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CAPITULOI



1.1 JINTROOUCLION

Ussde tiewnos inmamoriales,sl hoabrs ha sstacdo vitalments intsresado
an la sangre y sus grooiedadss, La debilidad y la muerte cque frecuentg-
mente segufan a la répida pérdida del 1fquido escarlata a través ds une
herida,demostraban dremdticemsnte al hombre de les cavernass su importap
cie nera la vida.

Grecias e une sorprendente proniedad,la sengre conserva su estado 1f
quido misntras funciona sn el j.ntm‘ior dal organiseo como un sistema de
transporte de toda clase de substencies necesaries para ls vida (slemep
tos nutri‘.:ivoa.1Imidua.humnu.vitminul].raieﬂtras @8, cuando o8 necg
sario,sze mismc 1iguido vitsl oueds convertirse locelmente en un gel ip
soluble para ocluir una roturs del sistema vesculer. (23)

La importancia de la cosgulacidn 3snguines ha sido reconoclida desde-
los tiempos mds remotos. En antigucs escritcs hebreos ye se deacribe la
hemofilia como un estaedo patoldgico,y les leyea de aguel tiewpo establg
cfan gue 83 al primogénito morfa a ceusa de una hemorregia orovocada --
por la circuncisidédn,les hijos ouedaban dispenssdos de ssa cerswmonia.Del
miamo modo,las antiguas loyes familisres de Egioto proiibfan que une —
muler tuviera mdsz hijos si su nrimogénito wmorfe a consecuancis de una -
hexmorregia causada por una herida leve,

Los primaros intentos por cosprender las propiedades cosgulantes de-
la sangre datan de 1666,y tuvieron su origen en la observacidn de Malpi
ghi de aue un codgule sangufneo lavedo contiene una trema ds fibras.Mds
de un aiglo después,ss idsarcn los primeros métodos para santener le —

sangre sn estedo lfquido fusra del cuerpo.



A princinios del siglo XIX,Buchanan comoar8 1la cosgulscidn de la sep
gre con 8l cuajado de la leche,y ooind aque,en ambos cesos,le cccidn do-
un ferments {enzimae) oroducfe un coégulo insoluble a pertir de une pro-
tafna soluble. En 1803,4.C, Otto llamé por primers vez ls atencidn sobre
el transtorno hemorrégico clinico llamado hemofilia, En 1890,Arthus y -
Pages reconocieran el oepel eacencial d.el calcio en sl proceso de la --
toagulacidn,

En 1875, 5chmidt publics una concluyents monograffa sobre el "fermento
de la Fibrina” (trombina) y su importancia en la cosgulacidn sangufnea,
El panel exacto dae le substancia gue tranaforma la sangre lfguide en un
gel fud motivo de grandes controveraias haste 1951,cusndo Bailey y sus-
‘colaboradores publicaron la primera prusba dirscta de ls asccidn proteg-
1ftica de la trombina sobre el fibrindgeno. €sta prusbe y estudios pop-
teriores han demostrado que la trombina cataliza le hidrdlisis de las -
uniones peptidices en dos puntos distintos de la molécule de fibrindgeno.

En 1904 Morawitz formuld la teor{s cldsica ds ls cosgulacién: (23,30)

-+
Protrombina + Ca + tromboguinasa = Trombina

Fibrindgeno + Trombina = Fibrine

Con tel hipétesis se 1llegd & un punto decisivo en la historis de las
inveatigeciones sobre la cosgulacidn,pues durante més da 30 sfios consti
tuyd una gufe para los investigadorss y condujc a mayores adelantos,

En la década do 1930,el mdtode ds Quick oara ls determinacidn de prg
trombina en un paso y el de Brinkhous y Saith sn dos pasos,pusieron los
sstudios de coagulisién al alcence dei laboratorio clinico ordinario.

Los aestudios realizados con dichos métodos pare le determinecidn de-

la protrombina,permitieron atribuir el transtorno hemorrdgico del pmnado



conocico como “enfermedad del trébol olorosc” a una disminucidn de la
actividad orotrombinica ceuseds por ls ingestidn da trébol nloroso deg
compuesto, Egte descubrimionto conduio al aislasiento # identificacidn
ds la biashidroxicumarina {“Oicumsrol®) s partir del trébol descoepuasto
y did como reaultado ol amplic usc del producta wn ciesrtas enfgrmadades
cardiaces para svitar la cosmgulecidn intravascular,

En las Jitimos 25 slca han sumentado enormemsnts las esfuarrzos ency
minados a Is invastigacidn de 1los cowplasjos problomas do la cosgulecidn
Auncues esos aafuerros han producido Gontroversias,teabidn han conducido
al descubrimiento de interesantas hechga sobrs sl mecaniamo de coagulg-
cidn,

Dexde 1562 se ha entrado en lo gqua podria llemarss la Ers de la Hipep
toeguiebilidad,en la cue se ha visto que la acsleracidn del proceso de -
la coagulacidn es capaz de producir tromboz intravasculares,lo gus sucg-
de con tante fracusncia y aue conetituys la meyor cause deo musrte inmg--
diate de los individuos del sexo masculino dal heaisferio occidental.(30)

En la actualidad se sabe que son trsce los factores gue intervienen sn
ol nroceso de la coagulacidn y como varios de ellos fueron descublsrtos
simulténaamente por diversos sutores y sn distintos psf{ses,han recibido-
giferentes denominacionss, lo e constituyd una fuente ds confusidn al -~
tratar de entenderss los investigedores entre si,hasta cue en ol s70 de
1962 1a Uomisidn ds Eatendarizacién y Momenclaturs de la Sociedad Inter
nacional do Hematologfia praguso la tereinsclugfa que shora es generalwents
sgsptada,dasignantdose a los factorss medierite mimeros romsnos oe la forwe
sigutente ¢ (23}),(6).



3 § Fibrindgeno

I1  Protrombina

IIX Tromboplastina

IV Caleia

v Proacelerina,Factor lébi‘l. Globulina aceleradora (AcS),

VI No existe

VII Ppoconvertine, Acelerador sérico de le convarsidn da la-
protrombina (Spca), Factor establs, Autoprotrombina I,

VI1I Factor antihemoffliceo (AHF), Globulina entihemof{lice ——
(AHG), Tromboplastindgeno, Gofsctor plaguaetario I, Feg--
tor troabeplédstico A del plasma, Factor entihgmof{lieco A,

IX Gomponsnts plaswmitico de la tromboplestina (PTC), Factor
‘de Christmas, Cofactor plaquetario 1I, Autoprotrombina - .
11, Factor trombopléistico B del plasma, Factor antihemg-
fLlico B,

x

Factor Stuart-Prowsr .

Antecedente plasmético da lm tromboplmatina {(PTA)

XiI Factor Hageman

XI1I Fibrinasa, Factor estebilizedor de la fibrina, Factor —--
Laki-lorand,




1,2 FUNDAMENTACION UE LA ELECCION DEL TEMA

Considerando que sn la actualidad se presenten con mayor frecuencia
cssos de Disbetes Mellitus en la coblecidn de México (12),results de -
suma importencia corocer todos los aspactos relacionedos con dicha en-
farmaded,poniendo espacial énfasis en las complicaciones que de elle -
se derivan y que afecten cada vez més la eslud del paciente {18,19,29).

Unas do las complicaciones sujatas e investigacién recients,son les-
alteracionss vesculares,en las cuals? sstudios sobre placuetas y fmotg
res de cosgulacidn suglersn que dicha enfermedsd se sncuentra posiblg-
mante asocioda s estados hipercosgulables {13,29),ceroc aon aspectos que
hesta el momento no han sido bien dilucidados on le ooblacién mexicana,

Es frecuente en nuestro medio realizar le comparascién de los valores
encontredos en cquimica clfinica con las reportados en otros pefses,sin-
tomar en cusnta que hay factores genéticos,nutricionales,embientalss,—
atc.,que pusden elterar los velores de referencis,por lo tentsc es necg
sario daterminerlos en individuos de la poblacidn que se somete a sety
dio,

Por sllo,el trabajoc que 56 pretende realizer consiste precicemsnte
en determinar los pardmetros homostdticos en personas gue presenten Dig
betes Mellitus Tipo II,delimitandc 6l drea de trabajo a pscientss aue

raciden en Gd, Nezahualcoyotl.



1,3 PLANTEAMIENTO DEL PROBI.EMA

Dabido & que la Diebgtes Mellitus es un sstado patoldgico cepéz
dae provocar alteracicnes de la hemostasis,como 88 el estado de hipegp
coagulabilided en paciesntas hiperglucémicos,es importente reslizer
conjuntamentae les prushes de coagulscién y de glucose control,pera

detecter a tiempo alguna aelteracifn a nivel de coegulacidn sengufnsa.

Ex 4mportente considerar qus haste sl momento sa ha renlizado poca
investigacidén al respecto,ls cusl ain no praporciona conclusiones cog

cretas {11),por tal motivo estimamos de utilidad ls reslizecidn del
trabejo.



I.4 OBJETIVOH
Q8JETIVO GENERAL:

Corroborar que la Diabetea Mellitus tiene implicaciones en el

wecaniomo de la coegulacidn,

OBJETIVRS ESPECIFICOS:

- Doterminar la concentracidn de fibrindgeno nlem$tico (factor IJ,
ndmero de plaquetas, tiempo de protrombina y tiempo de tromboplag
tina parcial en pacientes con Diabetes ¥allitus Tipo II,:utilizeg
do pera sllo les pruesbas de leboratorio especificas existentas -
en la literatura.

- Obtencidn de tromboplastina tisular a partir de cersbro humano, -

pera la reslizacién da la prueba {tiempo de protrombina),

- Proparcioner la trombopleatina obtenida an el Laboratorio Central
de Anflisis Bioguimico Clinicos,para fines de docencia en sl mb-
dule de Anflisis Bioquimico Clinices I.



I.,5 HIPOTESIS DE THABAJOD

£n estados hiperglucémicoa cmusados por Diebotes Mallitus
se observarén las siguientss alteraciones éen las prushes de -

lsboratorios

a) .~ Concentracidn de fibrinSgeno ecumenteda.
b) .= Ndmero de placguetas disminufdo.

c).~ Tiewpo de protrombina disminufdo.

d} .- Tiespo da tromboplastina percial dieminufda,



CAPITULO II

GENERAL 1DADES
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11,1 FISIOLOGIA DE LA HEMOSTASIA

Ueberoe diferenciar lo gue son ls hemostasia y la coagulacién. La
hemostasia es un sistema de defensa dal organismo, cuys principal fup
cién aes prevenir la salida de sangre del interior de los vasos por la
reparacidn répide de cuelouier ruptura vascular y restablecer la cip
culacidn de la sangre cuande se ha obstrufdo un vaso, Le cosgulacicn
se ha definido como el paso de la sangre del estado 1fguido al sélido
por accidén de la trombina, Le coagulacidn por tantc 88 una pearte ig-
portante del procesoc de la hemostasia,

La hemostesis sngloba une serie de mecenismos,unos répidos,de reg
puesta inmediata,otros més lentos cque mantiensn y consolidan la hemog
tasia y,por dltimo,los qua regulen y controlen uns hemostasia excesj-
va. (6,10,23,30,34),

Sg pueden clasificer parm su estudio en: Vasoconstriccién local &
Componente vascular, Hemostasia primaris 4 formacidn del troabo plg-
quetari.o,v Coagulacién de le sangrc ¢ formacidn del codgulo da fibrina
y Fibrindlisia § disolucidn de) coégulc de fibrina.

Dichos metanismos no son indenendientes unos de otros,sino oue estén
Intimemente relacinnados entre s{ y,s paesar de ous sa desencadenan sji-
muiténeamente,su dasarrollo es secusncial,dependiendo de papel aue cada

- uno tiene on la hemostesiz. (10).

-1l -



II1,2 VASQUGONSTRICCION LOCAL

Guando se produce una incisidén on ls pilel,ls pérdids de sangre e
afnima durantes los primeros segundos,aumentands despus progresivemen
ts., E=to obedecae 3 que 3e produce una wvasoconatriceisn répida,seguida
de una relejacidn.

