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- INTRODUCCION.

La causa de algunas enfermedades renales alin no es muy clara y en 10s
tilltimos afos se ha supuesto una relacion con la coagulacion intravascular (9,
41, bb), como mecanismo desencadenante de los procesos patologicos en las
nefropatias, que producen lesiones histologicas especificas, como en la insu-
ficiencia renal aguda {59}, glomerulonefritis (1, 6, 31) y la nefropatia de
lupus (25), etc. Existe evidencia experimental e histologica de que la coagula-
cion intravascular {C.1.V.) tiene relacion etiopatogénica con la necrosis tubu-
lar aguda v la necrosis cortical renal, entidades que porducen insuficiencia
renal {33, 46). En el sindrome hemolitico urémico, también se reportan
alteraciones en los factores de la coagulacion y la instauracion de un estado
de fibrinolisis acelerado (15, 19, 20, 27, 66).

Esa coagulacion intravascular se manifiesta por el deposito de fibrina en
les glomérulos del rifidn {30, 33, 37, 61, 65), lo cual es la causa del dafio
tisular en dichos padecimientos renales.

Rosenmann, et al (50}, sugirieron que la oclusion de la vena renal puede
ser la causa fundamental del sindrome nefrotico y que la trombosis de la
vena renal puede ser secundaria al sindrome, asociada con un estado de
hipercoagulabilidad, por to que, la terapia anticoagulante puede tener lugar



en el manejo de pacientes nefroticos.

Existe en la literatura informacion suficiente para considerar a los cam-
bios de la coagulacion como responsables de la produccion de fenbmenos
tromboembolicos, que suelen observarse en estos enfermos. Asi Cameron (4)
y Goldbloom, et _al (13) encontraron trombosis de la arteria femoral poste-
rior a la puncion de la vena correspondiente, en nifios con sfindrome nefroti-
co activo y Kanfer (24) encontr6é 16 complicaciones tromboticas de diverso
tipo en 13 pacientes nefroticos. Probablemente de estas complicaciones, la
maés frecuentemente sefialada ha sido la trombosis de la vena renal {26, 40,
43, b0, 60).

Vassalli, et al (61, 62,63, 64) y Humair, et al (21, 22), desencadenaron
en forma experimental el mecanismo de !a coagulacidon intravascular en ratas
y conejos y han observado por microscopia eléctronica, dep6sitos de fibrina
a nivel glomerular. El tejido glomerular mesangial actia como una via para
trasladar el material que pasa a través de la membrana giomerular; la fibrosis
mesangial ocurre después de que el depbsito de fibrina queda dentro del
mesangio, pero por encima de esta posibilidad, existe el peligro de un trom-
boembolismo en la circulacion; este mecanismo causa lesiones progresivas en
las nefrosis, por to que, se sugiere una terapia anticoagulante en el caso de
pacientes nefroticos (18).

E! uso de anticoagulantes como la heparina y el dipiridamol, ha preveni-
do y mejorado las lesiones histologicas renales, pues su administracion inhibe
la aglutinabilidad de plaguetas y previene la formacion de trombos de fibrina
en pacientes nefroticos (29, 31).

En la nefritis experimental, es sorprendente que el uso de anticoagulan-
tes como la heparina (14, 32, 54) y la warfarina (63) ha dado buenos resulta-
dos; sin embargo han sido poco usados en el tratamiento de la glomerulone-
fritis en el hombre. Se observd también que la heparina reduce la proteinuria
y la hematuria.

El dipiradamo! es un anticoagulante que inhibe la aglutinabilidad de
plaguetas in vivo e in vitro (7, 10, 11). La combinacion de éste con la
heparina parece ser un mejor tratamiento de trombosis arterial, que el uso de



uno sdélo. Esta combinacion ha sido valorada en un estudio control en el
hombre (57).

Los cambios fisicos y quimicos gue dan como resultado la formacion
de un coagulo sanguineo, han sido el tema de muchas investigaciones durante
siglos, pero todavia no son totaimente conocidos. Malpighi en 1666, fue uno
de los primeros en considerar el problema, v en el sliglo XVIII, Petit, Hew-
son, Chaptal y Hunter se ocuparon de él. En el siglo siguiente, Buchanan,
Lister, Denis, y Hammarsten, realizaron contribuciones que dispusieron el
ambiente para el concepto propuesto por Alexander Schimdt en 1892; es
decir, 'que la coagulacion de la sangre es la consecuencia de una cadena de
factores reactivos que culminan con la conversion del fibrinbgeno en fibrina
por accion de la trombina. Se reconocia que la trombina no se hallaba
presente como tal en la sangre circulante y que un precursor inactivo -la
protrombina- era activada por otra substancia, probablemente de naturaleza
lipoide. El reconocimiento del papel esencial desempafiado por el calcio,
condujo al desarrollo de la teorfa clasica del mecanismo de la coagulacion
expuesta en 1905 por Morawitz, en la cual se consideraban cuatro factores
comao necesarios: tromboplastina, calcio, protrombinay fibrindgeno.

Posteriormente el concepto de coagulacion, se concibe como un proce-
so dindmico, en el cual, ciertas fuerzas que conducen a la coagulacion son
enfrentadas por fuerzas conftrarias, incluyendo estas Ultimas a los anticoagu-
lantes naturales y a agentes gue remueven el coagulo formado. Los funda-
mentos de este concepto fueron establecidos por Howell, en 1910. Aclard
gue intervienen maés de cuatro factores, punto de vista propuesto por primera
vez por Nolf en 1908 y apoyado mas tarde por Bordet.

