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I
INTRODUCCION.

Se ha observado cue en bpacientes cor sepsis grave, se pre
senten diversas alteraciones hemostdticasz aque iienen expre —-
sidn clfnica ¥ de laboratorio., Una de ellas la cosgulacidén in
travascular diseminzda se asocia en el 805 de los casos con ~
la muerte del enfermo. Las pruebas de laboratorio que se en——
cuentren generalmente alteradas son las sigwientes:
AMeargemiento en los tiempos de coagulacidn:
Tromboplastina Farcial Activada (2TPa), Tiempo de Pro
trombina (TP), Tiempo de Trombinza (TT).
2.~ Determinacién de un fibriﬁégeno bajo.
3.~ Lz cuenta de nlacuetas estd disminufda.
ze hz encontrade un gruro de pacientes con -

din embargo,
alteraciones diferentes a las anteriores cuyo dato comin, es—
2l <Yiempo de—

la observacidn de un acortamiento progresive en
de respuestz 21 tratamiento con hepari
crioprecipi tados, etce).

1 Tiempo de

treabina con una falic
no y terapia de sustitucidn (plasna,
Este trabajo se hizo con el objeto de aclarar la posible cau-
sa del acortamiento del tiempo de trombina, =zsi como estable-
cer si tiene un valor vronéstico en los pacientes con sevpsis,
el cual cuando estd por debzajo de tres segundos respecto a su

testigo, precede generalmente a la rierte del enfermo.
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IT
GENERALIDADES

Lz hemostasiz es el mecanismo bioldgico encargado de la -~
detencién de un sangrado. En &1 se encuentran implicados prin
cipalmente cuatro sistemas:

a) Vascular

b) Placuetario

¢) Coazgulacidn

d) ™Mbrinolisis

Al haber un dafio en el endotelio vascular,se exponen subs
tancias que inicisn una serie de zcontecimientos cuya finali-
dad es la formacidn de un trombo plaquetario y posteriormente
la consolidacién de &1, al formarse una malla de fibrina a su
alrededor. Tste trombo planuetario es formado gracias a cue -
las placuetas son activadas por compuestos secretados por el-
endotelio, adheriendose y agregandose a la superficie defiada;
al mismo tiempo, el tejido vascular expone y secreta ciertos-—
cormpuestos aue inician las reacciones enzindticas de la llama
da cascada de la coagwlacién, cue culminan con la formacién —
de la mellz de fibrina alrededor del trombo plaguetario. ZL - .
endotelio vascular active tambidn el sistemz de la fibrinoli-
sis, el cual recula el crecimiento del trombo y es el encargza
do de disolverlo por medio de un=a serin proteasa la plasmina.
Evitando de esta manerz la oclusién del vaso y por lo tanto -
un evento trombético.

e



En el siguiente esquenz se resume éste eventos:

Tromboplastina—e¥i{a extrinseca
+tisular.

Fiprina
/‘
Superficie — V{2 intrinsecaz

extrafia. de
contacto.

Endotelio Colégena
Darfio ( ADP dliesiédn placuetaria
Vascular Factor VIIT R:Ag

Agregacién plaauetaria

Activador del

Plasmindgeno
plasmindgeno.

Plasmina

E‘ibrinoii sis

Disolucidn de

la fibrinn.
n 12 zctualidad se han determinado la mayoria de los fac

tores vasculares, plaquetarios y plasmiticos involucrados en-~
el mecanismo hemostAticoe.
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#In las siguientes tablas se enlistan los componentes prin
ciprles de cada sistena:

Tromboplastina tiswdar
Superficie con cargas negativas
Colégena

Vascular Prostaciclina

ADE

Factor VIITI R:Ax

Activador tisular del plasmindgeno

Receptores especificos 3je membrana

{son glicoproteinas)

Tromboxanoc 32 (principal inductor de asgresa ~~
ciédn)

Factor VIII R:Ag

Factor 4 wnlacuetario

l Beta~Tromboglobulina

Plasuetario
1 Grénulos o<

Grénulos densos {ADP

Serotonina

Pactor 3 placuetario.



Factor ZXII, Calicrefnas
Yi{e intrinseca (Factor XI, Tinindseno de =21to
teso molecudn

Pactor I, Factor VIII.

Coasulacibn Viz extrinssca {Factor VII.

V{z comin Factor X, Fazctor W,
Pactor II, Fzctor I.
Todos ellos son glicormroteinas.
Mprinolisis { Flasmindgeno ¥ Flosmine
Activador

de plasmindgeno

Son glicoproteinas.

Ta pafed vascular estd estrechamente relacionnda con el -
proceso de hemostasis, por contener mecanismos de zctivacidn-
tznto del sistema de la coasulacidn como del de la Fibrinoli-
sis (1).

Se sabe aoue 2l surgir unz ruptura en la capae endotelial -~
de los vasos sanguineos se iniciz una reaccién de factores cu
vo finalidad es la formacidn de unz mza2llz de fibrinza., Este ——
proceso se puede llevar a cabo por dos vias, siendo estas la—
intrinseca y lz extrinseca. Auncue " in vivo " no es posible-—
oue exista un2 d4ivisidén en el mecanismo,intrinseco de la coa-’
gulocién por el necho de aue constza de una serie de reaccio-—
nes muy relacionadas enire si, en donde le activacién de un —
factor ocacionard la del siguiente, con fines metodolégicos -

~
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# in vitro " y diddcticos, prevolece lz divisidn en viz in --
trinseca y exirinseca.

La via intrinseca tiene ires fases:

l.- Lz zcitivacibdn de contzeto, cue o3 renlizada por los ~

Factores II, I, precazlicrefnas y cinindcenos de 2lto pe

so molecular,

2.~ La zenerncidn de trombina.

3.- La forzmzecién de fibrina,

Jesrués de lz activacidn de contzcto, el factor Iz zcti
va ol factor I z Zda, el cuzl zctiva 21 factor Ix en If2 en-
zima procoomulante, la cunl propasa laz viz intrinsecz. lozta—
riormente se formz un com—lejo de factores Iz y VILIa con —-—
fosfolividos placuetarios (FBF » Ca2+ aue convierten el fac-~—
tor

£ en Ja cue tiene =2ctividad de protrombinasa, y cuya velo
nrotrombina (Jactor II) sce zcelern

eacce
vor la presencia de factor Va y fosfolipidos de piacuetas nao-
rz formar la trombins 1 rammentacidn lel ~-

L

idrinédzeno (fibrinopéptidos A y B y el mondmero de Ffibrinz).
2 polimerizacidn de estos fliimos mediada nor cargos electros
tdticas forman la fibrina soluble en urez y por ello llamcda-
inestable. Con la =2ccién de factor LIIla y calecio se formon -
ligaduras covalentes estables cue hacen a la fibrinz insolt——

How

ble en urea.

For otro lzdo, el sistema extrinseco es mucho mis corto -
oue el anterior yz cue solamente reswiere lz zctivacidn de —~
factor { en Xa por la .formcién de un complejo entre factor -
VIiIa, fosfolipidos tisulares y calcio (2).

Las dos viza ze ilustran en el esduema n. 1 :
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CoaccuUuLACION

INTRINSECA

SUPERFICIE DE CONTACTO

CALICREINA&——PRECALICREINA

FXl————— FXlla

FX} ———————— = FXle
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Esquemo |
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Fl

l
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1.2

llecanismo Fibrinolitico

Tl sistems de 1z fibrinolisis (ecsruema n.2) tiene inpor—-
3

téncie en el procesc hemostéiico, ya aue su nrineci sustra—
to0 es la fidbrin- intravasculor y asi imride el crecimdiento

del trombo ¥y favorece la recon:

[’

c
czcidn Gel veozso. 2ste siste-
ma involucrs la conversidn de vlzsmindgeno en rlasmina por ——
unn serie de ruvnturns pevifidicas especificas originzdas por -
el rctivador del pleosmindgenoc.
Lz plasmina cetia frasmentando la fibrine, el fidbrindgeno
¥y también hidrolizz otras protesincs del zlrnzme (1,3).

Ir.2
Inhibvidores lleaturcles de FTroteasaes

Para aque exista un balance entre los mecsniszos de coagu—-
lacibn ¥ de fitrinolisis, cue ayuden 2 mantener en ecuilibrio
el'procéso hemostitico existen inhibidores natursles, cus son
proteinas del plesma oue pueden neutralizar o inactivar dife—
rentes protezsas cuyos substratos son factores activados rela
cionados con la formacidn o dessruccidn 2z lz fibrina (4.5).

. Bl la tabla ndimero 1 son enlistados, agregando su efecto-—
sobre las enzimas de la coagulacién.

. BExisten algun~s causas por las rue el mecanismo de la coa
gulacidn se ve éfectado, una de ellas 1o septicemia, definida
como la invesidn y multiplicacidn de microorzanismos en la —-—
sangre, se presenﬁa cﬁénd& disminuye notsblemente la defensa— .
inmuroldgica del orgzanismo por la presencia de estos microor-
_ganisﬁos, o bién = la falla en el mecaonismo de depuracidn del

sistema reticulo endotelial, lo gue permite gue estos microor

ganismos se multipliguen, tfaféndo como consecuencia una gran

produccién de toxinas ¥y marcadas mmnifestaciones sistémicas -
de infeccidn (6). -0



FIBRINOLISIS

COAGUL ACIiON FIBRINOLISIS
1 i
EXU - — e e - CININAS

Fxi Lax, v |
ACTIVADOR

Fil—— Fvil—>fy  [X]

PROTROMBINA — > |TROMBINA] [PLASMINA|C-PLASMINOGENO

\
\
\

FIBRINOGENO \
AY

—————— INHIBICION— — —

H
:
. !
FIBRINA SOLUBLE —— — —  >FD P

IFXMI} - F X1

 FIBRINA INSOLUBLE
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Tales productos bacterianos como endotoxinas pueden prodw
cir dafio endotelizl; provoczndo laz zetivacidn del factor I,
el-cual actlia directamente sobre precalicreina convirtiendola

en la enzima proteolftica activa czlicreinsz,

activandose de —

estz manera el sistema intrinseco de la coagulacién (7).

Tabla No.

1

Coagulacidn in_ vitro.

El Efecto de Varios Inhibidores sobre el Sistem= de la

ENZIMAS INHIBIDORES
AT=-TIII |oc o-macro | o<, ~AT Inh.Cl | Inh.PC G- A7
Trombina + + + - - -
Factor Xa + - - - - -
Factor lXa + - - - - -
Factor VIiIa - - - - - -
Factor XIa + - + + - -
FPactor XITa + - - + - -
Calicreina + + + + - -
Proteina Ca - - - - + -
Plasmina + + + - - +

-1




1)

2)

IiT
OBJETIVOS.

Conocexr las causas. del acortamierto de los tiempos de
trombina en los paciente. sépticos,
Determinar si los tiempos de trombina cortos tienen

valor prondstico en los pacientes con sepsis,

Iv )
HIPOTESIS.

Los tiempos de trombina cortos observados en la fase fi—-

nal de pacientes sépticos pueden deberse a diferentes facto—-—

res:

1)
2)

3)

4 anormaliidades estructurales de fibrindgeno

A alteraciones en la interaccidén trombina inhibidor, ya ——
sea poroue se encuentren nivelec plasmiticos bajos de los—
inhibidores naturales de la antitrombina IITI o bien cue es
tos inhibidores presenten defectos funcionzles que limiten
su interaccidn con el sustrato.

Otros factores, independientes de los mencion=ados pueden ~
ser la causa del acortamiento en el tiempo de trombina co-
mo son, las alteraciones metabdlicas gque presentan estos -
enfermos (variaciones en la concentracién de calcio plasmé
tico, pH, etec.).

