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la existencia de estos productos fue demostrada pri
hé?amente por Garner en 1934 (2). Tales productos apare—-
déﬁ}en la sangre en enfermedades asociadas con fibrindli-
"sis sistemdtica, coagulacidn intravascular-con fibrindli-
sis secundaria o depésitos locales de fibrina con fibring
lisis secundaria, :
Recientemente se ha encontrade que estos productos-
aparecen en cantidades pequefias durante el embarazo nor--.
mal y en cantidades mayores en las complicaciones del em-
barazo como la toxemia y la eclampsia. - .
Fn 1964 NcKay y Corey {3) sugirieron que la coagulgﬁ
cidn intravascular es responsable de muchas de lasvmhni;nff

festaciones de la toxemia y la eclamnsia.

la: boagulacion intravascular diseminada Be caracte-}

riznﬁpor el consumo de las placuetas, del fibrinogeno vy~
de los factores Voy VIII de 1la coapulacion, ademas se prek
senta un- incremento de los niveles de los nroductos de de

gradacién del fibpinogeno,en el suero,_quevson el resultg:'




:sin'embargo el pr_ Jorte convincente fue—

dado por*BVnnar y ”ols. en‘l 69 en un’CBSO de eclampsia -

(6).

En 1971 tres grupos de investiquores h101eron estu'

dios- sobre esta relacidn, midiendo las nlaauetas, los nroi

ductos de degradacidn del fibrindgeno, la actividp‘ fibr1 ‘

jas ya aue alpunas son sernibles pero tedioqns
relativamente siunles de- reallnqr y con amen '”

nero tienen noca %enflbil-dno n]runaﬁ renuicren~‘ la ==



preparacidn de reactivos especiales para lo cual se. nece—

sita una exneriencia considerqble.’

El pr0n051to de este trabajo fue medir los: niveles¥

sangufneos de eetos productos en mujerechon dlaanoqtico—
de toxenia moderada, toxemla Bévera o eclampqia ¥ relacio
narlos con la everldad de la enfermedad adenﬂq ver la -

DOBlbllldad de usar unn de las tecnlcas emnleadas en eqte




CAPITULO. I

De”este?

odo cada factor de la coagulacidn actia -

primero como un ‘sustrato y despuée como una en21ma. ,‘;”3
Este concepto fue dado por MacParlane (9) y por Da—f’
vis y Ratnoff (10) dandole el nombre de "CAS“ADA" y¥defi—',

ne a la coagulacidn como una serie de reaccione° en-cade-;_”

na que divide en tres fases: Ia via o sistem Lintr{n,eco,;'

la via o sistema extrfnseco y la via ﬂcom’

a la formacidén de la fibrina,

la coagulacidén eanguinea forma par\e del mec

de la hemostasis, el cual se inicia desde que hay T

de la coldgena. El contacto con la coldgena prbduc ‘
mds una reaccion de 1iberac16n del contenido de la
quetas, entre el;que se encuentra el adenos{n dif6°f to

(aDP). e |

B ADP inicia lahégre ac1on de las plaou tas

sitio de la lesidn y’la llberac1on ?dicional de

3 17‘!‘ nue




ayuda al: deqarrollo del apregado de- nlauuetas.'

hstoq aFreFados pla uefar1o Vllamadof71 Lh

taticos nrimarlos, ueaen desinte rarse b's qer ar astra60°f
{r

nor la: corriente sangulnea si no son estabilizédos. La es
tabilizac1on la 1lleva a cabo: la trombine, la oue actua 61
rectamente obre la plaquefas produciendo disgrepacion,'
desgarre. de la membrana y una arrepacion mas Pirme. Tam—-“
bién 1a trombina conv1erte el f1br1n0geno en: flbrlna, conr"'
dep6°1tos de ésta 14

7nnterior de los apregadoq de:plw— :

w;la rombln nb se encuentra en 1a circu '

fibrina y elastina (1A)
funciona como una enzima en |

(15), (renc01on 2), esta reaccion‘no renuiere ﬂe iones ——

cnlc1o, el nroducto 69 es

QCulVd cl fa ctor Iv en nresencia Ge Calcxo,‘wnuw csto




(o3}

tor actﬁa como. sustrato, (reaccién 1) (16),

El- riguiente pa=3 (reaccion 4\ eq 1a 1ntera001on en

© forma un complejo

’(reaccidn 5) que se cOmporta comouuna :J],
enzima (19), la cual va a activar al factor X. : ':T
Se puede observar que la diferencia entre estas doséi
vias es la forma por medio de la cual dan origen,a un acff(‘
tivador del factor X. Lol

fa via comin de 1la coagulaeién se'iniCié““"f
tivacidn del factor X, la que requiere de ioneo
(reaccidn 6). El factor Xa en presencia del factor» »
nes calcio y de un fosfolipido (reaccidn 7), conduce a‘la
‘activacidn de la protrombina. En esta reacoién se foima ~,;~
un complejo protefna-fosfol{pido llamado protrombinasgm
(20) de la misma manera que se forma un comple jo en£' 
factor IXa, el factor VIII y el factor plaquetarlo-3 en
la via intrinseca. Ia reaccién en la gue se forma la proaift
trombinasa es acelerada cuando se 1e agregan trazas de —-f;',

trombina (reaccion 13),‘ya que egta actia -sobre: el factor“f 

V dando como resultado ‘una 3 ma mas activu de ente fac--fi-

tor.:



conversidn de.la protrombina a trombina (21) (reaccidn 8),
la cual requiere de iones calcio. Ia trombina es una enzi-
ma proteoclitica la cual ataca al fibrindgeno y lo transfor
ma en mohémeros de fibrina, esta es la Ultima fase de la -
coagulacidn la cual se lleva a cabo en tres pasos. distin--
tosA(22) que son: El paso enzimdtico, el paso de la polime
rizacién y el pado de la estabilizacidn.

En el paso enzimatico la trombina actda sobre el fi-
brindgeno y libera dos fibrinopéptidos A, dos fibrinopépti
dos B y un mondmero de fibrina por mol de fibrindgeno, es-
te paso (reaccién 9) sucede normalmente en ausencia de io-
nes calcio (23).

En el paso de la polimerizacidn el mondmero de fibri
na que resulta, posee una carga negativa reducida debido a
la pérdida de los péptidos, lo que permite que estas molé-
culas se polimericen mediante enlaces de hidrdgeno para --
formar cordones de fibrina (24).