Eata vasoconstriccidn por mecanismo reflejo ez ¢l resvltedo de la
sstimulacisdn dirscta de los narvios simpéticos existentss en la pared
da los vasos, ‘

Pasteriormenta tiens lugar una vasocanstriccidn oor estimulo gquimi
co, provocada por la salida del interior de las plaquetes de substanciass
vasocactivas,comc la sarotonina,y por la sintesis de las prosteglendines
en la plagueta,como &l tromboxsno A2 fusrtemente vasoconstrictor,

Paralslamente, sn al sndotelio vascular se sintstiza uns proataglandj
na,le protaciclina (PGI2) que es fuertemente vasodilatadors,habiéndose
demostrado maycr centidad de sintesis en la pared du lss venss aue &n
la de las ertarias.

Todo ello hace pensar que las prosteglandinas reprasentsn un mecanig
mo regulador de la vaesoconstriccidn,si blen no ae ha pedido dilucides
cud) ez @) verdadero napel de talss substenciss an la fisiologfa de la

vasoconstriceidn. (3a).

- 12 -



11,3 HEMOSTASIA PRIWARIA (FORMACION DEL. TROWEQ PLAQUETARIO)

La hemostasia primaria cosprende una perie de fendmenca que-
culminan en la farmacién de agregedos placuatarios 4 troabo plg
queterio.

Es una raspueste répida v provisional do la hesoutasia en la
que participen fundementalmente las plagueias y ls pered vascy-
lar.

68 pueden distinguir los procesogs:
1) Adhesidn e le pared vescular,
2) Cembio de forma y contraccidn ois la plaquata.

3) Reaccidn de secrecidn & liberacién dsl contenide do los grf-

nulos,.

a) Mregecidn de las placquetes § formacién del trosbo placusty—
rio.

5) Agregecifin irreversiblas § estebilizacidn por la fibrina,

(;:ur fig. 1)

-1l3 -



l Lesion ecdotelial I ‘ Puquetxs l

L = d

Agregacidn ineversible
e

(F1g. 1)

Ferndmenos que lleven a la formacidn

del trombo plequeterio. {10).
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1) Aghesifn de las plaguatas

Eate fendmeno as la stepa inicisl an la formacidn del trombo plagug
tario y tiens lugar por el contacto de le vleguetm con la pared del vaso,

€1 endotelio intecto no es capéz de provocar aedhesién,paro cuando aa
lesiona, queda el descublerto el tejido conjuntivec subendotelial,qus estd
constitufdo por colégeno al igusl wé la membrena basal,con lo que ae
produce la adhesidn.

Sg ha identificedo sn al glucocdlix de la membrana placuetaris una
glucoproteina & tembién llemada glucoculciné. Hellszgos recientes epoyan
e la glucocelcina es la responsable de la adhs2idn y el luger ds unidn
ton el colégeno,

Hay un factor plasmdético imprsacindible en la adhasidn,es el factor
VIII (Willebrend). Estudios recientes indicen gue hey otra moléculs,le—
fibronectina & globulina 1neolubia en ?rio,que tambidn narticipo en la
edhasidn,sugiriendose el papel de receptor pars sl colégeno,

La adhesidn no reguiere retabolismo energético ni presencis de calcio

y parecs debida a un fendmenc fisico.

2} Cambip da formas v _contraccido de le gplacuats

Le adhesidn de las plaguatas sl colégeno provoce una serie dea cembios
en las mismes,pierden su forma discoldea y adauieren forms esférica con
enieidn de seuddpodos,facilitendose la unidn entra las plequetas.

Simulténeaments tisnen lugar varios fendmenos,todos ellos determinentes

de la epregacidn plaguetaria?

8) contraccidn y ralajacién

- 15 -



b) sintesis de prostesglendinas

c) sscrecidn del contenido de los grénulos 6 reaccidn de liberacidn.

Estos fendmenos desencadenados por el contacto con sl colégeno se
producen también por otras substancias capaces de estimular la membrans
do la plagueta! entre los sgentes inductores sxisten compuesstas de bajo
peso molecular,coma ADP y ssrotonina,enzimas protecliticas como trombine
y tripsina,complejos aentigenv-anticusrpo,virus,bacterias,endotoxinas,-
&cidos grasos,y otras substancies comg ldtex y zimosan,

€1 mecanismoc de contraccidn-relajacién estd medismdo por la salids de
calcio y por ello condicionada oor ls regulecidn de dicha salida.

La regulacién segdn Vermylen se realizas oor medio del AMP cfclico,
sl calcio se une a una fasfaoorotefna (cuya fosforilacién se produce por
la enzime AMPg pratefna cinasa); as{ niveles sltos de la enzima AWPc
sumenten la Posforilacidn de la proteina, y con ello aumenta el secuag

tro de calcio y 1la relajacidn ds las plaquetes,

El AMPg s@ sintetiza a partir de ATP gor une snzima qus es la adenil-
ciclasa,y se degrada por otra enzima que ss le fosfo-diestsrasa, las varipg
ciones de tmles enzimas tienen nor lo tanto,gran importancis en szl procg

so de econtraccidn y como consacuencia sn la agregacién placuetaria.

Otro sistema de regulacidn de la contraccidén,es al GP7Mc,de afeato cop
trario ya gue libera el calcio del sistems tubuler denso y favoreca la

cantraccidn de les plaguetas, (fig.2),

-16 =
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(Fig. 2}

Probeble mecenismo de la formacidn de AMPc interplaguetario y su

panel en la relejacidn placusteria, (10},
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S{ntesis de prostaglendinaa?

Sa han destacmdc dos derivaedos protanoides,el tromboxsng A2 sintaty
zado on la plaguets,substancia inestable miy potents inductor de le egrs
gacidn y de la contraccidn vascular,y otra substancia,ls prostsglandina
12 &8 prostecicline sintetizada en el endotelioc,cuyo aefectc &8 contrario
ya gue inhibe la agregecidn y produce la vesodilatacidn.

La sfntesis die orosteglandinas en les placustas sa prooduce sl emtimy
lar la membrana con inductores (uor ajemplo le trmbina).uctivéndoa- una
enzima de la mamhrana que es le fosfolinpesa A2 que libera el décido erg
auidénico (RA) cla los fosfolfpidos da membranas, a1 dcide arsquidénico es
un #cido graso no sintetizedo por la placuste,ya que et incorporaedo nor

intercambio con ol plesma y parsce estar mediado por eslbimina.

Mgcanismo de accidn do las orosteglendinas:

Se ha sugerido la hindtesis de guo les prostaglendinas y en particular
el YTXA2 sirven de menamjeros aquimicos en la secrecidn del contenido de
grénulos. L.as evidencies que spoysn la hipétesis sa basan en sstudios
ultrsestructurales y citoquimicos,demostréndose gue le sintesis da TXA2
tiens lugar en el sistems tubulear denso gue sirve al miswmo tiempo de al
macén de cmleio,todo ello suglers nue el TXA2 es sl encargado de trang
porter el calcio al citoplesma,dando lugar s la contraccidn y a la secrg
cién del contenido grenular,

Algunos mutores rechezan édsta teorfe y scstienan que la activmcidn de
las plaguetas por sl TXA2 gs secundaria & la secrecidn,ya cue es necasp
ria la presencia de calcio pars que se active la fosfolipasa A2, que es

el primer eslebdn en la sintesis del tromboxano A2,

- 18 =



Ls accidn inhibidora de la PGI2 sobre la agregacidn perece ser debida

a que estimula la enzime adenilcicless,dendo luger a un sumento dal AMPc

con inhibicidn de la contraccidn plaguetaria.

La contraccidn de la plagueta mantiene los orgdmulos al centro y al
producirse la relajacién tiere lugar la esxpulsidn del contenicdo de ellos
al exterior. En la reccidn de liberacidn jusge un papel muy importente
el tromboxsno A2,pero es svidente gue sxisten otres v{as independiantes
de la sintesis de prostaglendines,ya que cuasndo se hlogques dicha viae,
con aspirine, indometacine,atc.,hay inductores potentes como la trombina
a grandes concentraciones gue provoca la reaccién de liberacidn sin ouse
se produzca sintesis da TXA2,ni recquerimisnto de calcio,hsbiendose suga
rido que es la actividad proteolftica de la trombins la responsable de

su accidn,

En la reaccidn de liberacidn sale el contsnido cde los grdnulos consati

tufdo por diversas substenciaest

s) Cuerpos densos,da los que se libara ADP y serotonina,substenciss s su
vez inductoras de la agrsgacidn y de reaccidn de libaeracidn,la serotg

nina ademds es un potente vasoconstrictor,
b} Fibrindgeno, qua interviene también sn la agrogescidn,

¢} Factor 4 plaguatario, protefna de P¥ 96,000 constituida por une cedenes
simpls ds polinéptidos;tisne ectividad antihepmrina,pera su napel en

le fisiologfa de la hemostasis permaenece en estudio.

- 19 =



d) B-tromboglobulina (BTG),protefna de neso molecular 35,000 cansti
tufda oor una cadena simpls de polipdotidos,se le ha pretendido
identificer con @)l F4 plequstariosperc se ha deasstrado su diferep
cia tonto quimica como inmunoldgica. Hasta el momento sl paoel fi-
siolégico de la BTG permansce osturo,mientras pare urios eutores tig
ne sctivided sntiheperine,psra otros inhibe la produccidn de PGI2

en @l endotelio wvascular,

e) E1 factor mitogénico es una protefna que induce la proliferacidn da
las cflulas del misculo ligo en la pared vesculer y gus ousda tener

un pepel importente en la patogenia de la arteriosclerosia,

f) L.iaoacmas de los que se liberan enzimas tales como hidrolases, que

pusden intervenir en la dastruccidn del trombo planustario.

Todos los cembios producidos en la plaqueta por estimulo de su mem
trana tales coma contraccidn y emisidn de seuddpodos favorecsn la unidn
de unas con otras formando egregados,verc pare que &sto se lleve a cabo

son nacesarios los factores siguientess

u) Presencia de calcio extreceluler,los quelantas del calcio inhiben la

agregacidn.

b) Fibrindgenc extracelular,en afibrinogenemia se produce roaccidn de

liberacidn psro no agragecidn.

c) Prasencia en la zona axtafna da la membrane de la plagueta de glucg

protefnas,



s) Agreungifn irrevarsible & sstebilizacisn por la tibrina

Los agregados plequetarios formen un trombo plaguetario-
inestable; 2i &l estfmulo cesa se produce la deasgregacidn-
y las plaguetas recupsran su forma normal. Se trate puss-~-
de un procaso reversible,

61 @8l inductor ®s potente y conatante,tiene luger la for
macidén de fibrina entre los agregados plaguetsrios, qiedanto
datas atrapadas entre las redes de fibrina,con forascidn de

trombo satable y lex agregacidn es irrsversible.
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11,4 SISTEMA DE COABULACION

El proceso de conagulecidn de la sangrea tiens como fin la formacidn
da fibrina,que es la trasnaformecidn de una protefne soluble {Tibring
gcno],nn una protafna insoluble (fibrina) cuyas redes constituyen la
trama fundamental del codgulo.

Eate mecanismo involucra le activacidn de todos los fectoress plep
méticos, Todos sllos protefnas,excepto los fosfolfpidos de las placug
tes,y una vez activados sao comoorten como enzimes proteclftices sobrs
otros,activéndolos & su vez,constituyendo asf{ la llewada “"Cascade da

1la coagulacidn”,
Cldsicamente ss distinguen 2 vias de activacidn de le coagulacidnt
I} Via intrfnseca.- Donde sélo participan factores plasméticos.

II) Vfa extrinseca.- La cual ss desencadens por la presencia de un fag
tor extrinaeco a la sangre,factor histico y es my
cho més répida.

Para une mejor comprensidn,éste mecanismo puede dividirse en tres

fases:

A) Fasa inicial de activacidn del contacto.

B) Fase intermedia, Formacidn de trombina.