~ Entre los afios de 1964 y 1966, dos grupos de investigadores, Ratnoff,
et al (48) y McFarlane (38), en Estados Unidos y Gran Bretafia respectiva-
mente, enunciaron interesantes hipotesis acerca del mecanismo de coagula-
cion.

Se piensa ahora, que existen cuatro fases distintas de la coagulacion de
la sangre, a saber: la activacion de la tromboplastina; la formacion de trombi-
na; la produccion y estabilizacion de la fibrina, y la fibrinolisis.



Primeramente se forma tromboplastina, para lo cual es necesario que se
desprendan o liberen substancias de los tejidos y de las plaquetas,

Para la formacion de trombina existen dos caminos: uno de ellos es el
sistema intrinseco y el otro el sistema extrinseco.

El primero se inicia cuando el factor XI| (factor de Hageman) es activa-
do, vy después interacciona con el antecedente tromboplastico del plasma
{factor X1) y posteriormente cambia de su forma inerte a su forma activa y
éste a su vez actlia sobre el componente trompléastico del plasma (factor IX o
factor de Christmas), activandolo en presencia de fosfolipidos plaguetarios;
de esta manera se forma un complejo macromolecular estable con el factor
Vi (globulina antihemofilica). Este complejo activa al factor X (factor de
Stuart-Power) y el factor X activado en presencia de fosfolipidos plaquetarios
y del factor V (acelerina), son los activadores de la protrombina, que convier-
te protrombina en trombina.

El otro camino es el sistema extrinseco y difiere del intrinseco por la
presencia de factores derivados del plasma, es decir de origen tisutar, como lo
son el factor Vil (convertina) y la tromboplastina; estos factores extrinsecos
interaccionan para producir el factor X, y a partir de este punto, los sistemas
tanto intrinseco como extrinseco siguen la misma via hacia la formacion de
fibrina.

La trombina formada por un camino u otro, actGa sobre el fibrinbgeno
conviertiéndolo a fibrina, que es la tercera fase de la coagulacion.

Simultaneamente, con el proceso de coagulacion, enlacuarta fase el
factor de Hageman pone en movimiento losacontecimientos que resultan de
la disolucion del coagulo, por medio de la fibrinolisis. En esta secuencia, el
factor de Hageman actiia en asociacion con el mismo cofactor de Hageman,
para convertir el plasminbgeno inerte a la plasmina proteoliticamente activa,
que actda a su vez directamente sobre el coagulo de fibrina v lo rompe

enzimaticamente, en fa forma como se indica posteriormente descrita por
Ratnoff (47).



Factor de Hageman (XI1)
Factor de Hageman activado

Factor de Hageman + Cofactor del factor de Hageman.

Plasmindgeno Plasmina Fibrina.

Es nuestro proposito valorar las alteraciones de la coagulacion en un
grupo de nifios con sindrome nefrético activo, por medio de las siguientes
pruebas: tiempo de protrombina; tiempo parcial de tromboplastina; tiempo
de trombina; fibrinbgeno, inhibicion de la fibrinolisis; plaguetas; consumo de
protrombina; aglutinabilidad plaquetaria; retraccion del coagulo; factores
plaquetarios 3 y 4; factor |1, factor V; factor VIII; factores VII, X y XIII;
productos |iticos de fibrina en suero y orina, v Fi test (productos de degrada-
cion de fibrina y fibrinbgeno).

Otro de nuestros propositos, es el de establecer valores normales en la
determinaciébn de productos Ifticos en orina, llevandose a cabo con la misma
técnica que para su determinacidn en suero; tratar de encontrar alguna anor-
malidad, ya sea en el proceso coagulatorio 0 en la cantidad de diastasas
{ticas en la orina, que nos expliquen la razon del mecanismo de despdsito de
fibrina en los glomérulos del rifion e incluso la posibilidad de utilizar dichas
pruebas o algunas de eiflas con fines diagndsticos.

Por lo numeroso de ias pruebas de coagulacion existentes hasta ahora,
no hay una que nos permita determinar aisladamente con absoluta certeza la
normalidad del proceso. Se intenta entonces en este trabajo, desarrollar el
mayor niimero de pruebas a cada paciente, en relacion con lo investigado con
otros autores, para observar el valor de cada una y al mismo tiempo caracteri-
zar al grupo de ellas que resulten mas Gtiles para este padecimiento.



MECANISMO DE CASCADA descrito por Ratnoff (47).
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.- MATERIAL Y METODOS.

El material de este trabajo se logré mediante el estudio de una serie de
pruebas de coagulacién, efectuadas en veinte pacientes internados en el servi-
cio de Nefrologia del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional,
cuyas caracteristicas clinicas y datos bioguimicos los clasificaron como por-
tadores de un sindrome nefrético activo (Tabla 11).

Se han considerado como valores normales para las técnicas que mas
adelante se describen, aquellos que para esos procedimientos se han obtenido
en el mismo laboratorio (36).

Para la obtencion de valores normeles en la determinacion de productos
liticos en orina se estudiaron 24 nifios, 15 de sexomasculinoy 9 de sexo
femenino, cuya edad oscil6 entre fos dos y los dieciseis afios, a quienes se les
practicd de manera previa un examen general de orina para cerciorarse gue se
trataba de nifios normales.

