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ALTERACIONES DE LA FIBRINOFORMACION EN LA CIRROSIS HEPATICA (Fibrinoformation
impairment in cirrhosis of the liver).

Fibrinoformation impairment was assessed in 30 patients with cirrhosis of the lver and in 10 nor-
mal newborns. The results attained were compared to those of 30 healthy subjects. Thrombin and
reptilase times were significantly prolonged in 14 of the patients, who showed impaired fibrin mono-
mers polymerization as well. Two patients had increased fibrin degradation products, and three sho-
wed high levels of gammaglobulin, which could explain their fibrinoformation abnormalities.

The remaining 9 patients had abnormalities accounting for acquired dysfibrinogenaemia. Their
fibrinogen molecule showed increased sialic acid concentration, and after this was removed the pre-
viously altered thrombin time returned to normal. Other anomalies found affected the following
functions: Fibrinopeptide release, in 1 case; fibrin stabilization, in 4 cases; fibrinogen digestion by
plasmin, in.5 cases; fibrinogen electrophoretic mobility in one case, and the high to low molecular
weight fractions ratio, in one case. Antigenic identity, molecular weight, isoelectric point, sedimen-
tation coefficient, and aminoacid assay were normal in all the patients.

The 10 newborn infants had prolonged thrombin and reptilase times plus anomalous fibrin
monomer polymerization. Purified fibrinogen showed in all cases increased sialic actid content, and
its removal brought about the thrombin time normalization,-

It was concluded that acquired dysf;bnnogememm is frequent in the course of cirrhosis of the
liver and such alteration resembles that found in the newborn’s plasma; so this fact would support
the hypothesis that the cirrhotic lver may show some regression to the synthesis of foetal fibrinogen.

Reprints: Dr. E. Rocha, Seminario de Hematologia. Depto. Medicina Interna, Clinica Universi-
taria. Universidad de Navarra, Pamplona.

INTRODUCCION

'Fl fibrinégeno es una proteina sintetizada principalmente por el higado, como ha
podido demostrarse mediante técnicas inmunoquimicas y de inmunofiuorescencia y por
métodos de perfusion (6, 15, 38, 74). :

Desde un punto de vista estructural es un dimero con dos subunidades idénticas cons-
tando cada una de ellas de tres cadenas polipeptidicas llamadas Aa, Bg y v. Ambas
subunidades, asi como dichas cadenas, se encuentran unidas entre si por enlaces disul-
furo.

Presenta una fracciéon glucidica compuesta por moléculas de 4cido sidlico, en posi-
cién terminal, seguida por D-galactosa, N-acetilglucosamina y D-manosa. Su sintesis se
realiza en el hepatocito donde al precursor protéico de la glicoproteina se van incorporan-
do los diferentes carbohidratos mediante sus correspondientes glicosiltransferasas (74).

En las enfermedades hepatocelulares severas se ha descrito con frecuencia la existen-

cia de un alargamiento del tiempo de trombina, atribuyéndose dicha alteracién a tres
posibles causas: disminucién de la concentraciéon del fibrinbgeno circulante, presencxa de

" inhibidores. plasmatlcos o ex1sten(:1a de una anomalia molecular del fibrinégeno.
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En el primer caso se considera que esta situacion pueda ser debida a una disminucion
de su sintesis (9), o, mas frecuentemente, a una hiperfibrinolisis primaria (37, 72), o aun
cuadro de defibrinacién secundario o a una coagulacién intravascular diseminada (9, 17,
18, 65), a veces acompaiiada de una hiperfibrinolisis secundaria (33).

En otros casos la alteracién existe con cifras normales de fibrinégeno por lo que se
ha sugerido como causa un aumento de la actividad antitrombinica del plasma secundaria
a un incremento- de productos de degradacwn del fibrindgeno/fibrina (PDF) como conse-
cuencia de diversos mecanismos (9, 70).

Por dltimo se considera la existencia de una disfibrinogenemia adquirida, entidad
mencionada por primera vez por Ratnoff en 1954 (67) y posteriormente por, Soria
v colab. (75) que describieron una alteracién del tiempo de trombina y de la polimeriza-
cién de mondémeros de fibrina en un paciente con hepatitis cronica activa. Desde enton-
ces han sido observadas alteraciones funcionales del flbrmogeno en gran nimero de pa-
cientes con cirrosis hepdtica y hepatltls crénica activa (1, 16, 28, 29, 39, 40, 44, 59,
62, 69, 75, 79), asi como en carcinomas hepatocelulares (2, 5, 7, 19, 26, 27, 82) En to-
dos ellos existe en comin un alargamiento de los tiempos de trombina y reptilase, asi
como un retraso en la polimerizacion de los monémeros de fibriha.

Para explicar este ultimo hecho se han esgrimido diversas teorfas:

1.— Accibén inhibidora de proteinas plasmadticas: Lane y colab. (40) y Palascak y
Martinez (62) creen posible que el fibrindgeno sintetizado por el higado sea normal,
sufriendo una alteracién funcional en el plasma como. consecuencia de las anomalias
protéicas secundarias 4l proceso hepitico.

