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Resumen

El accidente cerebrovascular (ACV) isquémico es causado por evolucién de procesos aterotrombéticos
que se relacionan con dafo y disfuncién endotelial debido a patologias crénicas como hipertensién
arterial y dislipemia.

En trabajos previos se ha informado sobre alteraciones hemorreolégicas en el curso de la patologia
vascular cerebral, en particular el incremento en la agregacion eritrocitaria (AE).

El presente trabajo tiene como objetivo principal estudiar las modificaciones de las propiedades
hemorreolégicasy en particular de la AE, en 20 pacientes con ACV isquémico durante la etapa aguda,
en comparacién a un grupo control (n = 20) con similares factores de riesgo.

Se determiné en plasma: concentracién de fibrinégeno, proteina C reactiva y triglicéridos.
En sangre: agregacioén eritrocitaria por densitometria éptica, obteniéndose el tamafio promedio
de los agregados y la velocidad inicial del proceso, velocidad de eritrosedimentacién, indice de
rigidez eritrocitaria, viscosidad sanguinea, viscosidad plasmatica y viscosidad sanguinea relativa
estandarizada a un hematocrito del 45%.

Se encontré que los eritrocitos de los pacientes con ACV agregaron a mayor velocidad (0,92 +
0,64 vs 0,49 + 0,24; p < 0,00001) y formaron agregados de mayor tamafo (1,84 + 0,07 vs 1,81 + 0,07,
p<0,05) que los controles. Este fendmeno correlaciond (r: coeficiente de Pearson) con las alteraciones
encontradas en el plasma, en particular con las concentraciones séricas de fibrinégeno (r = 0,565; p
<0,01) y triglicéridos (r = 0,693; p <0,001). La identificacién de estos factores es de relevancia clinica ya
que podria tener incidencia en las estrategias terapéuticas.

Palabras clave: Accidente cerebrovascular. Agregacion eritrocitaria. Fibrinogeno. Triglicéridos.

Abstract

Isquemic stroke is the result of the evolution of atherothrombotic processes that are related
toendothelial damage and dysfunction cause by chronic diseases such as hypertension and dyslipemia.

Previous works has been reported about hemorheological disturbances in the course
of cerebrovascular diseases, including increased erythrocyte aggregation (EA).
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The main objective of this study is to evaluate the changes in hemorrheological properties and
in particular the erythrocyte aggregation process, which occur in 20 patients with ischemic stroke
during the acute stage, compared to a control group (n=20) with similar risk factors.

Concentration of fibrinogen (Fb), C reactive protein and triglycerides (TG) were determined in
plasma. Into blood: EA, by optical densitometry, getting the average size of the aggregates and the
initial speed of the process, erythrocyte sedimentation rate, erythrocyte rigidity index, blood
viscosity, plasma viscosity and standardized relative blood viscosity at 45% hematocrit.

We found that the erythrocytes of patients with stroke aggregate faster (0,92 + 0,49 vs 0,64
+ 0,24, p <0,00001) and form larger aggregates (1,84 + 0,07 vs 1,81 + 0,07, p <0,05) than controls. This
phenomenon correlated (r: Pearson’s coefficient) with plasma alterations, particularly with Fb (r =
0,565, p <0,01) and TG (r = 0,693, p <0,001). Identification of these factors is clinically relevant since it
could have an impact on therapeutic strategies.

Keywords: Isquemic stroke. Erythrocyte aggregation. Fibrinogen. Triglycerides.

Introduccién

El accidente cerebrovascular (ACV) o ictus de origen isquémico es causado en la mayoria de los
casos por la evolucion de procesos aterotromboticos, relacionados a un estado inflamatorio crénico
y disfuncién endotelial, en patologias crénicas como hipertension arterial, diabetes mellitus,
tabaquismo y dislipemia (1-3). Entre los mencionados factores de riesgo clasicos, las alteraciones en
las propiedades del flujo sanguineo han demostrado desempefiar un rol crucial en el desarrollo y
evolucién de la patologia cerebrovascular (4-6).