12—



V.l Xzterial

V.l.z. Bioldzico
20 pacientes sépticos (infececidn generalizada) hospitelizados
n lz Unidad de Cuidados Intiensivos y en Hematologia del Hos-—

1]

ez

itel de Especiclidades en el Centro iédico La Raza.

s ]

A cadzm uno de ellos se les llevd un control de los Si——
cuientes datos:

- Zdad

- 3Jexo

— Tipo de padecimiento

- Terapia sustitutive (crioprecipitados, plasma fresco, -

ete.)

A cada paciente desvués de confirmada la infeceidén por —-
datos clinicos y prusbas de laboratorio, se les tomd Siaria—-—
mente por puncidén venosa 7 mililitros de sangre que fué distri
huidza en doc troxmbetubos de 2.5 ml. cada uwio, 1os cuales con-

enfon citrato de sodio al 3.8/4 como anticozgulante que fué ~
ionado en una proporcién de 9 partes de sangre por uNa ——
e de anticeocagulznte, Los 2 ml. restantes de sangre, fue--
ron adicionados a un tubo esnecial del equipo "Fibrotec" para
la determinaciég de productos de fragmentacibn de fibrina—-fi-

H
d-O

brinégeno.

En el momento en el aue se identificazron en el laborato—-
rio los tiempos de trombinz acortados, se le tombé al paciente
un volimen de 100 ml. de sangre con la finalidad de realizar-
las pruebas de cozgulaciédn complementarias a las basales gue~
se mencionarén posteriormentes.

—13<



V.2 Xétodos

A todos los pacientes se les practicd dicricmente las si-
guientes pruebas de coangulacién de acuerdo con las referen——-—
cizs cue se sefinlan entre paréntesis:

1.~ TTPa (Tienpo de Trombeplastina FParcial Activada) (3).

2.- TP (Tiempo de Erotrombina) (3).

3a— TT (Tiempo de Trombina) (3).

4.~ Fibrindseno por técmica de Clauss (8).

5.- Froductos de frammentacidn fibrina-fibrindgeno (9).

Aaquellos pacientes con TT cortos a 15 segsundos o menos, —
con acortamientos prozresivos, parz descartar nosibles anorma
lidades en la moléculz de fibrinégeno se realizzron pruebas -
tales como:

a) Mbrindzemno mor Termoprecipitacidn {(10).

b) Fibrinégeno vor Inmunodifusién Radial Simple (11).

c) Asregacidn de monémeros de fibrina con trombina (12).

d) Purificacidn de Tibrinésgeno(l3) para realigar:

- Frueba de coagulacidén (14).
-~ sgregacifén de mondmeros de fibrina con trombina.

Por otrz parte parc demostrar cue existen o no alteracio—
nes en la concentracién o funcionzlidad de los inhibidores de
la trombina se 1l evaron = czbo:

A) 1étodos cromogénicos (funcionaligad) (15) para:

-~ Antitrombina IIXI
- oS,—intiplasmina répida.
B) étodos immmolégicos (Inmunodifusién Hadial Simple)
-~ Anti trombina LII
- “1~Antitzipsina
—Ocz-Macroglobulina

También se determind plasminégenc por las dos técnicas ——

anteriores.

14



Zrdsten otros focitores independicentes de los mencionnios—
~ue pudiersn ser la causza del acortamiento en el tiempo de —-
trombina, tzles como variaciones en la concentracidn czlcio,-

ara descaritar esia posibilidad se tomo~-—

pi, etc. por lo cue p
ron en cuenta los resultazdos obtenidos en las siguientes prue
bas de l=vorantorio:

- Zectroli+os incluyendo la determinacién de czleio § —-—

calecio iénico.

— Gazsometria (como valor de pH).

—~ Depuracién de creatinina.

Datos complementzrios como:

- Riometrfz hemdtica completz.

- Fruebas de funcionamisnto hepético.

~15-



TIEZPO DE TROHBOPLASTINA PARCIAL ACTIVLDA (T7TPa)

Principio

B lz songre, el calcio es enlazndo por el anticongulante
lo sue impide lz conzulzcidn. Despuds 2e centrifugneidn el -~
plasma contiene todos los factores intrinsecos de la coagula—
cién excepto calecio y plaguetas. Se afiade entonces al plasma-
csleio, un sustituto fosfelipidice de las placuetaz (la trom—
boplastina parcizl) y caolin (activador de contacto) activan—
dose la via intrinseca de la coagulacidn dando por resultado-—
la formacién de un codsulo.

Material

1l.- Bafio maria a 37°C.

2.- Tubos de 12 x 75 rm.

3.~ Cronémetro.

4.- Pipetas de vidrio grsduadas de 0.1, 1.0 ml.
5.— Centrifuge Damon/IEC Division. '

Reactivos

l.- Ca012 0.025 M

2.- Pztromthin

3.- Plasma testigo normal.

4.~ Plasma problema citratado pobre en placuetas.

Método

l.- La sangre obtenida en relacidn 1/10 con citrato de ——
sodio, se centrifuga a 2500 rpm. durante 1C min.

2.~ Separazr el plasme en tubos de plédstico, conservar en—
bafio hielo-~agua o bien en el refrigerador.

3.~ Se incubz una cantidad suficiente de Ca012 0.025 M =2
37%c.

4.~ Be mezcla a pertes igusles lz suspensidn de caolin —--—

-16-"




con el vpatromthin (trombovplastina parcial). Zstz mezcla se ~—
mantiene en hieslo.

5.— Se pipeten 0.1 ml. de plasma testiso normal (o plasma
problema) en un tubo de 12 x 75 mm.

6.~ 3e meccla bién 1» suspensibén del peso 4 ¥ se pipeten—
irmedintamente 0.1 ©l. de esta mezcla dentro dol tubo 5.

7.~ 32 mezcla con rapidéz el contenido del tubo y se colo
ca en el bafio maria a 37°C. durante 2 min.

8.~ DJespués se cfiade en el tubo O.1 ml. ae CaCl, precalen
tazdo ¥ se pone er marcha el crondmetro.
saca el tubo del bafio ¥ se observa la formacidn del codgzulo.
liomento en el oue se detendrd el cronémetro.

9.~ 3e mezcia y se deja en el bafio, desnués de 30 szeg5. se

10.~ Deben efectuarse poxr duvnlicndo con un margen de va
viacién de + 1.5 seg. Si después de 2 min. no se observa for—
racidn del codgulo puede detenerse la prueba.

1l.- Valor liormal: 25 -~ 46 sege
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{0 DE PROTROVEINA (TE)

Prinecipio
En la sengre, el calcio es enlazndo por el citrato o el -

oxalato sédico, lo nue impide la coarulazecibn. La trombonlasti

na tisular,
plasma, se

2 la cual se ha afindido calcio se me=cla con el =~
activae la via extrinseca de la coagulacibn, llevan

do a2 la formacidn del codgulo. Se mide el tiempo de cozzula-—

cidne.

aterial

1.-~ Bafio maria a 37°C.

2.— 3afioc hislo-agua,

3.~ Tubos de 12 x 75 mn.

4.- Cronémetro.

5.- Pipetas de vidrio graduzdas de 0.1, 0.2 y 1.0 ml.

Rezctivos

l.~ Plasma testigo normal.
2.—- Ca012 0.025 ¥

- Momamha
S i ageiiiesel

b S
4.- NaCl 0©.85%

liétodo
l.- Se

1o

centri fuga la sangre no coagulada a 2500 repm. lo ~

mis rapidamente vosible después de la extraccidn.

2.—- Se

extrae el plasma y se coloca en el refrigerador o-

bien en bzfio hielo-agua.

3.~ Se

pipetez 0.2 ml. de la mezcla de tromboplastina ¢al

cio en cada uno de los tubos necesarios ¥y se colocan estos en

bafio maria

durante 1 min. como minimo. hastz gue alcancen la-—

temperatura de 37°%c. m tiempo de incubacién no es critico --—
wa vez que se ha obterido lz temperatura deseadae.

-] 8-



4.~ Se incuba 0.1 wl. de rlcsma durante 2 & 3 min. aprox.
hasta auve z2leznce los 37°C. despues de lo cual no debe dejar—
s 1 bofio maria durante mds de 3 min.

5.- Se pipetez enérgicamente 0.2 ml. de 1a mezcla de tronm
boplastinz y calcio preincubzda 7 min. a 37°C. y sSe pone en -
marcha el crondmetro.

S.~ Se mezclz el contenido del tubo, si estz orveracidn se
hace por acitacidén meonucl, se extrec el tubo del bafio maria -
se seco laz parte exterior ¥y se Agita suavemente hasta cue se-
forne el codgulo, momento en el cuzl se detendri el crondme-—-—
tro.

7.- Cada prueba debe llevarse a cabo por dupliccdo, cuan-—
do el TP es inferior =z 30 seg. ombos resultados deben coinci-
dir con un margen de variacidn de x O.5 seg. Dste margen pue-
de aumentar si el TP es superior a 30 seg.

8.= Se calcula la media entre los dos resultados y se ano
tan los valores del TP , asi como los valores del TF del plas
mz testigo normal.

9.~ Valor Normal: 12 - 15 sege.

~1g-



TIEMPO DE TROLBINL (TT)

Principio

¥l TT valorz 1= tercar=z fas
la transformecibén de fibrindgeno en fibrina y mide la disponi
bilidad del fitrindgeno =activo.

de 1o coagulmeién es decir,-

@®

llaterial

1.- Bafio maria a 37°C.

2.— Bafic de hielo—zgua.

3.—- Tubog de vidrio de 12 x 75 mnm.

4 .- Cronémetro.

5.~ Fipetas de 1.0 ml gradundas en décinas.

6.~ Pipetas de 0.2 ml. graduadas en centésimas.
Te~ Tubos de pldstico graduados en 15 ml.

Reactivos

1.~ Plasmz testigo normal.

2.~ Fibrindex (trombina bovina de 50 U.).

3.~ Solucidn salinc isoténicze.

4.~ Plasma problema citratado pobre en plaquetas,

Método

l.- La sangre obtenidz en relacidén 1/10 con citrato de —-
sodio, es centrifugada a 2500 rpm. durante 10 min.

2.~ Separar el plasma en tubos de pldstico, conservar enw
hielo-agua.

3.~ A partir de la solucién madre de trombina (50 U/m1)-~
tomar 0.5 ml. y diluir en 10 ml. de solucién s=lina en un tu—
bo de pléstico, estandarizar la trombina de tal manera cue se
obtenga con un plasme normal tiempos de ‘coagulacibn entre 18-
20 seg.
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4,- Inszyar los rlasma sroblemz izuzl cue el normel incu-—
bando 0.1 mi. de plasmz por &0 seg. a 37°%.

5.- Después de incubar, afiadir 0.2 ml. de trombina a tem—
peraztura ambiente.

6.- Cronometrar e informar ensegundos: SEG. Frob/SEG¢ test.

T.= Tode determinzcién debe hzcerse por dunlicado.

8.~ Interpretzcibén: el tiempo se considera prolongzdo —-—
cuzndo el problemz tiene mds de 2 seg. cue el testigo. Se en—~
cuentran tiempos prolongados en pacientes con hipofibrinogeng
mias neraditarias o adouiridas, generalmente cuando el fibri-
négeno esta por abajo de 100 mg/dl. También se prolonga DOr-—-—
accién de antitrombinas (heparina exbégenz, productos de frasg—
mentacidn de fibrindgeno y fibrine y disfibrinogenemias fami
liares .

