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te la accidn de la trombina gue efectua especirficamente
provocando la ruptura de la arginil-glicina-, likerando
se dos pares de fibrinopéptidos A y B gue forman como

producto final el mondémero de fibrina; la presencia de

estos fibrinopéptidos, los cuales tienen carga electro-
negativa, impide su polimerizacién ya que actdan fuer--
zas repelentes. Segun Laki (1925)25, las condiciones -
iénicas determinan el tipo de agregacién. La agrega-—-
cibén terminoterminal se realiza predominantemente a un

pH de 8, y la agregacidén laterolateral es mds frecuen-

te a pH de 6.5. En presencia de factor XIII (Factor -

estabilizador de 1la fibrina)23, los agregados de fibri

na forman enlaces cruzados mediante un mecanismo de --

transpeptidizacién (Lorand, 1965)27.

A diferencia de la trombina que separa radpidamente los

fibrinopéptidos de la molécula del fibrindgeno, la - -

plasmina s6lo los libera después de una muy prolongada

y extensiva digestién.

Los productos de desintegracidén que resultan de la ac-

cién de la plasmina sobre el fibrindgeno (fig. 2), son

diferentes al mondmero de fibrina que resulta de la ac

cién de la trombina.

Actualmente, se les designa como productos de degrada-




cidén del fibrindgeno FDP, a los que resultan de la accién
proteolitica de la plasmina, productos que actidan inhi---
biendo la accidén de la trombina interfiriendo en la con--
versién del fibrindgeno en fibrina.

ASPECTOS GENETICO5 DEL DEFICIT DE FIBRINOGENO
AFIBRINOGENEMIA. Se encuentra raramente como trastorno -
congénito, falta totalmente el fibrindgeno del plasma tan
to si se busca para ensayo de coagulacién como para técni
cas inmunoldgicas. Curiosamente este trastorno se acompa-
fia de menos hemorragias espontdneas que algunas de las --
otras deficiencias hereditarias de los factores de la coa
gulacién. Sin embargo, la hemorragia después de una lesién
importante es grave en este trastorno, puesto que la san-
gre es totalmente incoagulable4l.

DISFIBRINOGENEMIA. Ademds de la ausencia de fibrindgens
ocurren formas de fibrindégeno anormales sobre una base he
reditaria, por lo general autosdmica dominante. General-
mente, son caracterizados por coagularse a un ritmo anor-
malmente lento. Es caracteristico que el grado de polime
rizacién del moudmero de fibrina esté reducido, pero en -
algunos casos se ha registrado una liberacidén desordenada
de fibrinopéptido de la molécula del fibrinégeno, Los --

andlisis fisicoquimicos diferencian estos fibrindgenos so
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bre la base de su movilidad electroforética, caracteris-
ticas de filtracidén y constitucidn quimica. Por ejemplo,
en el caso del fibrindgeno Detroit, se ha detectado una
sustitucién de aminodcidos en la parte terminal ~-N- de
la cadena (serina en lugar de arginina) y esto puede ex-
plicar la reactividad alterada de la molécula adn cuando
diferfa también aparentemente del fibrindgeno normal por
su contenido en hidrocarbonados. cada trastorno repre--
senta posiblemente otras sustituciones diferentes de es-
ta clase, cuya definicién aguarda ulteriores investiga--

ciones. Los enfermos con estas disfikrinogenemias sue--

len, por lo general, tener solamente sintomas hemorrdgi-

. 11
cos ligeros
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FIBRINOGENO

TROMBINA

MONOMERO + FIBRINOPEPTIDOS

FIBRINA

(SOLUBLE)

++

TROMBINA + Ca
FACTOR
ESTABILIZANTE
DE LA FIBRINA

POLIMERO

FIBRINA

(INSOLUBLE)

Fig. 1 Conversién del fibrindégeno en el polimero fibrina.
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Figura 2

FIBRINOGENO
FRAGMENTO X + FRAGMENTO A, B, C
FRAGM NTO Y FRAGMENTOD LD
+ £3,000
FRAGMENTO D FRAGMENTO E
83,000 50,000

Esquema de la segmentacidn asimétrica del fibrindgeno

por plasmina (Marder, 1970).
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO PARA LA DETERMINACION L& FIBRINOSENO

Las muestras fueron extraidas de la vena cubital, en la
mafiana y teniendo por lo menos ocho horas de ayuno com-
pleto; se utilizaron agujas del No. 20 y jeringas sili-
conizadas. Se evitd en lo posible la contaminacién con
tromboplastina tisular por lo que se tratdé de no hacer

presiones extremas del torniquete y punciones traumdti-
cas, descartdndose las sangres provenientes de venipun-
turas imperfectas.

Las muestras fueron transferidas a tubos siliconizados

gque contenian como anticoagulante citrato de sodio al -
3.8 %, pPH 6.4 en proporcién de nueve partes de sangre -
por una de anticoagulante.

La sangre citrada se centrifugé a 3,000 rpm, durante -

30 minutos. El plasma pobre en plagquetas asi obtenido,
se transfiridé en otro tubo siliconizado limpio.

A cada muestra se le hicieron determinaciones simult&--
neas de las sijuientes pruebas:

1. Determinacién de Fibrindgeno por cinco métodos.

2. Productos liticos, FI-TEST, Tiempo de Trombina, -

Etanol y Precipitacién con Protamina,
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Las determinaciones ds productos liticos, FI-TEST, Tiempo
de Trombina, Etanol y Precipitacidén con Protamina se hi-
cieron con el objeto de relacionar estas determinaciones
con la cuantificacién d=2 fibrindgeno.

Se estudiaron cien muestras de sangre de personas con di-
versos padecimientos como son:

a) Cirrosis Hepatica

b) Coagulacién Intravascular

c) Hodgkin

d) Insuficiencia Renal
e) Leucemias

£) Lupus Eritematoso
g) Septicemias

También se trabajé con testigos voluntarios normales a -
los que se les practicd el mismo grupo de pruebas, este
material humano provenia fundamentalmente del personal -
médico y de laboratorio.

Cabe mencionar que las pruebas se hicieron por duplicado
y siempre compardndolas con un testigo normal obtenido -
de la mezcla diaria de varios plasmas de donadores profe
sionales del Banco de Sangre del Centro Médico Nacional.
Ademés, la reproductibilidad de los cinco métodos fue de

terminada en la mezcla de donadores profesionales.
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DETERMINACION DE FIBRINJGENO

PROCEDIMIENTO TURBIDIMETRICO (METODO DE PARFENTJEV, MD

DIFICACION DE FOWELL).

Principio:

El fibrindgeno es precipitado por la adicién de un exce

so de una sal (NH4)2SO4, y a medida que se forma el pre

cipitado se transmite menor cantidad de luz, la que se

detecta con un fotocolorimetro, obteniendo una correla

cidén entre la Jdensidad éptica y la concentracidn de fi

brin6genol7.