Sedenominahemorreologiaalestudiodelaspropiedadesdeflujoydeformaciéndeloscomponentes
celulares y plasmaticos de la sangre, y su interaccién con la pared de los vasos sanguineos (7). La
condicién de accidente cerebrovascular agudo se acompaiia de perturbaciones en los parametros
hemorreoldgicos, que pueden ser determinados en la circulacién periférica (8,9). Los eritrocitos
pueden incrementar su agregacion, es decir su tendencia a formar rouleaux o pilas de monedas,
lo cual conduce a un incremento de la viscosidad sanguinea con la indudable consecuencia de un
aumento de la resistencia al flujo sanguineo. Esta situacién se observa en diferentes condiciones
asociadas fundamentalmente a procesos inflamatorios(10,11), asi como en el ACV (12). Un incremento
de la agregacién eritrocitaria (AE) contribuiria a los desérdenes circulatorios, y especialmente en la
microcirculaciéon alaoclusion delos capilares (4,13,14). La presencia de macromoléculas en el plasma,
cuyo efecto es formar puentes, es una condicién necesaria para que la agregacién de los eritrocitos
tenga lugar. En el plasma, el fibrindgeno (Fb) es la principal proteina

pro-agregante, aunque también coadyuvan las globulinas y otras proteinas de fase aguda, asi como
también cambios en los niveles plasmaticos de las distintas fracciones lipidicas; por el contrario, la
albumina desfavorece el fenémeno de agregacién (15,16). El fibrinégeno como la principal proteina
pro-agregante es un marcador del proceso inflamatorio y del deterioro de la funcién endotelial, y
por lo tanto se lo puede considerar como un predictor de enfermedad cardiovascular; en particular
de ACV y de mortalidad, en personas sanas de mediana edad (17). Estudios realizados en pacientes
obesos y fumadores que presentaban aumento de fibrinégeno y de proteinas inflamatorias, pusieron
en evidencia la precedente asociacion (18).

En la actualidad el rol que desempenan los lipidos en la AE es controversial. El aumento de la AE
encontrado en pacientes dislipémicos podria deberse a una mayor produccién hepatica de Fb, a
modificaciones en la composicién lipidica de la membrana celular (19), o a cambios en los niveles
plasmaticos de las distintas fracciones lipidicas (20).

En definitiva, no se ha determinado de manera experimental cémo los factores celulares y
plasmaticos interaccionan para modificar la velocidad y el tamafio de los agregados eritrocitarios
durante el ACV y si ésta es una relacion causa-efecto. El presente trabajo tiene como objetivo principal
estudiar las modificaciones de las propiedades hemorreoldgicas y en particular la velocidad inicial
del proceso de agregacion eritrocitaria y el tamafio de los agregados, que ocurren en los pacientes
con ACV isquémico durante la etapa aguda, en comparacién a un grupo control con presencia de
similares factores de riesgo y sin alteraciones neurolégicas.
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Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, de tipo observacional y transversal. La poblacién de estudio fueron
los pacientes con diagnoéstico de ACV isquémico ingresados en el Hospital Provincial del Centenario
de la ciudad de Rosario, Santa Fe, Argentina, durante el periodo comprendido entre mayo de 2011y
abril de 2012. E] Comité de Etica del hospital aprobé el protocolo de estudio (Expediente 2623/2010).
Todos los participantes firmaron un consentimiento informado de acuerdo con las recomendaciones
de la Declaracién de Helsinki (21), o en caso de impedimentos lo hizo un familiar.