2.— Sintesis alterada del fibrindgeno: dentro de esta hipotesis existen dos teorias
diferentes:

a) Aumento de la fraccién de bajo peso molecular: Lipinski y colab. (44) objetiva-
ron un aumento de la fraccién de bajo peso molecular con menor -capacidad coagulable,
lo que explicaria el alargamiento de los tiempos coagulativos que miden la fibrinoforma-
cion. Este hecho serfa secundario a la degradacion catabolica de la fraccién de mayor pe-
so molecular de un fibrinbgeno andémalo, lo que fue confirmado por Brodsky y colab.
(11) que observaron una disminucion de la vida' media del fibrinégeno en enfermos con
procesos cronicos hepaticos.

b) Alteracién de la fraccién glucidica: el dato que con mayor frecuencia ha sido
observado en los diferentes estudios sobre la disfibrinogenemia de los enfermos hepati-
cos es una alteracién a nivel de la fraccion glucidica, consistente en un aumento del con-
tenido de 4cido sidlico con incremento de la relacién icido sidlico/hemoxinas (1, 23,
47, 48, 49 53, 64, 55, 61, 73, 79). Esta mayor concentraciéon de acido sialico provoca-
ria un aumento de cargas negativas, lo que daria lugar a la aparicion de fuerzas repulsivas
entre los mondémeros de fibrina, y por tanto a un enlentecimiento de su polimerizacién;
consecuentemente se produciria un alargamiento de los tiempos de trombina vy reptilase
(27). Esta hipotesis ha sido confirmada mediante la observacién de que el tiempo de
trombina realizado con fibrinégeno purificado de estos pacientes, inicialmente patolo-
gico, se¢ normalizaba una vez era desializado dicho {fibrinégeno (27, 46, 47, 48, 61).

3.— Regresion a la sintesis de un fibrindgeno fetal: Barr y colab. (8) sugirieron la
regresién del hepatocito a la sintesis de un fibrinégeno fetal por los nédulos de neofor-
maci6n hepatica en las cirrosis, o el tejido neoplasico de los hepatomas.

4,— Sintesis de fibrinégeno fetal con aumento de la fraccién glucidica: Gralnick y
colab. (27) propusieron una nueva hipétesis que unifica las dos anteriormente citadas.
El fibrindgeno, sintetizado por el tejido hepatico neoformado, presentaria un aumento
de dcido sialico, pero ello seria debido a que los hepatocitos inmaduros producirian un
fibrinégeno fetal, lo que lleva a pensar que existe una identidad entre la variante mole-
cular del fibrindgeno fetal y la que aparece en cirrosis hepitica y carcinomas hepatocelu-
lares. Estos datos serian similares a los obtenidos, en pacientes con hepatomas, de va-
riantes de fosfastasa alcalinasa y vitamina By ,, que presentan aumento de 4cido silico,
mayor carga negativa y migracién electroforética anddica, lo que les hace semejantes a las
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fetales en tejidos regenerativos no neopldsicos (34).

Nuestro estudio ha sido realizado en un grupo de enfermos cirroticos tratando de
conocer la frecuencia de esta alteracién, la naturaleza de la misma y el posible mecanis-
mo que la produce. )

MATERIAL

El estudio ha sido realizado en tres tipos de poblaciones diferentes: 30 sujetos normales que
integran el grupo control, 10 recién nacidos y 30 enfermos cirréticos, de los cuales en 20 la etiolo-
gia de su proceso era de tipo alcohdlico y en 10 posthepitica, todos ellos con confirmaci6n anato-
mopatoldgica.

- Recogida de muestras

Para las distintas determinaciones la sangre era recogida por puncién venosa en los adultos, y a
partir de cordén umbilical en el ' momento del parto en 1os recién nacidos, usando. material siliconado,
sobre citrato trisodico al 3,8 ‘°/° en proporcion 9: 1. El plasma era obtenido mediante centrifugacion
a 3.000 g durante 30 minutos a 4°C, siendo conservado en ba#o de hielo hasta el momento de su-uso.

La determinacién de PDF en suero se realizd mediante recogida de sangre total en un tubo de
vidrio con trombina y 4cido epsilon-aminocaproico (EACA), posteriormente se incubaba durante dos
horas a 37°C y se centrifugaba 15 minutos a 3.000’g‘. '

i Reactivos

Trombina humana fue obtenida de Boehringer Manheim. Suero antifibrinégeno y kit para deter-
minacién de factor XIII de Behring Institut. Reptilase de Pentapharm Ltd. Agarosa y control de pro-
tefnas de peso molecular de Pharmacia Fine Chemicals. Acrilamida N, N’, metilenbis-acrilamida, per-
sulfato amoénico y N, N, N°, N’, tetrametiletilendiamine de Koch-Ligh Lab. Ltd. g-mercaptoetanol de
Merck. Plasmina de Kabi Diagnéstica. Trasylol de Bayer. Amfolinas ph =3,5-10 de Lab. LKB. Do-
decilsulfato sédico, dcido N-acetil neuramidico, D-galactosamina, D-glucosamina y neuraminidasa
purificada tipo 5 de Sigma Chemical Company.

Todes los dem3s reactivos utilizados fueron del mas alto grado de pureza posible.

METODOS

1.— Estudio en plasma y suero

El tiempo de trombina fue determinado segin la técnica de Jim (35). Se realizaron, con esta
técnica, correcciones del tiempo de trombina a pH 7, 7,8 8,6 v 9,4, El tiempo de reptilase se obtuvo
siguiendo la técnica de Straub y Funk (80).

La concentracién de fibrindgeno fue medida-por cuatro métodos diferentes: de precipitacién
por el calor segin Aznar y colab. (4), colorimétrico segiin Ratnoff y Menzie (66), inmunolégico
segin Laurell (42) y coagulativo segin Clauss (14). La dosificacion del factor XIII se realizo por
el método de Bohn y Haupt (10). El estudio de la polimerizacién de los mendémeros de fibrina se
hizo segin la metédica de Gruendlinger y Bouvier (30) utilizando trombina y reptilase como induc-
tores y midiendo los cambios de densidad éptica a 350 nm de longitud de onda. La determinacién
de PDF por la técnica de Merskey y colab. (52).