C) Fase final con formacidn y satebilizacidn de fibrina,

En al siguionts zaguema (fig.3) se musstran las tres fesas integrs

das,constituyendo la hipdteasis da cascedes.
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(Fig. 3) HipStesis de la cascada enzimética de la coegulacidn
sangufnea. Este diagrama es una modificacidn del —-

publicado por Macfarlane. (10).
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A).~ Lo primers fase,comienza con la eotivecidn del factar XII,

el cual s® pueds activar por dos mecanismoe:

En fane sdlidat Por unién de la r;loléoula del FXII a supep-
ficies de carges negatives,lo cue ocurre cuando se lesiona
el endotelio vescular y aueda al descubiarts el coldgena-
del tojido conjuntivo subendotslial & de la nsmbrana basal.
Tambidén puede activarse por contacto con otras substancias
como endotoxinas,complejo antigeno-anticuerpo,vidrio, ste.,
y en forme nés lenta por fosfolfipidcs,

Este forma de activacidn provace un cembio conformacional-

en la molécula.

Epn fose flufiat Por activecidn proteclftica,s través de eg
zimes como la calicrefna,tripsine y plasmins, que yowpen la
molécula liberando nolipéptidos llemados fregmentos de ~——-
FXI1la,
Estudios racientes,proponen la hipétesis de oue la verdeadg
- ra activacidn del FXIL,se produce por le accidn proteoliti
ca de la calicrefna y,que los cambios conformacionales cus
tiensn luger por sl contacto con superficies de cergas ng-
gativas,dnicemente hacen a la molécule més suceptibleg e la

rotura proteclitica.

As{ pues, sl FXII queda activado,cuandoc s etacsdo en la
unidn val-arginina con liberacién de un péptido; y e for-
wa una doble cadena de polipéptidos unides por puentes di-
sulfuros,con centro activo serins en la cadena pesada,

Esto Jltimo nusde eprecierse mejor en la fig. 4.
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Fig. a4
Activacitn proteslftice dal Faax,

Una vez que '-]: FXLI ge ha activadc;;cwn sobre al FXI comso proteasa
con centro activo serina sobre csda una de las dos cadenas da la mol
cula del FXI, darddo luger a cuetro cedenas unidas por pusntes disulfuro
lo que constituya sl FXia,

El FXIa nctda a su vez como protessa con centro activo Barina scbra
la molécula del FIX, gquedando tesmbidn con centro activo ssrina en su cy

-
dene pesada,ee forma as{ ol FlXa, Esta roaccidn o8 Ca dsnewiiente.

B) Activacidn gal FX por vfa intrinasca

Pare la ectivecién del FX por via intrfnseca,se requiers del FIXa -
iones Cnﬁ.ctros factores como FVIII y fosfolfpidos, El pepsl de los
fosfolipidos parece sar,el deo Yormar una superficie miceler cue favorg
ce la reaccidn, €1 FVIII gctyfa como cofactor acslersndo la reaccidn,

E1 complejn de (FIXe - FVIII - Cg“— fosf) actde protaclfticements
aobr;- el FX rompiendo un enlace arginil-isoleucina da la regidn K-tar
mingal de la cadena pesada,liberando un pequeio fragemento,

La molécula resultants ss ol FXg y también actiia como protessa con

centro activo surina.



B) Activacidn del FX oor via sxsrinsece

Para la activacidn del FX por la via extr{nsecs,se requiers la actj
vacidn del FVIL, 10 que auceda por sccibn proteolftics dal Pactor histica
(qus parece aer una lipoprotefna,amplismente distribufda en &l organismo
siendo los érganos més ricos el cearebro,oulndn,rifién,nfgado,bszo y paresd
de grandes vauos),tembién es indispensabla el Ca .

Se romne la cadena polioent{dica del FVII,dando lugar a una molécula
con dos cadenas,que ss sl FVIilg,

El FViIa forma un complejo con el factor histico,fosfalipidos y Cn‘H
y actia Como arateass sobre al FX,de 1a misma forma cue en la vie intrip

seca, dando luger el FXa,

FORMACION DE THOMBINA

El FXa es la protsasa que activa la protrombina trensformandola en
trombina,

La resccidn se lleve a wfecto por accidén del complajo formado por
(FXa - FVa - Ca''- fosf),formando msf la trombine.

La protrowbine tembién se pueds ectivar por otres enzimes como el vy
neno da Taypsn gue la activa protsolfticemente,y la estafilocoegulasa
cus forma un complejo con ls pratrombine y se comnorta como "producto

aotivo™ aque actda como trombina,

C) FOPMACION ¥ ESTABILIZACION BE FIBRIKNA

Corresponde a la stapa final,en la cual,las trombina actia proteclf
ticamenta sobre sl fibrindgeno transformandolo en fibrina y también actl
va el FXIII que introduce enlaces covalsntes en la fibrina,convirtisndole

en astesble 4 insoluble.



Le zona de accidn de la trombina sobre ia moléculs de fi-
brindgenn, corresponde al extremo N-terminal de cada une de——
1ms cedenas A y B hidrolizendo los esnlaces arginil-glicing--
1iberando da dsta meanara 2 paoquefos fragmentos conocidos cg-
mo Tibrinopdptidos A y B (fig. 5).

TRAOMBINA TROMBINA

/
ol (=l

Fig.5

Accidn de la trombina sobre le molédcule de-
fibrindgeno.La trombine actda sobre sl axtrg
mo N-terminal de las cadenas alfa A y beta B
liberando los péntidos A y B respectivements.
{a0).



Una vaz liberados loa fibrinopéoticos,la molécula dejas de llemarse
fibrindgeno pare tranaformarsae en mondmerc de fibrina en donde los
enlaces no son covalsntes,por lo que la fibrina formada es solubla

e pH &cido &6 nor egentas desnaturalizantes.

El FXIIX activedo por la trombina.uétﬁa sobre el oolfmero soly
ble de fibrines convirtiendo los enleses idnicos iniciales en enlg
ces covalantes.De tal smnera se forms la fibrina estaeble e inaoly
ble, que al depositarse en al tapdn hemostdtico de plaquetes formg
ré 1 cofgulo difinitivo.
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II1.5 FIBRINOLISIS

El sistema fibrinolftico es @l proceso responsable de la degra-
decidn enzimética del cadgulo de fibrina. Es la stepa final de le
hemostesia que elimine los depdsitos ds fibrina formados en la -
etapa da coegulacidn cuando han cumplido su funcidn en la detancién
de la hemorragie, y al mismo tiempo resteura el flujo sanguflneo,

Es importante en 1lm fisiologfim d@ la hemostasia el que existas un
balance adecuado entre el sisteme de coagulacidn y el sistema de
fibrindlisis,

El meceniemo fibrinolftico es representado por la transfarmeacidn
del plasmindgena en plamamina, la cual es una enzime oroteolftica,
cuyos substretos son la fibrine, el fibrindgeno y los factores V y
V11X,

Le plasmina digiere en forme enzim&tice a la mecromoldcula gue
88 la fibrina depositeda, produciendo por digestiones sucesives,
fragmentos cade vez més pequedos que pueden ser fagocitados por el
siatema fagoc{tico mononuclear. Du todos esos fregmentos nos interesen
4 denominedos con las letras "X", "Y*, "D" y "E* los que se conocen
con el nombre genérico de productos de degredacidn del fibrindgenoc.

Estos 4 productos poseen sctivided bioldgics muy importente, los
primeros dos bloquean s la trombina y el "D" y ) "E®, que son los
mfs pequedos impiden la polimerizacidén de la fibrina y blogquean la
ac:egacidn plaguetaria,



Los productos de degradacién del fibrindgeno funcionen realments
como anticoagulantes,ya qus ademés de lo que ss ha seialedo sobrs
sllos disminuyen el nivel de fibrindgeno,fasctor V y VIII localmentes.
Este mecanismo oor lo tento,al igual que las prosteglandines =n le
agregacidn olaguetaria,ocarticioa en la limitecidn cdel depdsito de f}
brina donde &a requarida sin que sa extienda méa elld, (fig.6)

*F IBRINGLISIB”

Plasmindgeno Plasmina

Fibrindgeno ' Fibrins

{ !
X\ v / X
3 /tgnpruno- tunnrm%a\. ‘

Y VIIX . Y

1 ¢

l\t‘ardfds tardio:/‘

4 " \E
Fig, 6

Sistema fibrinolftico que consiste en la accién de la plasmina
sobre la molécula del fibrindgeno y fibrins,hasta llegar & los
productos de degradacidn X,Y,D y E. (13}
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II,6 OIABETES MELLITUS

La Diabetes HMellitus ss una enfermedad que 88 CONOCD=—
desde la antigiedad. En el papiro de Ebers (Egipto, 1500 sos
a.c.).sn indica cus existfa una Wmsdgd cque producies ori-
ra dulce. En &l siglo primero de la eras tristiens,Celeus ni-
20 la primera descripcidén clinice,sungua el nombra “diabeted’
( que signirice aifon y pellitus que significe dulce) me debe

a Arstenous,un médico romano conteaporanso de aguells édpoce.

La disbestes msllitus no constituye una enfermedad S
sl sentido clésico de la palabra,es decir,ro pressnta una «-
clara y definible patogénesias y stioclegfe ni tewpoco un cug-
dro inverieble de observeciones clfnices,ea on si une enfgp-
wmedad compleja. Sin embargo,para su mejor comprensidn,se pug
de considerar como un sindrome de evolucidn crdnica con fuer
te pradisposicidn herediteria,en la cusl sxiste una Talle an
1a reserva pancrefitica con le oonsiguisnte disminucidn cugpe
titativa 4 cualitetive de la inpuling circulante,ccesionando
alteraciones en el metabolismo de carbohidratoe,l1fpidos y ——
protefneas,y en diforentes stepas de su evolucidén,defo micro-
y ®acrovesculer;esi como trenstornos neurcldgicos. (7,12,16-
38},

11.6.1) QLASIFIGAGLION

Aungue existen difersntes classificaciones para les dig-
betes, sn Fecha reciente ol "Nationel Date Eroup® an loe Estg

dos Unidos establecid una que ha sido smpliasmente scepteda——
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y cque s@ resume de la siguients menera: (12)

1) Diabetes Mellitus idiopdtica.
e) Tiro I & que requiers insulina pars su mangjo.
b) Tipo IX &8 quae no raguiere inasulina para su manajo,
-~ 5in obesidad
-~ Con obesided

2] Disbateas gestacional 6 que ase oroduce exclusivemante durante

el embarazo,

3) Transterno en la curva de tolerancia a la glucoes,sin problg

ma clfnico.

4) Anomalfe previa a la curva de tolarancias a la glucosa,cuando

en stepas previas sl sujsto curad con dimbetes,
S) Anomalfa potenciel a la tolerancie a la glucosa.

6) Otros tipos (Farmacoldqica.enfarmedud pancreética,atc.).A

I1.6.2) FERECUENCIA

Tanto la prevalencia (porcentaje da la peblacifén afectada)
como la incidencia (ndmero de ceses nuevos por sfio) sdlo pueden
calcularss por aproximacidn,debido a la falta da un métoda espg

cifico pare lm identificacidn del individuc dieb&tico. {38)

Sin embargo, resulta claro que la diebstes constituye une de
las enfermedades crénicas méds comunss y reviste uns gran impor

tancia a nivel mundial, (7,12)
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La magnitud del probleme en América,en relacidn con la frecuencis

de 1lp enfermeded,se observa en el siguiente cuadro:

Porcentaje de enfermos con DM,

80 _alaunps oefaes de Anfrica, ..