G- Valor Normal: 18 ~ 20 seg.
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FIBRINOGZIN
(T2ZCNICA DEZ CLAUS3S)

Frincipio

Se sabe cue el tiempo de comgulazcidn del plasmz diluwido -
a2l adicionar trombina es inversamente proporcionzal a la con~—
centracién del Tibrinbzeno. Uscndo este princinio Clzuss ela-
bord un ensayo cuantitativo para fibrindzgeno. =1 tiempo de —~—
coagulacidn obtenido se compara con la curva patron previamen
te prevarada con una cantidad de fibrindgeno conocidam.

Lz trombina convierte el fibrindgeno soluble a2 un polime-
ro insoluble llamado fibrina.

Material

1.,- Bado maria a 37°C.

2.— Bafio de hielo-agua.

3.~ Crondmetro, papel logaritmo.
4.- Tubos de vidrio de 12 x75 mm.

5.- Pipoctos de vidri graduadas de 0.2, 1.0 y 2.0 ml.

Reactivos

1.~ Trombina Humana (100 U/ml.) de iultifibren.

2.~ Amortiguador veronal pH 7.6

3.- Standard de fibrindgeno de concentracién conocida.
4,.,- dMezcla de plasmas normales. '

Viétodo
1.~ Diluir 1qQs plesmas 2 ensayar 1:10 con amortiguador.

2.~ Depositar en un tubo de 12 x 75 mm, 0.2 ml. de la ==
nezcla.

3.~ Incubar por 30 sgseg y afiadir 0.2 ml. de trombina, cro-
nometrar e interpolar en la curva de calibracién.
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4.~ Curva de calibracidn:
2) preparar diluciones 1:5, 1:10, 1:20 de plasmza
standard de concentracién conocida,

con amortiguador veronal.
b) Determinzr el tiempo de cozzulzcidn vor duplicado-

parz cada dilucibn.,

5.~ 3i la concentracidn de fibrindgeno es muy baja, hacer
dilucién 1:5.

6.~ 3i lz concentracibdn de fibrindgeno es muy alta, hacer
dilucién 1:20.

7.~ La concentracidn Sptima reauerida en 1a cinédtica de -
la rezccién se obtiszne usando una solucidn muy concentrada de
. trombinz y diluyendo el plasma,
centracidn de sustrato.
factores).

de manera a obtener baja con-—
(evitando 1z interferencia de otros -

8.~ Valor Normal: 250 - 450 mg/dl.



PRODUCTOS DE FRAGHINTACION D2 FIBRINA-FIRRINOGZHO
(METODO DT AGLUTIHNACION DIL STAFHYLOCOCCO)

Principio

I fibrindgeno, mondmeros de fibrine y productos de frag-
mentacidn "x" y "y*, a2zlutinan ciertas cewas de staphylococcos
(D2 C Hewvman). Es una reaccidn especfifica y sensible cue pue-
de ser utilizada pa2ra le identificacibn de mondmeros de fibri
na y productos de fragmentacidn "x" y “y" séricos.

¥aterial

1.- Tubos de vidrio de 12 x 75 nm.

2.~ liatrdz azforado de 100 ml.

3.- Pipetas de 0.1, 0.2, 1.0 y 2.0 ml.

4,~ Placas con fondo negro para prueba de zglutinacidn.
5.~ Aplicadores de madera.

Rezctivos

l.- Equipo "Fibrotec" (conteniendo):

a) Tubos especiales parz la toma de muestra los cuzles —-—
llevan lz cantidad apropiada de trozbina 7 aprotinina para un
voltimen de 2 ml. de sangre.

b) Sugspensién de staphylococco D,C Newman coagulasa nega—
tivo.

c) Dos controles : positivo (10 Mg/ml.) ¥y negztivo.
d) Buffer Tris pH 7.4

setodo

le~ En los tubos de toma de muestrz colocar 2.0 mi. de ~-—
sangre total, incubar 30 min. a 37°C.

2.— Centrifugar por 10 min. z 3000 rpm.
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3.—- ¥l suero obtenido se diluye con amortiguador trigs ~——
l:2, 1:4, 1:8, 1:16, etec.

4,~ &2 unaz vplaca para 2glutinzacibdn depositar 0.05 ml., de
cada dilucidn y =zfiadir 0.05 ml. de suspensién de staphyloco——
cco, mezelar por 2 min, y leer aglutinacidn. .

5.~ La miximn dilucidn cue &8 aglutinacidn se multiplice-—

por el factor respectivo de sensibilidnd, generalmente impre-—

so en el frasco de 1z suspensiban de staphylococco y el vzlor-
se reporta en Mg/ml.

6.~ Valor Normal:
2,4 Mg/ml.

ersetivo (no aglutinacidn) o haosta ——-



FIBRINOGENO
(TEZROFRECIFITACION)

’ Frinciwnio
Té&enica rdpida basada en la precipitzciédn de fibrindgenow
por el czlentomiento en un cnrpilar de una pecueilz cantidad de
plasma a 56°¢. seruida de centrifugacién.

Naterizl

1.~ Befio maria a 56°C.

2.~ Tubos capilares de 67 une.
2.~ Ocular de nicroscopio 10x.
4.~ licroescala de 50 mm.

5.— Yecherc ZTunsen.

Reactivos
l.~- Flasma problemz pobre en plaguetas,
2.- Plasma testigo normal.

Método

1.~ Los capilares de 67 mr., se marcan a 40 mn, y se lle——
nan con el plasma, se cierran gl calor por el extremo opuesto
a2l 1lenzdo.

2.- Centrifusar nor 30 ses. para empacar el plasma a ———
1500 rrme

3.~ Cerrar con calor el extremo por donde se hizo el 1lle-
nado. Introducir el ecapilar a2 bafio maria a 56°C por 15 min.

4.- Centrifugar a 3000 rrm. por 10 min., el fibrindgeno -
precipitado se empzca en el fondo.

5.- Para leer el pacuete de fibrinésgeno se hace coincidir
el cero de 1la escgla con el fondo dszl tubo.

6.— Hacer 1z lectura con el ocular 10x invertido.
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Te- Se mide la lecturaz del plasma (HP) y la del fibrindze
no vprecinitado (HF), se cobtiene la exvresidn porcentuzl de ——
fibrindgeno precipitado y centrifugado 21 aque por anzlosfz —
con el hemctoecrito se designd fidbrinocrito.

Foroula: “BF_ % 100 = fibrinoccrito

up

3.~ Para convertir el Tfibrinocritoc a miligramos por 100 -~
mililitros se multiznlica por un factor obtenido previamente—-—
en nuestras condiciones es de 75.4. L factor es obtenido con
concentraciones conocidas de fibrindeeno determiradas vor ———
otro método.

9.— Factor: determinar en 20 muestras la cantidad de fTi-—-
prindgeno por técnmico colorimétrica, simultaneamente se deter
minz fibrinoccrito en cada wmuestra, se suman los factorss asi-—-
obtenidos, los resultzdos de la sumz se dividen entre 20 (nd-
mero de determinaciones realizadas) pars obtener =1L factor de
calibracién.



INMIURODIFUSION RADIAL SILPLE

Principio

Cuando un entigeno es colocado en el orificio circular --—
vracticado en la cnja de ager, la cual contiene un anticuervo
especifico contra 81, difunde en forma radial hasta encontrar
su zona de ecuivalenciz. I1 didmetro del halo de precipita———
cidn esti en relzcidn directa a su concenitracidn.

Curva de referencia

Preparar el wvlasma standard como lo indica el instructivo
dejar rreposa.r 15 min. para aue disuelva el liofilizado . Efec
tuar las siguientes diluciones con clorurc de sodio 0.85% ;
1:2, 1:4, 1:8.

a) Cargar vor duplicado la muestra sin dil

b) Carsar la muestrz diluida 1:2 nor dupli

@) Carzar por duplicedo la nmuestra diluida

&) Cargar. por durlicado la muestra diluida 1:

m b E

e) En papel milimétrico graficar en el eje de las ordena-
das el didmetro del halo de precipitacidn fibrindgeno—antifi-
brindgeno medido en mm. En el eje de las abeisas graficar los
welores gue muestra el plasma de referencia sin dilwir y di--—
lvido.
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PIBRINOGEIIO
{(IIUKODI FUSION RADIAL SINPLE)

ieterial

l.-~ Flacas pars inpunodifusién radial con antifibrirndgeno
2.~ Liicropipetas de 5 lanbdacs,

3.~ Regla pare medir halo de precipitzcidbn.

4.- Tubos e 12 x 75 mm.

Se— Gradilla,

Reactivos

l.- Plesms standard de referencia para fibrinégeno.
2.~ Cloruroc de sodio 0.85,

Ja=~ FPlasmz problemz citratado pobre en plagueiase.
4o~ Amuz destiiade.

¥étodo

l.~ Colocaxr 5 microlitros de plasma problema en uno de ——
los orificioe circulares de la caja parz inounodifusidén. La -
cantided depositada debe ser iguzl a 5 lambdase.

2.- Repetir la operacifn llenando otro orificio de 1a pla
ca para inmnodirfusidii.

3+~ La lectur=z se hzce a las 48 horas de montener la caju

en w lugar sin vibraciones z temperatura ambiente.

4.~ Se mide el halo de precipitacidn corn la regla y el vz
lor obtenido erm mm. se interpola en la curva de referencia.

5.— Se sacza un pronedio de las dos lecturas y se reporta-

en mgthe
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ANTITROIZSINA ITI
(INKUKODIFUSION RADIAT SIKFLE)

Liaterial

l.~ Placas perz inmunodifusidn rzdizl con antisuero mono-—
especifico pore antitrombinzs IIT.

2.,—~ dicropipetazs de 5 lzmbdas. .

3.— Regla parz medir hazalo de precipitacién.

4.—- Tubos de 12 x 75 mm.

5.~ Fipetas de vidrio grzduzdas de 1.0 ¥y 2.0 mi.
6o~ Gradilla.

Reactivos

l.- Plasma de referenciza standzrd para antitrombinag IIT.
2.—- Plasma problemez citratado pobre er plaguetas.

IMétodo
.- Depogitar por duvlicado en las perforaciones de la ——

placa para inmunodifusién radial, 5 lambdas de la muestrz pro
blema y 5 lambdas del plosma de referencia sin diluir.

2.~ Incubar a2 temperatura ambiente por 43 horas.

3.- Después de 1la incubzeidn medir el halo de precipita——
cién usando laz escala diseiiada para dicho fin.

4+~ EL valor del didémetro obtenido se interpola en la cur
va patron ya trazada para valores conocidos de antitrombina —
III.

5.~ Los valores se reportan en mg %,

6.~ Valor Normal: 22 — 39 mg.s.
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ocl - ANTITRIPSINA
(IN:TUNODI FUSION R4DIAL SILFLE)

liatrizl

1.~ Flaca parz inmunodifusién radisl con anti o<;-antitrip
sina.

2= Iicropipetaz de 5 lambdas.

3.~ Regla pars nmedir nzlo de precipitacidn,.

4.- Pubos de 12 x 75 mm,

Se~ Pipetas de vidrio graduzdas de 1.0 y 2,0 i,

6.~ Gradilla.

Reactivos

l.- Plasma standard de referencia para Ocl-an‘titripsina‘.
2.~ Cloruro de sodio zl 0.85 .

3.~ Plasma problema citratado pobre en plaguetas.

4.- Agua destiladae.

xétodo

l.- Depositar en cada una de las perforaciones y por du--—
plicado 5 lambdes de plasma problema y de referencia sin di--
luire

2.- Incubzr a temperaturs ambiente por 48 horas.