Ia polimeriiacién conduce primero a la formacidén de-
f;brina soluble, un término que se refiere a la fibrina --
formada antes de la accidn del factor XIII (reaccidn 10).-
Beta fibrina soluble es frdgil mecdnicamente y fdoilmente-
soluble en urea con una concentracidn de 5 moles/litro o -
en dcido monocloroacético 51 1% (25).

En el paso de la estabilizacidn, la fibrina soluble-
es convertida en fibrina insoluble (reaccidn 12) por el --
factor XIIIa., El factor XIIT es activado por la accidn de-
la trombina {reaccidn 11) dando como resultado el factor -
YI11Ia que:es una traﬁsamidasa que forma unionés covalentesn

entre los grupos ¢psilon amino de la lisina de una molécu~



la de fibrina‘qon los grupos gammua amida de la glutamina -
de otra molécula de fibrina (26) dando origen a codgulos -
mds estables que ya no son solubles en urea o en écido mo-—

nocloroacético y que son mecsdnicamente fuertes y hgmpstéfi

camente efectivos.
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B.~ COAGULACION INTRAVASCUTAR,

la coapgulacién intravascular diseminada~s ha defi-
nido como un mecanismo internediario de enfermeda
ca mds que la simple formacidn de un trombo- (27)

Este es un proceso bioldgico que comprende ﬁuchas é
sustancias quimicas y respuestas fisioldgicas y que se de
be a la presencia de la trombina en la circulacidn gene--
ral. las acciones de esta enzima proteolftica conducen a-
la formacidén de fibrina, al consumo de algunas protefnas-
espec{ficas del plasma y a la pérdida y agregacidn irre--
versible de plaquetas; también se ha asociado con la acti
vacidén del sistema enzimdtico fibrinol{tico donde hay di-
solucidén de fibrina y fibrindgeno y la liberacidn de pro-
ductos de degradacidn de la fibrina dentro del plasma —--
(28). o

la deteccidn de estos fragmentos provee de un méto¥;
do sensible para el diagnéstico de la coagulacidén intra—-
vascular.

Ia combinacidn de los efectos antes mencionados con
ducen a las siguientes manifestaciones clinicas como son-
la hemorragia difusa y la formacidn de trombos de fibrina
(29).

la etiologia de la coagulacidn 1ntravascu1ar disemij
nada se puede clasificar en tres nrocesos ‘que sont -

Lesidn a la célula endotelial, la que por equsi~
cidn a la coldgena (30) activa al factor de Hagem‘ :
consecuencia al egistema intr{nseco de la coagulaci

lesidn tisular, la cual nor Jiberacién de trq :
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plastine tisular y en presencia del factor VII, activa el
sistema extrinseco de la coagulacidn.

Lesién a las plaquetas o a los glébulos rojos, que-
da como resultado la liberacidén de un fosfolf{pido, que es
un componente necesario para la funcién de los sistemas -
intrfnseco y extrfnseco de la coagulacidn. Todos estos ——
procesos actiian impulsendo los mecanismos que liberan ---
eventualmente trombina libre dentro de la circulacidn y -
por lo tanto también activan la coagulacidn de la sangre.

Ios procesos antes mencionados se pueden presentar-
en las siguientes enfermedades (31).

I.- Complicaciones del embarazo como son: Aborto, -
muerte fetal intrauterina, embarazo abdominal y eclampsia
(32).

II.~ En infecciones virales como en: Rubéola, her--
pes o sarampidn., En infecciones ricketsiales como en la -
fiebre de las montafins Rocallosas (33). Infecciones bacte
rianas como en: Septicemias, particularmente las que se -
deben a organismos Gram-negativos. Infecciones por hongos
como en histoplasmosis y aspergilosis. Infecciones por -~
protozoarios como en la malaria (34) y tripanosomiasis.

III.- Neoplasias; carcinomas de prdstata, ovarios y
del pdncreas.

IV.~ Desordenes del sistema hematopoyético. En leu-
cemia aéuda promieloc{tica, mieloblastica o linfobldstica
agudas, En hemdlisis intravascular. :

V.~ Desordenes vasculares: Hipoxia e hipOpeffué46n.

V1.~ Enfermedddes como amiloidosis, anafilaxié,mih-
golacién, pirpura fulminante, s{ndrome de Cushing o en --

pancreatitis apuda.
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.~ FIBRINOLISIS.

Ia fibrindlisis es el resultado de la conversidn de-

una proenzima inerte del plasma que es el plasmindgeno a =

una enzima proteol{tica, la plasmina cuyo papel fisioldgi~

co principal es la disolucidn proteolitica de la fibrina.-
El fibrindgego y la plasmina junto con los activadores e -
inhibidores del proceso formanfei,sistema fibrinol{tico de
enzimas, ‘

Se considera que la fibrindlisis es uno de los prin-
cipales mecanismos con que cuenta el organismo para eliﬁi-
nar la fibrina después de que su funcidn hemostdtica ha si
do terminada (35).

COMPONENTES DE LA PIBRINOLISIS.

El plasmindgeno es una beta globulina, de P.N, ——--- o

89,000, la cual esta compuesta de una cadeéna simple de po-

lipéptidos (36), se puede encontrar en los tejidos y fluf-

dos del cuerpo, como también en el plasma circulante y tie
ne una gran afinidad por el fibrindgeno y la fibrina (37).
Ia plasmina tiene el mismo peso molecular que el ---
plasmindgeno y actda como una endopéptidasa (38). Es capaz
de digerir la fibrina, fibrindgeno, el factor V y el fac--.
tor VIII (39) y algunas protefnas del plasma. Ia plasmina-
tiene un perfodo corto de vida en el plasma, debido a que-
es inactivada por antiplasminas humorales.
ACTIVADORES DEL PIASNINOGENO,

Este término se refiere a un grupo heterdgeneo de -=

sustancias que convierten el plasmindgeno a plasmina, =—=~--

Fllos se encuentran concentrados en los lisosomas de la ma
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yoria de las células (40) y en el endotelio vascular (41),
Ia urocinasa es un activador del plasmindgeno, tiene un --
P.F., de 54,000 (42) y rompe las uniones arginina-lisina —-
del plasmindgeno. Los activadores también se encuentran en
otros fluf{dos del cuerpo, por eJempio, en la leche (43}, -
ldgrimas (44), saliva (45) y semen (46).