Venezuele c....cceee 7.3 B
Uruguay teceveness 6,9 %
Colombia .veeevsees 6.8 B
Argentina (veceseeee 5.0 %
E, U, A iiviveeae 5.0%
México vesnseesss 2B A%
Cube cesasarnse 3.8 %
Brasil saceassess 2.7 H
JameiC8  .iievesees 1.2 %

Chile I 5 1

En México no sa cuenta con suficlents informecidn sobre la frecuep
cia de la diabetes, pero si se analiza la mortelidad por dicha snfep
meded en el pafs (fig.?) pusde obsarvarse que ha experimentado un ip

cremanto del 200% en los dltimos 25 sfos. (12)



% DE MORTALIDAD

S0 4
Disbetes mallitus

10 1

-

1920 1930 1940 1950 1960 1870 1980 afic

(Fig. 2)

Gréfica qua represents la evolucidn de la mortelidad de algunas

oadecimiantos en la fendblica Hexicana.
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Como numde aprecimrse an la gréfice, sl crecimiento de la mortalidad
por diasbetes ha sido muy significativo,e pesar de que existen recursos
psre su manajo y control; ello se debe,en oarte,a que existen un nimero
considerable oe diabdticos aque no saben ous lo son y ,por lo tanto, no
buscan atencidn médica.

En algunos de lo= pocos estudios que Be hen realizedo en nuestro oais
psra documantar la frecuencis real de diabeates en 1; poblacidn,se deduce
que la diabetes es tan comin en México como en otros pefsss y se seials

que existen de 2 a 3 diabéticos por cada 100 habitantes. (7.12,38]

11.6.3) ETIDLOGIA

En los diehéticos el odncrems no genera insuline § exoste una insuf}
ciencis de la misma,ya ssa porqus se encuentrs en pocas centidades § —
poroue no es funcionalmente Jtil, (7.12)

Hay también factores herediterios,en donde la enfermedsd se transmj
te como cardcter genético recesivo y factores smbientales que predisog

nen a la diabates,como son?

a) La obeaidad, aus constituye la caracterf{stica méa comin en un paciente
diabético,pusde axplicarse sabiendo oue la tapmcided de produccidn de
la insulina estd progremada gendticamenta para una determinada masa
corporal (paso). Cuando el peso sobrenase los velores esperados es
muy probable que la insuline se produzce en cantided 1nsuficieﬁt| 4

se torne ineficiente,oresantandose asf la <diabetes.

b) Los férmacos pueden producir clara hioerglucemis. Entre los mda comy
nes estdn los glucocorticoldses y el comnonente estrogénico de las of]
doras utilizedas para el control natal. Ambas substancies perecen ip

ducir un sstado de resistencia a la insuline,
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c) €1 strés,se ha asociado con una mayor secrecidn de cuatro hormonas

reguladaras de la glucosm:

-glucocorticoides
-glucagdén
-catacoleminas

-hormona del crecimiento

les cuales oueden inducir hioergluceaia. (7,12,15,21,39)

IX.6.4) SINTOMATOLOGIA

El sfntoma primario de la diabetes mellitus sguda es la hipergluceaia
ous va fracusntemente acomnafada da las siguientes caracterf{sticas clinji

cand

a) Poliurie: aumento el volumen excratado de orinas,ceusads por la necg
sidad del organismo de sliminer la alta concentracidn de glucosa nresep

te en la sangrm,

b) Polidipsia: aumenta de la sed,originado sor la respuests del orgenig

mo & la deshidratacidn,

c) Pplifagia: si los nutrimentos no puecen penetrar s ls céluls,a pesar
de estar presentes en el torrente sangu{nen,el individuo tendrd hambre

y consumird mds alimentos gque lo habitusl,

Ademds se experimenta pérdids de oaso,y en casos més graves se orody
ce catonemia (elevedo nivel sangufneo de cuercos catdnicos).cntonuria y

scidosis.
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En 1a diahetes crénica 4 sermanenta se aprécia un conjunto secundarin
da sfntomms, entre sllos la degensracidn cde las paredes de los vasos san
guinens,especisnimente de los capilares finos y de sus mowbranas de sostén,
Aungue son verios los 6rganos que resultan afectados,los ojos son los més
susceptibles,por ello la diabetes s una de las causas orincioales de la
ceguera,

Y por Jltimo,las complicaciones wmés importantes son: retinosetfeas,neurg
nat{as,nefrooatfas,erteriosclerosis,aumento de la susceptibilidad = las

infecciones bacterienas y micéticas, (7,12,15,18,21)

11.6.5) FISIOPATOLOGIA DE LA DIABETES

Los factores que ocacionen falle cuantitetive & cuslitetive de la insy

lina,s80n orincicelmenta aguellos que se8 relacicnen con su reguleacién:

- Altaracidn en los meceniamos fisioldgicos resnonsables de la estimulg
cidn sobre las célules beta,como 88 el caso de una lesidn del hipotd

lamo,

- Falle en los raceptores cancrefticos sl estfmulo fisioldgico.
- Dgfectos en 1la sintesis,slmacenamisnto & liberacidn de la insulina.
- Alteracién de la conversién de oroinsulina a hormona active.
- Falla del complejo insuler-trensnortedor.
« Alteraciones en los mecanismos de dagradacidén y sliminacidn de la insy
lina,
Cumlquiera & todos los factores,conducen a bajos niveles § Falta total
de insulina en el torraente sanguineo,ocucionendo varios transtornos en las

rutes metabdlicas donde interviene la insuline. (7,12,16,21)
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8@ dueden resumir de la siguiente manerad

Menor utilizacidn de la glucosa por les células,con elevacidn de

su concentracidn en sangre.

Hovilizacidn considersble de las grasaa de reserva,que significa
anonalie del metabolismo de las grasas,y en ssnecisl depdsito de

1{oidoes on las peredes vasculares,danda luger a arteriosclerosis.

Monos formacidn de protefnas en los tejidos debide en oarte a que
1a glucosa ya no cumnle la funcidén de ashorro de nrotefras,y en —-
parte a deseparicidn del efscto directo de la insuline sobre el

anabolismo orotéico.

" Teles altermciones se describen en el siguiente ssquemas
(Fig. 8).
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Fig, 8 Efactos metabolicos importantes de le daficiencis de insulina.

e Con insulina

% Oeficiencie de insulina
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H « hi{gaco
M » misculo

A = mdinocito

~ La insulina scelera sl transporte de algune haxcsan,entre ellas la
glucosa,s través de las membranas celulares {pasos M-l y A.1).
En la célula hepdtica se verifica la entrada de glucosa sdn en eusen
cia da insulina, Paro en las demds células su ausencia provocs una
marcade reduccidn an al transports de la glucosa a través de la membrpg

na,ocacionando elevacidn de la concentracién de gluccaa en sangrae.

- Una vez que la glucosa entra en la célule,es rédpidements fosforilada
a glucosa-6-fosfato; (pesos H-2,M-2,A-2), En donde la velocided da fog

forilacidén es independiente al transporte de la glucosa.

- En lom pesge {H-3,M-3,A-3) se indica la conversidn de la glucosa e gly
cdgeno para su elmacenamiernto. En la ausencia de insulina hay una mer
cada reduccifin en la actividad del sistema aenzimitico oue cetaliza ls
canversidn de le glucosa a glucdgeno. Por lo tanto, la glucosa no es

almacenada, incrementando su concentracidén en sangre.

~ En gusencim de insulina hay conversién asnormalmente elte de oratefres
a glucosa, E1 hfgado es sl sitio de la conversidn (omsos M-g,H.S),
Laa proteinas y los aminnécidos son movilizados de los tejidos prifg
ricos; esf sn misculo sucede una pérdida neta de aminoécidos, (nasoM-6),
Log aminodcidos msf movilizedos,sn la deficiencia de insuline son cop
vertidos en el higedo = glucosa y ursa (pasos H-a,H-5),adends hay un

sumento en la formmcidn de protefnas plasmdticas.



~ E1 nivel alto de &cidos gresos libres en el plasma dal diabético sa
debe, en gran medida,as la sumantada movilizacidn de los dendsitos de
grasa periféricos (peso A-7). Ls hormona dal crecimiento, las hormg
nas tiroideas y les catecoleminas refuerzan ls linélisis,
La fuente de los cuerpos cetdnicos en el sujeto diebéticn y en el ip
dividuo normel en syuno es el hfgedo (paso H-8),
Si foltm le insulina,le lipdlisis facilitada por diversas horwonas
mvanza sin freno. E1 hfgado cepta grandes centidedes de los dcidos
grasos msf liberados y los oxida a acetil-CoA (peso H-9). La capecy
dad reducida del hfgado deficiente sn insulina nara sintetizer &cidos
gresos a expensas de la scetil-CoA da nor resultado una meyor deswvip
cidn de éste substrato a cueroos ceténicos (paso H-8),lo0a cuales ang
recen en la sangre en grendes cantidedes,
Los cuerpos cetdnicos son utilizados como fuente de snergfe ocor el

misculo ssouslético,misculo cardieco y otros tejidos (peso M-10),

= La deficiencis de insuline ds por resultado la conversidn de grandes
cantidadea de protefnss en glucosa con el cansiguienta aumente ds la
nroduccidn y excrecidén de urea y de amoniaca,
Cuando falta ls insulina se reduce la entrede de emincécidos en el
misculo y posiblemente en otras células (pamo M-11) y 8e reduce su

incarporacidn en protefnas (peso #-12),
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1X,7 ALTERAGIONES DE LA HEMOSTASIA EN LA DIABETES MELLITUS

&n pacientes con Diesbetes Mellitus,ls proporcidn de mortslidaed
88 ha incrementado como resultado de enfermedades vasculares.

Los problsmas vasculares en la Uiabetems estén manifastedos pryi
meriamentes en dos formast: enfermedad mecravascular (con aterosclg
rosis prmatura) y enfermedad microvescular (ratinopatfea y nefrg
patfaa). Despuds de afios de investigecidn,las couses de la enfermg
dad vascular diasb&tica adn permanecen obscuras.

decientes evidencies sugieren la osrticinecidén del sistema hemns
tético en la inlciecidn S propagacién de lesiones vasculerss,sen dop
de los factores de coagulacidn y las placuetes estén asociados con
un estedo de hipoercosgulabilided, (18,19,29)

Les mlteraciones de la funcidn placuetsarie se relecionan con el
incremento en la adhesividad y egregecidn,lo cuasl as condicionado
por el aumento de las concentraciones plasméticas de algunos factg
res de le cosgulacidn (fibrindgmo).la mayor produccidn por parte
de la plagqueta de B-tromboglobulina,prosteglandinegs y fsctor 2 plg
auetario,as{ como una disminucidn en la produccidn y libseracién del
factor 4 plaguaetario, El1 mecanismo fibrinolftico todavia es abjato
de controversia en cuanto & su participacidn en le oclusidn vescular
del diebético.

En cuanto al fibrindgeno,no sdlo existe un sumento en la produccidn
sino al parscer tambidn una vida media mcortades sn estedos hiperglucd
micos,lo cue sugisre la utilizecidn del fibrindgeno en le formecidn
del trombo. (13,19).
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CAPITULOIII

MATERIAL

METODOS



I1I,1 MATERIAL HIOLOGICO

Se seleccionaron 60 sacientes de ambos sexos,con disgnéstico de
Diagbetes Mellitus tipo 1I,cuyas edades estuvisron comprendides entre
ios treinta y sesenta afios,diche seleccidn se efectud en sl Leboratg
rio Central de Anélisis Bioquimico Clinicos “ZARAGOZA"™ y en 1la Llinj
ca Myltidisciplineria "EDO, DE MEXICO® (UNAM),

También se satudiaron 62 pacientes normelas da ambos sexos,cuyas
etades astuviesron comorsendidss entre veints y sassenta afos y fueron

seleccionados en los sitios antes mencionmdaos.

En 81 grupo testigo se incluyeron todos aquellos pecientes cuyas
determinaciones de laborstorio se encontraron em sl rango de referep
cia. Las pruebas de laboratorio realizadas se mencionen a continug
cibnt

a) Glucosa de 80 & 110 mg/100ml.

b) Fibrindgenc de 195 a 535 mg/100ml.

c) Tiempo de protrombina de 11 a 14 seg.

d) Tiempo de tromboplestina oarciel de 25 a 45 seg.
e) Nimero de plauetas de 150,000 a 450,000/ma-.