2.— Purificacion de la molécula de fibrinégeno.

’ La molécula de fibrindgeno fue purificada siguiendo una técnica desarrollada en nuestro pro-
‘ pio laboratorio (21). h '

‘ El procedimiento se llevo a cabo a temperatura ambiente, todas las centrifugaciones fueron reali-
" zadas a 3.000 g y en todos los pasos se afiadi6 EACA a una congentracién final 0,1 M.

formas fetales correspondientes (12, 32, 83,.84). As{ mismo han sido halladas proteinas™
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La técnica incluia una absorcién con BaSO4 a una concentracién de 100 mer/c.c. de plasma;la
mezcla se agitaba durante una hora y se centrifugaba 15 minutos. El sobrenadante se sometia a una
doble precipitacién con glicina con una concentracién de 165 mgr/c.c. Después de agitar durante 30
minutos la mezcla se centrifugaba durante 15 minutos. El precipitado as{ obtenido se redisolvia, en

. un volumen idéntico al del plasma de partida, con tampén citrate-NaCl 0,005 M, pH 7. En estas con-

diciones 1a solucién se sometia a una doble precipitacién con (NHy) 2504 al 26 por ciento de sa-
turacién; la mezcla se agitaba durante 30 minutos y se centrifugaba por un periodo de 15 minutos.
El precipitado ebtenido se redisolvia en 1/4 del volumen inicial con el tampoén previamente-citado.
La solucién asi obtenida contenfa fibrinégeno a una concentracién de 150 +20 mgr per ciénto,
siendo el porcentaje de coagulabilidad de 1a proteina de 96 2 por ciento. '
Una vez obtenido este preparado purificado de fibrinégeno, era distribuido en ali'cuotas y conser-
vado a —80°C hasta el momento de su uso,

3.— Estudio en fibrindgeno purificado
A) Pruebas funcionales

El {ndice de coagulabilidad fue medido por el método de Narvaiza (60) y la liberacién de fi-
brinopéptidos A y B segiin la técnica de Soria y colab. (77).

La estabilizacién de la fibrina fue determinada utilizando la siguiente metédica: en dos tubos
de hemolisis se colocaban 0,1 c.c. de la solucién de fibrinégeno (150 mgr %) v se afiad{a a cada uno
de elllos 5 NIH de trombina humana y 50 ul de reptilase respectivamente. La mezcla se mantenfa a
37°C durante 30 minutos, pasados los cuales se afiadia a cada tubo 0,1 c.c. de la solucién de incu-
bacién descrita por Weber y Osborn (85) manteniéndose durante dos horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizaba electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, siguiendo la técnica de Weber

y Osborn (85), de cada una de estas mezclas. :

’ B) Digestién por plasmina del fibrinégeno y la fibrina.

Fueron ambas realizadas siguiendo la metddica descrita por Krause y colab. (36) con algunas
modificaciones personales. :

En el caso de’la digestion del fibrinégeno se colocaban en una serie de tubos de hemdlisis 0,1 c.c.
de una’solucién de fibrinégeno purificado (150 mg por ciento) a los que se afiadfan 2,5 CU de plasmi-
na. A los 2, 5, 15, 30, 60, y 120 minutos se inhibfan la lisis plasm{nica mediante la adicién de
250 Ufmgr. de Trasylol. La identificacién de los productos de degradacién se realizaba por inmuno-
electroforesis, segiin la técnica de Grabar y Williams (25) y por electroforesis en gel de poliacrilami-
da-SDS al 7,5 por ciento siguiendo la metédica de Weber y Osborn (85).

Para la digestién de la fibrina se colocaban 0,25 c.c. de una solucién de fibrinogeno purificado
(150 mg por ciento) en una serie de tubos de hemdlisis y a cada uno de los tubos se les afiad{an 2,5
NIH de trombina humana, La mezcla era incubada a 37°C durante 30 minutos y al cabo de este tiem-
Po se afiadian 5 CU de plasmina a cada uno de los tubos. A Tos 2, 5, 15, 30, 60 y 120 minutos se in-
hibfa la accién de Ia plasmina mediante Ia adicién de 500 U/megr-de Trasylol. La identificacion de los
productos de degradacién se realizaba de forma similar a la descrita para la degradacién del fibriné-
geno. * :

C) Caracteristicas fisicoquimicas de la molécula de fibrindgeno.

La mevilidad electroforética ‘del fibrinégeno fue determinada utilizande tres técnicas, diferentes:
inmunoelectroforesis segiin Grabar y Williams (25), electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 7,5
por ciento segin Weber y Osborn (85) y electroforesis bidimensional segin Fernindez y colab, (20).
La identidad antigénica fue estudiada mediante electroforesis bidimensional tandem segun el métedo
de F emndndez y colab. (20). El peso molecular fue medido mediante electroforesis en gel de poliacrila-
mida-SDS al 7,5 por ciento segiin Weber y Osborn (85), comparando Ia movilidad electroforética del

fibrinégeno con la de una mezcla de proteinas de peso molecular conecido. El punto isoeléctrico se

realizé por la técnica de Sucharib y colab. (81). La determinacién del coeficiente de sedimentacién
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fue realizada en una ultracentrifuga ‘Beckman, modelo L5-65, con rotor SW-41 a 280.000x g, du-
rante 23 horas a 4°C, en un gradiente de sacarosa del 2 al 30 por ciento; el coeficiente S5q,y fue cal-
culado segin las tablas descritas por McEwen (50). El anilisis de aminodcidos se llevd a cabo en un

autoanalizador Hitachi KXL.A-5 siguiendo la técnica de Murayama y Shuido (57), previa digestion del’

fibrinégeno con G1H 6 N a 110°C durante 24 horas,

D) Estudio de las fracciones de alto y bajo pesa molecular del fibrinégeno
Se reahzo siguiendo la tecmca descrita por Llpmska y colab, (43).

