/o femoral con lesion 1.

Diferencias significativas entre cardtida lesion 3 y aorta y/o femoral lesion 3.

Diferencias significativas entre aorta lesion 1 y femoral lesion 1.

.I Diferencias significativas entre aorta lesion 3 y femoral lesion 3.

0  No aparece ningln caso.
+  30-50%.

++  50-75%.

+++ 75-100%.

- Carotida sin adventicia.
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Tabla 64.- Diferencias entre parametros estudiados de los

tres sectores arteriales en las lesiones 1y 3.

Carotida Aorta Femoral
Parametros
Lesion 1 Lesion3 | Lesion1  Lesion3 | Lesion 1 Lesion 3
TEJIDO
Endotelio + + + + i n
Adventicia + - ++ ++ + ++
CGP +++ + + - +* ++
t-PA ++ 4 ++ 4+ ++ HHE
u-PA + ++ + ++ + ++
PAI 3 -+ HHEE +++ ++ -+
MMP-9 inactiva +++ ++ ++ +++ ++ ey
M ol il [
MMP-2 inactiva AEEE + + + I +
MMP-2 activa = +++ “HEE +++ ++ ++
Area fibrinogeno endotelio + =+ + ++ ++ ++
Profundidad fibrinogeno endotelio + + + ++ + ++
Area fibrinogeno adventicia =+ - -+ ++ ++ ++
Profundidad fibrinogeno adventicia T - ++ ++ ++ ++
PLASMA
t-PA + + + +++ + +
u-PA + + + + + +
PAI +++ ++ ++ ++ -+ ++
Dimero D 3 ++ ++ ++ A +++
FPA +++ ++ +++ o+ o+ ++
Fibrinogeno VC ++ -+ ++ +++ ++ +++
Fibrinogeno AG + ++ ++ ++ ++ ++
Leucocitos A ++ AHEF ++ AHEF ++
Linfocitos 4HF ++ + ++ . ++
Monocitos + + ++ ++ ++ ++
FACTORES DE RIESGO

Colesterol 3 ++ 0 0 ++ -+ Tt
Tabaco + t++ [ ] | | ++ +++
Hipertension ++ ++ ++ ++ ++ ++
Alcohol 0 +++ -+ |+ ++ i | -+ ++
Glucemia ++ = ++ AHHF ++ R
TAG + + + + ++ +
Edad +++ +++ + +++ AHHE +++