En el grupo problema se incluyeron aguellos pacientea que nor sus
caracterfstices clinices y de laboratorio presentaron Disbetes Wellj

tus tipo II,para 1o cual se tomaron los siguientes datos:
e) Edad

b) Sexo

‘¢) Tiempo de padacer la disbates

d) Tipe de tratemiento
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e) Tiemoo de traterse

) Aoericidn de hamorragias
g) Aparicién de hematomas

h) Tipo de sfntomas generales

1) Glucose sangufnrea

Notat La concentracién de glucoss sangufnea paras el grupo problesa

{diabéticos) aesté comprandida en el rango de 120 a 300 mg/100ml.
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III,2 MATERIAL Y EQUIPQ

Espectrofotdmetro. EGPECTRONIC 20 Hod, Beusch & Loab.
Centrffupa, Aparatos cient{ficos Mod, Solbat.
Mieroscopio dotico. Amarican ;:pti.cal Mod, Micro Star.
Balenza snalftica. Wettler H-80,

Beflc de agua. Hepsa Mod, BMT-4,

Cronémstro,.

. MATERIAL:

Cémarss de Neubewer,

Cubrehenatfmetroa,

Pipetas de thoma perse glétulos rojos,
Cejes des petri.

Embudos de vidria.

Hatreces volumétricoa de 500 y 10Q0el,
Hatraces erlonmeyer de 280 y 500ml.

Vasos de precipitedos de 100,250,500 y 1000wk,
Piputas Pasteur,

Pipetas gradusdess de 0.1,1.0,5,0, y 10msl,
Probetes de 50 y 100ml.

Tubos de ensaye de (13X100em y 12X75em).
Hortero con pistilo (grande).

Gragilles.

Jaringes desschables de 5.0 y 10ml,
Ligaduras.

Espétulea.

Torundes de algodén.

Agitadores de vidrio.

Papel filtro,



IIX,3) REACTIVOS

Oxelsto de potesio 0.1¥, Beker,
Cloruro de calcio 0,028, Baker,
Cloruro de sodio 0,85%. Baker.
Oxalato de emonio 1%, Tecnica Qufmica.
Cloruro de bario. Baker,.

Acido sulfdirico 0.2N. Beker,

EDTA, Productos Gufmicoes Monterrey.
Ac, ecético glucial. Baker.
O-toluidina. Merck-México,

Tiourea, Beker.

Agua destilada.
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I1X.4 OBYTENCION DE TRONMBOPLASTINA TISULAR (5, 23)

Se ha damostrado le existencie de actividad tromboplietice en
muy diversos materisles biolégicos que incluyen extrsctos tisulg
res y hasta el veneno de una serplente {(l1a Vipere ruselli).

El pulmdén, el cerebro,el testfculo y la placenta son slgunos de
las drganos de los gue se puede oxtreer la tromboplastina. ba acti
vided relative de la tromboplastina varia segdn sl Srgano del aue
haya sido extrefda. También influyen noteblménta en la potencia y
estabilidad del producto final,ol método de prepsracidn y la cel}l
dad da los drgenos empleados.

La tromboplestine sxtrafda de cersbro humeno tisne mayor activi
dad y establilidad,por lc que se recomienda su precaracidn para fi

nes de investigacidn de la cosgulacidn sengufinee,

111.4,1) PREPARACION DEL EXTRACTO CEREBRAL

a) Obtaner un cerebro humeng post-mortem,ds preferencia de 24 a 48
hores después de la muerte. El drgeno se transportea perfectamen
te sellado &n un recipiente que contiens suficiente solucidn isg
ténica pare cubrirlo. Si no aes utilizado inmedistamente consep
varlo en refrigeracién.

b) Teniendo cuidado al manejer al érganc,remaver y descarter las
maninges y cerebelo,esf como los peouefios vasos sanguineos.

c) Lavar con agum corriente y cortar sl drgeno sn pequafios fragmen
tos de aproximedamente 1 a 2 cm, da didmsetro,

d) Emulsificer 1los fragmentos en un mortero grande,con scetona,hasta

que adquisran un aspecto de hojuelas. La scatona sobrensdante se

dashseCha y se respite le emulsidn hasta oue ys no adouiasra aspecto

lechoso,lo que indice oue B8 han quitado todos los lfpidos soly

bles en acetona.



BJ La substancia cerabral restante se esparca sobra pspel filtro

seco,y se deja secar a temparaturs smbientae,

f) Eate matarisl dabs ser pulvurento,de color pardo claro y pusds
conservarse nor tiemso indefinido en recipientes herméticos a

4%C, conteniando un agents desecants.

IXX,4.2) PREPARACION DE LA SUSPENSION DE TROMBOPLASTINA TISULAR

PARA LA DETERMINACION DE TIEMPD DE PROTROMBINA

a) Tomar 0,5g de polvo seco de carsbro y susnenderlos en 1dml de
cloruro de sodioc al 0,85k y calentar a 37°C durante 15 a 20 min.
sgitar cada cuatro min, por inversién del tubo de snsays,donde

esté contenido 8l extrscto.

b) Las partfculas gruasas se dejan sedimontar,y oara la orusba da

tiempo de protrombina se utiliza el sobrenadante opalescents.

c) Almacener el agbrensdanta en frescos visles de Sml. de capacidad

a8 4°C durante un dfa antaes de su uso,

IXI,a,3) ESTANDARIZACION DE LA TROMBOPLASTINA TISULAR

e) Utilizar 10 plasmas obtsnidos de pacientes normales,a los cueles
se les determina su TP con un reectivo comercial de raferencie
y con a8l obtenido en el laboratorio, Uichos plasmes deben caer

en el rango de referencis (11 a 14 seg).

b) Una vez qua se ha determinado el TP pars cada uno de los nlasmas
proceder a prenarar sl oool,que consiste en la mez2cla de todos

ellos,y =e datermina el TP da dicha mezcla.



c} Este pool sirve como control normel en cada seric de daterming
ciones que se realicen cada dfe. Al mismo tiempo indica la astg

bilidad y potencia de& la tromboplastine.

d) Para ceda suspensidn de tromboplastina tisular aus se prepare,

debe seguirse el mismo procedimiento,

NOTAS:

1) Es amconsejable hacer lptes suficientemente grendes de polvo de
cerebrs y si se conserva convenientemoente,retienes su potencie

durante varios meses,

2) Se recomienda preparar la suspensidn de tromboolestina tisular
por lo menos cadn dos & tres semanes,ys quo su ectivided va dig

minuyendo con el tiempa,

3) Eate tromboplastina adicionada de cantidades éptimes de calcio
y empleads &n la dsterminacién de TP,da reaultados confiables y
reproduciblas,



II1,5 OETERMINAGION DEL TIEMPO DE PROTROMBINA EN_UN_PASO
METOOO DE ICK. (3a)

FUNDAMENTO;

€l plesma obtenido de una ssngre a la cue se he efadido un anti
coegulante que fija el celcio,se coagulard en pocos segundos cusndo
se recalcifigue en pressncia de tromboplastina tisular, Estas deter
minacidn adomfs de medir la actividad de la protrombina,mide tembién
la activided de loa fectores: I,V ,VII y X,

PROCEDIMIENTO:

1) Antes de la toma de muestra,calibrar tubss de shsaye de vidrio
de 13 X 100mm, limpios y secos,de tal manera cue se deposite en

ellos axactaments Sml de sangre.
2) Agregar 0.5s1 de =olucidn da oxalato de sodio 0.1 a cada tubo.

3) Obtener elrrededor de Sml de sangre venoss y seé depositan de ip
mediato sn el tubo calibrado,hasts alcanzar le marca. Mezcler la
sangre y la solucidn de axalato mediante una suave inversidn dsl

tubo.

a) Cantrifugar la muestra a 3000 rom en un lapso no mayor a lOmin,
el plasme saobrenadente se separes en otro tubo de ensaye limoilo

y seco,

5) Para cade muestra que se cuiera someter a prueba,colocer 0,5m1
de molucidn de cloruro de calcio 0,028 en un tubo dea ensaye. En
otro tubo.depositar 1a miama cantided da la suspensiln de trombg
plestina tisuler (obtenida prevismenta). Poner smbos tubos en un

bafio de sgua a 37°C,
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6) Madir exmctaments O.lml del plasma problems en un tubo de ensays

des 11 X 75 mm y colocarlo sn el bafo de agua a 37°C,

7) Dejar incubar el plesma sproximasdanente por 60 seg,s?edir 0.1ml
da la solucidn de tromboplastina tisular agitando el tubo suevg
mente,y en seguida 0.lml de evl, de cloruro de celcio 0.02M, =l
mismo tiempo accionar el crondmetro,Dejar el tubo dentro del bg

fio hasta transcurridos 8 seg. aproximadamente,

8) Someter el tubo & un suave movimiento de vaivén fraente & una —
buena fuante de luz y observar sl contenido hasta la formacidn
del codgulo de fibrina. En ess momento se detiene el crondmetro

y s@ registra sl tiempo,

9) Repstir el procedimiento dos veces méds para obtener 3 registros
por cadm problema, La primers detsrminecidn da une idee aproxi
madm del valor del TP, la segunda y tercera no deben variar en -

més de dos segundos,

10) Tratar la muestra control de igual forme ous ls muestra oroblg
ma., Debe tensrse cuidedo de tratar un control en cada serie de

determinaciones,

11) Los resultados pueden reporterse como sigue:
a) Como tiemoo de protrombina (seg)
€1 TP normal puede vaeriar entre 11 y 14 seg,considersndo las
diferencias de técnice entre los distintos leboratorios y el
mansjo personal de las muestras.
Otro aspecto importante se refiere a que cade laboretorio eg
tablece sus pronices valores de referencis correspondiantes -

al reactivo que produce.
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b) Como porciento del normal:

Fuede obtenerse una relacidn més sxacte entrs sl plesma normal
y @l plasma en sstudio,usando les curvas de actividad pratrog

binica.

Para construir tales curvasa,se relacionan los tiinpos de prg-—

trombina con varies diluciones de pleamas normalsas,

NOTAS:

1) En 1la tows do mueatra,debe evitarse al méximo el treumstismo

2)

de le vena,ys oue se libasran substancies que aceleran el mecg
nismo de la coagulecidn,obteniendose de &sta manera resultados
falsos. Cuando 8sto suceda,se rscomienda descartar la primera

porcidn de la musstra y colectar la siguiente,

Es muy importante gque todo el material de vidrio (como tubos y
pipatau) que se utilize pare las prusbhas de tiempo de protrom
bine, tiempo de protroubina parcial y fibrindgano esté perfecty
menta limplo, cuidendo de eliminar todo residuoc de detergente
an jusgando escrupulosamente con suficiente agus deatilaeda,ms)

mismo utilizarlo bien seco,
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11I,6) DETERMINACICM DE TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PAACIAL (&)

FUNDAMENTO:

La prueba e TTP consiste en afadir tromboplestina parcial (obtg

nide por extraccidn cloroférmica de la tromboplastina tisular) y -

calcio al plasma fresco del pacisnte,para medir el tiempo en gue -

se forma sl codgulo.

Esta técnica determina las deficiencias de los Factores XII XI IX

VIII, X, V,II y I,

PROCEDIMIENTO:

1)

2)

3)

a)

5)

Al igual que para sl TP ,antes da la toma de muestra se calibran
tubos de ensaye de vidrio {13 X 100m=) limpios y secos de modo

que se deposite en ellos exactsmente Sl de sangre.
Agregar 0.5a]1 de solucidn de oxalato de sodio 0.1M en cade tubo,

Obtener alrrededor de Sml de sangra venose y se depositen de ip
mediato en el tubo calibrado hasta alcanzar la marca.
Mozclar le sengrs y la solucién de oxelato mediante une susve -

inversidn del tubo.

Centrifugar la muestra a 3,000 rpm en un lepsoc no mayor de 10min.
el plasma sobrenadante se sepora en otro tubo de ensaye limpio y

88C0n,.

Para cada muestra gue se someta a prusba,colocar 0.5m1 de solucidn
de cloruro de calcio 0,028 en un tubo de ensaye, En otro tubo colg

car la misme centidad ds tromboolastina nmrciel ectivada.