REACTIVOS:

a) Reactivo de Fibrindgeno

b) Est&ndar de Fibrindgeno

EQUIPO:

1. Cubetas (Coleman) .

2. Coleman Junior Espectrofotdmetro, modelo 6A

3. Crondémetro

TECNICA:

1. En un tubo de fotocolorimetro se ponen 0.5 ml de -
plasma. Agregar 4.5 ml de Reactivo de Fibrindgeno.

Mezclar. )
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2. Si el plasma se encuentra hemolizado o ictérico,-
conviene preparar un klanco, mezclandos 9.5 ml de
plasma problema y 4.5 ml da solucidén salina isotd
nica.

3. Reposar 4 minutos. Hacer la lectura eon el fotoco
lorimetro a 520 mu, poniendo en 0 con el blanco,

Buscar el equivalente exprer.ado en mg en la curva
de calibracidn.

4, La curva de calibracidn se prepara diluyendo el fi
brinégeno esténdar con la solucidén salina a distin
tas concentraciones.

5. Se lee en el fotocolorimetro con filtro de 520 m.u.
anotando las lecturas en densidad Sptica obtenidas
para cada una de las concentraciones.

6. Los datos se grafican en papel milimétrico, en el -
eje de las abscisas, se ponen las concentraciones y
en el eje de las ordenadas las lecturas en densidad
éptica. Los puntos obtenidos se unen mediante una
recta (la que mejor corresponda a la mayoria de di-
chos puntos).

PREPARACION DEL REACTIVO DE FIBRINOGEND

En un matraz aforado de 1,000 ml disolver en ajua desti-
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Lada 133.33 gr de sulfato Jde amonio; 10.0 gr, de NaCl y
0.025 ml de mertiolate. Aforar hasta la marca con agua
destilada y ajustar a pH 7.0 con NaOH, 10 M.

valores de Referencia 200-400 mg %.
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DETERMINACION DEL FIBRINOGEND MEDIANTE PRECIPITACION -

POR_CALOR

cién del calor, centrifugacidn y medicidn del mismo36

(Ruiz Reyes vy Jiménez Vazquez)

Principio:

Se basa en la precipitacidén del fibrindgeno por la ac-

MATERIAL Y EQUIPO:

a) Centrifuga Microcapilar
b) Bafio Maria a 58°C + 1l°C
c) Jcular de Microscopio 10X
a) Reglilla en microescala
e) Mechero

METODO:

En un tubo capilar se marcan 4 cm y se llena con el plas
ma a estudiar hasta ese nivel, cerrando un extremo me---
diante calor; hay que centrifugar un minuto para que el

plasma se empaque perfectamente en el extremo cerrado, -
una vez que se ha centrifugado se cierra también el otro
extremo mediante calor. El tubo capilar se introduce al
bafio de agua, checando que la temperatura sea de 58°C +

1°C durante 15 minutos, y cuidando que el nivel de agua

sobrepase el del plasma.
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Centrifugar el capilar durante 3 minutos, de esta manera
el fibrindgeno precipitado se empaca en el fondos del ca-
pilar, el cual, a su vez, se introduce en la canaladura

de la placa de lucita y mediante olservacidén con un ocu-
lar de microscopio 10X invertido, se hace coincidir el -
fondo del capilar con el 0 de la @scala. Se mide la al-
tura del precipitado del fibrindgeno (H.F.) y la altura

del plasma (H.P.) y los cdlculos se llevan a cabo median

te la siguiente fdérmula:
100 (H.F./H.P.) = FIBRINOCRITO

El fibrinocrcito multiplicado por 92.4 nos da la cantidad
de miligramos de Fibrindgeno. La constante de 92.4 pue-
de wvariar para cada laboratorio segin la escala usada en
la reglilla y el nuimero de muestras control empleadas, -
ya que para este método, los autores del mismo, al propo
nerlo, hicieron simulténeamente cuantificaciones de Fi-~
brinégeno, con el procedimiento de Quick o cualquier - -
otro método de determinacicon del mismo gue sea reproduci

ble.

Valores de referencia: 200 a 400 mgy %.
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INTRODUCCILON

La disponibilidad instantdnea de valores de fibrindgeno
exactos se ha convertido en una necesidad urgente en la
préctica médica durante los dltimos aflos. La determina
cién del fibrindgeno plasmdtico es aceptada universal--

mente como una prueba bioldgica Gtil para el diagnésti-

co, tratamiento y prondstico de ciertos desdrdenes hemo

rrégicosl'zg'38

Los procedimientos para la determinacidén del fibrindge-
no pueden ser clasificados en dos formas: 1) La semi---
cuantitativa, que es la observacién del codgulo. En es
te caso, se estima la cantidad de fibrinogeno de una --
muestra de sangre por la velocidad dz formacién del coa
gulo 2; y 2) La cuantitativa. Es a menudo mds razona--
ble el trabajar con plasma, porgue auin a concentracio--
nes muy bajas de fibrindgeno, éste puede detectarse sa-
tisfactoriamente. Hay muchos métodos para la determina
cién del fibrindgeno en plasmalz'lg'zo. Entre los cua--
les los méds usados incluyen los nefelométricos basados

en la precipitacién salina34, la precipitacién térmica

le 1l

. . . . 5 .
, el contenido en nitrégeno o tirosina™~, determina--
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cidn enzimética3o, método gravimétrico (aislamiento de
la fibrina, la cual es extraida, lavada, desecada, pe-
sada, calcinada y vuelta a desecar hasta un peso cons-
tante), etc.

En el presente trabajo, utilizaremos los siguientes mé
todos para determinar el fibrindgeno: a) como una pro
teina coagulable, utilizando el reactivo Fendlico de -
Folin Ciocalteau (método de Ratnoff-Menzie); D) como
una proteina precipitable por la adicidén de un exceso
de sal (método de Parfentijev, modificacidn de Fowell);
c) por datos cinéticos basados en la conversién de £fi-
brindgeno a fibrina en presencia de trombina (método -
basado en observaciones hechas por Claus, en gue el --
tiempo de coagulacidn del plasma por concentraciones -
bajas de trombina son muy sensibles a los cambios de -
concentracién de fibrindgeno; d) por precipitacién --
térmica de Ruiz Reyes y Jiménez; y e) por inmunodifu-
sién radial,

Estos métodos son evaluados en términos de reproducti-
bilidad, confiabilidad, sencillez y exactitud; con el
propésito de encontrar una técnica accesible para la -

préctica diaria bas&ndose en lo anteriormente menciona
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do e igualmente encontrar la mds exacta, independiente

mente de su laboriosidad para la determinacién de fi--

brindgeno en los casos especiales.
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GENERALIDADES

El fibrindégeno es una proteina de peso mdlecular de - -
aproximadamente 340,000 la cual es sintetizada en el hi
gado. Existe en el plasma da los sujetos normales de -~
200 a 400 mg % es el Unico factor (Factor I) de la coa-
gulacidén que se encuentra en cantidad suficiente que --
permite su medicién. Su funcidn m&s importante estd en
la coagulacidn de la sangre, cuando es transformada en
fibrina por accién de la trombinaa.