E) Estudio de la fraccién glucidica de la molécula de fibrinogeno

El contenido de 4cido sidlico fue medido por la técnica de Aminoff (3) y el de hexosaminas
siguiendo el método de Cessi y Piliego (13).

La desializacién de la molécula de fibrinégeno fue realizada siguiendo la metddica descrita por
Soria y colab. (76). En el fibrindgeno nativo y desializado se determind el tiempo de trombina segin
Jim (35) y se estudié la movilidad electroforética mediante la técnica de inmunoelectroforesis de
Grabar y Williams (25).

4,— Valoracién estadistica

Con los resultados obtenidos se han calculado los valores medios y desviaciones standard, reali-
zando una valoracién estadistica final mediante la aplicacién de la “t”” de Student.

RESULTADOS

Los pacientes cirroticos han sido subdivididos en dos grupos A y B, atendiendo a
los’ resultados de los tiempos de trombina y reptilase y de la pohmerlzacmn de los mond-
meros de fibrina. Hemos incluido en el grupo A los 16 pacientes que presentaban valores
normales en estas pruebas, y en el grupo B a los 14 enfermos con uno o mas parimetros
alterados.

1.— Estudios realizados en plasma y suero

Los resultados se recogen en los cuadros I, II y IIL

Los tiempos de trombina y reptilase eran normales en los enfermos cirréticos del
grupo A, mientras que estaban alterados, con diferencias significativas (p < 0,001), en
los enfermos del grupo B y en el plasma de recién nacidos. ‘ .

- La concentracién plasmitica de fibrinégeno era normal en los sujetos del grupo A
con cualquiera de las cuatro técnicas- empleadas. En los enfermos del grupo B era asi
mismo normal cuando se empleaba una técnica colorimétrica, pero la concentracién
estaba aumentada (p <{0,05) al emplear técnicas que miden la proteina como tal, mien-
tras que la utilizacién de la técnica coagulativa, que valora la proteina desde un punto de
vista funcional, demostraba una disminucion de la concentracion de fibrindgeno por el
método coagulativo (p <0,01) siendo normal con las otras técnicas empleadas.

La dosificacién de factor XIII fue normal en todos los sujetos estudiados. Asi mis-
mo fueron normales los valores de PDf séricos en todos los casos excepto en dos de los
enfermos cirrdticos del grupo B que presentaron cifras superiores a 10 pgr/ml.

La realizacion de tiempos de trombina a Ph diferentes demostrd, como puede obser-
varse en la figura 1, la existencia de un claro alargamiento de los valores al alcalinizar el
plasma en los enfermos del grupo B y.en los recién nacidos respecto al grupo control con
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CUADRO V
. ANALISIS DE LA FRACGCION CLUCIDICA
. Enfermos cirrdticos
. Unidad de Grupo
Parametro medida Grupo coentrol Grupo A Grupo B recién nacidos
X S X s X S X S I
Acido sidlico. . . .. ... | wgr/mgr | 0,038 | 0,006 | 0,037 | 0,001 | 0,047 | 0,019 | 0,061 | 0006
Hexosaminas, . . . . ... + pgr/mgr 0,028 0,003 0,027 0,001 0,025 0,004 0,027 0,001
Relacion dcide sidlico/ :
hexosaminas. . ...... — 1,360 0,060 1,360 0,040 2,100 1,200 2,260 0,190
Seg. ]‘
60 1 |
a4 GRUPO NORMAL
e—e GRUPO A
501 o—o GRUPO B ,
N /
x»--% GRUPO RECIEN NACIDOS // .
. ! 7
1
40 1
30 A
20 A1
10 A
7 7.8 86 5,4

Figura 1.— Modificaciones del tiempo de trombina al alcalinizar
el plasma.
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Figura 3.— Liberacién de fibrinopéptidos A y B

diferencias altamente significativas (p <C 0,001). Sin embargo los enfermos cirréticos del
grupo A sdlo presentaban diferencias significativas (p < 0,02) respecto al grupo control

al alcalinizar el plasma por encima de 8,6.

La polimerizacion de los monémeros de fibrina (figura 2), utilizando como agentes
inductores trombina y reptilase, fue normal en los enfermos cirroticos del grupo A. En
los del grupo B existia una clara alteracién en la agregacién (p <C0,001) con ambos agen- -
tes inductores, mientras que ¢l tiempo de latencia solo’era patologico cuando se utilizaba
reptilase como agente inductor. ¥n el plasma de los recién nacidos existia una clara altera-
cién (p < 0,001) de todos los parimeiros medidos tanto con trombina como con repti-

lase,
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Figura 4.— Andmala liberacion de fibrinopéptidos A y B de uno
de los enfermos cirréticos en comparacién con el grupo
control

2.— Estudios realizados en el fibrinogeno purificado -

A) Pruebas funcionales

El indice de coagulabilidad en el grupo control presentaba unos valores de 96,00 +
2,00 por ciento. Los enfermos del grupo A tenian un indice de 95,88 + 54 por ciento,
mientras que en los del grupo B existia una clara disminuciéon (p <0 ,001) con valores de
84,43 + 9,64. En los recién nacidos habia, asi mismo, un descenso significativo (p <
0 001) del mdlce de coagulabilidad con valores de 90,80 * 1,64 por ciento.