A todos los pacientes se les practicaron las siguientes pruebas:

Tiempo de protrombina, con la técnica de Quick (44).
Tiempo parcial de tromboplastina, con la técnica de Langdell, et al (34).



Tiempo de trombina, con la técnica de Jim (23).

Fibrinbgeno, con la técnica de Ruiz y Jiménez (52).

Inhibicion de la fibrinolisis, con la técnica de Pizzuto, et al {42).
Plaguetas, con la técnica modificada de Brecker y Cronkite (2).
Consumo de protrombina, con la técnica de Rosenthal (51).
Aglutinabilidad de plaquetas, con la técnica de Reyna y Pizzuto (49).
Retraccion del coagulo, con la técnica de Didisheim y Bunting (B8).
Factor 3 plaguetario, con la técnica modificada de Harvey (17).
Factor 4 plaguetario, con la técnica de Fuster, et al (12).

Factor |1, con la técnica de Carwright ().

Factor V, con la técnica de Cartwright (5).

Factor VI, con la técnica modificada de Hardisty y Macpherson (16).
Factores VIl y X, con la técnica de Carwright (5)

Factor XI1l, con la técnica de L.oewy y Edsall (35).

Productos Iiticos de fibrina, con la técnica de Merskey, et al (39).

Fi Test (productos de degradacion de fibrina y fibrinbgeno), con la técnica
de Breen y Tullis (3).

MATERIAL BIOLIGICO PARA ESTAS DETERMINACIONES:

Técnica de la toma de muestras para investigacion.- Todo el material de
vidrio empleado fue siliconizado previamente, a menos que se especifique lo
contrario. Los anticoagulantes usados fueron el citrato de sodio al 3.8% a un
pH de 6.3 empleando 0.1 ml. por cada mi. de sangre y el oxaiato doble de
amonio y potasio en la misma proporcion. El uso de los diferentes materiales
se menciona en cada uno de los métodos empleados en las pruebas de labora-
torio.

En cada toma de sangre se tuvo especial cuidado en que, la muestra, no
estuviera contaminada con tromboplastina tisular debido a una puncion trau-
matica, 0 a coagulacion parcial de la muestra por una coleccion de sangre
muy tardada, etc. lgualmente se evitd la produccidn de espuma, que también
es causa de error en los resultados, es decir, todas las muestras se obtuvieron
de una puncion limpia y con un flujo de sangre a la jeringa rapido y casi
libre.



Preparacion de muestras para testigos y de referencia:

Plasma Testigo.- mezcla de plasma de por o menos 10 donadores profe-
sionales, extraida por puncion venosa, sin importar el Rhy grupo sanguineo
de la sangre.

Suero Testigo.- la sangre para la obtencion de éste se colectd en tubos
siliconizados, que se taparon inmediatamente con parafilm v se incubaron 2
0 mas horas en bafio maria a 37°C. Tan pronto se hubo retraido el coagulo,
se separb de las paredes del tubo con un aplicador de madera y se centrifugd
a 1408 xg por b minutos. El suero obtenido se pasd a un tubo siliconizado
por medio de una pipeta Pasteur y se ccnservo en hielo o en el congelador.

Plasma Rico en Plaguetas (P. R. P.).- centrifugar el tubo con sangre a
360 xg durante 10 minutos y con un pipeta Pasteur limpia pasar el plasma a
un tubo siliconizado. Se prepara diariamente.

Plasma Pobre en Plaguetas (P.P.P.).- centifugar el tubo con sangre a 350
xg por 10 minutos y con una pipeta Pasteur pasar el P.R.P. a un tubo
siliconizado limpio; tapar el tubo con papel parafilm y centrifugar a 1408 xg
durante 30 minutos a 4°C; colocar el plasma pobre en plaquetas en un tubo
siliconizado limpio. Paralos factores plaquetarios 3 v 4 se usa P.P.P. del dia.

Plasma Adsorto.- en un tubo colocar oaxalato doble de amonio y pota-
si0 como anticoagulante y colocar la sangre en proporcion 1:10; agitar suave-
mente por inversion, centrifugar el tubo a obtener P.R.P. y con una pipeta
Pasteur separar el plasma a un tubo siliconizado limpio, agregar 100 mg de-
sulfato de bario por cada ml de plasma, agitar y colocar el tubo en bafio
maria a 37°C, agitar de vez en cuando, incubar 15 minutos 0 mas si es
necesario, centrifugar el tubo y separar el plasma a un tubo siliconizado
limpio; para comprobar que el plasma estad bien adsorto, efectuar con él un
tiempo de protrombina con la técnica de Quick, no debe de coagular, y si es
asl hay que repetir fa misma operacion.

. Plasma Envejecido.- Ef plasma rico en plaquetas de una mezcla de dona-
dores normales, colocarlo en un tubo siliconizado, taparlo y ponerlo en bario
marfa a 37°C, el tiempo necesario para que al efectuarle un tiempo de



protrombina de Quick no coagule.
Material de laboratorio.- especificado en cada técnica.