La molécula es elongada y constituida por tres cadenas
de polipéptidos ( o, 8,9 ) unidas por puente disulfu
ro. Al microscopio electrdnico, la molécula se ha des--
crito como poseedora de tres subunidades globulares en-
tre las cuales se hallan estrechas secciones de enlace;
que en conjunto son susceptibles a la accién de dos en-
zimas existentes en la sangre: la trombina y la plasmi-
na. La activacién de cualquiera de estas enzimas in vi
vo puede provocar la destruccién del fibrindgeno circu-
lante y la consecuente aparicién de sus productos de de

gradacién en el torrente sanguineoz.

El fibrindégeno se transforma en fibrina (fig. 1) ,median




DETERMINACION CE FIBRINOGENO POR _COAGULACION

. (Método de Ratnoff - Menzie)

Fundamento:

Se ha observado que el fibrindgeno contiene tirosina de
manera relativamente constante.

El fibrinégeno del plasma es coavertido en fibrina por

la acci6n de la trombina. La fibrina situada sobre el

cristal es lavada, se hidroliza al hervirse con hidré-

xido de sodio y su contenido en tirosina es cuantifica

do por la adicién del reactivo fendélico de Folin-Ciocal
teu, dando una coloracién azul que es proporcional a -

la cantidad de tirosina presente, la que se determina
en un colorimetro35.
MATERIAL:

1, Tubos de 40 ml de fondo redondo
2, Vidrio molido

3. Agitador de vidrio

4, Celdillas de 12 X 75 mm

5. Fotocolorimetro

6. Bafio Marfia en ebullicién

T Solucién salina

47




Tromboplastina

9. Cloruro de calcio 0.02 molar

10. NaOH al 10 %

11. Agua destilada

12, Na2CO3 al 20 %

13. Reactivo de Folin-Cioacalteau

14, Estédndar d2 Tirosina (200 mg/lt en HCl 0.1N)

METODO:

1. En dos tubos dez 40 ml de fondo redondo se coloca -
aproximadamente 0.5 ml de vidrio finamente molido.
A cada tubo se le agrega:
a) 6.0 ml de solucién salina
b) 0.2 ml de tromboplastina
c) 1.5 ml de cloruro de calcio 0.02 molar y
d) 0.5 ml de plasma

2. Se agita suavemente por inversién. E1l coégulo for
mado se engloba con movimientos rotatorios con el
vidrio molido, Se deja reposar 15 min a 37°C y se
vuelve a englobar la fibrina formada.

3. Se centrifugan los tubos y se elimina el sobrena--

dante dejando la fibrina en el vidrio. Debe evitar

se la pérdida de fibrina.




6.

Se lava tres veces la fibrina con solucidn salina

exorimiendo el codgulo con un agitador de vidrio.
Se decanta perfectamente el sobrenadante.

A la fibrina lavada se le agrega 1 ml de NaOH al-
10 % y se tapa el tubo que se coloca durante 10 -
min en bafio maria a ebullicién y con agitacién --
ocasional, para que la Hidrdlisis sea completa.
Se deja enfriar y se agregan 7 ml de agua, 3 ml -
de NaZCO3 al 20 % y 1 ml del reactivo de Folin-
Cioacalteau. Se mezcla y se deja 10 min en repo-
SO para gue desarrolle color.

Se transfiere a una celdilla de 12 X 75 nm un ml
de la solucidn colorida y se agregan 2 ml de agua
destilada. Se mezcla y se lee contra un blanco
preparado de la misma forma gue las muestras a -~
determinar a partir de la fase 6, a esta dltima,

y se lee a 650 nm.

Solucidn Estandar:

La solucidn esténdar se prepara mezclando en un tubo-

de 150 X 16 ml: 0.2 ml de esténdar de tirosina, 1.0 -

ml de NaOH al 10 %, 6.8 ml de agua, 3.0 ml de carbona

to de sodio al 20 %, 1 ml de reactivo de Folin-Cioacal
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teau. Se deja reposar para que desarrolle color. Un
ml de esta solucién colorida es diluida con 2 ml de -

agua y se lee contra el blanco en el espectrofotémetro

a una longitud de onda de 650 nm.

Se hizo por duplicado y las lecturas son promediadas.

CALCULOS :

El fibrindgeno tiene 8.547 de tirosina; por lo tanto,
el factor de conversidn es de: 100/8.547 = 11.7 mg de
tirosina.

Para el esténdar tenemos en 0.5 ml de plasma:

100/0.5 = 200 mg por iitro = 0.2 mg X 11.7 X 200 468 mg

La concentracién de fibrinégeno en mg por 100 ml, esté

dada por la férmula:

Absorvancia de Solucidén a investigar x Volumen de Es-
Absorvancia de Estédndar téndar de Tiro

sina (ml)

100
vVolumen del plasma (ml)

X 11.7

El volumen del Esté&ndar de Tirosina es de 0.2 ml y la -

concentracidn;0.2 mg/ml.

R

*20




JDJETERMINACION DE FIBRINOGENO POR INMUNODIFUSION RADIAL

Jundamento:

21 antigeno se deposita en un pocillo excavado en una -
capa de Agar que contiene el antisuero correspondiente:
2l aumento del drea del anillo de precipitacién es en -
primer lugar, funcién del tiempo, mds precisamente, de
la raiz cuadrada del tiempo. Desde el comienzo de la -
difusidén del antigeno se forma un complejo antigeno-
anticuerpo. Después de suficiente tiempo de difusién,
Por llegarse a la zona de equivalencia (principio gene-
ral de inmunologfa), se alcanza el punto final de difu-
5i6n. En el punto final de difusidn el &rea del anillo
Jde precipitacién es directamente proporcional a la con-
centracidén del antigeno, e inversamente proporcional a

la concentracién del Anticuerp06'3'lo’28

MATERIAL: s ,
L. Solucién salina
2. Placas Partigen-Fibrindgeno

3. Tubos capilares especiales para Partigen-Dispenser

4. Partigen-Dispenser

5. Regla especial para leer los halos de precipitacién
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6. Papel milimétrico

7. Estandar de Fibrindégeno

METODO:

El fibrindgeno Estdndar se diluye con solucidn salina
1:2.5; 1:5 y 1:10. El problema se diluye 1l:5 por me-
dio del Partigen Dispenser y con los tubos capilares
especiales se miden 2 lambdas y se llenan los pozos:
la placa se mantiene a Eémperatura ambiente.