La liberacion de fibrinopéptidos A y B fue normal en todos los grupos estudiados
(cuadro IV y figura 3), destacando el hecho de que uno de los enfermos del grupo B, pre-
sentaba una clara disminucion de la liberacion (figura 4).

La estabilizaciéon de la fibrina, inducida por trombina o reptilase, fue normal en todos
los enfermos del grupo A y en los recién nacidos, asi como en 10 de los 14 enfermos del
. grupo B, En los 4 restantes exist{an alteraciones que fueron de dos tipos diferentes. Tres
de los enfermos presentaban, en la estabilizacién inducida por trombina, la presencia de
tres nuevas bandas de mayor peso molecular (figura 5), mientras que cuando se inducia
con reptilase (figura 6) aparec{a un patron heterogéneo con desdoblamiento de varias de
las bandas existentes. En el cuarto caso se observd (figura 5) la presencia de dos bandas
similares a las fracciones correspondientes a las cadenas Bg y v de su fibrinogeno purifica-
do, al inducir la estabilizacién con trombina, mientras que cuando era inducida por repti-
lase (figura 6) aparecia un desdoblamiento de las bandas de alto peso molecular.
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Figura 5.— Diferencias en la estabilizacién de la fibrina, in-
ducida por trombina, en un sujeto normal y dos enfermos
cirréticos
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" Figura 6.— Diferencias en la estabilizacién de la fibrina,'
inducida por reptilase, en un sujeto normal y dos enfermos
cirroticos

B) ngestton por plasmina del fzbrmogeno y la fibrina

En ambos casos el estudio se realizé empleando una técnica de 1nmunoelectrofore-
sis y otra de electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Mediante este Gltimo método

o se observaron diferencias, en ninguno de los grupos estudiados respecto al grupo con-

trol, ni eri la fibrinogenolisis ni en la fibrinolisis.
" Empleando la técnica de inmunoelectroforesis la digestion por plasmma dela flbrma

fue normal en todos los casos. La dxgestlon del fibrinégeno fue, asi mismo, normal en los -
enfermos del grupo A y en los recién pacidos; por el contrario en 5 de los 14 enfermos

del grupo B se observo (figura 7) un enlentec1m1ento en la aparicion de los productos de

‘ degradacxon del fi brmogeno siendo normal en los 9 restantes.
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Figura 7.— Estudio inmunoelectroforé-
tico de la digestién por plasmina del fi-
brinégeno purificado en un sujeto nor-
mal y uno de los enfermos cirréticos.
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Figura 10.— Peso mole;_ular de las ca-’
" denas del fibrindgeno purificado.

Figura 8.— Movilidad electroforética
anormal del fibrinbgeno de un enfer-
mo cirrdtico (B) en comparacién con
: el control (A).

i -

Figura 9.— Identidad antigénica total

entre los , fibrinégenos purificados de

un sujeto del grupo control (A) y uno
de los enfermos cirréticos (B)
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Figura 11.— Punto isoeléctrico “del fi-
brindgeno purificado
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Figura 12.— Determinacién del coeficiente de sedimentacién del fibrinégeno pu-
rificado en uno de los sujetos del grupo control y dos de los enfermos cm'otlcos.

Vi C) Caracteristicas fisicoguimicas de la molécula de fibrinégeno

| La movilidad electroforética fue estudiada mediante tres técnicas diferentes, siendo
normal en todos los casos del grupo A, en los recién nacidos y en 13 de los. 14 enfermos
del grupo B; en el caso restante existia (figura 8) una movilidad catodica con un perfil
andémalo cuando el estudio se realizaba por electroforesis bidimensional.

La identidad antigénica (figura 9), peso molecular (figura 10), punto isoeléctrico (fi-
gura 11), coeficiente de sedimentacién (figuras 12 y 13) y analisis de aminoacidos (figura
14) fueron normales en todos los casos estudiados. . : -
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Figura 15.— Medida de las fracciones de
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Figura 16.— Medida del tiempo de trombina del fibrindgeno purificado na-
tivo y desializado en los diferentes grupos estudiados

’

'D) Estudio de las fracciones de alto y bajo peso molecular del fibrinogeno

Dichas fracciones presentaron unos valores normales de 54,90 + 0,35 y 46,70 * 28
por ciento respectivamente, no existiendo alteraciones en ninguno de los casos, salvo en
un enfermo del grupo B, que presentaba una ligera inversién con valores de 48,47 por

- ciento y 51,33 por ciento respectivamente para las fracciones de alto y bajo peso mole-

cular (figura 15).

E) Estudio de la fraccién glucidica de la molécula de fibrinégeno

El contenido de 4cido sidlico y hexosaminas asi como la relacidén entre ambos (cua-
dro V) fue normal en los enfermos del grupo A. En los enfermos del grupo B existia
un aumento de 4cido sidlico y disminucioén de hexosaminas, con el consiguiente incremen-
to de la relacién entre ambos, en ambos casos con diferencias significativas (p < 0,05).
En los recién nacidos habia un aumento del conténido de dcido sidlico y de la relacion

- acido sidlico/hexosaminas, con diferencias a]tamente s1gmf1cat1vas (p <0,01), mlentras

que la tasa de hexosaminas era normal.
Al comparar los tiempos de trombina del fibringeno purificado nativo y tras remo-

ver del mismo el contenido de dcido sialico se pudo observar que en todos los casos exis-

tia un acortamiento en el fibrinégeno desializado (figura 16). Este acortamiento era mu-
cho. mas pronunciado en los sujetos del grupo B (42,40 por ciento) y en los recién nacidos
(60,18 por ciento) que en el grupo control (31 por ciento) y en los enfermos del grupo
A (25,'13 por ciento).