PROACTIVADOR DEI .PLASMINOGENO,

Ia evidencia de la existencia de un precursor inerte
de la sangre activador del plasmindgeno (proactivador del-
plasma) se obtuvéd primero de los estudios que se hicieron-
acerca de la activacidn del plasminégeno por estreptocina-
sa. Estos estudios sugirieron que esta enzima bacteriana -
activa el plasmindgeno solamente después de una intera~---
ccidn preliminar con una euglobulina del plasma no identi-
ficada (paso 1).

Ie evidencia que mantiene la hipdtesis de la presen-
cia de un proactivador del plasma se obtuvo de los estu—--
dios que demuestran la capacidad del factor XIIa para acti:
var la fibrindlisis.

Ia fibrindlisis, al igual que la coagulacidn, pueden
por lo tanto ser activadas por ambas v{as, la extrinseca o
la intr{nseca.

INHIBIDORES DE LA FIBRINOLISIS,

Al menos dos protefnas del plasma neutralizan especi
ficamenté la plasmina libre (47). Estas son una alfa-2-ma-
croglobulina, la cual neutraliza rdpidamente la plasmina y
una que actua lentamente que es la alfa-l-antitripsing ——-
(48). :

la alfa—z-mac:og1651 xA7’ sruﬁ{iqhibiGOr cqmﬁefifiﬁb




de la plasmina y la trombina y la competicidn entre estas
dos enzimas por los sitios de unidén sobre la molécula del
inhibidor, puede ser de importancia homeostatioa en la —-
coagulacidn intravascular.

Iag antiplasminas también han‘sido aisladas de las~
plaquetas (49), del endotelio y mesotelio. .
FISIOLOGIA DE IA -FIBRINMOLISIS. -

Ia mayorfa de los estfmulos fisioldgicos y patoldgi
cos que conducen a la liberacidn de los activadores del -
plasmindgeno son vaso-activos (50) y probablemente condu-
cen a la liberacidén de activadores del endotelio (paso 2)
por ejemplo, en el shock eléctrico y otras formas de ----
gtress (51), durante el ejercicio (52), con epinefrina e-
nistamina (53), pirdgenos bacterianos (54), hipoxia e is-
@uemia (55). Ios activadores lisosomales pueden ser libe-
rados bajo circunstancias fisioldgicas (56) y en procesos
patoldgicos que involucran shock o dafic tisular.
ACTIVACION DEL PLAS''INCGENO,

las consecuencias de la activacidn del plasmindgeno
son modificadas en forma drdstica por la tendencia de la-
fibrina a adsorber esta proenzima (57), de esta manera ~-—
cugndo se forma la fibrina (paso 3) y el plasmindgeno es—
activado (pasos 4 y 5), la plasminﬁ que existe en forma -
libre es destrufda tan rdpidamente como es formada, esta-
destruccién la realizan las antiplasminas presentes en el
plasma (paso 6) y por esto es incapaz de degradar proteo-—
1l{ticamente cualesqﬁiera de los sustratos suceptibles.

La fibrina unida a la plasmina, por lo contrario es

poco afectada por las antiplasminas en el plasma y de es-—
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te modo lleva a cabo su funcidn fisioldgica que es la 1li-—-
sis de la fibrina (paso 7). la degradacidén proteolitica —-
del fibrindgeno yrotroé factores de la coagulacién j de —-
las proteinas del plasma (paso 8), solamente ocurren, si -~
la plasmina libre excede la capacidad de los inhibidores -
del plasma (58).
LA DEGRADACION PROTEOLITICA DE LA FIBRINA Y EL PIBRINOGENO,
la accidn proteolftica de la plasmina sobre la fibri
na o el fibrindgeno conduce a la formacidn de una familia-
de fragmentos de protefnas solubles (59) llamados produc--
tos de degradacién de la fibrina-fibrindgeno.

Ias principales determinantes antigénicas del fibri-
ndgeno nativo son retenidas por la fibrina y los productos
de degradacidén mds grandes (60)., Estos productos son impoi
tantes en la didtesis hemorrdgica de la coagulacidén intra-
vascular,

El tamafio y las caracter{sticas de estos pro@uctos -
varfan con la duracidén de la accidén de la plasmina.

> En el paso inicial, aproximadamente el 20% de la mo-
lécula del fibrindgeno de P.M, 320,000 es removida en for-
ma de pequefios péptidos, formindose el fragmento X de P.M.
240,000 que es completamente coagulable por trombina.

Cuando 6l fibrindgeno es atacado por la trombina se~
forma un mondmero de fibrina, mds dos fibrinopéptidos A y-
dos fibrinopéptidos B.

le fibrina al ser atacada por la plasmina también da
lugar a un fragmento X junto con otros fragmentos menores,
Posteriormente la accidn de la plasmina sobre el fragmento

X puede dér una variedad de pfodu¢f6é grandes cuyo‘P.m véf



ESQUEMA DE LA FORMACION DE LOS PRODUCTOS
DE DEGRADACION DEL FiBRINOGENO Y LA FIBRINA
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r{a de 100,000 a 200,000 (fragmentos intermediarios) (61).
Alternativamente estos fragmentos se pueden romner dando ~G
una molécula de fragmento Y, de P.¥. 155,000 y una de fragi
mento D, de P.!7, 83,000 (62) y ninguna es coagulable. '
Pinalmente el fragmento Y es degradado formando un -1* ,
fragmento D adicional junto con un fragmento E, cuyo P M _Li~g«»%
es de 50,000. ' -

Los fragmentos D y E son
una proteolisis posterior de la
EPECTOS BIOLOGICOS DE LOS»PﬁQ?
PIBRINA-FIBRINOGEN -

Estos productos yrsj
el nroceso hemostatico y 18as de~
hemorragia en la coa ul ‘fib._ngéeh6iiﬁ'~
sis. | 3

La mayoria de estos productos son inhibidores de la—j7 
coagulacidn, el fragmento e es ol mas notente en este reg-
pecto (63)., Ellos son antitrombinas potentes (antitrombina“
VI) y también forman complejos incoagulables o lentamente-
coagulables con mondmeros de fibrina o fibrindgeno.