Los dilmetros de los halos de precipitacién se miden -
con una regla especial, la cual nos dari una lectura,-
esta lectura de las diluciones del Est&ndar nos servi-
rén para trazar una gré&fica y los puntos que se marca-
rén serian: para la dilucién 1:2.5 26, 1:5 52 y 1:10 -
104. Esta gr&fica dura mds o menos 15 dias después de
los cuales se vuelve a recalibrar haciendo las dilucio
nes del testigo 1:5 hasta que se termine la placa.

La lectura de los didmetros del halo de precipitacidn
se ven en la curva de referencia; lo que nos da en mg
%, los cuales se multiplican por la dilucién y este re
sultado es la cantidad de fibrindgeno presente,.

Valores de Referencia: De 200 a 400 my %.
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DETERMINACION DE FIBRINOGENO
(Método enzimdtico de Claus)

Fundamento:

La enzima Trombina convierte al fibrindégeno que se en-

cuentra soluble en el plasma en su polimero insoluble,

la fibrina. A altas concentraciones de Trombina (apro
ximadamente 100 NHI unidades/ml) y bajas concentracio-
nes de fibrindgeno (5-80 mg/dl) la velocidad de la - -
reaccidén es determinada por la concentracidén ds= fibri-
ndgeno, Cuando se grafica en papel log-log, el tiempo
de coagulacién de la trombina es lineal si se compara
con la concentracién del fibrinégenog.

REACTIVOS:

1. Trombina: Trowmbina bovina (aproximadamente 100 -
NHI unidades /ml) con estabilizadores y amortigua
dores.

2, Amortiguadores de Veronal: Barbital de sodio 2.84
b 10-2M en cloruro de sodio 1.25 X 10T, pH 7.35.

EQUIPO:

1. Fibrdémetro
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PROCEDIMIENTO::
1. Preparacidn dsz la curva de calibracidn
1. con el amortiguador de veronal se hacen las -
siguientes diluciones "del fibrindgeno estan--
dar 1:5, 1:15 y 1:40,
2. Mezclar suavemente. Las diluciones se hacen de -

la siguiente manera:

1:5 1:15 1:40
Amortiguador 1.6 ml 0.8 ml 2.8 ml
Fibrindgeno
estandar 0.4 ml = -
—————
3. En el Fibrdmetro se hacen daterminaciones por du-

plicado de cada dilucidn del fibrindgeno d= refe-

rencia.

a) Incubar 0.2 ml de la dilucidn de fibrindgeno

estandar durante 2 min (no méas de 5 min) a 37°C.

b) Adicionar 0.1 ml de reactivo de Trombina (el -
cual deberd estar a temperatura ambiente).

c) Al momento de agregar el reactivo de trombina
sn rara el crondmetro del mismo aparato, el -
cuai al formarse el codgulo se para automdtica

mente.
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d) Anotar el tiempo d=2 coagulacidn.

Graficar los tres tiempos obtenidos para cada di-
lucidén (Un promedio de los dos tiempos obtenidos

de cada una de las diluciones). La unidn de los

tres puntos usualmente es una linea recta. La --
curva debe hacerse abarcando de la dilucidn 1:5 a
la dilucién 1:40 que tienen valores de un maximo

de 800 mg % y un minimo de 50 mg % respectivamen-
te.

Hacer diluciones de muestras problemas y del con-
trol respectivo con amortiguador de Veronal 1:10

(0.1 ml de plasma+0,.9ml de amortiguador. Todas -
las determinaciones se hacen por duplicado y se -
corren de la misma manera gue las diluciones he--
chas para la curva de calibracién. Se leen los -
resultados en la curva de calibracidén y se repor-

ta en mg %.

Notas del Procedimiento:

1.

A valores altos de fibrindégeno (méds de 800 mgk).
Si el tiempo obtenido es extremadaniente corto, -
se diluye en plasma 1:20 (0.1 ml de plasma + 1.9

ml de amortiguador en lugar de 1:10. Se lee en -
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la curva y se multiplica por dos gue es el factor
de dilucién.,

A valéres bajos de fibrindgeno (menoas de 50 mg %).
Si se obtiene un tiempo de coagulacién prolongado
usando la dilucidn 1:10 del plasma problema, se -
prueba haciendo una dilucién 1:5 (0.2 ml de plas-
ma + 0.8 ml de amortiguador 6 una dilucién 1:2 -
(0.4 ml de plasma + 0.4 ml de amortiguador. El va
lor obtenido se lee en la curva y se divide entre
el factor de dilucidn (Dos para la dilucién 1:5,
Cinco para la dilucién 1:2).

Si con la dilucién 1:2 no coagula el plasma pro--
blema; nos sugiere una concentracidén de fibrindge

no abajo de 15 mg %.

Valores de Referencia para es:e Método de 200 a 400 mg %.
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TIEMPO DE TROMBINA

Fundamento:

La trombina es una enzima derivada d2 protrombina, su

actividad se mide por su accidn sobre el fibrindgeno,

es decir, mide el tiempo necesario para convertir el -

fibrindgeno en fibrina. Nos detecta también, la pre--

sencia o ausencia de inhibidores de la trombinas-
MATERIAL:

a) Solucién salina al 0.85 %

b) Solucidn de trombina (Fibrindex), la forma comer-

cial liofilizada recoustituida segin instrucciones.

c) Fibrémetro

d) Pipetas 0.2 ml, terminales.

METODO:

1. En un fibrocopa se colocan: 0.2 ml de trombina y -

al momento se agrega 0.1 ml de plasma, se marca el
cronémetro del mismo aparato, el cual al formarse

el codgulo se detiene automé&ticamente y se anota -
el tiempo.

Valor de Referencia: 18 a 23 segundos segin testigo.
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DETERMINACION DE PRODUCTOS LITICOS (PLF)

(Método por Merskey y Col.)

Fundamento:

La prueba estd basada en la neutralizacidén del suero -
antifibrindégeno por los productos de degradacién del -
fibrindgeno 6 de la fibrina; este suero después a0 aglu
tina a los eritrocitos tratados con &cido tédnico y con
jugados con fibrindgeno 31,

MATERIAL:

1. Tubos de 16 X 150 mm

2. Tubos de 13 X 100 mm

3. Tubos de 12 X 75 mm

4, Pipetas de 0.2 ml y de 0.1 ml

5. Placas de titulacién

6. Centrifuga

REACTIVOS:

1. Anticoagulante ACD

2. Glébulos rojos "O"

3. Amortiguador de citrato-fosfato

4. Acido ténico 1;5000 recién preparado

5. Albimina humana
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10.

11.

1l2.

13.

14.

15.

Azida de sodio

Plasma normal (mezcla diaria delis donadores profe
sionales).