La movilidad electroforética, estudiada por mmunoelcctroforesm, de los fibrinége-
nos nativo y desializado era similar en todos los grupos estudiados. -
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DISCUSION

Todos los estudios realizados en los 16 pacientes inchuidos en el grupo A han dado
resultados normales. Sin embargo, hemos observado un alargamiento significativo en los
tiempos ‘de trombina cuando era alcalinizado el plasma a pH 8,6 y 9,4. Posiblemente
esta alteracion sea debida a una accibén sobre la formacién de los puentes de hidrégeno
de los iones hidronio sobre el complejo enzima-substrato a nivel de atracciones ibnicas,
como han sugerido Samama y colab. (73). .

Los catorce pacientes incluidos en el grupo B presentaban-una alteracién del tiempo
de trombina y/o del tiempo de reptilase, as{ como de la polimerizacién de los monémeros
de fibrina. La existencia de anomalfas en dichas pruebas ha sido demostrada frecuente-
mente en-enfermedades hepaticas cronicas, considerindose que puede ser originada por
una hipofibrinogenemia de etiologia diversa (9, 17, 18, 33, 65, 71), por la inhibicién de la
actividad enzimitica de la trombina (9, 70) o por un defecto funcional de la propia molé-
cula de fibrinégeno a nivel de la polimerizacion de los monémeros de fibrina (1, 2, 5, 7,
16, 26, 27, 28, 29, 39, 40, 44, 59, 62, 69, 75, 79, 82). . , .

En ninguno de nuestros casos existia una hipofibrinogenemia que justificara las alte-
raciones coagulativas, ya que a los valores mas o menos disminuidos que presentaban
cinco pacientes con métodos coagulantes correspondian niveles normales o aumentados
al determinar la concentracion del fibrinégeno por técnicas protéicas. ; ‘

- En dos de los casos existian concentraciones de PDF en suero superiores a las nor-
males, hecho que podria explicar las anomalias encontradas en los test que miden la fi-
brinoformacién. .

En otros tres pacientes, con alteraciones de los tiempos de trombina y reptilase y
de la polimerizacion de los monémeros de fibrina, existian concentraciones elevadas de
las gammaglobulinas (1,98 gr por ciento, 2,02 gr por ciento y 2,00 gr por ciento respecti-
vamente). Dado que en ninguno de_estos enfermos existian anomalias en las diferentes
pruebas realizadas sobre fibrinégeno purificado, se puede pensar en la posibilidad de una

sintesis normal del fibrinégeno por parte del higado y que la alteraciones funcionales - -

encontradas sean debidas a una accién antitrombinica de la fraccién gammaglobulina
semejante a la descrita por Soria y colab. (78) en enfermos afectos de mieloma multiple,
Este hecho podria estar de acuerdo con la hipdtesis de Lane y colab. (40) que consideran
que en la enfermedad hepatica puede producirse una répida alteracién del fibrinégeno cir-
culante que segin Palascak y Martinez (62) podria ser atribuible al medio plasmdtico
anormal,

En los nueve casos restantes encontramos alteraciones que permiten hablar de la exis-
tencia de una disfibrinogenemia adquirida. En todos ellos habia una alteracién de la frac-
cién glucidica con aumento de 4cido sidlico, disminucién de hexosaminas en dos casos, y
aumento .de la relaciéon icido sidlico/hexosaminas en todos los enfermos. Asi mismo, en
los nueve enfermos exist{a una disminucién del {ndice de coagulabilidad. El mecanismo
por el que actia’la alteracién de la fraccion glucidica en la fibrinoformacién ha sido dis-
cutido, Mester y Szabados (53, 54) consideran que la fraccién glucidica actuaria en la
orientacion de la trombina sobre las uniones peptidicas en las que ejerce su accion pro-
teolitica, y que su alteracién enlentecerfa dicho efecto. Sin embargo, Gralnick y colab.
(27) piensan que el aumento de 4cido silico daria lugar a un mayor aporte de cargas ne-
gativas a la molécula de fibrindgeno, provocando un aumento de fuerzas repulsivas elec-
trostaticas entre los monémeros de fibrina, capaces de retardar la polimerizacién.

Nosotros hemos podido comprobar el efecto ‘del 4cido sidlico sobre el tiempo de
trombina, inicialmente patolbgico, encontrando una normalizacién del mismo una vez
removido el 4cido sidlico de la proteina. Esta normalizacién del tiempo de trombina al
utilizar como substrato asialofibrinégeno ha sido estudiada, obteniendo resultados simi-
lares a los nuestros, por Gentry y Alexander (24), Gralnick y colab. (27) y Martinez y -

“colab. (48, 49). :
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Sin embargo, en ocho de estos nueve enfermos hemos observade, ademas, la presen-
cia de otras alteraciones que no nos parecen relacionadas con las variaciones de la frac-
cion glucidica comentadas. Dichas alteraciones se encuentran a distintos niveles funcio-

_nales, siendo posible por las caracteristicas de las mismas subdividir a estos ocho enfer-

mos en tres grupos.