3.- Después de incubacidén medir el didmetro de precipita-
cidne

4.~ E1 valor del difmetro de precipitacidén se interpola -
en laa curva trazada para valores conocidos de OCl—anﬁtripsi—
na.

5.= Valor Hormal: 190 - 350 mg/dl.
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O©C 2 - IACROGLOBULINA
(INUKODIFUSION RADIAL SINPLT)

Yzterial

1l.- Placa de inmunodifusidn radi=zl para ©¢,.~macroslobulina
2.~ dcropipeta de 5 lanbdas.

3.~ Reglz para medir hzlo de precipitacién.

4.— Pipetas de vidrio grzduadas de 1.0 y 2.0 ml.

Se=~ Tubos de 12 x 75 mm. y gradillae.

Reactivos

1.~ 3uero de referencia para 0<2-macroglobulina.
2.~ Clorurc de sodio al 0.85 b,

3.~ Suero problema

4.~ Ague destilada.
létodo
1.~ Depositar 5 lambdas de suero vroblamz y ccnirol en ca

wna de las perforaciones de la placa para Ocz—macroglobuli

2.~ Si es mnecesz2rio, hacer diluciones del suero problema-

y del control con solucidn de HaCl al 0.85 #.

3.~ Tanto el suero sin diluvir como las diluciones de este

se montan por dupiicado.

4.~ Las placas se incuban duriente 48 hores.
5.~ Se mide el halo de precipitzcidbén y éste se busca en —

lz tzbla de valores cue trae el ecuipo y se reporta en ng %,
o bien el halo de precivitacidn se interpola en la curva tra—

zada para valores conocidos de ©< ,~macroglobulina.

6. Valor Normal: Eombre = 150 ~ 350 me/dl.
Mujer = 175 - 420 mg/dl.
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NTITROMBING IIT
(I{EZTODO CRCLIOGINICO)

Principio

Zn loa presencie de heparineg, lo actividod inkhibitorin de-
la antitrozpins III sobre la trormbinz se ve votencializadn.La
trombina se inactiva en vroporcidn a la cantidad de antitrom—
bina III nresente en 1la muestra y la cantidsd restante de ——-—
troxzbinn es medida cen un sustrato cromogénicce a 405 nm. de—
acuexrdo con el siguiente principio:

sntitrombina III + OC -Trombina :

1

ieparins

(en la nmuestra) (en exceso)

(AT III - Prombina)
+

{oc ~Trombina)
restante.

HD-CHA-But—Arg—plis oC -Trombina (restante)

o

AD=CHi-Zut~Arag~CH
+

. pIfA
(p-nitroanilina).

llaterial

l.~ Tubos de plédstico de 12 x 75 mm.

2.- ripetas automdticas fe 50,100,1000 lambdas o bien pi-—
vetas de vidrio de 1 ml. graduadas en décimas y en —-
centésimas.

é
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3.~ Puntas Qe pléstic
4.- Pipetas de vidrio
5.- Crondmetro, =T
6.~ Un matrdiz de 250 ml.

teactivos

l.~ NaCl isoténico.

2.- Azuz dectilada.

3.~ Flasma nrobtlemz citrztzdo pobre en nlacucias.

4 ,- Zeuipo Berichrom para Antitrombinz IIXI, conteniendo:

'

z)oc=Trombina (humana liofilizada); concentraciédn de la -
solucidén de trezbajo:oc—-Trombinz (humana) 0.3 UL/ml ; Heparina
2.5 U3r-U/ml. ; Aprotinine de 2.0 ¥IU/ml.

b) Reactivo sustrato, liofilizado: concentracidén de la so
lucién de trabajo: 2 mmol/1l de Dwciclonexilalanil- o< —aminobu
tiril-arginil-o-nitroanilida (HD-CHA-But—Arsz—oii).

¢) Solucidn Buifer : loo mmol,/Ll Tris/HCl, 150 mmol/l. =~
de NaCl pH 8.2 ; estz solucidn buifer tiene azida de sodio cp

mo un preservativo.

H&todo

l.— tedida cinéticz: semi-microensayoj;incubar la ec —Trom-
bina y el reactivo sustrazto a la temperatura de prueba selec-~
cionada antes del enszyo.

Fipetear en tubos de plidstico a temperatura controlada.

Talor de lz enzima trombina Xuestra

NaCl isoténico 0,05 ml. —-—
Flasmao : — . 0.05 ml.
oc—Trombina (humzna) 1,00 ml. 1.00 ml.

Lezcler e Incubar 5 min. a2 la temperatura de rruevz seleccio-

nada.
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Sustrato reactivo 0«10 ml. 0.10 ml.

lezclar y determinar AA/min. : leer obsorbancias dentro de -

los primeros

nids 2 intervalos de 1 min. Calcular AA/min. y el valor prome
dio de las dos determinaciones.

30 seg. cronometrar leer absorbenciz dos veces
13

Cédlculos
létodo L:

para cada serie es reguerido un valor de la en-

zima trombina ( AA/min'TEV)

(AA/nn'.n,.T:.V 'AA/mn'muestr——a.) x F = Nivel de AT-III

en la muestrzae.
(# de normal)

P = 1648 Fo, = 1129 F_ o, =T13

257¢ 30°¢C 377¢C
Método 2:

(AA/min.TEV —AA/min.mestra) x Fy = Nivel de AT-TIII

_ Velor

cn la duestbira.
(% de norma=1)

actuzl de AT-TIIY en ;> de normal

(AA/min‘TEV - AA'/mj'n'plasma control)

AA/min. =

Absorbaneiza en cada minuto.

TEV = Valoxr de la enzima trombinz.

Valor Normal

de AT-IIT en el plasma: 77 a 125 % de normal.



PLASLINOGELIO
(METODO CROLIOGZHICO)

Principio

ZL plzsmindégeno de lo muestra forma con la estreptocuina—
sa exdstente un complejo, que se mide mediante un sustrato --
cromégeno z 405 nm., segin el siguiente oprincipio:

Plasminbgeno + Zstreptoquinasa

(plasmindgeno-estreptoquinasa)

HD-Nva/CHA-Li s—-pNA—~—TF——HD-Nva-CHA-Li s—-OH
+

p-nitroanilida

haterial .

1.~ Tubos de pléstico de 12 x 75 mm.

2.,- Pipetas autométicas de 20,100,1000 lambdas o bien pi-—
petas de vidrio graduzdas en décimas y centésimes.

3.~ Puntas de plédstico para las pipetas automiticas.

44— Pipetas de vidrio de 5.0, 10.0, 2,0 ml.

5.— Un matriz de 250 ml.

6.— Crondémetro, gradilla, papel parafilm.

Reactivos

1.~ iguz destilada.

2.~ Plasma problema citratado pobre en placquetas.

3.— Plasma norm=l de Berichromnm.

4.~ Zquiwpo Berichrom nara plasminégeno conteniendo:

2) rezctivo de estreptocuinasa, liofilizado, concentra —-—
cidn de la solucién de trabajo:
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Zstreptoquinasa: 1000 SH-U/ml. 5 100 mmol/1l de ¥H_ PO

LH PO, con-
pE 7.5

b) Zemctivo sustrato, licfilizzdo. Concentracidén de la so
lucién de trabzjo: 3 mmol/l de D-llorvalilciciohexilalenil—
lisil-p-nitrozanilida (HD-ilva-CHA-Lis-pi4).

lidtodo

lledicidr cinética: semi-microensayo; incubar previamente—
la solucién de estreptoruinasa y la solucidn de sustrato a la
temperatura de ensayo elegidda.

Pipetear en tubos de plistico atemperados

luestra de plasma 0.02 mi.

Reactivo de estreptoquinasa 1.00 ml.

Meszclar e incubar durante 10 min, b la temperaturz elegida. -

3i se emplea zzitador de plédstico:

dejarlo en la cubeta duran
3 e
te toda 1o operzcidn.

Reactivo sustrato

0.10 mi.

ilezelar inmediatamente y pasar el

contenido en la celda del -
fotémetro y determinar AZ/min. : fotbmetro, crondmetro : an~-

tes de 30 seg. leer la exxtincidn y simultaoneamente poner em -
marcha el crondmetro. Al cabo de 60 y 120 sez. sxactamente re
petir la lectura: calcular la AZ/mirn., y el promedio de las ——f.
dos determinaciones.

Célculos
¥étodo 1:

AS/min.mues‘bra x FOC = Contenido de plasminégeno en la -
muestrz (y5‘de normal). »

P 115 v = 550 ® = 4083

25°c 0% 37°%



“étodo 2:

For serie de medicidédn se precisan cecmo minimo un volor con
ur plasma de referencia vilorado para plasmindgeno p. ej. pleo
control I 8§ P porz SDerchrom con indiczeibdn de velor enoliti

co pera el plasminbsenoc ern ;¥ del normal.

2}

jistsd

14+

AE/min. 2.

T = Contenido de plasmindzeno en la-—
muestra (¥ d2l normal).

miestra -

® _ __Volor del plesminégeno en 7 de normal

A:‘/mn'plasmz control

Rengo Hormzl = 77 - 125 # del normel.



oC , - ANTIPLASKINA
(METODO CROMOGENICO)

Principio

L=a ocz—c.ntip asmina en la muestra inactiva a la plasmino-—
en proporcidén a la cantidad de ocz—antiplasmina. La cantidad-—
restante de plasminz ec medida con un sustrato cromogénico a-
40% nm, de zcuerdo con €l siguiente principio:

O% - intiplasmina + Plasming . oFlasmina
(en 1z muestrza) {en exceso) (restante)
+

{ o<~ antiplasmina~-Plasminal

HD-Tiva-CHA-DA S—DifA Flasmina (restante) HD-Nva-CHA-Lis~-0H

+

p-nitroanilins

HMaterial

1.- Pubos de pléAstico de 12 x 75 m.

2.~ Fipetas automdticas de 20,100,1000 lambdas o bien pi-
petas de vidrio graduadas en décimas y centésimas.

3.- Puntas de pldstico para las pipetas automdticas.

4.~ Pipetas de vidrio de 5.0, 10.0, 2.0 ml.

5.~ Un matriz de 250 wml.

6.~ Crondmetro, gradilla, papel parafilm.

Reactivos
l.~ Azua destilada
2.~ Flasma problema citratzdo pobre en plaquetas.
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3.— Zcuipo Berchrom para OCZ-An“biplasmina' conteniendo :

a) Plasminz (humona), liofilizada: concentrazcidn de la s0
lucidn de trabajo: O.1 CTA-U/ml.

b) Reactivo sustrato, liofilizado: concentracidn de la so
lucidén de trabajo: 3 mmol/1l D-llorvalil—ciclohexdil-alanil—liw—
sil-p-nitroanilida (HD-INva-CHA-Lis-piii).

¢) Solucidn buffer : 100 mmol/l1
25% de glicerina : nH 7.5 . La solucidn bu

: 150 mmol/1 NaCl
r contiene azida

(%)

o
L

de sodio como preservativo.

Método

Medida cinética: semi-microensayo; incubar la plasmina y-
la solucidn si).stra'to a2 la temperatura de prueba gseleccionada,
antes del ensoyo. ]

Fipetear en tubos de pléstico atemperados

Valor de la engzima plasmina Muestra
Cloruro“ de sgodio 0.02 mi. —
isotdnica
ituestra de plasma ——— C.02 ml.
Plasmina (humana) 1.00 ml. 1.00 ml.

ifezclar e incubar 1 min. o la temveratura de prueba seleccio—
mada. 531 se usa un agitador de pléstico deberi permanecer en—
12 cubeta durante todo el periodo de incubacién.