Limpieza del material.- todo el material de vidrio, tanto siliconizado
como no siliconizado, fue cuidadosamente seleccionado y lavado por separa-
do. Para esto se uso “detergex’’ como jabon y fueron remojados, enjabona-
dos y tallados con escobillon; luego fueron enjuagados con agua corriente y
vueltos a tallar en agua jabonosa y finalmente se enjuagaron 3 veces en agua
destilada. El material de vidrio no siliconizado se colocd en gradillas metali-
cas y se metio el horno a secar. El material por siliconizar se colocé después
de enjuagarse, en una solucion de silictn al 30% en agua durante 20 minutos;
después se enjuagd nuevamente en agua destilada dejandolo secar a tempera-
tura ambiente. Como el silicon es una substancia volatil e inflamable, se
recomienda conservar siempre la solucion tapada y en campana de buen tiro.

Material guimico.- especificado en cada técnica.

FUNDAMENTO Y DESCRIPCION DE LAS TECNICAS:

Como las técnicas para tiempo de protrombina; tiempo parcial de trom-
boplastina; tiempo de trombina; fibrinbgeno; plaguetas; consumo de pro-
trombina y retraccion del coagulo son de conocimiento general, se indicara
exclusivamente el fundamento.

Tiempo de Protrombina.- consiste en la formacién de un coagulo o velo
turbio de fibrina al adicionar tromboplastina célcica de cerebro de conejo o
bovino, a los plasmas, tanto problema como testigo. Con este procedimiento,
en realidad no se evalGa sOlo la cantidad de la protrombina, sino que se
determinan ademas otros factores como el V (acelerina), el VIl {convertina)
y el X (Stuart-Power). Esta prueba se utiliza con frecuencia para seguir los
tratamientos con cumarinicos; para nuestro estudio por referencias de trata-
mientos asociados.

Tiempo parcial de Tromboplastina.- es un tiempo de recalcificacion en

plasmas problema y testigo en presencia de tromboplastina plaquetaria, la
cual substituye a las plaquetas, con lo gue puede decirse que iguala la accion
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de ellas. Es una prueba de tipo global, o sea, que mide casi todos los factores
de coagulacion, por lo que resulta adecuada para este estudio.

Tiempo de Trombina.- se basa en que la adicion de trombina a un
plasma desprovisto de plaguetas induce la transformacion de fibrindgeno
en fibrina. Mide la variacién de fibrinbgeno y la presencia o ausencia de
inhibidores de la trombina agregada (antitrombinas, heparina), lo cual seré
muy Util en nuestro estudio.

Fibrinbgeno.--la prueba se basa en la precipitacion del fibrinbgeno por
accion del calora 58°C + 1°C, centrifugacion y medicion del mismo, con un
ocular de microscopio 10 x y una reglilla a escala. Su diagndstico es de
intéres cuando existen otros defectos de la hemostasia.

Plaquetas.- el método consiste en agregar a la sangre del paciente citrata-
da, oxalato de amonio al 1% para destruir tanto glébulos blancos como rojos
y asl poder efectuar el recuento de plaquetas por mm?2. Tienen gran impor-
tancia en la hemostasis, ya que, son elementos enzimaticos productores de
diversos factores de coagulacion.

Consumo de Protrombina.- Se basa en la medicién de la protrombina no
consumida durante el proceso de coagulacion de lasangre problema, a la que
se separa el suero, se le adiciona fibrindgeno vy se le determina un tiempo de
protrombina con la técnica de Quick. Estapruebanos ayudard a medir la
funcion de las plaquetas y de los factores de la coagulacion necesarios para
producir la tromboplastina intrinseca.

Retraccion del coagulo.- si dejamos la sangre coagulada en un tubo de
vidrio sin tocarla a 37°C, veremos que el coagulo de fibrina va adquiriendo
mayor consistencia, y que después se retrae, englobando en sus mallas a la
mayoria de los elementos formes de la sangre: se trata de la retraccion del
coagulo, la cual llega a su méaximo entre las 18 y 24 horas posteriores a la
extravasacion sanguinea. En nuestro estudio, la disminucion considerable del
fibrinbgeno puede ser la causa de una retraccion deficiente del coagulo; o
bien en los casos de una disminucidn acentuada de protrombina, puede haber
una alteracion de esta capacidad de retraccion.

11



INHIBICION DE FIBRINOLISIS (42).

Material de laboratorio:
Tubos de 13 x 100 mm.
Pipetas de b ml.

Pipetas de 1 ml.

Pipetas de 0.2 ml terminales.
Aplicadores de madera.

Material quimico:

Agua destilada

HC10.1 N.
Amortiguador de imidazol.
Trombina diluida.

Material biol6gico:
Plasma testido adsorto.
Plasma problema adsorto.

Método:
En una serie de tubos de 13 x 100 mm cofocar:
4.2 ml. de agua destilada,
0.15ml. de HCI1 0.1 N.
y agregar al tubo No. 1 : 0.3 ml de plasma testigo.
" 2:0.3 ml de plasma problema.
" " 3:0.15 ml de plasma testigo -+ 0.15 m! de plasma
de plasma problema.
J " 40015 ml de plasma problema + 0.15
mi de plasma adsorto testigo.
“ " B5:0.15de de plasma testigo + 0.15 ml
de plasma adsorto problema.