En cuatro.de estos pacientes hemos observado un enlentecimiento en la aparicién
de los productos de degradacién del fibrinégeno al estudiar la accién proteolitica de la
plasmina sobre el fibringeno purificado. Sin embargo el estudio de la degradacién pro-
teolitica de 1a fibrina por la plasmina aportd resultados normales. Estos hechos nos
hacen pensar en la existericia de una alteracion estructural a nivel del COO-terminal, lu-
gar donde comienza la accién plasminica (45, 56, 63), que provocaria un retraso en la

acciéon de la plasmina. Sin embargo el hecho de que una vez estabilizada la fibrina la -

proteolisis sobre la misma no esté alterada, indica la no existencia de anomallas a nivel
del NH,-terminal. :

Otros tres enfermos presentaban un tipo de alteracién caracterizado por una ano-
malia en la estabilizacién de la fibrina. Al etabilizar la fibrina con trombina aparecie-
ron fracciones de alto peso molecular que por su localizacién electroforética parecen
corresponder a polimeros alfa. El que los lugares de unioén entre las cadenas de Aa radique
tanto a nivel del COO-terminal como del NII,-terminal (22, 64) hace dificil pensar en que
zona de:la molécula podria encontrarse la alteracién. En cualquier caso, hay que consi-
derar la posibilidad de que puedan existir uniones defectuosas en dichos lugares qué
producirian fracciones de diferente peso molecular. Al estabilizar la fibrina con repti-
lase apareci6 un desdoblamiento de diversas bandas que suponemos puede producirse
por un mecanisnro similar. Ademas, en uno de estos tres enfermos existia una clara
disminucién de la liberacion de fibrinopéptidos.

El ultimo de los ocho enfermos citados presenté una mayor complejidad en las al-
teraciones tanto funcionales como fisicoquimvicas. Por un lado, la desializacion de su
fibrindgeno purificado sdlo corregia parcialmente el tiempo de trombina patolégico del
flbrmogeno natiwo; esto hace pensar que el aumento del contenido de icido sialico sblo
tenia una participacién parcial en las anomalfas funcionales de la molécula. De otra par-
te la digestion del fibrindgeno por plasmina demostré un enlentecimiento en la apari-
cién de los productos de degradacién, similar a la que aparecia en otros cuatro enfermos,

lo que hace pensar en una alteracion a -nivel del COO-terminal. Presentaba as{ mismo -

una alteracion de la estabilizacién de la fibrina caracterizada por la persistencia de dos
bandas electroforéticas de caracteristicas similares a las cadenas Bg y v de su fibrinégeno
purificado. Llamaba la atencién que al inducir la formacién de fibrina, como paso previo

al estudio de la degradacion plasminica de la misma, con concentraciones de trombina

cinco veces inferiores a las utilizadas en el estudio de la estabilizacién, si se producia la
misma; este hecho puede ser debido a un efecto rebote, similar al encontrado en alguna
disfibrinogenemia congénita (58). El estudio, por la técnica de electroforesis bidimen-
sional, de la movilidad electroforética del fibrindgeno demostré una tendencia catéddica,
asi como la formacién de un inmunoprecipitado de perfil anémalo. Por Gltimo, al estu-
diar Ia proporcién de las fracciones de alto y bajo peso molecular del fibrin()geno hemos
observado una ligera inversién en la relacién entre dichas fracciones, qulza por existir
una mayor tendencia a degradarse (43); relacionando este dato con la teoria de la exis-
tencia de un aumento de la fracciéon de bajo peso molecular en la disfibrinogenemia del
cirrético (44), no creemos que este Gnico hecho sea suficiente para explicar las diferen-
tes anomalias que presentaba este paciente.

En ninguno de los enfermos estudiados se encontraron alteraciones en la identidad’

antigénica, peso molecular, punto 1soelectr1co, coeficiente de sedimentacibén o anilisis de
aminodcidos del flbnnogeno purlflcado

La posibilidad de una regresién del hepatocito en la sintesis de un flbrmogeno fetal
dio lugar a que estudidramos esta variante molecular del fibrinégeno. En las pruebas
realizadas en plasmas obtenidos a partir de sangre del cordon umblhcal de recién nac1dos,
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hemos observado un alargamiento de los tiempos de rombina y reptilase, asi como una
disminucién de la curva de polimerizacién y alargamiento de sus tiempos de latencia.
-Este tltimo hecho podria explicarse por existir una accién mds lenta de estos enzimas
sobre la molécula del fibrindgeno fetal como consecuencia de la concentracién de iones
hidrégeno del medio. Un dato que corrobora esta hipotesis es la existencia de un mayor

alargamiento en el tiempo de trombina, respecto a los otros grupos estudiados, cuando

se alcaliniza el plasma.

En el estudio realizado sobre el fibrinégeno purificado a partir del plasma de recién
nacidos, llama la atencién el aumento de 4cido sidlico y de su relacion con las hexosami-
nas, la disminuncioén del {ndice de coagulabilidad, y la normalizacién del tiempo de trom-
bina una vez desializado el fibrinégeno. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Gralnick y colab. (27), los cuales atribuyen al aumento de dcido sidlico las alteraciones
coagulativas.

La existencia de una defectuosa polimerizacién del fibrinégeno fetal (27, 51), asi
como los hallazgos de Jerri y colab. (34) que observaron que las protefnas fetales podian
reexpresarse postnatalmente en tejidos humanos, no sélo de tipo neoplisico sino tam-
bién de regeneracién no maligna, ha dado lugar a que pueda pensarse en la existencia de
una liberacion, en los hepatocitos de los nédulos regenerativos cirréticos, de genes feta-
les que codifiquen la producccién de fibrinégeno (8). :

Respecto a la hipbétesis del aumento de dcido sidlico y de la sintesis del fibrinégeno
fetal por parte del higado cirrético (27), los datos hasta aqui expuestos hacen pensar en
esa posibilidad.