Los fragmentos Y y D inhiben la polimerizacidn de la
fibrina, produciendo un polf{mero defectuoso estructuralmen
te. EL fragmento E es un potente inhibidor de la trombina-
(64). _ L .

El fragmento E es'e1~ﬁnico producto de degradacién'f,;,'

excretado en la orina.

cidn baraféér desechados. por el higado y el sisteméireticgliv
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loendotelial (65). la vida media de estos. fragmentos, como

un grupo, es aproximadamente de 9 horas (66)




D.- INPORTANCIA CLI'ICA DE IA DETERMINACION DE I.OS PRODUC.
TOS DE DEGRADACION DE LA PIBRINA-FIBRINOGENO,

la determinacién de estos oroductos es=imporféﬁfe
porque se ha demoétrado que interfieren con la hemoétééis{

Estos productos se presentan en la sangre de naciéﬁei
tes en una gran variedad de estados patoldgicos por lo;qﬁé
se ha sugerido que su determinacidn juega. un papel impq£¥
tante en el diagnéstico de algunas enfermedades y también=
que puede ser de valor para seguir el curso del trataﬁiéﬁ

to de la enfermedad.

Estos productos se pueden detectar también en el sue
0 y la orina de individuos sanos, Ios niveles normales en
el suero son de 1 a S.Mg/hl, sin embargo ocasionalmente se
elevan hasta 20 Mg/ml y se consideran como normales. los -
niveles normales en orina son menores de‘l.ZB,Ag/hl.

Se ha encontrado que estos productos =e elevan prin-
cipalmente en las siguientes condiciones patoldgicas: En -
algunas complicaciones del embarazo como en la toxemia y -
la eclampsia, en otras enfermedades como el cancer, enfer—
medades renales, principalmente en glomerulonefritis y en~ o
el rechazo a transplantes renales, en infecciones, artri--
tis reumatoide, en embolismo pulmonar, o en enfermedades - -
donde se presenta la coagulacidn intravascular. Todavia no - -
se ha establecido una relacidn definitiva entre los nive--
les de estos productos y la severidad o el progreso de 1gf

enfermedad.
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suero de un 78% de las pacientes que se han estudiado (67)
y hay un incremento progresivo de estos productos en el -
cuero de la paciente después de un ataque de eclampqia'

(68). Esto sugiere que la deteccidn de estos nroductos

de ger un indicador muy util de las comnlicaciones del em-»"‘

barazo antes mencionadas.

En el cdncer, en un gran numero de enfermedades ma--
lignas se ha detectado una elevacidn de estos productos --
(69). Se han hecho estudios especificos en pacientes con -
carcinoma en el ovario y se ha sugerido que la medicidn de
estos productos se puede usar como un medio de diferencia-
cidn entre tumores malignos y no malignos del ovario.

En enfermedades tromboembdlicas también se ha detec-
tado elevacidn de estos productos (70), pero en general pa
rece que no hay ninguna relacidén con la magnitud y el in--
cremento de la mortalidad de la enfermedad (71). Ia fre---
cuencia de las complicaciones también se ha podido relacio
nar con los niveles de estos productos durante las prime--
ras 24 horas después del periodo del infarto.

En los transplantes renales la deteccidén temprana --
del rechazo se logra medilante la detgrminacién de estos --
productos, sin embargo a pesar de haber sido ampliamente -
investigado, hay una evidencia conflictiva, ya que parece-
ser que la elevacidn en el suero y la orina aparece en to-
dos los facientes durante las dos primeras semanas que gi-
guen al transplante (72). Ios niveles en la orina parece -
que son mds seguros y quizd su elevacidn indique un recha-
zo antes de que este sea deteotable clfnicamente (73). Ios

niveles de los productos bajan al implantarse el tratamien
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to adecuado.;

En en rmedaﬂes renqles agudas y en nlomerulonefrl-_

tis, nartlcularmente en las formas prollferatlvas se ha -

eetectado,una elevacion en lo= niveleﬂ de es tos nroducto=4

en el plasma y en la orina. Ios niveles en la orlna nare—~v

cen Ber el megor in@icador de 1a act1v1dad de la en'

dad 'y de la reSpuesta 11 tratamiento, lo;que'sual

los nlveles en'la orlna estan correlacxonados cone

do de protelnurigi(74);
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E.~ TRECNICAT TYPIEADAS PARA LA IDENTIFICACION DE IOS PRO--
DUCTOS DE DEGRADACION DE LA PIBRINA-FIBRINOGENO,

Debidb‘aligraﬁjﬁdlor}que tiene la médiéidh dé;1oéLni ,
veles de estos produdtos para el diagndstico deﬁia“cééguig
cidn intravascular y fibrindlisis en una gran variéﬁad'dé;
condiciones pat016gicas, se han desarrollado numerosas téc

nicas tanto cualitativas como cuantitativas para detectar—

estos productos ya sea en el suero o en la or1na. oy

Dentro de estas técnicas la que se conside
referencia es el método inmunoldgzico de la inhib:
la hemaglutinacidn pasiva (75). Esta:tecnica :
los fragmentos %,Y,D y E. e ;

El método se basa en la neutraliyacion del suer

tifibrindgeno por los productos de deFTadacion, p0L "H

éste ya no aglutina con los gldbulos ro jos cubiertds«cona\
fibrindgeno, el t{tulo de la reaccidn es la dilué on ‘mas.
alta en la cual se note claramente la inhibicion de la he-
maglutinacidn por el suero inmune, : §
Para realizarla, primero se mezcla cada dilucidn del
suero con el suero anti fibrindgeno dilufdo y se deja incu
bar durante 30 minutos a 4°C, después se le aflade los gld-
bulos rojos fanados cubiertos con fibrindgeno y se vuelve-
a incubar 30 minutos a 25°C, se leen los resultados contra
los controles positivos y negativos adecuados. 'i
51 los voroductos de degradacidén estan presentes en ~
el suero, como tienen las mismas determinantes antigénicas

~oue el fibrindgeno, reaccionan con éste formando un comple

i jo que inhibe la aglutinacidn de los gldbulos rojos tana--

dos cubiertos con fibrindpeno, que suceder{a normalmente -
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entre éstos y €l suero anti fibrinégeno.“’