6) Medir exactemento 0.lml del plasma problesa sn un tubo de ensaya

2}

a)

)

da 12 X 75mm y colocarlo el ijual oue los dos tubos enteriores,

an un bafio de sgua a 37°C durante 60 ssg.

Afasdir 0,1lml de tromboplestina parcial activada al plasma problg
ma sgitando sl tubo suavements y en seguids 0.1 ml de solucidn de
cloruro de calcio 0,024,al mismo tiempo accionar sl crondeetro.

Se deje el tubo dentro del heflo hssta transcurridos 20seg.

Someter @l tubo a un suave movimiento de veivén frente s una bug
na fuente de luz,abservando el contenido hasta la formacidn de le
malla de fibrina,en esa instante detener sl crondmetro y registrar

al tiewzoo.

Repetir el procedimiento dos vecas més pare obtener tres registros
para cada plasme problema, La orimera determinacidn da una idea
eproximada del velor del TTP,sl valor de la segunda y tercera no

dabhe variar en més de dos segundos,

10) Debe cuidarse el tener un control en cada serie de determinanig

nes.,

11) E1 resultadc se reports tonjuntamente con sl valor del control -

normal en segundos. El valor de referencia pare TTP puede variar

de 25 a 45 segundos.

NQTA:

Las recomendaciones son las mismas que se dan en la determinacidn ve

tiempo de protrombina en un naso.
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1II,7) MEYTODO PARA RECUENTD DE PLAUETAS_GON_SOLUGCION DE

OXALATO DE_AMONIC 1%, (&)

FUNDAMENTO:

Se diluye sangre total 1:20 con solucidn ds oxalato de amonio al

I%.con lo cual se produce le lisis de los hematiea y se hace el cop

teo de plecuetas mediante las cémara de Neubawer.

PROCEDIMIENTO:

1)

2)

a)

a)

5)

Tomar une muestra de 3ml de sangre venosa ton jeringa de plé&stico
y se coloCa en un tubo de pléstico de 12 X 75mm que contiens une
gota de EDTA mezclar perfectamente pera svitar cue la muestra se

coagule,asf mantendré propisdades satisfactories durante 2 a 3 hs,

Aspirar sangre hasta la marca 1 con la oineta de Thoma para gléby
los rojos. Se aspire inmediatesmente solucidn de oxalato de smonio

1% hasta la marca 100 de la pipeta,se agita durante 15 a 20 min.

Descartar las primsrss 8 gotas de la nipeta de thoma,en seguide
se 1llena 1la cdmara de Neubawer cuidendo que el lfquido no se dg-

rrame,

Colocer 1s cdmara en una ceja de petri ocue contiene un papel fi})
tro himedo. Se deja renoséc de 20 a 30 min de oreferencia en rg

frigeracidn.,

Colocar la cémara en el microscopio dptico y ss cuentan las plp-
quetas como se hace en un recuento e glébulos rojos. El ndmero
de células contadas se multiplice por el Pactor (5000) pars obtg

ner g]l N® de célulaa/mma.



€1 valor de rafersncia de las plaguetas as da 150,000 a 450,000/-:1-3.
NOTAS:

a) La solucidn de oxslato de amonio 1% dabe conservarse a 4°C,adands
debe agregarsm una gota de solucidn de timarcsal {1 gote por ceda
100m1 de aolucién) para praevenir el crecimiento de microorgenismos,
también debe filtrarse antes de su uso.

b) Le agitacién déba ser suficiente para eliminar los sritrocitos y-

avitar su interferencia en el conteo de las placuetss,
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IiI.n) QUANTIFICACION DE FIERINOGENO
METODO_DE STIRLAND (MODIFICADD), (22)

Eg un método muy fécil que da resultados fidedignos en casi todos
los casos, Se basa an la propiedad dal fibrindgeno de coagular o 56°C
mientras que las demés praoteinas del plasma sélo coegulan por encima

ds 60°C,

Stirland utilizeba 0.2ml de olasma,pero sg ha encontrada oue 0.3ml

permiten obtener una mayor sensibilided pares las cifras bajes de fibrji

négeno. Yembidn recomendaba utilizar cioruro de sodio al 1%,pero el -

cloruro de sodio sl 0,85% resulte satisfactorio.

PROCEGIMIENTO:

1) Obtener sengre fresca (2 ml) utilizando como anticosgulente oxalato

de scdio 0,1M (sl método no puede reslizerse con citrato).

2) Centrifuger a 3000 rpm en un lapso 1o mayor de 10 min. y separar ol

plasma en otro tubo de enseye limplio y secao.

3) En dos tubos (13 X 100mm),rotuladoa “asroblema™ y "blanco" pinetear
0.3ml de plasma y 3.0ml de cloruro de sodio 0.85% (preparedo lo mds

exacto poaibla).

a) Mezclar perfectsmente sl contenido de los tubos,colocar el tubo mag
cado como®problema” en un bafo de agua a 56%C durante 1Smin exactg

mente,dejando el tubo "hlenco® a tempersturs ambiente,

5) Retirar el tubc “problema® y enfriar a temperature ambiente.
Madir 1a turbidez a 650nm,utilizendo la dilucidn de plasms "blanco®
(ain celentar) para establecer el cero del espesctrofotémetro. L cl

fra de Fibrindgeno se les en una curva de colibrecién previa.
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CALIBRACION (METODO DE SHANK Y HOAGLAND)

En esta prueba la turbidez aue produce un plasma que contiene
590 mg de fibrindgeno/100m1 equivala a 20 unidedes de turbidez de
timol (8 unidades de globulina gemma de Kunkel), La relacidn de -
turbidez y la concentracidn de fibrindgenc es lincal hasta 600mg
por 100ml,

Por lo tanto,con sl patrén de 20 unidedes de turbidez de timol
puede construirse una curva para sl mdtodo emnleando cuelauier tji

po de colorfmetro 4 espectrofotdmetra.

1) Disolver 1,173 g de cloruro de barioc quimicemente nuro en agus

dastilada vy se efors = 100ml,

2) Colocar exactamente 3.0ml de la salucidn de cloruro de bario en
un matrdz volumétrico de 100ml y se afare con dcido sulfdrico -
0.2N,mezclar perfectamante. El patrdn rssultente corresponde a

20 unidsdes de turbidez de timol,

3) En una sarie de 5 tubos se colocan 0,2.5,5.0,7.5 y 10 ml del pg
trén de 20 unidades y llewver el volumen de ceda tubc a 10ml con
agua deatilada,mezclar bien ol contenido. Estos patronss eauivg

len a 0,5,10,15 y 20 unidadea de turbidez,.

) 4) Laer las absorbancias a 650nm estableciendo el cero con el blan

co; las absorbenciss y las cifras corraspondientes & la turbide:
parmiten construir une gréfica. Los puntos deben caer sobre una
raecta que pase por el origen de los ejes.

En 1 siguiante tabla (tabla N°1),se muestran 5 datos calculados

para la construccidn de la grdéfica.



TABLA N° 1

Apsorbancia Concentracidn de fibrindgsno
(wg/100m1.)
0.10 110.48
0.20 220,97
0.30 331.46
0,40 441.94
0.50 552,43

La rscta se ajuetd nor minimos cuadrados utilizands el factor

siguiente: 0.0267

oue se obtuvo por andlisis de regresidn mdltinle,en la computp-
dors Burroughs 7800,en el paguete SAREE (Simulacidn y Anflisie-
de Regresidn).

Los puntos do la recta cue se musstran en la tabla N°1 se ca}

culmron ¢sn la férmules

A
wmg de fibrindgsno = _Ml__

20U, Turb-

dondes
Abg, = Absorbancia del probleme

0.0267 « Factor (constants)
y 20 Unidades de Turbidez sguivalen s 590 mg, do-
fibrindgenao,
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Yolores do roferencia oara fibrindgeng:

Van de 195 a 535 mg/100ml.

NOTAS:

1) Al retirar sl tubo problems del beiio de sgua, se dehe teror ospg
cial cuidado de agitar antes de leer en @l espectrofotdémetro,con
el objeto de favorecer la homogeneidad del medig, evitendo asf

lecturas srrdineas,

2} Cuidar qua la temneratura dal bs%c se mantenga constants en ==
+
S6°C - 1 *C durante los 15 minutos de calentemiento,oara svitar

la interfersncia de otras srotefnas plasmdticas,
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11X,9) DETERAMINACION DE GLUCOSA ([ METUDO O-TULLIDINA)

FUNDAMENTO:

£1 método de la O-toluidina descrita por Hultmen en 1959,se basa
en que lea U-toluidina reaccions especificamente con las aldohexosas
en solucidn acdticae caliente,para formar una mezcls en equilibrio -
de glicosilamina y la corraspondiente base de Schiff,

Adem&s de la rapidez,ssnsibilidad,presiciédn y relativa sencillez,
Junto con le especificidad de la hexosa,lo convierten en un método

manual idssl,
PROCEDIMIENTO:

1) Tomer una muestra de ssngre venosa (alrrededor ds Sml) y transfg
rirla s un tubo de ensaye da 13X 100mm sin anticoagulants,en el
caso de que se utilice suero,§ bien con anticoagulante si se utl

1iza plasma.
2) Centrifugar la muestra = 3000 rpm durante 5-10 minutos,
3) Separar el suero 4 plasma en otro tubo limpio y seco,

4) Rotular tres tubos (Folin) como sigue:

Tubo 1 blanco
Tubo 2 patrdn
Tubo 3 problema

——————— o)

5) En el tubo 2 colocer O.lml de solucidn oatrén de glucosa, cuya -

concantracién es 100mg/d1.
En gl tubo 3 se colocan O.1lml del sueroc & plasme problema,

6) Agregar 3ml del reactivo do o~toluidina & los tres tubos y mezclar.

Colocar los tubos en un befio de agua hirviendo durente 10min,
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")

8)

9)

Enfriar en un bafo de hislo (& egua frim} durante 5 a 10 miny

se mezclan bien,
Leer en el espectrofotdmatro a 630nm contra blanco de reactivos,

Los cflculos se realizen aplicando la relacidn siguisnte:

Apsgrbancia del orgl
Rl2BA x5 . ug de glucosa/100m1

Absarbancia del patrén

Loe valores de referencia son de 80 a 110 mg/100ml .
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RESULTADOS

En el presente trabajo se mensjaron dos poblaciones, una da —-

pecientes narweles y otra de pacisntes diabétices, en la teble —

N®2 as muestran los resultados obtsnidos pare cede una de les -——

detcrsinaciones reslizedss,

Tehlia No°2

Variebles

Pacientes

normales

Pacientas diabéticos

N°de casoe

X ! s0

N°de casos

X

80

Fibrindgeno
(mg./100mw1)

Yienpo de -
protrombina
(Bw . )

Tiempo de -~

tromhoplas-

tine perciasl
(seg.)

Plaguetas ~
por smd
X10%

62

62

203.57 | 84.46

12.79 |0.880

41.98

0,889

268.72

5

g8

357.71

12.45

281.88

130.0

0.7269

0.970

102.6

X u Hodia aritmética

8D = Desviacidn estander




Utilizendo ls MSrwulat

donde:
X 93 la nedia aritaética
G a3 18 desviscién esctander
N es el minero do casos

8a obtienen los velores de intsrvalo de confianza con 9%k, pare
catda una do lee variables incluidas on la table N°3,

Takila N3
Variables 7[ Intarvalo ; oonfienza
9
Fibrindgaeno
(mg./100a1) 83.76 318.37
T
iempo de protrombina 11.64 13.93
(esg)
Tiemspo de tromboplas-
tina parciel {seg) .76 S2.19
P 3
1’“:“”‘“ por ma 154,60 ————— 328,70

La table H®3 muestra los valorss de referencia pera la pobla—
cidn normal utilizeda en este estudio con un intervalo de confliag
28 del 95k,
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Para ¢l andlisin estadfstico de los resultedos, se utilizd el-
sgrvicio de la computadora Burroughs-7800, y se meansjsron las ——
siguientes veriables:

- GRUPO

« EDAD DEL PACIENTE EN KEGES

= 880

« BLUCOSA

CONGENTAACION DE FIBRINDGENO
« TIEMPO DE PROTROMBINA (TP)

= TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIA- (TTP)
= NUMERO DE PLAQUETAS

= TIEMPO DE PADEGER DIABETES
X10 -~ TIEMPO DE TRATAMIENTO

X1 » TRATAMIENTO CON TOLBUTAMIDA
X2 « TRATAMIENTO CON INSULINA,

¥ & X & & XSRS
[ ]

Los mndlisis estadfsticos realizesdos fugron los siguientes:
1V, 1 .- ANALISIS DIBCRIMINANTE, ( 5, 25).

v, 2 .- ANALIGIS DE REGRESION MULTIPLE (2).
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IV,1 .- Es posible resumir el propdsito genarsl del Andlisis Dis-
criminants de la siguienta mansra!