Se incluyeron en el estudio 20 pacientes con afeccién neurolédgica focal de aparicién subita, que
perdurd mas de 24 horas y de presunto origen vascular (definicién normalizada de la OMS para ACV)
que consultaron en el servicio de guardia del hospital. El diagnéstico fue determinado por el examen
clinico general y neurolégico, pruebas de laboratorio y neuroimagen (cambios sugestivos de infarto
cerebral agudo en Tomografia Axial Computada realizada al ingreso y a las 24hs). Los criterios de
exclusién al estudio fueron: tiempo de comienzo de los sintomas mayora 72 horas antes de la consulta,
accidente isquémico transitorio, tratamiento trombolitico o anticoagulante, sintomas neurolégicos
causados por trauma de craneo o téxicos, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia subdural,
hemorragia epidural, alteraciones conocidas de la coagulacién-hemostasia, anemia severa,
insuficiencia renal aguda o crénica, insuficiencia hepatica, cancer, serologia positiva para el virus de
inmunodeficiencia humana (HIV). La administracién previa de antiagregantes plaquetarios (dcido
acetil-salicilico, clopidogrel) o bajas dosis de heparina profilactica no fueron criterios de exclusiéon
del estudio y se consigné en las fichas individuales.

El grupo control correspondié a 20 sujetos seleccionados por la presencia de factores de riesgo
clasicos para ACV, sin sintomas neurolégicos actuales, que fueron captados durante la realizacién de
charlas ala comunidad sobre la prevencion de enfermedad cerebrovascular. Se excluyeron del grupo
control sujetos con enfermedades clinicamente significativas detectables por los antecedentes y el
examen fisico. Posteriormente, se completaron las fichas con los datos personales, y se realizaron las
determinaciones bioquimicas y hemorreolédgicas.

Determinaciones bioquimicas: colesterol total por método enzimatico de esterasa-oxidasa,
colesterol HDL y LDL por método colorimétrico utilizando Fenol/4-aminofenazona y triglicéridos
(TG) por método enzimético con los reactivos lipoprotein lipasa, glicerol kinasa, glicerol fosfato
oxidasa, peroxidasa,adenosinatrifosfatoy4-aminofenazona (utilizandoentodaslasdeterminaciones
equipos del Laboratorio Wiener). Hematocrito (Hto) por micrométodo. Contaje de glébulos rojos con
camara de Newbauer. Volumen corpuscular medio (VCM) por célculo a partir del hematocrito y el
numero de glébulos rojos. Concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHbCM) a partir del
hematocritoy dela concentraciéon de hemoglobina (Hb) por método espectrofotométrico (método de
la cianmetahemoglobina) (22). Dosaje de fibrindgeno por método de Clauss, método de referencia del
Comité Nacional de Estdndares de Laboratorio Clinico. Proteina C reactiva por la técnica de Singer y
Plotz. Velocidad de eritrosedimentacién por método Westergreen.

Determinaciones hemorreoldgicas: viscosidad sanguinea (VS) y plasmatica (VP) se
determinaron en sangre entera de pacientes y controles al hematocrito nativo, y en el plasma
separado por centrifugacién a 5000 revoluciones por minuto (RPM) con un viscosimetro rotacional
cono-plato Wells-Brookfield LVT (Brookfield, Stoughton, MA, USA) a una velocidad de corte de 230
segly temperatura de 37 °C.

La viscosidad sanguinea relativa (VR) se calculd a un hematocrito estandar del 45% y para ello
se utilizo la ecuacion VR = (VS/VP) 4/ para evitar asi la influencia directa tanto de la viscosidad
plasmaética como del porcentaje de glébulos rojos en las mediciones (23).

El indice de rigidez (IR), inversa de la deformabilidad eritrocitaria, se midi6é por el método de
filtracién (24) por membranas de policarbonato en un aparato automatizado. Con este método, la
sangre entera de pacientes y controles se centrifugé a 5000 RPM durante 5 minutos, el plasma y la
capa leucocitaria fueron separados y los eritrocitos se lavaron dos veces con buffer fosfato isoténico.
Los glébulos rojos lavados (1 ml) se volvieron a suspender en buffer fosfato isoténico con albimina
bovina (9 ml) (Sigma Chemical Co., St.Louis, MO, EE. UU.) para conservar la forma del eritrocito,
obteniendo un hematocrito del 10%.