El que el fibrindgeno de una disfibrinogenemia sea_en realidad fibrinégeno fetal
ha sido también considerado en el estudio de las disfibrinogegemias congénitas por
Guillin y Menache (31), los cuales observaron claras correlaciones entre el fibrinégeno
fetal y el Paris I, hecho que les hace pensar en la persistencia de dicha variante del fi-
brinégeno en algunos casos de disfibrinogenemias congénitas.

De acuerdo a lo expuesto hasta ese momento pensamos que pueden barajarse dos
hipotesis, o bien la sintesis de un fibrinégeno alterado, o la existencia de anomalias pro-
téicas en el medio plasmitico capaces de alterar un fibrindgeno normal una vez secreta-
do por ¢l hepatocito. : '

En el primer-caso, y teniendo en cuenta que en el fibrindgeno fetal las anomalias
-, que presenta van desapareciendo, a medida que se produce la evolucién madurativa del
higado, mientras que en el enfermo cirrético el deterioro de los hepatocitos tiende a
progresar, nos parece logica la posibilidad de que existan diversos estadios en la altera-
ciéon molecular del fibrindgeno. Inicialmente se producirfa una minima afectacién no
detectable analiticamente excepto al alcalinizar el plasma. Mas tarde, la moleéula del
fibrindgeno presentarfa una alteracién mayor consistente en un aumento del contenido
de dcido sidlico, quiza porque los nédulos neoformados recuperarfan la capacidad de sin-
tetizar una proteina de caracteristicas muy semejantes a las del fibrindgeno fetal. Sin
embargo, a medida que aumenta el daiio hepatico, comenzarian a producirse alteraciones
més profundas en la molécula sintetizada que llegaria a presentar grandes similitudes con
las disfibrinogenemias congénitas (41, 68, 73), como ocurre en algunos de los casos
estudiados por nosotros. En este mismo sentido Green y colab. (28, 29) observaron ano-
malfas en la fibrinoformacién coincidiendo con un importante dafio hepatocelular, rien-
tras que aparecia una normalizaccion del fibrindgeno al producirse la mejoria clinica V4
analitica de los pacientes. ’

Respecto a la segunda hipotesis, pensamos que una disproteinemia plasmatica pue-
da ser capaz de alterar funcionalmente al fibrinégeno, o que una mayor concentraciéon
en el plasma de enzimas proteoliticas por la disfuncién hepatica pueda provocar un au-
mento del catabolismo de la molécula del fibrindgeno a expensas de la fraccién de alto
peso molecular, o bien que se produzca una menor desializacién del fibrinégeno por au-
sencia o disminucién de las enzimas encargadas de este proceso. La mayor afectacion he-
patica conllevaria una mis intensa afectacién plasmitica, lo que explicarfa la existencia de
alteraciones mas complejas de las pruebas funcionales e inmunolbgicas del fibrindgeno.

A
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A la vista de lo ‘expuesto creemos que la disfibrinogenemia adquirida puede ser con-
siderada como un hallazgo importante, y relativamente frecuente, en los pacientes con
enfermedades hepatocelulares cronicas, siendo interesante su bisqueda debido a su
s1gn1f1ca01on clinica, partxcula.rmente como indice pronéstico y causa de didtesis he-
morragica.

RESUMEN

Se estudian las alteracienes de Ia fibrinoformacién en un grupo de 30 enfermos cirréticos y en
10 recién nacidos nermales. Los resultados se comparan con los de un grupo control formado por
30 adultos sanes. .

En 14 de los enfermos cirréticos se evidencié un alargamiento significativo de los tiempos de
trombina y reptilase y una alteracién de la polimerizacién de los mondmeros de fibrina. En 2 de
estos enfermos existia un aumento de PDF y en 3 una elevacion“de gammaglobulinas que podlan

" explicar las alteraciones de la fibrinoformacion.

Los 9 enfermes restantes presentaban alteracienes que permitfan hablar de la existencia de una
disfibrinogenemia adquirida. En todos ellos habia un aumento de la concentracién de dcido sidlico
en la molécula de fibrindgeno y al remover diche dcido sidlico se producfa una normalizacién del
tiempo de trombina previamente alterado. La liberacién de fibrinopéptides era anormal en 1 de los
enfermos, la estabilizacién de la fibrina en 4, 1a digestion del fibrinégeno por plasmina en 5, la mo-
vilidad electroforética del fibrinégeno en 1 y la relacién de las fracciones de alto y bajo peso mole-
cular del fibrinégeno en 1. En ningune de los enfermos se encentraren alteraciones en la identidad
antigénica, peso molecular, punto isceléctrico, coeficiente de sedimentacién o analisis de aminodcidos.

En les 10 recién nacidos exist{a un alargamiento de los tiempos de trombina y reptilase y una
anomalia de la polimerizacién de los monémeres de fibrina, En el fibringeno purificado se observd,
en todos los casos, un aumento del contenido de 4cide sidlico y al remover el mismo se normalizd

el tiempo de trombina,

Se concluye que es frecuente la aparicién de una disfibrinogenemia adquirida en el curso de una
cirrosis hepatica y que la misma es similar a la que aparece en el plasma de recién nacidos lo que apo-
ya la hipotesis de que el higado cirrotico sufre una regresion a la sintesis del fibrinégeno fetal.
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