8a tiens un conjunto da "n" individuos repartidos en "g” po-—
blaciones mutusmente exclusives, pera cada individuo se tiens re-
gistrades “p® mediciones representadas por X1, X2,...% variables
alsatorias. Se dessa investigar la raelacidn gue existe entre ls -
clasificacidn da los individuos y el conjunto ds variables aedides
sobre ellos. Esto s¢ hace en general por dos propositos:
A) Utilizer las varisbles X1, X2,...5%p pera clasificar individuos,
que por slguna causa sg desconosce la poblacifn de la @Us pro——--
vienen.
8) Eatudisr las caracteristices de las "g" poblaciones, en tormi-
nos de les Xl,...,% variables, pare saf poder establecer sus di-
ferencias,

Los objistivos de un estudio de discriminacidn pusden ser die—
ferentes y es en funcién de &sto, que vemos a diferencier entrs -
las dos fasce a eeguir:

IV,1.1) FASE DESGRIPTIVA

6a tiensn "n" individuos gue pertenscen a "g" poblaciones die-
tintea, 88 quisre ostablecer el poder discriminatorio de una ag—
rie de variables X1, X2,...,% tomadas da ellos. Es decir, que Be
quiere saber que ten bien esas veriables pusten usarss pers este-
blecer diferencias entre las poblaciones y por consiguisnte se -~
desea determiner su oficacia para identificer a cusl de las poblpg
sionss pertenece un nuevo individuo. En un principio se desea prg
bar ai las variables toman valores significativeamenta distintos -

on cada uno de los grupos o poblacionss. Una vez probedo sl valor



~—~discriminativo de todas las variables sn conjunto, interssa --
por otro lado, el poder discriminativo de cada unea de los varia-—
bles paras pader escoger da ese conjunto total de veriables un suf
conjunto de estas que permita la mejor discriminacién entre los -
grupos. Aaf za excluys a variables con bajo poder discriminstorio

y s8e fecilita la interpretacidn de los ruultadps.

Iv,1,2) FAGE_DECISIONAL O DE IDENTIFICACION

En gsta fass, ol problems consiste en elaborer una regla de -—
“"Agignacidn”, es decér, una regla cue diga s que poblacidén perte-
necen individuos cuya poblacidn de origen ss desconocida.

La forma comg ae desea llavar a cabo esta taree es minimizando
sl nimera de observeciones wal clasificadas o minimizer un costo-
por error ds clasificacién,

Iv,1.2,1) DISCRIMINACION ENTRE DOS GRUPQOS

e

Sp considera que se tienen dos variebles X1 y X2; muchas veces
puede sucedar que esas dos variables en forma individual presen-—
ten un“traslapm”, es decir, cua tienen valorss con una praobabili-

ded muy alta de sparecer en los dos grupos,
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En la figura 10, sa musstra seta situacidn para X1 y por sspa-

redo en la figura 11 pare X2,

Poblacidén 1 Poblacidn 2

L
L

Valores de X1

{Fig. 10) "Traslap:" entre poblaciones 1 y 2 para los valores-
da xlo

Poblacidn 1  Poblacidn 2

- i,
ool

.
M A2 Valores de X2

(Fig. 11) "Traeslepe” entre poblaciones para los valores de X2.

81 se toma a cada una de las varisbles por aaperado_oare of 80—
tuer una prediccidn o discriminacidn, ss tendrd un gran porcenta-
Jo de error en la clesificacidn o discriminacidn debido el traslg
po. Poro 84 se estudian simultancansnte X1 y X2, ss pucden tener-
menos errores porque al pasar de una a dos dimensiones se da opor
tunidad e que las combinacionss de valores de X1 y X2 represente-
dos mediente puntos on el plano se pueden agrupar més entro sf, -

dependiendo al grupo a que partenezcan,
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En la figura 12 se sefala éste situaciéng

X2 centroide o punto con los promsdios
T 4  POBLACION 2 /ncra la poblacidn 2'(/«(21,_/»(22)
x
by
-

POBLACION 1
g
i

P
! : ngl
I ]
| |

centroide o punto con los promedios
para la poblacidn 1 (411, »12}

>

proyeccién de lss pobleciones

.//:{><L\ /aobra le veriable X1 (Fig.10).

—d
A pn b xl

proyeccién de lae poblacianes
sobrs 1a veriabla X2 (Fig.11).

En forma gréfice, lo que ss hace es proyectar los puntos en
la figura 12,en una 1linea que nass por los centroides, & bien~
en una linea paralela a 6sta. Resulta que le scuacién de 8sta-

1f{nea a3 la funcidn discriminante:

D o alxl + aaxz 1lineal de Fisher.
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IV,2,-~ E1 estudio de las relaciones entre grupos de varisbles er ce
gran utilided en miltiples disciplinas,
Oantro de los m&todos pare el estudio de tales relaciones se en

cusntra el conocido,Andlisis de Bogresidn,el cusl wes,probsblemente,

uno de los métodos astad{aticos més usados on le préctica.

En el Andlisis de Regresidn sa tienen dos grupos de varisbles:
variebles explicativas y variable de resnuesta.

Gomo su nombre lo indi a,las primerss se usen para tratar de -
"axplicar” =1 comportamiento de la segunda.

Esta explicacidn se efectua mediante un modelo (generalmente 14
neal) los objetivos pueden ser:
a) Descripcidn
b) Prediccidn
¢} Control

Le bondad del modelo se juzge de acuerds s que tanto se acerce
al logro del corresnondiente objetivo,

Existen muchas situacionas en las que es necesario estudier el
comportamiento de una cierta variable,que se llama respuesta,ys csea

para describirlo,oredecirlo § controlarlo.

Una forma muy conveniente es suponer que la citada respuesta pug
de ser aproximada & pertir de uns relacidn funciohal en la cual se
consideren todas acuellas varimbles gque pudiesen afecter a ls respueg
ta. Idealmente,los valores da la resouesta (Y) podrfan obtenerse a

partir de la relacidn:

Y " @ (Xl,xe.....xﬂ)
Oonde g ea una funcidn arbitrarias
X1,X2,...+%" denctan 8 las variables guc se sunone afectan a ls reg

puesta,

-7 -
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Se¢ hacen svidentus dos poeibles problemes:?

1) La forma analitica de "g" pueds ser desconocida o, aun zisndo-
conocida, muy complicada.

2) €l ndmera, N, de varisbles requaridass pueds ser tan grands Qe
sea pructicemente imposible manejar “g®, sun on el caso de cono--
cerla.

En é&ate caso, como posibles alternativas pueden considaerarse -
las siguientes:

a) Aproximar "g® mediante una funcidn sencilla, “f", posiblemente
urt polinomio.

b} Eliminar todas aquallas variebles cuya influencie sobra la reg
puesta se considers de poca importancia ,

Eato tendré como resultedo qus dichas variablss no incluidas -
casusen fluctuacionas en la respuesta, los cuslss pueden conaide--
rarss, para sfactos de andlisis, como aleatorian.

Asf,se tienen finalmente, que la forma psra “f" es la ds un pg
linomio:

Y up12l +p222 +,,..+ppZp + E

Donda:

24, 4=l,...,p as alguna funcidn real de las variebles X,...,%s,
Jy J=l,..., p son pardmetros desconacidos.
E = varfable alestoria.

En 8l andlisis de ragresidn se usan &ste tipo de modslos impo-
niendo ciertes eondicicnes, ya sea sobras los datos o sobre la as-
tructura de la componente aleatoria.

€1 objetivo as"aproximar”{estimer los valorss de los pardmstros

an base s un clerto ndimero, "n", de abservacionss del procssc.
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ANALIGIE DIGCRIMINANTE

Tabala N°g
Cosficiente

V

erieble astendarizado
"2 - Edﬂd en msaas -0.40
X3 o Sexo a,02
X4 « Blucose -0,47
X5 = Fibrindgeno «0 .36
X6 a Tiompo de -

protrowbina 0.12

la coabinecidn lineal de les cinco variables menclonadas snte--
riormonte ear
Ec.(1)...D = (-0.40)X2 + (0.02)X3 - (0.47)%a - (0.36)%5 + {0.12)%6.
La finalidad do esta ecuacidn, ez qua oxista una méxims sepe—
racidn entrs las poblaciones analizades, ¢l histogreses on el cual
se acoplan essbos grupos (Fig. 13), se obtienen valores de 040, -

pare sl grupo de diabéticos y 0> 0 pare el grupo de normales,
De oata mangra, se concluye cue smbos grupos son difersntes,—-

€l que ssan diferentes, depende sntonces da les variables mencio-

nadas en la tmbla N4,
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ANALIGI8 DE REGRESION MULTIPLE,

Taply N°S
Variebles incluidas| % de veriabilided
sn ol modalo. explicade por el-
modelo,
X4 « Slucosa 74,82
X2 » Edad en meses 85,26
X12 » Insulina 88,61
X5 » Fibrindgeno 90.26
K10 = Tiewmpo de -~
tratesisnto 91.43

En la tedla N°6G, ae reportan loa porcentejes de variabillided ax-
plicoda por la Regresidén oera las varisbles més significatiwves, in-
cluidas en el madelo aue tome como varisble de respuesta a X1 (gru-
po).

Se obtiene el siguiente modelo matem&tico, quas incluge las varig

blez en . orden de significanciac
N wY -Po‘f‘?‘xd +)‘X2 +Pp, A12 +$,)G +}5x10

Con éste modalo, se pueds “predscir” con un 91.4F o1 un indivi--

duo se comporta como diabetico o como norwmsl.
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IV,3).- VALIDACION BE LA _TROMBOPLASTINA TISULAR QHTENIDA DE
CEREBRO HUMANO,

Pertiendo de un cerabro humano cuyo peso aproximedo fud de 700g.
ae obtuvisron aproximedementa 200g, de extracto.

Con esta centidad de extracto se pusden obtsner 800 frascos vig
les de 5ml. cada uno de tromboplestina tisular, pars le detersming
cidn del tiempno de protrombina.

Para validar este tromboplestina ("Z®) se compers con una tro=m-
boplestina comercial (Simplastin). Utilizando pars sllo 12 plasmes

de pacientes normales,

Inblg N°6
Tromboplestina cosercial || Tromboplastina Zaragoza
(Simolmstin) ("z*)
Plaera Media de TP Mgdia dae TP
Ne (seg) (seg)
1 11.5 11.5
2 11.8 11,0
3 11.5 11.2
4 11,5 11,0
5 11,2 11.8
&8 11.0 11,8
2 11.8 11.5
8 11.0 11,2
9 11.5 11,2
10 11.8 11,8
11 11.2 11.0
12 11.8 11.2




Iv,3.1) .- VALIDAGION ANALITICA DE LA TROMBOPLASTINA TI1SULAR "Z°
PARMMETRD A Descaran (IV.3.1.1)

Para esstablacer la vmlidacidn anclftice de la troadboplastine —
tisular es nscesario aclarar, que la musstre ds 12 ejocucionss ex—
perimentales serd utilizedo como estimador dsl! paremetrot Tiesmpo -
da nrotrombina obtenido.