Ia prueba es sensible, nero tiene ei

de que la preparacion de los: plobul wﬁrojo

boriosa y no se pueden almacenar por much
éstos qe disocian del flbrinogeno.; *' ,

El procedimlento orivinal de \erskey lleva:de 3
horas, sin embarro la modificacidn hecha nor Marten'r qui
re dnicamente de 45 a 60 minutos.: ﬁ,{§:' s

Otra técnica empleada es la aglutina jSh“éﬁhbestaf

lococo en la aue se emplea una cena de‘Stanhylococcus au-

se leen los resultados. qe co sidera que el titulo de 1:

reaccidn es la. dilucién mas alta en la que se presenta una.’
aglutinacidn nlara, comparada con un control de amorti
dor y la. susnensidn ‘de bacteriae., , ", f‘ :

Ia prueba ce realiza en 45 minutos y aunoue es ade-{_

cuada para la identificacidn de los frasmentos X'y V. , la= s
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arresacidn no se pre’enfa con los frmgmentos Dy E (75),
ndemds para que la cena de bacterlas no nierda su noder de
glutinacion es necesario conservarla liofilwzada, ya que~

cuqndo estan en ausnenaion van nerﬁiendo esta nron1edad
Hay una buena correlacxon entre esta nrueba v la de—

la 1nhibiclon ée la hemazlutlnaclon n1S1v1, excento en

ciertos desordenes donde se presentan‘“rlnclnalmente los'—,

nroductos de. peso molecular bajo (77)

Otra prueba es la de aplut1nac10n con nart{culas de—
ldtex. Elrfundamento ﬁe»e,ta es 1la arlutwnac1on del F1bri-
‘nogeno o sus productos de- degrad301on con nart1culas de lal
tex cubiertus con anticuernos al flbrinoveno (78). -

En una placa de fondo negro, se’ meycla una gota del—
reactivo de partlculas de 1atex cubmertas, con una gotarde

cada dilucidn de suero, ee agita cuidadosamente ¥ d~l5s:?¥"

ninutos se observan'los rééultudo° el t{tulo de la rea--—

ccidn es la: dilucion mas alta de suero donde sew'
glutxnacion comnarada con un control. '

Ia nruoba es ran1da y slmnle pero

comparada co. otras tecnicas ya oue cas: no*reaccionafdon—

los frqpment s X 'y Y y con los franmentoskde baao neso mo-

lecular, cuando se encuentran en concentraciones altas no-

sucede .1q. aplutinacion, 8in embargo

latex sc cubren con los qnt1cuerpos esw {ficoq a, los pro-
ductos D y u,la clut1nacion uiJ e nrefnnt
~ Otra téenica es la que usa sulfatof

ta nrucba de 11 dllucion er»rladn de sul

se n- rmnortado que reqcclona uolawente on monoweros de

fibrina y sns nroduoto ‘de denradnclon _79' i
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- Se meycla cada dilucion de sulfato de nrotamina con-—

'3¢la mueqtra de plaama, se apita 1 ce examlna a 109 30 minu—,

‘a las 24 horas usando un'“'uz no reflectiva sobre un

brinoneptido A.

en nreqencia del” u; 141

afectadowpoxila}ifw"“

cinitncidn Ffel flei”OﬁPno o r'ur' nroﬂucto~ ﬂe ﬁnrrmaqcyoq_i~



por los anticuerpos respectivos (81).

En una placa de fondo negro se meché*yr
ro y diluciones de éste con una gota de suero'

geno, la placa se hace rotar a 140 r.p.m. dur

y con la ayuda de una lupa se observan los resul

grado de floculacidn se toma en base a una eqcalaﬁnueyva de° ?
O aid+ comparada con un control de suero inmune y amortiguaa
dor. Esta prueba es apropiada para deterninaciones de emer--
gencia pero requiere de titulos altos del suero inmune,

Otras técnicas que se usan son las de inmunodifusidn-
de Mancini y la doble difusidn de Ouchterlony. Estas prue--
bas se basan en la precipitacidn del antigeno nor el anti--
cuerno en el seno de un gel de agar purificado. Al colocar-
el antigeno y el anticuerpo en el seno del gel, 108ados'em¥,
piezan a difundirse y avanzan con una velocidad que és di=~
rectamente proporcional a su concentracidn e inversg@gn}q:frwrf
proporcional a su peso molecular (82), R

En estas técnicas, aunque se usa comunmente suefb an-
ti fibrindgeno, la deteccidén de los productos D y E se pue-
de mejorar usando el suero inmune especifico. Aun cuando ~--
con estas técnicas se nueden detectar 15 ng/ml de estos pro
ductos, se consideran poco satisfactorias para medir'nive——
les menores de ZO.Ag/hl ya que tienen poca sensibilidad ~~-
(83).

Otré método empleado ¢z la inmunoelectroforesis. En -
esta técnica se identifica a las protefnas tanto por sus --
propiedades electroforéticas como antfeenicas y consta bdsi
camente de dos pasos;'primero las protefnas son separadas -
por electroforesis y subsecuentemente se les hace reaccio--

nar con sug correspondientes anticuerpos, con lo que resul-
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ta la formacidhfdeflfneas:de‘ﬁrec1ﬁitd¢i6h;ihdividﬁéieé'+~v 
(84).

Fl- método “de - Nilehn (85) basado en la tecniCP de Laui

rell (86)," es capaz de diﬂtinpuir entre las sustancias de';

alto peso .molecular y los franmento. Dy k. Todo° ellos
cuando reaccionan con el suero inmune forman picos, peri
la altura de estos es diferente para cada nroducto,“la sen
sibilidad de este método es de 5 pyg/ml.