Suero testigo

Trombina 1000 U

Suero antifibrindgeno diluido 1:6000

Albdmina bovina al 2 % en amortiguador de citrato-
fosfato.

Amortiguador de fosfatos pH 6.4 0.15 molar
Ssolucién salina al 0.85 %

Citrato de sodio 0.1l molar

Mezcla coagulante para PLF

MATERIAL BIOLOGICO:

a)

b)

Plasma obtenido por puncidén venosa con citrato de
sodio 3.8 % procurando gque la sangre se agregue -
exactamente hasta la marca del tubo para que la -
proporcién 1:10 se conserve rigurosamente.

Sangre de tipo "O". Se colecta en solucién ACD

Sensibilizacidén de los glébulos rojos:

El tubo de 16 X 150 mm se marca exactamente a 10 ml vy

se le pone 1.15 ml de anticoagulante ACD y se recolec-
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tan los gldébulos rojos grupo "O" hasta la marca, se ta
pa 21 tubo, se agita suavemente y se mantiene en el re
frigerador durante 24 a 48 horas; el plasma que se se-
para de los glébulos se desecha por medio de una pipe-
ta pasteur y los glébulos se distribuyen en una serie
de tubos de 13 X 100 mm y se lavan € veces en 20 veces
su volumen con amortiguador salino de fosfatos. En ca
da lavada los tubos se agitan en el agitador mecénico,
para gue los gldbulos rojos no se gueden pegados en el
fondo del tubo. Una vez lévados, se colocan en un va-
so de precipitado de 600 ml vy se llevan a 300 ml, con
amortiguador salino de fosfatos. Por otro lado, se --
prepara la solucidén de &cido té&nico 1:5000 y se agrega
igual volumen a los glébulos rojos, es decir, 300 ml y
se dejan una hora a temperatura ambiente. En este pa-
so los glébulos rojos se aglutinan, si esto no sucede,
hay que comenzar de nuevo el proceso de tanizacién.
Transcurrida una hora, se empiezan a concentrar los 609
ml en una serie de tubos de 13 X 100 mm y una vez que
se tienen juntos, se lavan seis veces en 20 vecas su -
volumen, en amortiguador de citrato fosfato. Una vez -

que se lavan se colocan en otro vaso de precipitado de
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600 ml yv se diluyen a 320 ml, se separan 20 ml en - -

otro vaso de precipitado; por otro lado se diluye el
plasma 1:250 en amortiguador citrato fosfato y se agre
ga un volumen igual a los 300 ml de gldbulos rojos y a
los 20 ml de gldébulos rojos que se separaron en el - -
otro vaso, se les agrega un volumen igual de suero tes
tigo que se prepara de la siguiente manera:

Se toma sangre sin anticoagulante de un donador normal,
se tapa el tubo y se incuba 2 horas, a 37°C, se separa
el coidgulo con un aplicador de madera y se cen£rifuga
el tubo a 3000 rpm durante 10 minutos, se separa el --
suero a un tubo limpio y en otro tubo se coloca 0.1 ml
de trombina de 1 000 unidades, mé&s 0.9 ml de suero, --
éste asi tratado se diluye a 1:250 en amortiguador de
citrato-fosfato y se le agrega un volumen igual a los
20 ml de glébulos rojos. Una vez que se tienen gldbu-
los rojos con plasma y otros con suero, se mantienen a
37°C durante una hora, después de este tiempo, se vuel
ven a concentrar los glébulos rojos en una serie de tgi
bos y se lavan seis veces en veinte veces su volumen -

con amortiguador citrato fosfato. Una vez lavados se
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diluyen los que tenian plasma en 300 ml de amortiguador
citrato~fosfato y los que tenian suero en 20 ml del mis
mo amortiguador. En este paso, los glébulos quedan re-
cubiertos con proteinas del plasma y los otros con pro-
teinas séricas.
Una vez diluidos los glébulos rojos se les agrega 1 ml
de albdimina humana por cada 100 ml y azida de sodio al
0.1 %, se agitan también y se distribuyen en tubos que
se tapan perfectamente con papel parafilm y se guardan
en refrigeracién, teniendo cuidado de marcar perfecta-
mente los que estén sensibilizados con plasma y los que
estdn en suero., En estas condiciones pueden durar 4 a
5 semanas. Antes de utilizarlos se lavan perfectamen-
te con amortiguador de citrato-fosfato.
METODO:
1. En un tubo de 12 X 75 mm colocar:

0.1 ml de trombina de 10 unidades

0.45 ml de mezcla coagulante para PLF

0.45 ml de plasma problema

Se tapa el tubo con papel parafilm, se agita suave

mente y se coloca en bafilo marfa a 37°C durante dos




horas aproximadamente. Con un aplicador de madera
se separa el codgulo y se trabaja con el resto - -
(suero).

Se hace una serie de diluciones 1:100; 1:200; -
1:400, etc. en el primer tubo (13 X 100 mm) se po-
ne 4.95 ml de solucién amortiguadora de citrato---
fosfato y 0.05 ml de suero problema o plasma, de -
plasma testigo (se preparan ambos de la misma mane
ra).

En el segundo tubo (las siguientes diluciones se -
hacen en tubos de 12 X 75 mm', se pone 0.2 ml de -
amortiguador citrato-fosfato.

Del tercer tubo al décimo, se pone 0.2 ml de amor-
tiguador citrato fosfato con albuimina al 2 %. Se
transfiere 0.2 ml del primer tubo al segundo y asi
sucesivamente, hasta el décimo (cada tubo con su -
pipeta).

En cada orificio de las placas se pone 0.1 ml de -
las diluciones, se agrega 0.1 ml de suero antifi-=-
brin6geno a todos y se agita, y se incuba 30 minu-

tos a 4°C., se afiade una gota de gldhbulos rojos =--

.

*33




tratados con plasma, se mezcla y se incuba a tempz

ratura ambiente durante 15 min. Se lee la agluti-

nacién.

4. El blanco (para el control).
Se pone 0.1 ml de solucién amortiguadora de citra-
to-fosfato con albimina al 2 %, se afiade 0.1 ml de
suero antifibrindgeno, se incuba 30 minutos a 4°C,
se le afiade una gota de gldébulos rojos tratados --
con suero, se incuban a temperatura y se observa -
si hay aglutinacidén (no debe haber).

CALCULOS:

L.as lecturas se hacen en una tabla que contenga los re-

sultados de la determinacién del fibrindgeno del plasma

testigo.