Seguir exactamente el mismo proceso que para la lisis de euglobulinas
{(centrifugar los cinco tubos después de haberlos tapado con papel parafilm a
3000 r.p.m. por 5 minutos, deshechar el sobrenadante y agregar 0.3 ml de
amortiguador de imidazol. El precipitado se resuspende con un aplicador de
madera previamente mojado en amortiguador de imidazol; agregar a los tubos
0.1 ml de trombina. Agitar los tubos suavemente, taparlos con papel parafilm
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y colocarlos en bafio maria a 37°C; observar la formacion del coagulo cada
10 minutos vy después cada 24 hs.

AGLUTINABILIDAD DE PLAQUETAS (49).

Material de laboratorio:

Tubos de 10 x 75 mm siliconizados.
Pipetas de 0.2 ml terminales.
Cronbmetro,

Material guimico:
Adrenalina (10 microgramos/mi).

Material hiolbgico:
Plasma testigo
Ptasma problema.

Método:

En un tubo de 10 x 75 mm siliconizado colocar:
0.5 ml de plasma rico en plaquetas.

0.2 ml de adrenalina.

En el momento de agregar la adrenalina se marca el tiempo con el
crondbmetro, se agita el tubo v se empieza a ver la aglutinacion macroscopica
de las plaguetas, agitando el tubo suavemente; en el momento en que empie-
za la aglutinacion parar el crondmetro. Correr un testigo en las mismas condi-
ciones. La prueba debe efectuarse no mas de 30 minutos después de extraida .
la sangre.

Valor normal: de 18 a 31 segundos.

FACTOR 3 PLAQUETARIO (17).

Material del laboratorio:

Tubos de 10 x 76 mm.

Tubos de 12 x 75 mm siliconizados.
Pipetas de 0.1 ml terminales.
Pipetas de 1.0 ml terminales.
Cronbmetro.



Material guimico:

Caolin al 2 = en amortiguador de imidazol.
Caolin al 8% en amortiguador de imidazol.
Solucién salina.

Cloruro de calcio 0.025 molar.

Material biologico:
Plasma problema rico en plaquetas.
Plasta testigo pobre en plaquetas.

Método:

Al plasma rico en plaguetas del problema determinarle el nimero de
ellas por mm?®, de igual manera que se hace en sangre total. De acuerdo en el
resultado, ajustar a tener exactamente 100,000 plaquetas/mm? efectuando
las diluciones con solucion salina;siel plasma no tiene mas de 100,000 pla-
quetasse efectiian las diluciones necesarias a obtener 50, 25 6 12,000. Ya
teniendo ladilucion deseada se coloca exactamente 1 ml en un tubo de 12 x
75 siliconizado; y en otro tubo igual se coloca 1 ml de solucion salina, la cual
nos servira de blanco. Por otro lado se coloca una serie de tubos de 10 x 75
mm a los cuales se le pone:

0.3 ml de plasma pobre en plaguetas.
0.15 decaolinal 2% .
Se colocan en bafio mariaa 37°C.

En el momento de agregar al tubo de 12 x 76 mm que contiene el ml de
la dilucion de plaguetas, 0.5 m! de caolin al 8%, se marca el tiempo en el
crondbmetro, se agita el tubo y se coloca en bafio maria a 37°C durante 10
minutos exactamente. Transcurridos los 10 minutos, tomar 0.05 mi de la
ditucion de plaguetas vy colocarlos en el tubo que contiene los 0.3 ml. de
plasma normal pobre en plaguetas; en el momento de agregarlos marcar el
crondbmetro, agitar e incubar 30 segundos. Después agregar 0.4 mi de CaCl,
0.025 molar, marcar el tiempo en el cronbmetro, agitar e incubar 30 segun-
dos y sin parar el crondbmetro empezar a ver la formacion del coagulo; en el
momento de su formacion parar el cronbmetro. Efectuar las mismas opera-
ciones para el blanco, Gnicamente que al agregar el CaCl, colocar 0.3 ml.
Ejemplo:
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Después de 10 minutos
de incubacibn:

Tubo problema (1 ml con 100,000 plaquetas) 54" Hg"
Blanco (1 ml. con solucion salina) 67" 69"

Se restan los tiempos del problema a los de la solucibdn salina, lo que nos
da: 68 - bb = 13, por lo que:

68— 100
13— X

De donde X = 20

Valor normal: Para 100,000 plaguetas/mm?® de 23 a 33

50,000 15a2b
25,000 9a 20
12,000 3a 6.

FACTOR 4 PLAQUETARIO {12).

Material de laboratorio:
Tubos de 10 x 75 mm.
Pipetas de 0.2 ml terminales
Cronbmetro. '

Bafio maria a 60°C.
Material quimico:

Heparina de 1.5 U/ml.
Trombina de 30 U/ml.

Material biologico:
Plasma normal pobre en plaauetas.
Plasma problema pobre en plaguetas.

Viétodo:

Se coloca plasma del paciente pobre en plaquetas a calentar en un
tubo tapado con el papel parafilm durante 10 minutos a 60°C.
Enun tubo de 10 x 75 mm colocar:
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0.3 ml de plasma normal pobre en plaguetas.
0.1 ml del plasma del paciente calentado a 60°C.
0.1 ml de heparina {1.5 U/ml).

En el momento de agregar la heparina marcar el tiempo en el crondme-
tro, agitar el tubo e incubarlo un minuto, después agregar: 0.1 ml de trombi-
na (30U/ml).

En el momento de agregar la trombina marcar el tiempo en el crondme-
tro y empezar a ver la formacion del coagulo, en el momento de su forma-
cion parar el cronbmetro.