Dado cque el estiasdor del parématro serd la media aritmetica,ng
demos concluir que la eaperanze del parsmotro es el valor del est)

mador, por ser la Espersnza un sstimador insssgado del parésetro!

c-:(/( ) = X
donde:

/l = Al valor del perdmetro
X « Al valor de la media

Iv,3,1.2} .- HIPOTESIG DE CONTRASTACION
Las hipotsais oue debemos de contrastar sont

Ho: Mo existe difermsncim en el tiesno de protrombine de la trombo-

plastina tisular "I con respecto a le tromboplastina tisular co--

mercial (Simplastin)

Hat Existe diferencie en el tismpo da protrombine de le trombopleg
tina tisular "Z" con respecto a la tromboplestine tisular comsrcial
1v.3,1,3).- ELECCION DEL MODELO PROBABILISTICO DE CONTRASTACION

Por el teoreme central del 1limite podemos inferir que el tiempo
ds protrombina de la tromboplmatina tisular "2" s» distribuye nor-
malmonte:

Tiempo de protrombins
de la tromboplastine- /\_ 3 N(X, 42}
tisuler "Z7



con X (media) y verienza 42. ontoncas el modelo probabilistico de-
contraste es la "t" de student. £1 estadigrafo de contraste serd -

“t" calculeda, el cual se calcula como!

N - X
s /i

tCBlG. -

:
9one! N . media del valor del medio de protrombine de la trombo-

plastina tisular comsrcial.

X = medis dal velor del tiempo cde protrombina de le trosdg
plastina tisular “Z%,

2 = desviecidn estander del tieapo de protrombine de le —
tromboolastine tisular “Z%,

@' = ndmero de muestras para la tromboplestina tisular "ZI",

£v.3,1.4) ,~ DEDUCCION DE LA DEGISION
Bajo la hipStesis de nulidet (Ho) y para un nivel de significag
cia dado la “t.calc.” da lugar s le regién de raechuzo y no rechezo,
de 1o cusl oe establece le siguisnte decisidnt 54 "t.celc.” &8 —-
mayor que "t" de tables para una significancie dada as rschaza Ho.
De lo contrario, si "t.calc.” es menor ocue "t" de tables, ho se

rechmza Ho con la significancie usedea.

1v,3,1,5) .~ PROCESG DE CONTRASTACION
De los datos mencionedos en la tabla N°G se obtisenen los siguien
tes valores!

E - 11.36
X e 11,27
8 = 0,204

Vel
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Substituyendo los datos =e obtienat
11.36 - 11.27

Pare “t%calc « N - X - e n=2El W 1,542
s /lvw 0,208 / 12

como "t" teblag = 2.201
oc. = 0,080
n «1 « 11 gratdos de libertad

1,542 < 2,201 } comp "t.cale? <"t teblas no rechazemos Ho

Conclusiént

Con una confisnzs del 956 (p<0.05) se concluye qua no existes -
diferencies en los tiemons da protrowbina de les dos tromboplesti—
neg tisuleres, por lo cue se infiere que ls tromsboplastina tisuler
"Z" @8 eficiente,
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1v,4),- VALIDACION ESTADISTICA PAHA LUS_VALORES DE HEFEHENCIA DE

FIBAINOGEND EN PACIENTES NORMALES,

1V.4.1) .- HIPOTESIS DE CONTRASTACION

Ho : Np existe diferencia en el rango normal para fibrinégeno
obtenido con respecto a los velores de referencia reports

dos en la bibliograf{a.

Ha : Exiate difersncia en el rango normal para fibrindpeno obtg
nido de la poblacidn estudiade con raspecto a los velores

de refarencia renortedos sn la bibliografia.

IV,4,2) .- PROCESO DE CONTRASTACION

Utilizando los velores mencionados en le tabla N°2,corrsspondiep
tes & fibrindgeno en pacientes normalss,se realizan los siguientaes

calculaoss

Para "t.calc.” « _365.= 203,62 . = 21.38
59.46 / 62
pera "t" tebles = 2,0
q - Ouoﬁ
n - 1 = 81 grados de libarted

21.38) 2,0 ; como "t.cale.” ) "t" tables gg rechaza Ha.

Conclusidn:

Con una confianza del 95% (p¢N.05) se concluye mue axiste difg
rencia entre los rangos normales para fibrindgeno obtenidos de le
poblacidn estudiadm y los reportados en la bibliografia. Con 1o
aque se infiere,que el rango normal obtenido es menor cue el reoor

tado,.



CAPITULO V

DISQUSION DE RESULTADOS



DISQUSION DE REGULTADAS

Analizendo 108 resultados que se encuantran resumidos en le ta-
bla N®*2, Sa obtuvo lp siguiente con respecto a los pacientes diab}
ticos:

La concentracidn da fibrindgeno ss encuentre aumentatte con res-
pecto & la poblacidén norwal.

El tiempo de protrombine, se encuentra norwal & ligersaonte dig
ainuido, con respecto el normel (: 0.34 smeg).

Ds 1o anteriormente mencionedo, 8® pueds sugarir que al sncon--
trarse elsvado sl fibrindgenoc y acortado u.muuo(ngermmte) el -
tiempo de protrombinea se induce la formacidn de troabos en los pa~
cientss diabéticos.

Con 1o cuel se cumple uno ds los objetivos planteadoes en el prg
sente trabajo. Por 1o qus considersmos importente la rsalizecidn -
tde estes determinsciones edemés do la glucosa control en ol paclep

te diabético.

V,1).~ ANALISIS DISCRIMINANTE

Ds acuerdo con los rousltados obtenidos en éste enélisis, se -
observa sue do las variables mansjadas en gl estudio las mdés sig-
nificstivas son las quae se menclionan on ia tabla N®4. Es decir, -
gue diches varisbles son las que contribuyen en mayor medida e -~
disoriminar las poblaciones.

En los mapas territorisles (Fige. 13 y 14), se domuestra que -

les pablaciones tienden a distribuiras normelmente.
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En 1a fFip. 14), en la cuml se aconlan ewbas poblacionse, se cog
cluye cue para velorss de la funcidn discriminants aencres que toro,
el paciente sa ubica como diabético, @sf{ pues, para valoress de la -
funcidn discriminante mayores que csro, gl psciente se ubica como -
noraal

De 1a Ecuecidn (1), se concluye cue para qus la funcifn Disori—
minante (D) tome valores menores que caros
X2 (Edmd en mesen) debs toser valoros grandes,

%4 (Slucoen) dobe tomar velores grandss ,
%8 (Fivrinégeno) dabe tomer valores grandes vy ,
%5 (Tiempo de protrombina) debe toear valores psauefios.

Cebs mencionar que el uso da la funcidn discriminante ésta limi-

tada dnicemsnte o las variables que se manejaron en este trebajo.



V,.2) .~ ANALISIS DE REGRESION MULTIPLE

En ol anédlisis dG regresidn, so fud tomsndo cads variable, como
veriable de respuesta (varisble dependients) contra todat las res-
tentes {varisbles independientss 8 explicetives).

La relacidn cque m=fis significancia tuvo, fué la que tomo como —
variable de respuecata X1 {grupo) y como vpriuhlu explicativas ——
(%, X2, 212, %8, A0).

£n esta en&lisis, Como era de esperarss la variable M {gluco-
ua)u la que explica con un mayor porcsntaje 31 un pacisnts es -
dimbftico 6 mormal, sionde acumulativo el porcentajes de veriabilj
dad owliceds por lss deméds variables mencionadss en la tabla WN®S,
hasta llegar al 91.4%,

Do igual forea que pars el enflisis discriminente; eate sodelo
estd limitedo & la® variobles eaploadas en el eatudio,



V.3) .- VALIDACION DE LA TROMBOPLASTINA TIGULAR OBTENIDA DE

CEREBRD HUMANO,

Para la validacién de la tromboolastina tisuler “Z" se determi-
no el tiempo da protrombina de 12 pecientes nornales con una trom-
boplastina tisular comercial (Simplestin).

Las determinaciones sa realizaron por triplicedg para cade pa--
clente, obtenidndose lo media aritmétics para cada uno Como 8@ ob-
serva en la teblas K*6,

De acuerdo oon la validecidn sstedfstica de estos datos se do-—-
muestra qus no existe diferencis significativa entre las dos treo-—
bopleastines por ténto. se concluye cque la tramboplastine tisuler -
"l"es eficiente para le deternminacidn del tiempo de protrombina .
Gumpliendo de esta manera con los cbjistivos plantoedos en 8l proe-

sente trabajo.

V,4),- VALIDACION ESTADIGTICA PAHA LUS VALODRES DE REFERENCIA DE
FIBRINOGEND EN PAGIENTES NORMALES,

Al observar que la concentfaclién de fibrinSgeno en los pacian-—
tas normales sa oncontrabe disminuida con respecto a los valores =-
da referencia reportados por otros paefees. Se procedio a realizar-
la validacidn estadistice de le cusl se obtuvo que Bi existe difeo-

rencia significativa sntrs smbos valores.
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VI,1) CONCQLUSIONES

Considerando nue la concentracidn de glucosa de la poblacidn

disbética estudisda estuvo comorendida entre 120 y 300 mg/dl,

88 concluye lo siguiente:

1) Se corrchora que la Dimbetes Mellitus tiens implicacicnes en

el mecanismo de coagulacidn.

2) Se concluye gque en el paciente dimbética:

La cancentracién de fibrinSgeno se encuentra aumentada.

€l tiempo de protrombina se encuentra normal § ligeramente-
disminufdo,

El nimero de plaguetas se encuentra normal,

El tiemno de tromboplastine parcial normal,

Todos ellos con respecto m le poblacién de referencia,

3) Dol andlisis discriminante ss concluye gue pers valores de la

funcidn discriminante menores que cero, el paciente se ublce -~

a)

como dimb&tico y para valores de la funcidn mayores qua'caro
como normal,con respecto s las variebles significativas (Edad—

en mesas,sexq,glucosa,fibrindgeno y tiempo de orotrombinu).

Con una confianza del 95% ss concluyse qua no exista diferencia

en los tiempos de protrombine de las dos tromboplastinas tisulg

res,por 1o que 88 infiere gue la tromboplastina tisuler "Z% oea

aeficiente.

5) En buse a los rasultados obtenidaos,se concluye gue la trombonlag

tina tisular “Z" @s de buena celidad y oronorciona resultedoa --

confiables y reproducibles en contraste can la tromboolastina --

tisular comerci=sl,
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6) Se concluye que se puasden obtener reactives nara usc clinico
en el Laboratorio Centrel de Andlisis Clfnicos (Zaragoze),

con sl eqguipo y materiml existente,

7) Con una confianza del 95%,se cancluye cua existe difér;ncia
antrs loas rangos norinales pera fibrindgeno obtenidos en la
noblacidn de referencis estudiada y 108 reportados en la bi
bliograffa. Con lo que se inflere que rl rango normel obteni

do es8 menor que el renortedo.

B) Da acuerdo & los resultados proporcionados por el andlisis
discriminente y el andlisis de regresidn miltiple,resulta
importante determinar la concentracién de fibrindgeno y tiem
po de protrombina ademds de la glucosa control en el pacisnte

disbdtico.

9) S¢ considera importante que se realicen algunas pruebas cue
evaluen la funcionalided olequetaria (como edhesividaed plagua
taria y agregabilidad plauuecuria) y al sistems fibrinolfticn
{como 1isis das euglobulinas y determinacifn de Antitrombina II1I),

10) Resulte importante trabsjar con pagientes diabéticos que prg
santsn un rango mayor en la concentracidn de glucosa. Ademdés
81 se guierws reslizar un estudio méds profundo debs empliarse
ol nimero de pacientes,asf como las zonas da muastreo.

11) Para obaerver el inicio de problemas de trombosia, as 1ﬁteresag
te seguir a un mismo brupu de pacientes diabéticos,raealizando
las prusbas utilizedas en éste trabejo,esf como las prusbes de

adhesividad y agregabilided plaguetarias,lisis de suglobulinas y-
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Antitrombina IIX,durante un cisrto oerfodo da tiempo.

12) Con respecto al reactivo obtenido { trombonlastina tisuler)
resta realizer oruebas de vida media,control microbiceldgico
y material de empacua,si se quiere conservar por parfiodos

largos y producir a mayor aescala,
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