Se hizo una- modlfioaclon de esta tecnjca; en P

la misma muestra se anllca en placas separadas que “contie

nen los sueros eSpecificos al fibrindgeno y a. los fragmen e

dacidn, la unica desventaw' siqge»ééduiére de,muchofﬁiémf,T

po para reali?arla.f : f‘ ;

Otra tecnica es la de. contrainmunoelectroforeets en-
‘gel de agar que permite la identificacidn del fibrindgeno-
y sus productos de degradacidn. Este método se basa en-una
reaccidn de nrecinltacion entre el ant{geno y el anticuer-:,
po en el seno de un gel de agar, pero aqu{ el desplazamien

to ee acelerado mediante el uso de una corriente electrica'

y un amortiguador anrOpiado. - , ,
Ios antiouerpoq son gamma,globulinas que se mueven -
electroforéticamente hacia el cétodo v el f1br1nopeno es -
una beta globulina parte de la cual mipra hacia el Anodo ﬂ. 
un pll de 8.2, los nroductos de depradncion son a]fal v al-

fas globulinas nue tamblér se mueven hacir el citodo . (87).
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El suero anti fibrindeeno se prenarafenrconeioq que-
se inmunizan con fibrinogeno humano. o con el producto de -
degradacion correSpondiente purificado. El suero obtenldo-
contiene anticuerpoq pre0101tantes oue qon entabilizados -
por un método eqpecial, como~conservador se usa azida de -
80310 (1 mg/hl) : - ' Gadn
En laé‘placas de

‘1jse‘perforan pares de pozos loq'

Este método no requiere de mucho tiempo para reali-—-
zarlo y. ademas tiene una buena sensibilidad ya que: es ca——
paz de detectar hasta 1 jr/ml del vroducto E. '
Otra técnica empleada para la determinacidn de estos
productos~es el radioinmunoandlisis. Con este método ha ~-
sido'bOSibie la investigacidn de vroteinas y hormonas en -
el pldsma en concentraciones menores de 0.1 yg,/100 ml (88).
Este método se basa en la competéncia entre el anti-
geno y una cantidar limitada de anticuerpo especifico." Vl—
ant{geno lo forman la prote{na marcads con yodo radiactivo
y la protefna no marcada. ’ '.
Cuando se.precenta un incremento en-la cantidad del-
antlgeno no. marcado también hay un descenso progresivo en—f

la cantidad del antiﬂeno radiactivo unido al anticuerpo,es

pelelCO..El prado de este descenso se. puede usar nara

cuantificar cantidaﬂes pequeﬁas del ant{geno nn mnrcad
usando como referencia una.’ curva estnndar hecha co :

dnfes conocidas de ant{peno.

n ertas nruebas, al finalféar'lﬁfréaggiépfiﬁﬁﬁnéq i?
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se deben’ °eparar el trazador libre Ly el un1éo al antlgeno,

lo que permite la cuantificacion de unb'o de a”

nentes, Generalmente esta sepqracion se ha hecho nor mlyraf
cidn diferencial del trazador unido y el libre o nor aisla“
mientos de éstos mediante adsorcion 0 nor nrecinitacion.'

El método de radioinmunoanalisis en fa°e qolida fue—'
desarrollado para facilitar esta separacion usando en anti;.
cuerpo eSpeclfico aconlado al acarreador. Tales anticuer—-;::

pos se pueden lavar y cuantificar al finalizarmla reaccion? :

innune y,evto:permlte la cuantificacionid'l ank{geno-unidodx

Ademas ﬁe la simplicidad, este étodo;ﬁiene,;gg,ven_

jaB de de poder separar facilmente las:‘d§”forﬁaéid§}aﬁfi§fz:f"

cerpo, el libre y el unido por ejemplo :I>fibfin5gehc o

sus productos de: depradacion Ahora eqte método se ha apliﬁ‘

cado para el andlisis. del. fibrinogeno v para investigar lal;j,

inmnoreactividad de 1os productos'de degradacion ‘del fi-

brindgeno. (89).

Esta técnica tiene ‘un buena‘sen81bilidad per

equipo que se usa no lo fienen todos los laboratorio

ademds se requiere de personal entrenado para




CAPITULO II.

MATERIAL Y FETODOS,

FATERTAL

munoelectrouoreSL
jeres embarazadas ‘con los 81pu1entes di&gHOAtICOS‘
xemia severa; 16 de eclampsia; 7 de toxemia moder‘
pelviperitonitis; ademas se usaron 20 muestras de
mujeres coh embarazo normal que no nresentaron n,’ '
los diagndsticos antes mencionados. Estas pq01é .
atendidas en el Hospital de Gineco-Obstetricia Nd,j 
Centro Médico Nacional, del I.F{S.é. B ;v _

Ias muestras se obtienen en ayunas, por nunéiGnWQé
sa, usando jeringas estériles, la sangre se coloca ‘en’
de ensaye y se dejd coagular a la temperatura ambiente du,
rante 60 minutos, después se centrifuga a 3000 r.p.m. duran

te 15 minutos y se separa el suero, Cuando éste no se usa -

de inmediato, se almacena en congelacidn y se emplea_dentro
de las 24 horas siguientes, : : ‘
DESCRIPCION DEL EQUIPO.

Camara electroforétlca:,' B:

ITATERTAT, DE LABORATORIO Y R“A”TIVOSJn
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Suero inti fibrindreno.+
Suero Anti D,.+

Suero Anti B+

Trombina deina;fff
Agaross al 1.5% en agua aéefuexaa

rosa, disolver en apua de tilada y afor

AmortiéuédbraTris pH de 9.6: Conteniendo Tris O;OlM,

ajustar el pH en el noten01ometro con una uolucion
trada de NaOH hasta pH de 9. 6 y aforar a l 11tro-
Amortlguedor de barbltal pH de 8% 6 Pesar'; o
dcido barbitdrico y lO 30.¢g. de barblturato de scdio, d1501-;\
ver en_agua 6e°tilada, ajustar el pH.a: 8 6 en el notenciome;;"'
tro usqndo una solucion concentrada de NaOH 0 de H o1 sepun- ‘
se necesite y aforar al 11tro. ' E
oolucion °allna al 0. 9%
PRLPARA”ION Dv L&S PLAﬂAu.‘j;,‘

Jolocar 1a% nlacas de: plastlco en una sunerflcie ner-'.

fectamente nivelada, arregar la

vy distribuirla con un nlncel ‘sob
capa delgada que serv1ra de”sello

car durante 30 minutos en eqtufa

Arregar a cada nlaoa lS"ml de la solucion de agaroqa—ff,r

21 1% para dejar une capa de 2 mm ;e\eSpe of§y

+ ILaboratorios Behringwerkc.é
++ Laboratorios: Eyland, :
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ficar la agarosa. Estas placas no deberdn usarse antes de -
12 norns, U G 5