Al plasma testigo se le cuantifica el fibrindégeno por -

duplicado con un buen procedimiento, si la concentra---

cién fue de 294.7 mg %, se hace la siguiente tabla:
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Tubo Dilucidn Mg de Fibrindgeno
1 l:100 29.47
2 1:200 14.73
3 1:400 7.36
4 1:800 3.68
5 1:1600 1.84
6 1:3200 0.92
7 1:6400 0.46
8 1:12800 0.23
9 1:25600 0.11

10 1:51200 0.05

EJEMPLO:

Si la aglutinacidn del problema se presenta hasta el
orificio tres (dil. 1:400) vy la del testigo hasta el
orificio ocho (dil. 1:12800), se multiplica la dilu-
cién del problema (1:400) por la cantidad de fibrind
geno presente en la dilucidén del testigo (1:12800);
o sea:

0.23 X 400 = 92 microgramos por ml

Valores de Referencia: Menos 8 microgramos por ml.
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PRUEBA DE GELIFICACION DEL ETANOL

(Godal y Abildgaard)

Fundamento:
La prueba del etanol fue primeramente descrita por Godal
y Abildgaaxrd, posteriormente modificada por Breen y -
Tullis. Por la capacidad que éste presenta para formar
un gel con los complejos solubles constituidos principal
mente por mondémeros de fibrina o fragmentos X° unidos a
productoé de ruptﬁra dél fibrindgeno o de la fibrinat’9:26,
MATERIAL:
1. Tubos de 10 X 75 mm
2, Bafios de hielo
3. Etanol al 5 %
TECNICA:
l. Colocar en un tubo de 10 X 75 mm
a) 0.5 ml de plasma pobre en plaquetas
b) 0.25 ml de etanol al 5 %
El etanol se agrega cuando el plasma pobre en plague
tas se encuentra a 21°C y debe mantenerse esta tempe
ratura durante 10 minutos.
Observar la formacibdn de gel.

Valor de Referencia: No debe aparecer gel.
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PRECIPITACION CON PROTAMINA

(Gurewich y Ccol.)

Fundamento:

Esta prueba de precipitacidn por sulfato de protamina -
es especifica para detectar mondmeros de fibrina y pro-
ductos de degradacidn de 1la fibrina21'24’32’37
MATERIAL:

1. Tubos de 10 X 75 mm

2. Prxotamina pH = 6.5

3. Amortiguadox Tris ph = 6.5

TECNICA:

Efectuar diluciones del sulfato de protamina con amorti
guadoxr Tris 1:5, 1:10, 1:20, y 1l:40 colocar en tubos de
10 X 75 mm 0.2 ml de cada una de las diluciones,

Se centrifuga el plasma rico en pléquetas para obtener
de esa manera plasma pobre en plaquetas. Se coloca en
un tubo limpio y se incuba 5 minutos a 37°C, después de
los cuales se colocan 0.2 ml de este plasma a cada uno
de los tubos que contienen las diluciones de sulfato de

protamina.

Se tapan los tubos y se colocan a 37°C, durante 30 min,
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después se agitan suavemente para leerlos de la si-—

guiente forma:

g = gelacién

rf = red de fibrina

+ = precipitado fino
+ = precipitado grueso

- = golucién clara

Valor de Referencia: Solucidn clara
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DETERMINACION POR LA PRUEBA DE FI-TEST (FT)

Fundamento:

Por accidn de la trombina se consume el fibrindgeno que
ain se encuentre presente en el suero, de esta manera;
al agregar el reactivo de FI-Test nos dara una agluti-
nacién la cual, serd proporcional a la cantidad de pro
ductos de degradacidn de fibrinégeno.7'l4'22
MATERIAL:
1. Tubos de 12 X 75 mm

2, Aplicadores de madera

3. Solucidn salina

4., Trombina 1 000 U

5. Trombina 5 000 U

6. Reactivo de Fi Test
METODO:
La sangre se coloca en un tubo limpio sin anticoagulan
te ¥y se tapa con papel parafilm, se coloca en bafio ma-
ria a 37°C, durante dos horas, el tubo se centrifuga -

5 min a 3 000 r.p.m. y el suero se separa en un tubo -

limpio.
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En un tubo se coloca una gota de trombina de 1 000 U.

y 9 gotas de suero. Se tapa el tubo, se agita y se -

coloca a 37°C durante 20 minutos. Se centrifuga el -

tubo 10 minutos a 3 000 r.p.m., el suero se diluye -

1:2, 1:4 y 1:8 con solucidn salina.

Se coloca en un portaobjetos una gota de suero sin di
luir, en otra, una gota del reactivo de Fi Test (antes
se le pone al tubo una gota del suero diluido 1:2, --

etc.), se agita suavemente con un agitador de madera

y se deja en repéso a temperatura ambiente 5 min.

Se compara con un testigo positivo. En caso de que la
aglutinacidn permanezca hasta la dilucidén 1:8, se con-
tindan las diluciones hasta que ya no exista aglutina-
cidén y, ademds, se repetird la misma operacién con - -
trombina de 5 000 unidades.

Valor de Referencia: No debe aparecer aglutinacidén.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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Tabla 1. Controles normales

Fibrinocrito
n 30
Limite, mg% 165-580
Media X, mg% 332
Desviacién Estan-
dar SD, mg% 141
Coeficiente de va
riacién CV % 42
Coeficiente de co 0.99

rrelacidn

Prueba "t" de
Student

(vs placa)

~-0.031
(vs placa)

< 0,05

Placa Claus
30 30
165~570 169-585
334 339
139 142
41 41
0.99 0.99
(vs Claus) (vs Par-
fentjev)
~-0.85 0.226
(vs Claus) (vs Par-
fentjev)
“£ 0.05 £0.05

Parfentejev

30
160-565

325

139
42

0.99

(vs Ratnoff)

~-0.269
(vs Ratnoff)

£ 0,05

Ratnoff
30
170-590

342

146

42

0.99
(vs Fibri-
nocrito)

0.160
(vs Fibri-
nocrito)

< 0.05




=

n
Limite, mg%

Media X, mg%

Desviacién Estan-

dar SD, mg%

Coeficiente de va

riacién CV,

F~-test

%

Takla 2. Reproducibilidad

Fibrinocrito Placa Claus Parfentejev
20 20 20 20
291-320 270-310 351-380 250-363
304.4 294.7 365.8 282.3
9.02 12.35 10.03 31.05
2.81 3.98 2.62 10.44
1.88 1.50 9.0 10.0
(vs Placa) (vs Claus) (vs Parfent (vs Ratnoff)

jev)

Ratnoff
20
3€0-385

371.3

9.51

2.43

1.1
(vs Pibri-
nocrito)
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Tabla 3. Coagulacidén Intravascular

Fibrinocrito Placa Claus Parfentjev Ratnoff
n 15 15 15 15 15
Limite, mg% 200-507 190-690 140-660 130-600 140-675
Media X 307 311 303 286 312
Desviacién Estan-
dar SD, mg% 114 160 173 159 175
Coeficiente de va
riacidn CV, % 37.2 51.5 57.3 55.6 56.1
Coeficiente de co
rrelacidn 0.92 0.97 0.99 0.99 0.96
(vs Placa) (vs Claus) (vs Par- (vs Ratnoff) (vs Fibro-
fentjev) nocrito)
T test -0.07 0.11 0.21 -0.35 0.09
(vs Placa) (vs Claus) (vs Par- (vs Ratnoff) (vs FPibro-
fentjev) nocrito)
P < 0.05 < 0,05 < 0,05 <, 0,05 < 0.05
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yabla 4.