Reactivo susitrato l 0.10 ml. I 0.10 ml.

5

iezclar y determinar A A/min.

Espeétrofotémetro, detener el crondmetro: leer la absorbancia
antes de 30 seg. y detener el crondmetro simultaneszmente. Le—
er la absorbancia 2 veces méds 2 intervalos de 1 min. Calcular
AA/min. ¥ el valor promedio de las dos determinaciones.
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Célculos
iétodo l: Iledicidr cinédtica; parn cadn serie un valor de-
1n enzinme plasminz es recueride ( AA/min.pgy).
=

( Aymin.oy - A min, ) x F fivel de o< -

maestra P —

antiplasming - .
en la muestra
(% de normal)

P ° = 1114 r ° = 793 ® ° = 541
25°C 30°¢C 37°¢C
Hedicién cinética.
Wétodo 2:
( AA/min‘PrJV - AA/min':::uestra) x Py = Hivel de oc,-onti

plasmina en la —-—
muestra.
(# de normnl).

7 _  Valor actunl de o< _~zntiplasmina en % de normal
L - ) L
A‘Vm‘n‘?ﬂv - O D51 asme control
Ajp/min, = Absorbencia por minuto.
PIV = Y2lor de la enzima plasmina.

Rengo Hormal = 77 -~ 125 7% del normal.



PURIFICACION DE FIBIRTHOGZLIO HUMANQ

¥rinecirio

N

tir de un pl 2 adsorto con suliasto de

M8todo nue se basze en 1z precinitacidn con glicina de fi-
plasm

brinSgeno humano 2 oa

macnesio (MgSO4 . 7 HZO) ¥y sulfato de bario (BaSO4). M fibri
nézeno obtenido es de alta coagulabilidad y estabilidad a tem

peratura ambiente y solo recuiere un ninimo de equipo especiz

lizado para su obtencidn.

Materia

1l.-
24—

Qe

10.-
1l.-

Vaso de precipitado de 100, 250 ml.

UIn vaso de precipitado de 1000 ml.

Un vaso de precipitado de 4 litros.

Un matriz aforado de 250 ml.

Un matriz aforado de 50 ml.

Una pipetz de vidrio grzduada en 10 ml.

Una probetz de 100 ml.

Un agitador magnético Thermolyme tipo 1000 y 2 magne—

tos.

Varillas de vidrio.
Tubos de centrifuga de plistico con tapon de 50 ml.
Un homogenizador de vidxrio.

12.~ Papel parao bolsas de dialisis.
13.~ Papel parafilm.

Reactivos

l.- Cristales de Hg504 - 7 HZO grado reactivo.
24 BaSO4 polvo grado analitico.

3.—- Glicina.

4.- EDTA 21 1 %. .

5.~ Citrato de sodio 0.055 K pH 7.4

—42-



T o—

Méto
le-

24—
3.~
- -
5e—
Sy

10.-
1l.-
12.~

13.-
13.~
15.-

16.-

Buffer de citrato de sodio 0.055 ¥ pH 7.4 /2ACA

EACA = dcido epsilon amino caproico 0.056 =1/wl de ci
trato de sodio.

Arsua destiladn.

do
Flasma (sin glébulos rojos) + 5 mz de EgS0, . 7 Hy0 —
por mililitro de plasna.
Agitacién constznte evitando la formacibn de espuma.
Adicionar 90 mz de BaSO4/m1. de plasma.
Agitar lentamente durante 30 min-.
Centrifugzr a2 1800 rpm. /15 min,
Este procedimiento de adsorcidén es repetido ungd vez —
més.
Plasma adsorto + 0.056 ml. de ZACA/ ml. de plasma,.
+ Glicina al 65 ;b

- Agitacién constante durante 50 min. evitando la forma

cién de espumz.

Centrifugar a 18C0 rpm./l15 min., o una centrifugacidn-
adicional de 2000 rpm. /10 min. si el sobrenadante no
estsd claro.

Descartar sobrenadante. . .

Se obtiene la primera pastilla de fibrindgeno.

Redi solver la primera pastilla de fibrinégeno en ——
buffer de citrato de sodieo-FZACA = primer volimen.
Adicicnar glicina al 65 .

Agitacidn constante durante 50 min.

Centrifugar a2 1800 rpm./l5 min. y descartar sobrena—
dante.

Se obtiene la segunda pastilla de fibrindgeno.
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17.-

18.-
19.-
20 .-
21 .-
22,
23.—-

24 .-

25.-

Redisolver la segunda pastilla de

buffer de citroto de sodio-ZACA =

iniecial.
Adicioner glicinz 21 65 %.

fivrindgeno en un—
1/2 del voliimen ~—

Agitor constontemente durante 50 min,

Centrifuger a 1300 rpm./15 min. y
nadante.

Se obtiene la tercerz pastilla de
Redisolver la tercera pastilla de
buffer de citrate de sodio-Z2ACA =
inicial. .
Dializar contra buffer de citrato
pHE 7.4 duramte 18 horas.
Centrifugar a2 1800 rpm./15 min. y
pitado.

Separar en alicuotas de 0.5, 1.0,
teriormente congelar a —-20 °c.

descartar el sobre
fibrinégeno.

fibrindégeno en un—
1/3 del vollmen —
de sodio 0.055 M —

eliminar el preci-—

2,0 ¥y 3.0 ml. pos-—



PRUZBA D= CCAGULACION D=L, FIBRINOGENO

Princivio

La trombina convierte el fibrindgeno soluble a un polime-
ro insoluble l1llamnds fibrina. Usondo este principio se elabo-
ré una téenica en la aue se valora la coagulabilidad de un fi
brindgeno utilizando para esto trombina de 50 U/ml. y una so-
lucidn amortiguadora. EL valor de coagulabilidad ce cbitiene -
de una manera indirectz.

laterial .

l.—- Tubos de wvidrio de 12 x 75 mm.

2.~ Pipetas de vidrio de 1 ml. graduadas en décimas.
3.—- Pipetas de vidrio de 1 ml. graducdas-en centécimas.
4,.,- Fipetas de vidrio de 5 ml.

5.— Bafio maria a 37°C.

S.— Aza de platino.

Te— Gradilla, gazsas y papel parafilm.

Reactivos

l.—- Trombinz humanz de 50 U/ml.

2.- Buffer de fosfédtos 0.025 ¥ pH 7.4 , Fi = Q.15
3.- HaOH al 10 %.

4.— Agua destilada.

54— Fibrindgeno control.

6.— Fibrindgeno problema.

Eguipo

l.— Centrifuge Damon /IEC Division.

2.~ Espectrofotémetro Zeiss Pii 2 DL.

3.~ Celdillas de cuarzo de 1 cm. de paso e luz.
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Hétodo

1l.—- larcar 10 tubos de vidrio pzra fibrindzeno conitrol y—
10 para el fibrindgeno problema.

2.~ Los dos primeros tubos tznto para el fibrindgeno con-
trol como para el problemaz solo llevan 2,25 ml. de bufer de-—
fosfatos y 0.25 ml. de trombinn con 2.5 ml. nmfis de agua desti
lada,

3.— Los ocho tubos restantes de cada serie se les adicio-
nza 4.5 ml. de buffer de fosfatos mns 0.5 mi. de fibrinégence -
(control o problemz semin se=2 el caso) con 0.25 ml. de
na.

L4.- Se agitan ligerazmente ¥y se tanan con pavel porafilm.

5.~ Se mantienen por 45 min. en bafio maria a2 37°%c.
ST

JIRY

Después de este tiempo se le ruita el codzulo formado
con el aza de platinoe ¥y se centrifugen por 15 min. a 3000 zpnm
7.~ Posteriormente se toman 2 ml. del sobrenadante de ca-

da tubo ¥ se lee en el espectrofotdmetro = 280 nm. la absor—
banciz correspondiente.

Cdlculos

Absorbanciz corregida = Absorbanciz del sobrenadante — ab
sorbancia del blanco del problema

%5 Protefna no coagulable = _Apsorbancia corresgida .. 4149

Absorbancia del sobrenadante
(del tubo 3 al 10)

% Protefna coazgulable = 100 - % Protefna no coagulable.
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AGREGACION DE LIONOKIROS
DE FIBRIIIA COIl TROUEBIHNA
Princirio

Lz medicién de la agregacién de mondmeros de fibrina fué-

estimada por un método modificado de Ferry ¥y bMorrison (1947).
El cual se basa en oue una solucidn de mondmeros de fibrina -

prepareda a vartir de plasma, con ciertas variaciones de pH -
se ve favorecida su asregacibn.

Material

1.~ Pipetas de vidrio de 10 mi.

2.~ Pipetas de vidrio de 1 ml. graduadas en décimas.
3.~ Pipetas de 0.1 ml. grzduadas en centésimas.

4.~ Vaso de precipitados de 4 litros.

S.— Bafio meria a 37°C.

6,~ Gradilla, papel parafilm.

Reactivos .
1.~ Solucién buffer I acue contiene : Amicar 0.04 M,
EDTA 0.0025 L, NaCl 0.85 %,

2.— NaCl 0,85 %

3.~ Trombina Hummna de 30 U/ml.

4,— Urea S5 M

5.— Buffer de fosfatos 0.016 I, pH 4.5

6.— Buffer de fosfatos 0.2 i, pH 4.5

T~ CaCl 332 mea/L

8.- Buffer de fosfatos 0.8 M, pH 9.7

9.~ Buffer de citrato de sodio 0.055 M, pH 7.4 para diluir
- el - fibrindgeno y medir su absorbancia a 280 nm.
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Zgquipo
l.~ Zspectrofotémetro Zeiss FM 2 DL.
2.~ Celdillas de cuarzo de 1 cm. de paso de luz.

Método

l.— Diluir ¢l plasma problema y el plasma control 1:5 con
buffer I.

2.~ Incubar el plasma diluido,con trombina 1.5 U/ml. a --—
37°C. durente 30 min. y posteriormente a 49C. vor 24 horas.

3.~ Centrifugar y lavar con HaCl 0.85 ¥ tres veces.

4.~ Disolver el sedimento con urea 5 M.

S5e~ Dializ=r contra a2gua destilada por 24 hoxras.

6.~ Levar el nuevo nrecipitado tres veces con NaCl 0.85 #
Disolver con urea 5 N, dializar por 72 hrs. contra un buffer
de fosfatos 0.016 L, pH 4.5

7 +— Centrifugar restos de fibrina desnaturalizada.

8e~ 4 2.0 ml. de solucién de mondmeros, cuyz absorbancia-—
a 280 nm. dié 0.026 se le afinden 0.5 ml. de pbuiter de fosfa——

.tos 0.2 M, pH 4.5 ; mds 0.05 ml. de CaCl, de 332 meq/l ; ade-

més 0.3 ml. de buffer de fosfatos 0.8 M, pH 9.7

9.~ Posteriormente medir la absorbancia a 350 nm. cada —-—
minuto dursnte 25 min.

10.- Graficar absorhancia contra tiempo (en seg.), tanto-
el problema como el control.