Practicar cortes en

Sobre cnda lado de la nlaca qe hncen dos hileras d‘fé{eté -
P0Z0S cada una, entre caéa nar de pozos dejar una qepara-—-
cidn de 3 mm y hacia abajo una senaraclon de 5 mm con el si
guiente par, el dlametro de los POZOS . debe =er etactamente—
de 5 mm. Para extraer la AgATOSa. de los corteSise hace un..-

ligero vacio con una olpeta canila

a ‘nlacas en— 

cajas de nlastlco en el refriyerad

colocar wia gase himeda para evite

sa. .
METODO, - S
Ao CONTRAINNUWOELECTROFOQR.IS

Para este trabajo fe empleo

esta técnica utiliza el flujo endo 3t

lectroforesis en un pel cargado nevativamente, hace que lasrw

proteinas de mov1miento lento,‘como gon las 1nmunoglobuli——

nas, se deSplacen hacia el catodo, o sea en dlreccion Opues

ta a la del ant{génd de movimiento rapido.,Hediante la dis-

posicidn adecua ,deﬁlas cavidades, .8e puede hacer que el -

anticuerpo y el ant{geno converjan.~Ias l{neaq de nrecinita,

cidn se ﬁesarro lén‘rapidamente, 10" que depende

ambien ﬁe—“

la intensida e la. reaccion.

‘ml; pqr:cada ml y llevar aitncubar du—k

trombina’ Bbvtna (o

rante 15 mlnutoq a 37°C _sto qe hace con el objeto de des—*.

truir- cualouier reqto de fibranpeno en- 1a muestra

2 - Haber 6iluciones de quero usando solu01on qaline—r



estas diluciones deben ser 1:2, l:d vy 1'2
3= uolocar en’ la camara electroforetica las e“nonias
agregar el amortlpuador de barbital hasta 1a mitad del volu'

men de la camara.;Para saturnr las eSponjas se comnrimen va~

rias veces con los dedoq en el amortlpuwdor hw°ta oue'qe ek‘~

pandan,. Taoa 6~camara y deJar que se ature.,

el suero anti o de 1a mlqma forma, esmerar que se difundan-

los reactivos en el wel

6.~ Folocar'1 ‘nlaca 1nvertida dentro de 1a camara y—

nlrcandole una corriente—

conectarld a‘lﬂufuente e noderA

constante de 40 mA nor un tIEWnOCde RO minutos.,“

7. —th : transcurrlﬁo er eytiemno, descon”'tarblae(mm

camara de la fuente de noder, sacar la placa y observar 1osﬁV

de unn ]una.j; S _
Para observar mejor la{:
pueden 1nten°if1car con tanlno

INTEYP“" IOh.
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- entre la cavicad ¢e la muestra y la del nnticuerno indica:-
Cun requltado nositivo, . eu'6e01r aue en el suero estan “los-

nroductos de degrsdacion del f1br1noneno.;

'7 Si 1a uestra esta 1memim un nreclnitado no“e°ne—

: cif{co puede emlnrar desde la cavwdaé de la mueqtra\hac1a—
]la cavidad 6el anticuerno. Fsta zona nubla@a no qe debe in

ternretar como no.1tiva. Ue ve7 en cuando e obqervara una

de una de 1as cavida-—

ernretar.como resultado—

mnleado en esta técnica con~

qistio en 46 muestr a. de suero de: mujeres embara7adas con—

los sigulenteq diagnostlcos;,, 1;‘ toxemia severa, 10 de -
eclampqla, 2 de- toxemia moderada y 4 de. nelvinerltonitis.—
Betos suero« son lo oue éieron resultado n051tivo con el—
método de contrainmunoelectrofore51s, aﬁemas c*e emnlearon—

como controles nepatlvos, los 20 queros de pacientes ‘emba-

razadas Sanas que no nresenta on n1npuno~de;los'dia“noqti—

cos mencionados.
Las mues tras se

sa, usando Jerlnpzs

bos de ensave ¥ se'dej

durante 60'm1nutoq

DT TIPS T(‘" DEL inIPo' .
Placas de nlestico ";d 1

cho y 5 mm.de alto.rf’
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Cajas de pldstico vara guardar las nlacas. ;
FATERIAT. DE LABORATORIO Y PREPARACTO™ DE REASTIVOS,

Suero Anti fibrindgeno.*
Suero Anti D.+ :
Suero Anti E.*
Trombing Bovina.++n ”

Agarosa al 1 5% en’g ua d

rosa,” diso]ver con aﬁuaAdeF
9‘ﬂ

Solu01on salina al O
Timerosal al 10%.,
PREPARAC IOP DE L&S PTA”A

uperficie nivelada;*aﬁadir‘

Colocar 1as placas en-un

METODO. S ,
1l,- Aﬁadir a cada ml dersue 0100 unidades de trombi—' 5
2 inet S'mueqtras a 3700’—I'~'

na bovina (O 1 ml) y 11evqr‘

durante 15 mlnutos, eqto se hac

con el fin de.
cualquier resto de fibrlnogenofg_i_*_ff

+ Laboratorios Behringverkc.'
++ Laboratorios Hyland, :
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2.~ Hacer las diluciones de lo sueros ueando solu-—

cidn °alina, las diluciones qon l 2 1 4

3 —~En la plaeaﬁcon agarosa;'colocar en el pozo cen-
tral- de la primera roseta el suero anti fibrinopeno usando
un tubo capilar, con otro tubo capilar colocar en otro po-
z0 centrélyelvsuefé aﬁfi D'y en el siguienté pozd central,
usando otro tubo capilar ‘el suero anti E, ,

4f— Con tubos capilares diferentes colocar en. los PO

Z0S deil”'perlferia de cada roseta la mueutra de - quero sin -

diluir y la dlluciones 1: 2,13 4 ¥ 1 8 qigulendo el senti—

do de la; man cillas del reloj

sal al 101 adherido a 1a tapar
mantener la himedad envlb”'
INTERPRETACION, =
Debido a2 aue
en la capa de ag

den, forman:

reaccionre

cuentran los
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CAPITUIO ITT,

lamente el 14 06" 610 rerultado
to E,
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ENm.Ju . ‘

No. de | Titulc fulo | Ttulo

CaBOS.,,:,:'k : ) PR B E

Pn e%‘ca‘ tabla se ‘pued preciar que de los'l
diados, el 62. S%m 0. resultado positivo,
taje el 31.25% fu
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RESUITADOS ENCOTTRADOS B PASTRITI
30N TOXEIIA MODERADA. (oTAT

No. de | _Tituio :'ﬁiTItﬁl
Cagos. | P |
5
[
1
En esta tab

s%udiérm. el 28.58% resultaron positivos i

moderadé‘qu

pero ninguno: esultado positivo para el fragmento E.