Correr el testigo en las mismas condiciones que el problema.

Valor normal: de 40 a 70 segundos.

FACTOR 11 (5).

Material de laboratorio:

Tubos devidrio de 10 x 75 mm.
Pipetas de 0.2 ml. terminales.
Cronbmetro.

Material quimico:
Simplastin (agregar la cantidad de agua destilada necesaria indicada en
el frasco, agitarlo y pasar el contenido a un tubo limpio).

Solucién salina.

Material biologico:
Plasma testigo adsorto.
Suero testigo.

Plasma testigo.

Plasma problema.

Meétodo:

Se diluyen los plasmas del testigo y del problema 1:5 con solucién
salina; por otro lado se hace una mezcla de suero testigo y plasma testigo

16



adsorto a partes iguales.

Se van a tener el 0%, yel100%, lo cual se obtendra de la siguiente
forma:

0% Enun tubode 10 x 75 mm colocar:
0.2 ml de simplastin,
0.1 ml de la mezcla,
0.1 ml de solucion salina.

En el momento de agregar la solucion salina, marcar el tiempo en el
cronbmetro, agitar e incubar 10 segundos después de los cuales empezar a ver
la formacion del coagulo, en el momento de su formacion parar el crondme-
tro y anotar el tiempo.

X% Enun tubo de 10 x 75 mm colocar:

0.2 ml de simplastin,
0.1 ml de la mezcla,
0.1 ml del plasma problema diluido 1:5. Seguir igual que parael 0%.

100% En un tubo de 10 x 75 mm colocar:

0.2 ml de simplastin,

0.1 ml ¢ ia mezcla,

0.1 ml del plasma testigo diluido 1:5. Seguir igual que parael 0%.

Tenemos 3 efemplos:

A.- C% b2" b4” B.- 0% b2" 54" C.- 0% 52" b4"
X®l9" 20" X% 35" 36" X% 15" 16"
100%18" 20" 100 #18" 20" 100% 18" 20"

En el ejemplo A el X% esigual al 100% por lo que puede decirse que el
problema tiene el 100% de factor I1; en el ejemplo B el X* es més largo que
el 100%, por lo que tiene menos de 100+ y se diluye el plasma testigo
diluido a lavez 1:ba las diluciones necesarias a obtener unos tiempos iguales
a los def 100% , es asf que si el plasma testigo diliiido 1:2 da un tiempo de
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36" 38 quiere decir que el problema tiene 50% de factor |l. En el ejemplo C,
por el contrario, el X% es mas corto, esto quiere decir gue tiene méas de
100 % vy el plasma que hay que diluir es el problema v si este corrige, ponga
mos con la dilucion 1:3, es que tiene 300 z .

Valor normal: de 60 a 150% .

1

FACTOR V (b).

Material de laboratorio:
Tubos de 10 x 76 mm.
Pipetas de 0.2 ml terminales.
Cronbmetro.

Material quimico:
Amortiguador de imidazol a pH de 7.3

Material biologico:
Plasma envejecido.
Plasma testigo.
Plasma problema.

Método:

Se diluye el plasma testigo y el plasma enfermo 1:5 con amortiguador
de imidazol, vy al igual que en el factor ||, vamosa tener un 0%, un X% y un
100%

Seguir exactamente las mismas instrucciones que para el factor [1.

Valor normal: de 60 a 15C%

FACTOR VHI (16).

Material de laboratorio:

Tubos de 10 x 75 mm.

Tubos siliconizados de 12 x 75 mm.
Pipetas de 0.2 ml terminales.
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Cronbmetro.
Material quimico:

Platelin plus (agregar la cantidad de agua destilada nacesaria indicada
en el frasco, agitarlo y pasar el contenido a un tubo
limpio).

Amortiguador de veronal a pH de 7.4.
Cloruro de calcio 0.025 molar.

Material biologico:

Piasma deficiente en factor VIII.
Plasma testigo.

Plasma problema

Método:

Se diluyen el plasma testigo y el plasma problema
1:10 y 1:30 en amortiguador de veronal, y al igual que
en el factor If, vamosatener un Oz, un Xz yun 100% .

0% Enun tubo de 10 x 75 mm colocar:
0.2 ml de platelin plus,

0.1 ml de amortiguador de veronal,

0.1 ml de plasma deficiente en factor VIiI.

Al momento de agregar el plasma deficiente marcar el tiempo en el
cronbmetro, agitar el tubo e incubar 3 min. a 37°C, transcurridos los cuales
se agrega 0.2 ml de cloruro de calcio 0.025 motar, en el momento de agregar
el cloruro, marcar el tiempo en el cronometro, agitar el tubo e incubar 30
seg. después de los cuales empezar a ver la formacion del coagulo, en el
momento de su formacion parar el cronbmetro y anotar el tiempo.

Seguir los mismos pasos para el X% y el 100+ vy seguir las mismas
instrucciones que para el factor 1.

Valor normal: de 60 a 150% .
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FACTORES VIl y X (b).

Material de laboratorio:
Tubos de 10 x 75 mm.
Pipetas de 0.2 ml terminales.
Cronbmetro.

Material quimico:
Solucion salina.

Material biolbgico:

Suero testigo diluido 1:10
Método:

Plasma testigo.

Plasma problema.