VI
RESULTADCS

Del 13 de septiembre de 1985 al 3 de adbril de 13386,
tudiaron 20 pzcientes cue ingresaron

Intensivos (UCI). Zn 1o tabla I
ddtos c¢linicos

se eg
a la Unidad de Cuidados-—
se nnotan loo antecedentes y-
de interés durcnte su evolucidn : 18 de ellos-
tenfan antecedentes de unn o mAis gias; en 12 de los 18 hu
bo uno infeceidn cuirdrzicz. Lo re r*c:Lén cronoldgica en diag-

de estos dos cntecedentes con el tiemro de trombina mds corto

X}
sizno necativo (~}; el promedio de dias
precedid al TTe fué de -6.1 dias, 16 de los 20
pacientes iniciaron estado de chocue

(TTc) se expressn con
cue lz ciruszia

wnos dias zntes o el s
mo dia del TPc. Solrmente dos de ellos

no tenian insuficien—-
cias orgAinices asociadas

a2l estado de chionue. Bste fué mixto-
zcientes (séptico y hemorrigico),
séptico ¥y en uno hemorricico.

Los

en oc¢ho en sicte fué solo-

pzcientes en promedio esiuvieron 17 dias

en observa--
cidén en lz UCI con un rango de 1 a 124,

la edzd fluctud entre
18 vy 70 afios ¥y fueicn 4e nmbos sexos

Durante estos dias de evelucidn los pacientes
yeron en tres grupos:
I.~ Los ocue tuvieron TT acortados a 15 se
tos progresivos
IIl.- Los cue tuvieron los T cortos menores = 3 seg.
testigo sin progresar.

o acortamien-—~

del~

IIT.- Los gue tuvieron TT prolongados.
Zn la tebla II se anotan los

datos correspondientes a los
tres grupos. En lz tabla IIX

se incluyen los datos de los es-
tudios de laboratorio de coasulacidén del grupo I,
se tomé la muestra para realicer el
los pacientes demostra

el diz que-

estudio completo. Todos -~

ron anipocoagulabilidz=d con TTPa prolon-—

gado oue corrigib con diluciones de plasme normal excepto uno
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{coso 16) cue atin con dilucibn 1l:31 de plasma normel el TTEa —

ntmeros 9,13,16 ¥
19 rezul<naron con fnctores disminuidos case 9 (II y IX); caso
13 (V,VIII y IX); cmso 16 (II,¥ y VIII); caco 19 (II,VILI), ==
adentis se encuentren fibrindsenos elevados y trombocitopenia—
excepto en el paciente Ho. 9. Zl panciente Ho.l2 tiene TTPa ——

alargedo con correscceidn de plocmn normol ¥ no

versistié con 21.4". Los casos 421 grupo I,

se midieron los
factores de 1la fosce de contzceto.

#n les pacientes del grupo II (t2blalV) se observaron

wTPa y TP proloncados con correcceidn de ellos cuandoe se d&lu—
yeron con plos

» nornal., Las placuetas estuvieron bojas con —
unn media de 63,200 y fibrindgenos elevndos (rango de 290 —w—
940) con une media de 505.5 mgi estos pacientes tuvieron hipo
coagsulabilidad por fzlta de factores, con trombocitopenia :

nueve de los pacientes tuvieron infeccibn grave postauirirgi-
ca y trombocitopenia; cuatro por abajo de 5O,OOO/mm3 (se ex——
cluye a un pzciente con Leucenmia ¥romielocitica Aguda). Los —
niveles de. fibrindgeno estuvieron en concentraciones normales
el dia del estudic, sin embsrszo cinco pacientes (se excluyb -~
al paciente con Leucemia Fromielocitica aguda) tuvieron deem——
scensos progresivos del fibrindgeno antes o después del estu—

dio0, en algunos hosts de un 66 7%, cinco pacientes tuvieron ——

PFF elevados, en un caso hasta de 53.7 g/ml. (rango de 3.36-
a 53.7.4z/m.). )

1 grupo III (tabla V) con cinco pacientes, uno de ellos—
con TT normal y los otros con IT prolongado, el caso No. 4 y-
No. 6 no se les identificéd actividad heparinice ni FFF y la -
concentracién de fibrinbgeno por técnica de Clauss resultd ——
nornal, el caso INo. 11 tiene TT prolongzdo por hipofibrinoge-—
nermia y el Ho. 14 el dfa del estudio resultd con efecto hepa-
rinico, FFF elevados y la deterrinacién de fibrinbgeno por —-—
dos técnices (Clzuss 580 meg/dl y por inmunodifusidén radisl ——
906 mg/dl.) Yo cue suziere una disfibrinogenemia. =1 resto de
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determdnaciones (antiproteasas, factores y plasmindgsno) son-—
muy similares 2 los grupos I y II con TTc. Loz factores VIII-
¥y ‘IX resultaron disminuidos. Cuatro de los cinco pacientes —-
fellecieron.

En la tablz lio. III se anotan los resultzdos del estudio-
inieizol del grupc I. Todos duvieron hipocoasulabilidad en tan
to algunos (9,12 y 19) corrigieron con diluciones de plasmz -
normal, hubo otros aue no (caso 13, 16). La interpretacidén de
las pruebas completas en cada uno de los cosos fué: paciente-
No. 9 con déficit de factores (II y IX); el paciente llo. 12 -
con TTP prolongado cue corrige comn plasma normal, con FFF ele
vados, trombocitopenia y actividad de factores en un limite -
inferior normzl, cue no justifican las prolongaciones, excep-~
to aue faltaron las determinzciones de los factores de contag
to. Zste paciente seguramente tuvo coazgulopatia de consuro;—-
el paciente lio. 13 { con leucemia aguda) tuvo cierta cctivi-——
dzd inhibitoria en su plasma, con niveles de factores muay dis

B S
TICLUCTCOs Q& 1Trzgneli

mimafdos (VIIT, TX s V) con eclevacidn dc
tacién ; el paciente No. 16 no obstante tener concentraciones
bajas de II, V y VIII cue suzieren consumo; tiene un inhibi-——
dor en el plasma, el fibrindgeno resultd como en todos los —=—
casos elevado; finalmente el paciente No. 19 tuvo hipocoagula
bilidad sugestiva de deficiencia de vitamina XK, por disminu——
cidn de factores IT y VII con trombocitopenia y PFP elevados.

In las cifras promedio de los estudios de cozgulacidn de~
los cinco pzcientes se encuentra con prolongacién de TTPa con
correccidn parcial al diluir con plasma normal, disminucidén -
de factores II y IX y en limite inferior normal el VIII ¥y V,=-
plaquetas elevadas, FPFF altos y fibrindegesno elevado.

En los estudios especiales (tabla VI) se encontrd que la-.
antitrombina III (AT-IXII) por téenica inmmolégica y funcio—-—
nal -estuvo disminuida. El grado de reduccidn fué mayor con la
técnica funcional, oue dié valores de 59 5, la o<.,-macroglobu
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lina resultd normnl. In dos casos la oc-—antiplasmina resul——
t6 baja y en dos normal., Los cinco pzei Ltes tuvieron plaszmi-
nésgeno &isminuido, zuncue soio dos de ellos (9 y 19). tuvieron
alteraciones moderadas en 1la funci én hevdtica. Los cinco pa-—
cientes tuvierocon ascensos de ccl—an’citripsina- czosi al doble-
del vzlor normsl alito (grifica Jo. 1). Las determincciones de
fibrinézeno por téenica inmroeidgicz y por técnicn funcional-
{(Clauss) en tromedio dié de 85 mg la diferencia en favor de —
1z téenica funcional (tabla VII).

Los estudios de coagulzcién del fibrindgemo (srifica iHo.2
asi como la agregocidn de mormémeros con fibrinéseno purifica—
do y en plasma fueron normales excepto en el paciente No.l6 —
en el cue lo coamil=zeidn del fibrindgeno fué baja (41.5 ;3) pe
»0 con una agresacidn de mondmeros normal,

En lz tabla VIII se anotzn los resultades de los T2 reali
zados con alicuotas de lz me=cla de cinco normales, los cue —
se diluyeron con amortiguzdox veronal Owren para conocer la -
relacién del TT con las difexrencizs de pH. I ella se aprecia
cue los tiempos de trombina se acortan, si se modifica el pH-
hzciz el lado &cido o alcaliro y que 1los acorTtamientos del IF
son de poca cuanitia alin mediFficando hosta tres décimns hacio-
el lado Acido (pH 7.3 & 7.0). Zn general no nhzy correlacién
entre el pH in vivo y el =acoxrtamiento del TT {sfaficz lio. 5).

En la tzbla No. IX se anoizan los resultados de los IT ———
cuando se hicieron variacionss en la comcentracidén de calcio-—
los tiempos de trombina cortes que se obtuvieron del plasma —
testige se lograron con concentraciones de calcio dos wveces -
mayor oue las fisiolégicas.,

H

52—



TABLA X

Y RELACION CROMOLOGICA DEL TTc

ANTECEDEMNTES , DATOS CLINICOS
PACIENTES N CIRUGIAS INFECCION INSURICIENCIA CHOQUE VIVE TT
No. Noa DITAS ANTES QUIRURGICA ORGANICA TIPO DIAS
DE TTc DIAS AN- AN~
TES DE- TES
TTC. DE
TTC.
1 2 -8 + - NO (=)
2 2 -9 + + m NO (+)
3 1 ~11 + + m NO (=)
4 3 -3 + h -~ 3 ST (+)
S5 4 ~5 s + -4 s ~ 4 NO (=)
6 3 -11 - + -~ 6 m - 6 NO (+)
7 3 ~7 +. + - 7 m —~ 7 SI (=)
8 1 -4 - + - 1 m - 2 N {=J
S 4 -16 + -4 5 0 NO (-)
10 1 -2 B + - 2 m - 2 NO (=)
11 5 -1 + + ~14 m 14 NO (+)
12 4 -3 - + -1 s NO (=)
. 13 0 - + -1 s — 1 MO (=)
14 1 - 3 - + -3 m - 3 NO (+)
15 o] - s [¢] NO (=)
16 1 -7 - + o NO (=)
17 1 -1 e - PROB. (=)
s SI
18 4 =10 + s ~-10 NO (~)
19 1 -4 + + (o] s [¢] 51 (~)
20 1 - - PROB. (~)
o ST
FRECUE NCIA | 187 20 12720 14720 16720 I5720 A5/20
X ~6e1 -3.5 -4

TTc = Tiempo de trombina corto.

(~) = corto

{+) = prolengado.

m=

mixto s= séptico h=

hipovolé&mico




TABLA IIX
CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS I, IX, IIIX.
CONDICIONES I II III
1 2 1 2 i3 2

PANCREATITIS 1/5 - 16 2/10 6.5 2/5 -~ 20
ANTECEDRENTE CGUIRURGICO A4/ —-7.5 9/10 6.0 5/5 ~5.4
INFECCION QUIRURGICA 2/5 -9 7/10 6.2 3/5 -4.3
INSUFICIENCIA ORGANICA 5/5 -1,2 5/10 3.5 4/5 ~7.6

CHOQUE 4/5 ~0.3 7/10 4.1 5/8 ~6.5
DIAS DE EVOLUCION DESDE
TTc HASTA DEFUNCION 1.3 1.8 15.5

1.~ Relacibn de pacientes + / total pacientes del grupo.

2.~ X de dfas que precedid al TTc.




GRUPO

I. RESULTADCS DE LAS

TABLA IXI
DRUEBAS DE CCAGULACION CON TTce.