Fibrinocrito Placa
n 15 15
Limite, mg% 92-~-747 80-780
Media X, mg% 437 420
Desviacién Estan-
dar (SD, mg% 204 195
Coeficiente de va-
riacién CcvV, % 46.7 46.2
Coeficiente de co-
rrelacién 0.94 0.90
(vs Placa) (vs Claus)
T test 0.18 0.20
(vs Placa) (vs Claus)
P < 0.05 £ 0.05

Leucewias

Claus Parfentijev Ratnoff
15 15 15
100-710 110-750 100-700
402 391 408
185 189 178
46.0 48.3 43.7
0.98 0.98 0.97
(vs Parfent-(vs Ratnoff) (vs Fibri-
jev) nocrito)
0.12 ~-0.20 -0.31
(vs Parfent-(vs Ratnoff) (vs Fibri-
jev) nocrito)
£ 0.05

0,05 £.0.05




Tabla 5. Hodgkin
Fibrinocrito Placa Claus Parfentijev Ratnoff
n 1o 1o 10 10 10
Limite, mg% 250-~-803 410-820 420~830 400-820 430-840
Media X 581 611 623 601 630
Desviacién Estan-
dar SD, mg% 224 186 185 193 187
Coeficiente de va
riacibn Cv, % 38 30 29 32 29
Coeficiente de co
rrelacién 0.95 0.99 0.99 0.99 0.93
(vs Placa) (vs Claus) (vs Parfent (vs Ratnoff) (vs Fibri-~
jev) nocrito)
T test -0.25 -0.10 0.19 -0.25 0.40
(vs Placa) (vs Claus) (vs Parfent (vs Ratnoff) (vs Fibri-
jev) nocrito)
p Z. 0.05 £ 0.05 <0.05 < 0.05 < 0.05
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Tabla 6. Lupus Eritematoso

Fibrinocrito Placa Claus Parfentjev
n 15 15 15 15
Limite, mg% 100-670 200~-770 150~476 188~400
Media X, mg % 317 334 275 272
Desviacién Estan-
dar (SD, mg% 176 181 99 69
Coeficiente de va-
riacién cv, % 55 54 36 25
Coeficiente de co-
rrelacién 0.86 0.87 0.98 0.99
(vs Placa) (vs Claus) (vs Parfent (vs Ratnoff)
" jev)
T test -0.19 - (0.85 0.07 -0.41
(vs Placa) (vs Claus) (vs Parfent (vs Ratnoff)
jev)
p 4 0.05 <. 0,05 £ 0.05 < 0,05

Ratnoff
15
180-460

287

87

30

0.97
(vs Fibri-
nocrito)

~0.45
(vs Fibri-
nocrito)

< 0.05
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Tabla 7. Insuficiencia Renal

Fibrinocrito Placa Claus Parfentiev Ratnoff
n 15 15 15 15 15
Limite, mg% 240-710 220-890 230-720 210-700 220-750
Media X, mg% 480 523 488 470 495
Desviacién Estan-
dar SD, mg% 126 196 135 135 142
Coeficiente de va-
riacién CcvV, % 26 37 27 28 28
Coeficiente de co- '
rrelacién .0.87 0.87 0.99 0.99 0.98
(vs Placa) (vs Claus) (vs pParfentj- (vs Ratnoff) (vs Fibri-
jev) nocrito)
T test -0.55 0.43 0.29 -0,38 0.23
(vs Placa) (vs Claus) (vs Parfent (vs Ratnoff) (vs PFibri-
jev) nocrito)
P £ 0,05 < 0.05 <0.05 <0.05 < 0.05




8y«

Tabla 8, Cirrosis Hepéatica

Fibrinocrito Placa Claus Parfentiev Ratnoff
n 15 15 15 15 15
Limite, mg% 100-660 56~670 47-€10 50-610 49-600
Media X, mg % 387 391 369 349 374
Desviacién Estan-
dar SD, mg% 191 221 lo3 181 198
Coeficiente de va-
riacidén cv, % 49 56 52 51 51
coeficiente de co-
rrelacién 0.95 0.96 0.96 0.95 0.90
(vs Placa) (vs Claus) (vs Parfent-(vs Ratnoff) (vs Fibri-
jev) nocrito)
T test -0.04 0.22 0.22 -0.28 -0.14
(vs Placa) (vs Claus) (vs Parfent-(vs Ratnoff) (vs Fibri-
jev) nocrito)
, P £ 0,05 <.0.05 Z.0.05 < 0,05 < 0.05
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Tabla 9,

Fibrinocrito
n 10

Limite, mg% 205-616
Media X, mg% 386
Desviacién Estan-

dar SD, mg% 140
Coeficiente de va-

riacidén CV, % 36

Coeficiente de co-
rrelacién 0.96
(ve Placa)

T test ~-0.263
(vs Placa)
P < 0.05

Septicemias
Placa Claus Par fentijev Ratnoff
10 10 10 10
250-670 260-640 220-680 260-670
406 407 377 414
145 139 169 145
35 34 44 35
0.99 0.89 0.91 0.94
(vs Claus) (vs Parfent (vs Ratnoff) (vs Fibri-
jev) nocrito)
-0.009 0.353 -0.431 0.366
(vs Claus) (vs Parfent (vs Ratnoff) (vs Fibri-
jev) nocrito)
< 0.05 <. 0.05 < 0,05 < 0.05




RESULTADOS

Comparacidn de los cinco métodos

Se determind la concentracidén de Fibrindgeno en cada -
una de las muestras de plasma de los 30 sujetos '"norma
les" (tabla 1), asi como de los padacimientos ya mencio
nados, utilizando los métodos ya descritos.

En la tabla 1, se muestran los promedios de Fibrinége-
no obtenidos por cada método; en donde podemos observar
que los svalores mds altos los obtenemos en el método de
Ratnoff y le siguen en orden descendente: el método de
claus, el método de Placa, después Fibrindcrito y por -
dltimo el método Turbidimétrico.

La prueba T-Test la usamos para comparar la diferencia
entre los promedios con un nivel de significancia del -
5%, la cual no fue significativa como se muestra en la
tabla 1, esto significa que no hay diferencia entre --
las determinaciones obtenidas por los diferentes méto
dos.