Luego, se pasé la suspension de eritrocitos a través de un filtro de policarbonato, con 5 micrometros
de tamarfio de poro (Nucleopore Corp. USA), usando una presion de filtracién negativa de 10 cm H, 0.
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El tiempo de flujo requerido para que un 1 ml de suspensién de eritrocitos pase a través del filtro se
midi6 en pacientes y controles. Los resultados se expresaron como un indice de rigidez (IR) que esuna
estimacion de la deformabilidad eritrocitaria (25), definido como:

IR =(Tb - Ts)/ (Ts) x100 / Hto

Donde:

Th: tiempo de paso de la suspensién celular a través del filtro; Ts: tiempo de paso de un volumen
igual de buffer fosfato isoténico; Hto: hematocrito (10%).

Las medidas de deformabilidad de eritrocitos estan en conformidad con el Comité Internacional
de Normalizacién en Hematologia (26).

Agregacion eritrocitaria (AE): se realizaron las mediciones con un agregémetro, instrumento que
consta de un sistema mecanico que agita la muestra de sangre a una velocidad media controlada
de 560 seg?! para obtener una desagregacién completa. Luego de una abrupta interrupcién de la
agitacion, el circuito de medicién verifica por medio del receptor infrarrojo una gradual disminucién
en la transmitancia de la luz asociado con la produccién de agregados de células rojas. Esta sefal es
luego amplificada y conectada a la entrada del conversor analégico-digital de la placa de adquisicién
de datos. Posteriormente, el software los grafica en linea, permitiendo al operador observar a cada
instante lo que esta sucediendo, en forma cuantitativay grafica. Del analisis de la curva se determinan
dos parametros del proceso de AE: SN, que estima el tamafio promedio de los agregados (T), y 2K,N
que estima la velocidad inicial del proceso (V) (27,28).

Las muestras de sangre se obtuvieron por extraccién venosa de pacientes y controles, fueron
anticoaguladas con EDTA (Sigma, Chem Co) y se usaron dentro de las cuatro horas.

Los glébulos rojos de ambos grupos, obtenidos por centrifugacién a 5000 RPM, fueron
resuspendidos al 40% de hematocrito, en su propio plasma y en dextran 500 al 2% de la solucién
buffer fosfato isoténico (Osmolaridad 290 mOsm, pH 7,4), esto tltimo sirve para valorar el efecto
celular de los eritrocitos sobre la agregaciéon favorecida por dextran como molécula agregante,
independientemente de las proteinas presentes en el plasma (29).

El anélisis estadistico se realizé con el software SPSS. La prevalencia de las variables cualitativas
se presentd como frecuencias absolutas y porcentaje mientras que los datos de las determinaciones
bioquimicas y hemorreoldgicas se presentaron como media + desvio standard.

Las comparaciones entre grupos fueron analizadas aplicando la t de Student para grupos no
apareados. La correlacion entre los pardmetros hemorreoldgicos (viscosidad sanguinea relativa,
velocidad de los agregados eritrocitarios) y velocidad de eritrosedimentacién, concentraciones
séricas de fibrindgeno y triglicéridos en pacientes con ACV, se calculé mediante el coeficiente de
correlacién de Pearson. Se considero diferencia estadistica sélo cuando p fue menor a 0,05 (p<0,05)

0

Resultados

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas clinicas y demograficas de los 20 pacientes con
diagnéstico de ACV isquémico y los 20 sujetos controles que se incluyeron en el estudio. En los
pacientes los principales factores de riesgo para ACV encontrados fueron hipertensién arterial (91%,
19/20), tabaquismo (80%, 16/20) y dislipemia (70%, 14/20), en el 40% (8/20) de los pacientes coexistian
3 factores de riesgo.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas en controles y pacientes con ACV isquémico.