PRUEBA PACTENTE Noe
9 12 13 16 19 X
TTPa (seq) + 12.1 + 18.6 + 19.5 4+ 58 +_ 120 + 45,6
correccidn con
P.Na 1: 2 + 8,3 + 6.6 + 12.3 + 34.7 + 13.7 + 15.1
1:4 + 1.6 + 3.7 + 9.6 + 2 1ad + 2.3 + 7.7
TP (seq) + 4.6 + 2.3 + 4,2 + 5.1 + 25.3 + B.3
TT (seq) - 5.1 - 2.5 - 4.5 - 1.4 ~ 4.9 —  3.08
dilucidbn con
5.8, 1: 2 - 8.4 - - 5.9 -~ 6.0 - 10.5 - 7.7
1:4 -~ 14.1 -~ 11.9 - 11.5 ~ 13.5 - 12.95
FACTORES %
II 33 45 S0 25 10.5 32,7
v 73 46 45 27.5 46 47.5
viX 110 84 68 50 5.8 63.5
VIII 58 110 15.5 11 74 53.7
IX 26.5 64 19.5 49 39.7
X 110 24 80 72 89
FIBRINOGENMNO EN
mg/dl 690 550 960 820 520 708
T PLAGUETAS /mm3 332000 32000 50000 24000 69500 101500
PRODUCTOS DE
FRAGMENTACION
AMg/ml 2.4 13.4 9.6 6.7 13.4 9.7




TABLA IV
GRUPO IT. PACIENTES CON TTc.
PACIENTES TTPa CORRECCION P TT DILUCION |[FI8RI | PLAQUE PFF
No. (seq) CON  P.N. (seq) |{sag) [CON S.S. [NOGE- | TAS Mqg/m
S NO . mm
1: 2 1:4 1:2 jisz4 |mg/at
1 + 5471 1.4 1= 0.7 505 52000

3 +10 + 0.9~ 2.7 505 30000 3.36
s +10 + 3.4 = 2.1 620 77500 1.68
7 +18.1 +12.7 + 2.7 - 1.0 a70 1120000 2.4
8 + 5.6 + 3.7 |- 3.3 910 7000 | 19.2

10 +21 + 0.2 }0.1 + 3.7 |- 2.5|-4.9{-9.7]{ 315 19000 o}

15 +50.5 +17.5 {+7.5 4+ 7.4 - 4.3l=1.2{-6.21 290 23000 0
17 +42.2 +20.5 [+5.7 + 1.5 |- 0.4 470 86000 | 13.4
18 + 4.1 + 2.5 + 1e7 |- 0.2]40.5}-1-5] 520 46000 | 53.7
20 + 2.4 + 3.2 3.0 420 181500 2.4
X +16.9 +10.6 }4+6.6 + 2.9}~ 2,0]~3.0{-5.8{ 505 63700 | 10.6




TABLA V

CON T MOPMAL O PROEOGNTADO.

GPUPO ITT. PACTEMNTE!
) GNTEES M
rl'RLHﬂ!A : PACTIENTES Ho.
: S 11 14 I

LN
ml

TTP3 k +20.1 ; +120 +120 + 59,9
(seql . . ‘ . : )
CORRECGT

PO

lasli7 T Tlvesis | a3sle
P L= T RO - 8 - - P

EI P 14,9 | 48T

e S RS ER Ao DAL IR SO D MR SO« | S baazae +5.3°, .

FIBRINOGENO © 1774607 [ 390" 350 35 740 403
mg/dl - - B o . "

Plaguetas Cilh 87500 | 2160005 | 22500 {44000 | 26000 . |79300[
min: ’ s ’ ) RASE

PRODUCTQ!. DE )
FRAGIENTACTON 6.72 3.36 2.4
Aa/ml. S e




. TABLA VI
DETERMINACIUN DE INHIBIDORES Y PLASMINCOGENO DEL GRUKO I

PACIENTE INHIBIDORES PLASMINOGENO
No. ANTITROMBINA III oCaMACROGLOBULINA og ANTIPLASMINA g_-_!'I\NTI’J‘RIPSINA
Inmunolégica | Funcional Inmunolégica Funcional <l Inmunolégica : Inmdnélégicn Funcional
mn/d % mg/dl % Ao mgzal ot e mgad %
VALOR | HomnRE 150-350 B R 2
NORILAT 22-39 77-125 MUJER. 175-420 ‘| 77-125 . |7 ©190-350 ¢ 77-125
SEXO oy
9 M ©o19.2 56 551 9.2
12 F 23.1 59 5027 : 53.9
13 M 21.8 73 £ 637 59.6
16 F 25.8 61.3 366 63.9
19 F 15.6 50.6 551 55,6
I x 1 eaa 1. se.e ) . asas 72,9 ... 5214 5.46 56.4

I= Xnmunolbaica
F= Funcional



TABLA VII
RESULTADOS DEL FIBRINOGENO DE LOS PACTFRNTES DEL GRUPOC I

PACIENTE FIBRINOGENDO
N o . I F Purificacidn [Coaqulabilidad | Agregacibn de monnmo-—
e . ros de fibrina con -
mg/dl Flauss % % trmmbing
VAILLOR NORMAL 200—-450 90.15 En fibrin_o_ En plas-—
aeno puri- ma
ficado A
SEXO
9 M 655 690 ST 85.2 | N -Jr- N
12 E 561 550 ST 86.3 N N
13 M 735 360 ST 75.9 8] N
16 P - 820 St 41.5 - N
19 F 543 520 ST 79.9 N N
X 623.5 708 73.7 N N
N= NORMAL

I= INMUHOLOGICA
F= FUNCIONAL



VARIACIGN DE-TT CON . GAl

TABLA

VIIT

BIOS B EL - pH

VARIACTIONES DE

H_IN VITRO
VALOR DEL 1T GON DILUCTON

1:1.5 DE_PLASMA MNCRMAL(sea) 22.0
DIFERENCIA ENTRE. EL TT PRO

BLEMA CON I, x DEL TESTIGO |~ 2.3
PACIENTES DEL GRUPO I CON i 2 , 19
SU_VALOR DE_pH 7.34 7,32 7,48 7.38 7.31
VALOR DEL TT FEN SEG. 15.3 ©15:8 5.1 16.9 13.4

20.4 8.3 ©19.6 18.3 18.3

DIFERENCIA ENITRE EL T4 DEL Rl

PACTENTE CON_EL TESTIGO =5.1 —2.5 =4.5 1.4 -4.9
VALOR PROMEDTO DEL TT DEL 'FESTIGH:  19.7 sng.




TABLA IX

VARIACIONES DE CALCIO IN VITRO PAKRA COMOCER SU RELACION CON EL TT.

% DE CALCIO TT PROMEDTO DE!, PROBLFEMA DIFERENCIA ENTRE EL 1T
(seq) DEL TESTIGO Y PROBLEMA
20 124 - 5.5
16.66 14 - 5.5
12.48 a5 - 4.5
9.91 16 - 3.5
4,99 18 - 1.5
TESTIGO 19.5 .
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VIX
DISCUSION
L acortamiento del TT se puede observar,

durante cualaui
er tiemmo dentro de lz evolucidn de

los pacientes con sepsis,
pero muy freacuentemente éste svento coincidib con el 4fa de -
ayor gravedad del enfermo y en dounos casos el mismo dia de
la muerte.
Jurante los periodos de observacidn prolongados, algunos—
pacientes tuvieron 9P mis cortos gue e
en dias aislados,

1 tean

stiro cnzi siemnre—

D

o cue no llegaremn 2} gradeo de acortomiento-
observado en 21 zrupo I. IZr todo cnso lo importoante es zcla——
Tar la etioloxf{z de éste fenomeno cue refleja una alteracibdne
profundza en wno de los mecanismos de la homeostasis mds inpor
tante como es el de la coarulacidn songuinea. Zstas alteracio
nes acontecen en un enfermo con profundos ceombios fisiopatold
gicos secundarios 2 insuficienciss orgénices,
zrdiorespiratorio,

particularmente
renal ¥ hepdtico o a mecanismos de compen
szeidn ¥y a trotamiento intensivo, en post-operztorios compli-
cados con sepsis. La interpretacidn de los resultzdos debe —-
ser muy objetiva, yo ocue en un sujeto con tales campios dind-
micos, solamente tenewos un cotudio de coagulncibn completo.
Cada wno de estos factores por si solo puede modificar 1z cog
mulzcidn sanguines, por ello el punto de andlisis pora el es—
tudio se lleva enfocado 21 acortamiento del tiempo de trombi-—-
na .

Conocenmos gue cualeuier reaccidn enzimitica depende de va

rias constantes entre ellas el pH, También es conocido que ——
los pacientes con hipoperfusidn tisular o en estads de chocue
tienen metabolismo tisular anaerobio, con mayor produccidn de
Zcido lActico y modificacidn del pH sansuineo hacina la acido-
sis. Por los mecaniswos de cozgulrcidn a través de los amorti
guadores sanzguineos, las varizaciones de pH no son mayores, va
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aue desviaciones de una © 2os décimes de pH comprometerfan 1z
do

a s
vidz del paciente. Los resultados in vivo demuestran cue para
ocue el TT se scorte por cambios en el »iH, estos deben ser del
orden de 3 o 4 décimns por 2bajo o arriba del fisioldgico y -
éstos pl nunca se =alemnzaron en la saiagsre de los pacientes —-
los dics ~ue tuvieron los acoritomiszsntos menores. 21 otro ele-—
mento aue se investind por su relaoeidn con la coagulacidn san
sufnez fué el calcio. Los concentraciones de czlecio Fisioldsi
cas de 5.3 meq/l & 9-10 mg/100 ml. son 1las necesarias para la
cozgulacidén . La zusenciz de calcio en el nlasma impide la ——
coamulacidén y el aumento en 1ln conceniracién favor
mn. Para cue el T se zcortz 2 valores préxinmos 2 los vistos—

en estos pacientes ce recuiere ague su concentracidn sz eleve—

a aproximandamente dos veces la fisioléesica, valores cue seri-

an ircompztibles con 1= wvida. Los determinnciones de calcio =

sérico e estos pmcientes (no se midid calcio idnico) estuvi-

eron en roangos normales, por lo tanto; los ncortamientos en -
]

los tienpos de trombina no los

dividunles de pH ni de calcio

Los acortarmientos del son unn carccterfstico de los i
trindgenos anormales acue producen tromtosis generslizoda y o~
cue han sido descritas como zlternciones hereditzrizs (16,17)
sin embergo czda vez mis frecuentemente, se identifican alte-—
raciones funciontles sdruiridas del fibrinézeno. in el s:[ndrg
me nefrdético nosotros identificanos una disfibrinogenemia con
sistente en resistencia -~ la digestidén con plasmina (18) pues
en ese caso los IT resultszron prelonzados. in los pacientes

dinbéticos se informaron de TT cortos suvpuestamente debidos =2
Zlucocidneidn de 1n moléeculn (19,20); los zcortamientos del -
TT fueron del orden de tres décimns con desviaciédn standard -
de O..5" para la determinocidédn de TT.For otra parte la mnyor -
cantided de coarbohidratos como Acido sidlico en el Fibrindge-
no produce prolongaciones del T. como lo ha demostrado el ———
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or., hnrtinez en dAisfibrinogenemizs por hepatopatias (21,22).

También se hz descrito un brindzeno anormal en recien naci-
dos con sepsis (23) ¥ con murpura trozbocitorénica trombdtica
Zn los recien nncidos la evaluzeciédn de una disfibrinozenemis—
resulta ods difiecil porcue existe un fibrindszeno con earacte—
risticas diferentes 21 del adulto (24) y rue se reconoce coma
fetzl, se manifiesta conn TT prolongzdos ¥ cambios de movili-—'
dnd electroforética.