El coeficiente de correlacién como se puede observar -
en todas las tablas presentadas (tanto de controles --

normales, como de padecimientos) nos sugiere una gran
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aceptacidén puesto que hay una estrecha correlacifn entre
los métodos analizados.

Como se observa tanto en los controles normales (tabla -
1), como en los padecimientos estudiados (tablas 3,4,5,

6,7,8 y 9) por tener datos muy heterogéneos no es posi-

ble valorar estadisticamente las desviaciones estandares
obtenidas para cada caso en particular, por 1lo que, fi-=-
nalmente se hace un andlisis comparativo de cada uno de

los grupos estudiados.
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REPRODUCIBILIDAD DE LOS CINCO METODOS

Comparando los datos obtenidos en la tabla 2, el método
de Ratnoff presentd el menor coeficiente de variacidn -
2.43 %, seguido por el método de Claus 2.62 34, Fibrino-
crito 2.8 %, Placa 3.98\y finalmente tenemos el método

Turbidimétrico con 10.4 %.

Para comparar las determinaciones hechas por los dife--
rentes métodos se utilizdé la prueba F-Test para comparar
entre si la homogeneidad de los métodos analizados la -
cual demostrd como se puede observar en el siguiente --
cuadro, tener una diferencia significativa, los cuales

se marcan con un asterisco, en tanto que los valores no
marcados significan que la variabilidad de los valores

obtenidos para cada grupo son similares en cuanto a pre

cisién de los cinco métodos.

Placa Claus Parfentjev Ratnoff
Fibrinocrito 1.88 1.25 11.85 * 1.11
Placa 1.50 6.32 * 1.69
Claus 9.48 * 1.12
Parfentjev 10.66 *




DISCUSION

De los resultados obtenidos se concluye que en una coa
gulopatia de consumo y sindromes fibrinoliticos es de
gran importancia conocer la concentracidén de fibrinb-
geno presente en el plasma ya que de ésto dependerd el
adecuado tratamiento, por lo que es necesario que su -
determinacidn sea exacta y precisa, va que se debe ———
considerar la especificidad de la reaccibn para-el compo
nente de interés. Asi, tenemos que el método de Ratnoff
utiliza dos reacciones; primeramente, es la proteolisis
del fibrindgeno por trombina y segunda la polimeriza---
cidén de la fibrina. En el método turbidimétrico - - -
(Parfentjev), la determinacién es condicionada por el he
cho de que el reactivo de sulfato de amonio produce una
turbidez no especifica ya que también precipitan otras -
proteinas por lo que el método resulta un tanto semicuan
titativo. Asimismo, afectaria a la determinacidn la pre
sencia de quilomicrones de plasmas lipémicos, puesto que,
éstos le confieren cierta turbidez al plasma En la de--
terminacién del fibrindégeno por inmunodifusibn radial en

el que se observa su especificidad inmunoldgica, tenemos
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que de los pacientes (aproximadamente un 50% con coagula
cidn intravascular) que resultaron con productos de de--
gradacidn de. fibrindgeno (90 ug/ml en adelante), su difu
sidn era mas lenta que los plasmas de los pacientes que
no habian tenido productos de degradacidn (8 ug/ml) y -
que, ademas, los primeros al terminar de difundirse, se
observaba un doble anillo de precipitacidn, esto se debe
a que las moléculas de productos de degradacidn de fibri
ndégeno comparten determinantes antigénicas con el fibri-
ndgeno por lo que se observa un cierto grado de competen
cia. La forma de una curva de calibracidén no lineal y -
el tiempo requerido para la inmuncdifusidn limita seria-
mente su uso como técnica de rutina.

Respecto a la técnica de microprecipitacién en tubo capi
lar para determinar fibrindgeno en la que se aprovecha -
las caracteristicas asimétricas y de gran tamafio de esta
molécula, que precipita facilmente al calentar el plasma
a 58°C + 1°C, por lo que debe mantenerse la temperatura
de manera constante para evitar que se precipiten otras
proteinas y tener en cuenta, el cierre de los capilares
a la flama; este paso debe hacerse con cuidado para con

.
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seguir que el fondo del capilar cerrado quede aplanado
y se logre asi una coincidencia lo mds exacto posible,
entre el fondo plano del tubo capilar y el cero de la
microescala vy, finalmente el llenado del capilar sea -
lo mas exacto posible; puesto que se trabaja con voli-
menes pequefios que afectan de manera importante la - -
exactitud del método. Este Ultimo resultd ser inade-—-—
cuado en los casos que se determind concentraciones ba
jas de fibrinégeno, va que, las cantidades utiliza@as
para este método son muy pequefias, es dificil medir sa
tisfactoriamente el precipitado obtenido.

Finalmente, la determinacidn enzimatica de Cclaus, asi
como el método de Ratnoff, utilizan la reaccidén de la -
conversidn de fibrindgeno a fibrina en presencia de - -
trombina, ambos estan sujetos a los efectos antagonistas

de sustancias antitrombinicas. Sin embargo, como el mé

todo de Ratnoff utiliza concentraciones mas altas de
trombina se ve menos afectado por dichas sustancias; no
asi el de Claus que a dosis elevadas de heparina, es di

ficil determinar el fibrindgeno satisfactoriamente.
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CONCLUSIONES

Como se observa en la tabla 2, el método de Ratnoff - -
muestra el mejor coeficiente de variacidn (2.43%) y por -
lo que se puede apreciar en la practica, es el mas exacto
y menos influenciado de los cinco métodos estudiados.
Pero como ademds, se ha hecho énfasis de la necesidad de
un método preciso y rapido para determinar fibrindgeno en
circunstancias especiales y como se puede observar en to-
das las tablas presentadas, los cinco métodos analizados
presentan una excelente correlacidn, la cuestidn surge -
cuando se determine e; fibrindgeno a un sujeto con deter
minado padecimiento y bajo ciertas condiciones. Se uti-
lizard el método a seguir considerando las ventajas y --
desventajas mencionadas en este trabajo, al analizar los
cinco procedimientos tenemos que destacan la sensibili--
dad y el tiempo del analisis, asi se concluye que:

El método de placa requiere 48 horas para su determina--
cidn. El tiempo requerido para el método nefelométrico
no es mas de 15 minutos. El tiempo necesario para la mi-
croprecipitacidén es de mds o menos 20 minutos. EL método

{4

enzimdtico de Claus requiere un tiempo total de 15 minu--




tos; y el método para determinar Fibrindgeno como pro
teina coagulable (Ratnoff) no es mas de 30 minutos.
Por lo tanto, queda a criterio del analista el efec--
tuar uno u otro método, considerando lo anteriormente
expuesto y dependiendo de los recursos materiales y -
condiciones del paciente, ya que como se observa, en
cierto tipo de patologfa resulta mds adecuado un méto

do que otro.
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