Parametros Controles (n=20) Pacientes con ACV (n=20) Nivel significado
Mujeres/hombres 13/7 4/16 -
Edad (afios) 67,7+9 57,7+10 p<0,01
Perimetro abdominal (cm) 103:14 10210 p=0,83
Fumadores 0 16 p<0,01
Hipertension arterial 13 19 p=0,027
Diabetes Mellitus 1 4 p=0,07
Colesterol (mg/dl) 231+13,3 178,2+11,6 p<0,01
Triglicéridos (mg/dl 152,2+17,9 156,3+19,9 p=0,88
HDL (mg/dl) 61,9+4,1 37,1:2,1 p<0,001
LDL (mg/dl) 136,8+11,9 109,7+9,7 p=0,08

Como se observa en la Tabla 2, los valores de VCM, CHbCM, PCR y Fb resultaron elevados
significativamente en los pacientes con ACV en comparacién a los valores controles. Los pacientes
con ACV isquémico mostraron un leve aumento del indice de rigidez y de la viscosidad sanguinea
relativa respecto a los controles, sin resultar estadisticamente significativos.

Tabla 2. Variables bioquimicas y hemorreolégicas en controles y pacientes con ACV.

Variables Controles Pacientes Nivel significado
Fibrinégeno (g/1) 2,8+0,2 4,01+0,4 p<0,01

PCR (mg/]) 1,5+0,4 12,1+3,1 p<0,001
CHbCM (g/dl) 32,5+0,8 33,6+1,5 p<0,01
VCM (fl) 86,1+ 7,1 90,8 £3,7 p<0,01

IR 6,9+1,3 8,7+ 24 p=0,075

VP (cP) 1,5+0,4 1,5+0,2 p=0,153

VR (cP) 3,2:0,4 3,5+£0,6 p=0,058
PCR: proteina C reactiva. CHbCM: concentracién de hemoglobina corpuscular media. VCM: volumen corpuscular medio. IR: indice de
rigidez. VP: viscosidad plasmatica a una velocidad de corte de 230 seg’. VR: viscosidad sanguinea relativa estandarizada a un hematocrito del
45% y una velocidad de corte de 230 seg’l.

Como se observa en las Figuras 1y 2, los eritrocitos de los pacientes con ACV isquémico agregaron a
mayor velocidad, y formaron agregados de mayor tamafio que en los controles. Esto ocurrié tanto en
las muestras de sangre entera como en las muestras de los eritrocitos lavados suspendidos en dextran
500 al 2% de pacientes y controles.
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LaTabla3 muestralos coeficientes de correlacién de Pearson entre los parametros hemorreolégicos
(viscosidad sanguinea relativa, velocidad de los agregados eritrocitarios) y velocidad de
eritrosedimentacién, concentraciones séricas de fibrindgeno y triglicéridos en pacientes con ACV.
Las variables VSE y VR se correlacionaron positivamente con las concentraciones de fibrinégeno y

triglicéridos, asi como con la eritrosedimentacién.

Tabla 3. Coeficientes de Correlacién de Pearson (r) entre parametros hemorreolégicos.

Eritrosedimentacién Fibrinégeno Triglicéridos

VSE r=0,90 r=0,565 r=0,693

p < 0,0001 p<0,01 p <0,001
VD r=0,055 r=0,255 r=0,165

p=0,153 p =0,1901 p=0,48
VR r=0,803 r=0,690 r=0,56

p =0,0001 p < 0,002 p<0,001
VSE: velocidad de agregacion eritrocitaria en sangre entera. VD: velocidad de agregacion eritrocitaria en dextran. VR: viscosidad sanguinea
relativa estandarizada a un hematocrito del 45% y una velocidad de corte de 230 seg™’.
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Discusiéon

En el presente trabajo se estudié la velocidad inicial del proceso de agregacion eritrocitaria y el
tamano de los agregados en pacientes con ACV isquémico en comparacién a un grupo control, asi
como los factores celulares y plasmaticos que influencian la AE.