¥n nuestros pacientes las determincciones de fibrindseno-
nor dos técnicas wio com principio immwmnoldsico ¥y otra con —-
téenica funcionoel, al isual gque las disfibrinogenemins, zene—
ralnente muestran diferencias de concentraciédn nuy immortan—-—
tes, La diferencia entre estas téenicas en sujetos normales —
es de alrededor de 15 mx/dl. in los pacientes con disfibrino-—
genemizs la concentracidn de fidbrindgeno por la téenica fun-—-
cional resulta muy bnjz ¥y por las técnicos cue utilizan prin-
cipio cue determinz el fibrinégeno como proteina {(inmunolSei—
cas o precivitacidn con calor) resulta normal (10) (11).

“n los cinco pnzecientes del grupo I no se observaron 4ife-
rencirs en este sentido, mis bien fué en el controrioc es de——
¢cir, cue con técnica funcional se lograron cifros mds altas -
cue por la inmunolégica.

Las pruebas nmis especificas porn cstudiar unaz disfibrino-—
genemias, como son la coagulabilidad del fibrindgeno (13,14)—
v la agregacidn de mondmeros de fibrina, tanto en fibrindgeno
purificado como en mlasma (L2), resulinsron norm-les cexcepto -
en un caso, donde el fibrindgeno purificado tuvo una coasula-—

=

bilidad baja, pero la agrezacidén de mondmeros en placme resu

te normal, lec que hace penscr aue hubo un error metodoldgico—
en la preparacidn de fibrindgcono o e su conservacidn.

i el TT existen tresm factores rue intervienen: 1) La can
tidad y calidad del sustrato ocue es el fibrindgene o sus frag
mentos coatulables por trombinc; 2) La concentracidn de 13 we
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trombina y 3) de lz zctividod

concentracidn del fibrindgzeno c
IT es invers

ontitrombini ca del nlzsmz. La-—
el TZ. & cantidndes

constnntes 3de trombina el 2
1z concentrzcidn do fibrindgernto: como wrc porte de trombina
consula mil pories de fibrinbgzeno(peso/peso), se debe tuscor~
una eoncentracidn suficientemente sensible, cue refleje los ~

ambios de laz concentrscidn ds fivrindoeno. Como estd estanda
rizado en el TF 0.5 U de trombinz congulnn 300 zz. de Iibrind
reno, conforme aumente la concentrzcidn del sustrato el tiem-—
po de trombinaz se acorta (reaceidn de 2do. oxden) hasta un 1
mite. Los zcortamientos por é4sta razdn no exceden de 2", esta
no fué lz causa de los acortamientos, y2 cue 2l diludir el ———
plasma problema con solucibn salinn isotdnicz (L:2 y 1l:4) el-
no obvstante aue lz councentracidn-
&1 tercer fzcitor nue puede -

se han des

acortamiento se incrementd,
del sustrato bajd mis de un 50/6.
afectzr el TT son log inhibidores antitrombinicos,

s

crito seis y en lo actualidod se reconocen dos principales
La antitrombina IIL y la aontitrombina VI (5), estz Qltima re-
presenta a los productos de fragmentacidén por 1z fibrinolisis
especialmente los fragmentos X e Y. La antitrombina III a con
centraciones normales en el plasuz, s el principal inhibidor
de 1o %rombina. Lz mayvor parte de la zcetividad ~ntitrombinica
del plnsma lo realiza lo AT-III y ello es por la gran zfinidad
cue existe entre AT-III ~ Tfrombina. La disminuecidn de su con—
centracibén limita la neutralizacidén de la trombina en el zis—

tema TT y en un momento dndo, existe una trombins libre para-

ar el fibrinbdzeno. La funcidén itiemno estéd en relacidn ~

coag
asi una disminucién ~

inversa a la concentracidn de trombina,
de AT-TIT puede acortzr el T7.

Z1 zumento de la generzcidn de trombina
corto, fué otra opecidn aue se planted en la
la dificultad oue existe parz demostzrar la trombinz en
lacién se tiene cue hacer indirectamente a travéds de sus efec
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tos especificos. Zn 21 cuadro Ho.l se relacionan estos. Zn el
l=boratorio estas =cciones se pueden nmanifestar pdr:
1.- Tlevacidbdn de F, 4 de cadena corta.
2.~ Disminucidn de 1z AT—III con itéenices oue midan su fun —-
cidn. o sienpre ~ue iy complejo AT~III ~ Trombina disminuye
su concentrocidn, medida por téenica immunoldgica. For cremao-
togrsfiz oz posible identificar el complejo AT-III-Trombino.
3.~ Ineremento en la concentracidn de mondmeros de fibrina y-
el dimero " D .
4e— Incrementc de productos de frasmentacidn por la fibrino-—-
lisis.
5.— Presencia de fibrina insoluble en urez por accidn de fac-
tor ZIII.
6.- Iroductos de secrecién de placuetas como son: Beta-Trombo
globulina, F4 plaguetario.
7+~ Froteinz C activadz.
8.~ Trombomodulina activada.
Q,~ DJisminucidén de factor VIII:C y V:iC.
10,— Demostrmeidn dcl compiejo “Yrombina—ntitrombina III en -~
circulacidn.

fn los pacientes del grupo I encontramos, algunacs de eS——
tas pruebas positivas: disminucién de factor V en 4/5 pacien-—
tes : factor VIII en 3/5 : productos de fragmentnacibn eleva-—

dos en 4/5 : Antitrombina-III disminuida en 5/5. Dados los an
tecedentes cue tienen los pacientes, la activacidn de la coz=
gulacidén puede sexr por zmbas vias, sin embargo por acdmpaﬁar—
se de estado de chocue o de hipoperfusidédn con sepsis lo amds -
probable es el predominio de la activaciédn por via intrinseca
de factores de contacto activzdos, consumo de factores XL, IX
VIII,V y II, formzcidén de trombinz, consumo de AT-III, activa
cidn de factor XIII, asi como de trombomodulina, proteinza c,-
S (28); la acctivecidén de estos disminuye su actividad funcio—
nal y predispone a los pacientes a mayor activacibén de la coa
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zulncidn yz oue la proteina € activada parece inhibir los fac
tores V¥ y VIII zetivodos (25,26,27).

Por otrz parte, lz disminucidén en los innibidores como --—

AT-TIT ~ue tienen uvna anmplis zctivid~d antiproteasa (contra -
factores Xa, Iia, X=, trombina, cini

h

= inina, 3tc.) coadyuva = lo—
meyor activacidn de 12 commulocidn. Lz Taja de lz concentro--—
+

cidn de lo AT=III funcion~l limitz el =fecto aniticomsulante -
r

nun

de la hennrina. La zctivacidn de comtncto »nroducto de la le——

216n endotelinl, 1z endotoxemia, lz hinoverfusidnr tisular, ——

1l2s herid=as zmplizs ¥y cruentas, etc. generzm lea formacidn de—
calicreina cue activon el factor I v por otra parte 2l plas-

mindzeno; dando luger =21 concuno de éste vy fornmacidén de plas-—

mina circulante, la cue debe ser inhibida por la ocz—antiplag
mina.

=1 inhibidor neturzl de lz calicreinz es el llamado inhi-
tidor CL cuyza =ccién se motencializa por la AT-ITI. La bzja -
de 8sta vy el consumo del inhibidor Cl vpor su combinacién con-—
su sustrato incrementa la ~ctivacidn de contzcto con reducci-
o desaparicibén totzl del cinindgeno de alto veso wmolecular
€l auc per ctrr norte se ha demostrado estar bajo o ausente -
en nacientes con chonue séptico irreversible conviritiendose -
asi en uwn dato con volor prondstico.

L2 plasmine circulonte seneraodz vor la activacidn del ——-
plasmindgeno por la calicreina puede ser la responsable de la
Tibrinogenolisis, independientemente que la formaciédn de trom
bina, va a dar consumo de Ffibrindgeno. Iz reduccién en la con
centracién de fibrindseno cue se observd en forma progresiva-—
en 1z mayoria de los pnecientes del grupo I puede ser explica-
da en bese a estos zntecedentes: 1) consumo por trombinz, 2)-
fragmentacibdn por plasming,

Lz téenicz utilizade porn medir los. FFF no discrimina el-
origen de estos y se tendrian rue emplear técnicas para medir

el dimero " D ", el fibrinopéptido de cadenz corta formado —-
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por accidn de trombinz, del fibrinopépitido de crdena largo -—-
formado por =ccidn de plasmina para conocer en cue medida par
ticipa czde uno de estoa mecnnismos en las mani festaciones de
1z cozpgulopatia. I efecto inhibitorio de las proteasas natu-
rzles no involucra solo =2 lz +trombine, sino ftambidn 2 la rep—
tilasa ya ~ue la mayorfa de 1l=s veces que encontramos trombi-
nas cortas, tambien se observd utilizando reptilasa. Descono-
cemos cuzl es su explicneidn, pero como otros venenos de ser-
piente es posible nue se involucre el sistema fibrinolitico y
2l1sYin otro inkhibidor.

For otra parte, 1o manera l8gica de comprobar 1a hipbte-—
sis plantendz en este trabtajo, es con estudios prospectivos -
de este grupo de pacientes, en los ocue en forme seriada se ha
gan los estudios de coagulacibn, concentracidn de inhibidores
de Tactores de la coagulszcidn y de productos de fraosmentacidn
Lz compensacién de estos fendmenos pudiera hacerse con la ad-
ministracién de medicamentos anticoagulantes y fracciones de-
szngre ricas en intibidores cue permitern la obtencibén de nive
le¢s ndecumdos, pare ejercer su efecto fisiolézico, o bién com
binando enticoagulantes (Heparine con AT-III)

in vitro y= que
la administracibén separada de cadza uno de los

comrponentes po-—
drf{a limitar su uso. Lz activided del sistemn retfcnlo endote
1lial mediado por la fibronectina puede ser un factor determi- -
nante en la evolucidn cue tengen los pazcientes.
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CCIICLTUSIONES

De acuerdo con los resultzdos obtenidos en éste trabajo —
acerca de las couszs del scortzmiento del tiempo 4e trombina,
se puede concluir lo sisuiente:

= El acortamiento en el tiemvo de trombina no se debe a2 -
anormalidades en 1la moléculn de Fibrinészno nuesto cue las —-
pruebas cue lz valoran resultaoron normalsas,

— Pactores %tzles como pH y calcio séricos no estén rela—-—
cionzdos con el acortamiente en el tiempo de trombina de los-—
pacientes sépticos, yz que se necesitaricn variaciones gran--—
des de los dos frectores para gue pudieran acortarlo.

- La disminucién de lz actividad funcional de la AT-III -
puede por si sola explicar el acortarmiento del tiempo de trom
bina, ya cue de ella depende la neutralizacién de la enzima -
trombina en un 80 j.

~ La disminucién de la AT-III seguramente es por consumo-—
va cue la determinncidén inmmolégica estuvo en concentracio—-—
nes normales, Zsto necesaricmente apoya la mayor generacidn —
de trombina. Para ello se enunciaz unz hipStesis en la que se~
relacione la cctivacidn del sistemnz de contacto a través de-
lza endotoxemia , dofio vascular y tisular operatorio con incre
rento de calicreinz, disminucién de inhibidores de contacto,—
activaecidn y consumo de plasmindgeno y disminueidn de la ———

ccz-antiplasmina.

- Ho puede afirmarse aque el acortemiento del TT sea de va
loxr prondstico debide a ocue no se szbe la causa exacta aue lo
Provoca, aungue se halla notodo que algunos pacientes tuvie-——
ron IT corto el dia de su meoyor gravedad o ineluso el dfa de-
su muerte. Otra de las causas por las cue no puede concluirse .
el valor pronéstico del TTec es el hecho de gue los pacientes—
estudiados no son homogeneos, Sino que cursan con diferentes—
fallas orgénicas miltiples que deben tomsrse en cuenta.
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