RESULTADOS wwco TRADOS EN PA"IFN
CON PEIVIPTRITONITIS (ro

No. de ' TItuloi
Casos B

:ﬁ,’culo
LoD

ps 6 casos estudia-

dos con diagnostico de pelviperitonitis el 66 66% dio re--
sultado noqitivo a. 1os nroductos de deyradacién v de erte—“

porcentaje, el 33, 334 fue poqitlvo par~ el fragmento L.
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05 ENCONTRADOS EN PACIENTES
OXEMIA SEVERA.  (TOTAL 30).

No. de | Titulo | "{tulo | Titwlo ]
asos. 1T - o D SR e

sultédb;pﬁ it3 ;
positivo;algffagéé@tbfE; '1Jf;;,

© ' RESULTADOS ENCONTRADOS EN PACIENTES '
CON ECLAMPSIA, (TOTAL 10),

No. de " r{tulo r{tulo | T{tulo |
Caso8. ¥ A,D ’ oo B

5 ~neg |

dos el 50% diofreﬁﬁq_
guno al fragmento B
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RESULTADOu ENCONTRADOS BY PACIENMTES
CON PELVIPFRITONITIS. ,(TQrAL,4); '

con diagndstico de pelviperitoniti
positivo al fragmento D yrningun

fragmento E.

No. de

CaBo8.

En los casos que se estudiaro : :
moderada no se obtuvo ninpun resultado nositivo ‘par

presencia de los nroducto“
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Los fesultados que se muestran en,las'éiguientes -
tablas son los oue se obtuvieron en los sueros de pacien
tes sanas que no tﬁvteron ninguno de los diagnésticos an
tes mencionados, por lo que estos sueros se usaron como-
control negativo para las dos nruébas empleadas aqui.

En la primera tabla se muestran los resulfados en-
contrados con el método de la contrainmunoelectroforesis
y en la regunda tabla, loe oue se obtuV1eron con la téc—
nica de Ouchterlony. ‘i:  '

' RESULTATOS OBTENIDOS EN PACIEVTE

Vo, de
Casos.

20

oA bUL0 T{tulo

de 1os‘productos de devradacion.'f*'
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- OAPITUIONIV.

DISCUSION:DE:-T0S RESULTADOS

Ios re°u1tados obtenidos indican que. 1o

los procductos de degradaoion de1 fibrlnogeno,

se'elévan

significativamente en la toxemia severa, pero esté eleva——? 
cidn es mayor en loq casos de eclamnqia, estos re°u1tados—i
ectan de acuerdo con 1os obtenidos por Bonnar ‘en. 1969 (6),
al estudiar un numero limitaéo de casos, usando- el metodo-;
inmunoldgico de la inhibicidn de-la. hemaplutinacion nasiva.
Estos resultados también concuerdan con la hinotesis i
de oue la toxemia y la eclampsia estan asoc¢iadas a la_coaf,*
guladidn intravascular y parece ser que esta causa oclu---
sidn generalizada de los vasos sanguineos vequefos, tanto-
en los rifiones, como higado, cerebro y placenta, esto,’ﬁd;

siblemente puede ser la causa de las manifestaciones clini

cas de las enfermedades antes mencionadas. En la toxemia,'

aparentemente ee presenta un proceso similar, pero:en for

ta a la microcoagulacidn renal. e

También se presentd una elevacidn de thos productos
en los casos de pelviperitonitis, esta elevacidn se nuede—
explicar porque en esta enfermedad también se puede presen
tar la coagulacion intravascular y una fibrinolisis poste~

rior y como”consecuenc*a de ésta aparecen 108 nroductos de

depradacidn

ribrinopeno en el suero,,;_
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tes para evaluar los requltados con exactitud en este diag-

n0ﬂtico, lo mismo sucede con 1os 6 caqos estudlados con~—--‘

de toxemla moderada

D' los 20 sueros de’ pacientesrco enbarazo normall

usados como controles nepatlvos : inguno dio reaccion nosi-,
tiva para la nreFen01a de los nroductos de ﬂegradacion con—

ninguna ‘de las dos tecnicas emnleadaq en este trabajo, sin-

embargo Hender son. (4), usando el metodo de ap’utlnacion con

troles negatlvos se nueden exnlicar en oase a que la sensi-
bilidad calculndq vara’ 1a te

1ca de contrainmunoelectrofo—
resis fue de 5 mg/ml y. como la'elevacion oue,se presenta du
rante el embarazo normal es de 4)wn/ml estﬁkmétodo no la -

puede detectar.

Ia deterninaclén de estos nroductos_enﬁel suero nuede

ser de gran ayuda para ‘1a deteccion temnr;na de las covpli~
caciones del embarazo, a51 ‘como nara sepuir el curso de al-
gunas enfermedades y la respuesta al trat“mianto.

En este estudio se eligid la tecﬁ' a de contrainmuno—

electroforesis por ser. esnec{fica y“rapid para la determi-

nacién de*loé'nroductos de degradacion ;Sin embargo, aunque

ftodo no se puede medir con exact1tud la - cantidad

con este

de producto‘:de depradacion en el suero,;déade un nunto de~

vista nractlco resulta suficiente en el laboratorio.,’
Esta técnica ge compard con la ‘de inmunodifu81on pro—

puesta nor,Ouchterlony y se observs por los resultndos.obte

nidos er las dos técnicas, una sensibilidad cuatro veces mu

yor para el método de contrainmunoelectroforesis.
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CCAPITUIO V.

ESUMEN Y 0Y1SINSTONES

con diagndstico de’ tovemta severa,

das de paciente

sia, toxemia. moéerada y nelviper1t0n1t1s.,~ﬁi'

var los resultados.

Se encontro positividad en f_“‘
sueros con el nrlmer método, que con'e

Se diqcuten las ventajas de los,mét dos
‘cidn al estud1o ‘de algunas comn11caciones dei mb,

'De los resultados obtenidos. se'concluyef"ﬁ

ca de contrainmunoelectroforesis es unp nrueba?‘u

mento .
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