En concordancia con otros estudios (14,30,31) fue demostrado en los pacientes con ACV, un
incremento en la agregacién eritrocitaria, respecto de los controles.

Las concentraciones de proteina C reactiva y fibrindégeno se encontraron incrementadas
significativamente en los pacientes con respecto a los controles, como se observa en otros procesos
inflamatorios (10-12). Se ha demostrado que el Fb induce agregacién, ya sea por un mecanismo
de uniones no especificas como por su estructura molecular, apropiada para formar puentes
intercelulares en la superficie de los eritrocitos (15,16). Estos resultados sugieren un rol predominante
del plasma en la agregacion eritrocitaria incrementada de los pacientes con ACV. Varios componentes
podrian tener un papel relevante en este proceso.

Se ha sugerido que la dislipemia podria ser uno de los fenémenos primarios relacionados al
aumento de la agregacién y éste el mecanismo fisiopatolégico por el cual se incrementa el riesgo
cardiovascular en el sindrome metabélico (32). Ademaés, se ha destacado la mayor relevancia de la
concentracién de triglicéridos por sobre colesterol o LDL en los mecanismos que desencadenan la
enfermedad vascular (20). En coincidencia con éstas referencias, hallamos en nuestros pacientes con
ACV isquémico una correlacién entre la velocidad de AE en sangre entera y triglicéridos (p< 0.001)
que no se observo con otras fracciones lipidicas como colesterol total o LDL, a pesar de no presentar
diferencias significativas en las concentraciones plasméticas de TG de ambos grupos.

Entre los factores celulares estudiados que podrian afectar el proceso de agregacién, encontramos
que el volumen corpuscular medio del eritrocito y la concentracién de hemoglobina corpuscular
media mostraron diferencias significativas con los controles. Este incremento del volumen globular
disminuye la relacién superficie/ volumen globular. Ademas, la incrementada concentracién de
hemoglobina corpuscular media estima un aumento de la viscosidad interna del eritrocito (33).

Llamativamente, no encontramos diferencias significativas en la viscosidad plasmatica de ambos
grupos, medida a altas velocidades de corte, lo cual coincide con los resultados hallados en estudios
previos de pacientes hipertensos (34).

Diferentes investigaciones han informado que alteraciones pronunciadas de la agregacion
eritrocitaria en pacientes con enfermedad cerebrovascular fueron relacionadas a condiciones
patolégicas como hipertensién arterial, diabetes, dislipemia, y se sugirié que controlando mejor los
niveles de glucosa o la presién arterial podria reducirse la AE en estos pacientes, y afectar el curso
clinico de la enfermedad (35,36). Con respecto a los factores de riesgo relevados en nuestro estudio,
la hipertensién arterial fue el mas frecuente en ambos grupos, 91% de los pacientes con ACV y 72,2%
de los controles, seguido por obesidad, dislipemia y en menor proporcién diabetes. El tabaquismo
represent6 un factor de riesgo prevalente en el grupo de pacientes con ACV.

En sintesis, nuestro estudio con un pequenio nimero de pacientes encontré alteraciones de la
reologiaeritrocitariaenel cursoagudodelapatologiavascularcerebraly,en particular, unincremento
enlaagregacion eritrocitaria. Las concentraciones elevadas de Fb en plasma de los pacientes con ACV
isquémico podria ser un factor relevante para el incremento de la AE y relacionarse a un estado pro-
inflamatorio y a los factores de riesgo clasicos. El rol de otros factores plasmaéticos (37) y celulares
que influyen en el complejo proceso de agregacién atin resta ser dilucidado y requerira de mayores
estudios.

Desde el punto de vista clinico proponemos que tanto la agregacién eritrocitaria como la
concentraciéon de fibrinégeno podrian monitorearse rutinariamente en los sujetos con los factores de
riesgo mencionados, ya que pueden ser el objetivo de medidas preventivas y terapéuticas relevantes.
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