Método:

Se va a tener:

Plasma -+ Suero testigo (1:10) Problema/Testigo
Plasma + Solucion salina Problema/Testigo

Se efectlia un tiempo de protrombina con la técnica de Quick, en un

tubo de 10 x 75 mm:

0.2 ml de simplastin,
0.1 ml de plasma (problema o testigo)
0.1 ml de suero diluido 1:10.

En el momento de agregar el suero marcar el tiempo en el cronbmetro,

agitar e incubar 10 seg. después de los cuales empezar a ver la formacion del
coagulo, en el momento de su formacion parar el crondmetro y anotar el
tiempo. Repetir con solucion salina.

Valor normal: los tiempos deben ser iguales tanto del testigo como del

problema.

FACTOR X1 (35).

Material de laboratorio:
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Tubos nuevos de 12 x 75 mm.
Aplicadores de madera.

Material quimico:
Cloruro de calcio 0.05 molar.
Urea b molar.

Material bioldgico:
Plasma problema.

Método:

En un tubo de 12 x 75 mm colocar:
0.3 ml de plasma problema,
0.1 ml de cloruro de calcio 0.05 M.

Tapar el tubo con papel parafilm, agitarlo suavemente y colocarlo en
bafio maria a 37° C durante 30 minutos.

Con un aplicador de madera exprimir el codgulo suavemente y colocarlo
en bafio marfa colocar el codgulo nuevamente dentro del tubo y agregarle:

3.0 ml de urea b molar.
Tapar el tubo y mantenerlo a temperatura ambiente 24 horas.
Valor normal: debe permanecer el coagulo.

PRODUCTOS LITICOS DE FIBRINA (39)

Para la determinacién de productos liticos de fibrina en orina se siguio
la misma técnica que en suero, preparando la muestra por el siguiente proce-
dimiento: coleccion y medicion de la orina de 24 horas; filtracion de 20 ml
desorina con papel filtro del No. 1, el producto de este volimen se dializ a
temperatura de 4°C en una membrana de celulosa VIRTIS contra una solu-
cion de Dextran, de bajo peso molecular, en solucion glucosada al 5% , hasta
concentrar 10 veces su volumen siendo el tiempo suficiente para elio de 72 a
84 horas.

Material de laboratorio:
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Material de laboratorio:
Tubo de 16 x 150 mm.
Tubos de 13 x 100 mm.
Pipetas Pasteur.

Agitador mecanico de tubos.

Material quimico:

Anticoagulante A.C.D.

Amortiguador salino de fosfatos a pH de 6.4.
Amortiguador de citrato-fosfato a pH de 6.6.
Acido tanico 1:5,000 recién preparado.

AlbUmina humana.

Azida de sodio.

Trombina 1,000 U.

Suero antifibrinbgenc humano diluido 1:6,000.
Albumina bovina al 2% en amortiguador citrato-fosfato.
Amortiguador de fosfatos a pH de 6.4, 0.15 molar
Citrato de sodio 0.1 molar.

Solucion salina.

Mezcla coagulante para productos liticos de fibrina.

Material bioldgico:
Eritrocitos grupo. 0"
Plasma testigo.

Suero testigo.

Plasma problema.
Orina problema.

Método:
A.- Preparacion de los eritrocitos.

Poner en un tubo de 16 x 150, aforado a 10 ml, 1.5 ml de anticoagulante
A.C.D. (del usado de bancos de sangre); adicionar 8.5 ml de sangre fresca
grupo 'O, obtenida por puncidn venosa, tapar e invertir para mezclar.
Reposar de 24 a 48 horas en refrigerador. Desechar el plasma sobrena-
dante con una pipeta Pasteur y distribuir el paguete celular en tubos de
13 x 100, para ser lavados 6 veces con 20 veces su voliumen de amorti-
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guador salino de fosfatos. Agitar los tubos con el agitador mecanico
después en cada lavado para que 10s eritrocitos no se queden en el Tondo
de los mismos. Ya lavados se colocan en un vaso de precipitados de 600
ml v se les agrega un nuevo volimen de la misma solucién amortiguadora
hasta 300 ml. Por otro lado se prepara una solucidn de acido tanico
diluida 1:5,000 y se agregan de ésta 300 ml a los eritrocitos. La mezcla
se deja una hora a temperatura ambiente, agitando a'intervalos regulares
con el objeto de que se aglutinen los eritrocitosy asi esto no sucede hay
gue empezar de nuevo el proceso de tanizacion. Después de este tiempo
se concentran los 800 ml por centrifugacidn en una serie de tubos de 13
x 100, decantar y no olvidarse de agitar después de cada centrifugacion,
y una vez que se tienen todos juntos, se lavan 6 veces con 20 veces su
volimen con amortiguador de citrato foesfato hasta queel liquido sobre-
nadante esté completamente limpio. Ya lavadosse diluyen a 320 ml con
el ‘-mismo amortiguador. Se separan 20 ml de suspensidon a otro vaso de
precipitados. Por otro lado se diluye plasma testigo 1:250 en amortigua-
dor de citrato-fosfato y se agrega un voldmen igual a fos 300 m! de
eritrocitos. En un tubo limpio se coloca 0.1 m! de trombina de 1,000
U + 0.9 ml de suero testigo; este suero asi tratado se diluye 1:260 en
amortiguador citrato-fosfato v se le agrega un volimen igual a los 20 ml
de eritrocitos. Ya una vez que se tienen unos eritrocitos con plasma y
otros con suero, se mantienen a37°C durante una hora, agitandolos de
vez en cuando. Después de este tiempo se vuelven a concentrar los eritro-
citos por separado en una serie de tubos de 13 x 100 v se {avan 6 veces
con 20 veces su volimen de amortiguador citrato-fosfato. Ya lavados se
diluyen nuevamente, los que tenian plasma en 300 m! y los que tenfan
suero en 20 ml del mismo amortiguador; en este paso los eritrocitos
guedan recubiertos con protefnas del plasma y los otros con proteinas
séricas. Se les agrega a los eritrocitos 1 ml de albimina humana por cada
100 m! y azida de sodio al 0.1% , se agitan bien y se distribuyen en tubos
para guardarlos en ¢l refrigerador teniendo cuidado de marcar perfecta-
mente los que estan sensibilizados con plasma v los de suero. En estas
condiciones pueden durar de 4 a b semanas. Antes de utilizarlos se lavan
perfectamente con amortiguador de citrato-fosfato las veces necesarias
hasta quel el sobrenadante aparezca completamente limpio.
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B.- Determinacion de los productos Iiticos de fibrina en suero y orina:

En un tubo de 12 x 75 mm colocar:

0.1 ml de trombina de 10 U,

0.45 ml de la mezcla coagulante, A
0.45 ml del plasma problema, o de la orina problema.

Se tapa el tubo con papel parafilm, se agita suavemente y se coloca en
bafioc maria a 37°C por lo menos 2 horas, después con agitador de
madera se separa el coagulo vy se tiene lista la muestra para procesarla. Se
harén una serie de diluciones 1:100, 1:200, 1:400, etc. Las dos primeras
seran con amortiguador de citrato-fosfato y las deméas con amortiguador
de citrato-fostafo con albimina al 2%, por lo que vamos a tener:

T N
Jouooat

4.95 ml de amorti- 0.2 ml de amorti- 0.2 ml de albimina bo-
guador de citrato guador de citrato vina al 2% en amorti —
fosfato + 0.05 ml fosfato. guador de citrato—fos-
de plasma testigo. fato.

T N
* J000aoal

4.95 ml de amorti- 0.2 ml de amorti- 0.2 ml de albimina bovi-
guador de citrato guador de citrato naal 2% en amortigua -
fosfato -+ 0.05 ml fosfato. dor de citrato—fosfato.
de suero u orina-

problema.

Después de que se tienen listas las diluciones, se colocan en las placas
excavadas 0.1 ml de cada una de las diluciones y se les agrega 0.1 ml de suero

24



antifibrinbgeno diluido 1:6,000; en otra de las excavaciones se coloca Unica-
mente 0.1 ml de albUmina bovina al 2% con amortiguador de citrato-fosfato
y 0.1 ml de suero antifibrinbgeno. Ya lista la placa con su testigo de plasma,
su testigo de suero y los problemas {plasma'y orina), se coloca a 4° C durante
30 minutos, transcurrido este tiempo se saca la placa del refrigerador (4°C) y
se agrega a cada excavacion una gota de |os eritrocitos tratados con plasmay
a la que contenfa Onicamente la alblimina y el suero antifribrinbgeno, se le
agrega una gota de eritrocitos tratados con suero. Estos eritrocitos que se
mantienen en el refrigerador, se lavan las veces que sea necesario, hasta que el
liguido salga blanco.

Una vez que se agregaron los eritrocitos, se agitala placa y se deja a
temperatura ambiente durante 15 minutos, pasado ese tiempo se lee compa-
rando la aglutinacion de los problemas con la del testigo, por lo quesevaa

observar:
:
2 ‘C...QQQ%@%C
3
4

1.- Testigo del plasma en el cual se observa aglutinacion hasta la excava-
cion h (dilucion 1:12,800).

2.- Un problema con -8 microgramos/ml.

25



3.- Un problema con -8 rhicrogramos/ml

4.- Un problema positivo ya que se observa la aglutinacion hasta la
excavacion ¢ (dilucion 1:400).

5.- Testigo de suero.

Al plasma testigo que se utilizo se le determina el fibrindgeno, una vez
obtenido el dato se hace la siguiente tabla:

Suponiendo que el fibrindgeno haya sido de 294.7 mg vamos a tener:

a 1:100 29.47
b 1:200 14.73
c 1:400 7.36
d 1:800 3.68
e 1:1600 1.84
f 1:3200 0.92
g 1:6400 0.46
h 1:12800 0.23.
i 1:25600 0.11
i 1:51200 0.05

Se observa que en este caso la aglutinacion del testigo de piasma es en la
dilucion 1:12800 o sea 0.23 mg vy el problema ya sea de plasma o de orina
positivo en la dilucion de 1:400; entonces se multiplica la cantidad de fibri-
nogeno por la dilucion. Por lo que tenemos:

0.23 x 400 = 92 microgramos/m! de productos liticos.

O sea que siempre hay que multiplicar la cantidad de mg de fibrindge-
no que corresponda a la aglutinacion del testigo por la dilucion de la agluti-
nacion del problema y siempre hay que hacer una tabla segiin la cantidad de
fibrinbgeno de cada testigo.

Valor normal: menos de 8 microgramos/ml.

FI TEST (3).
Material de laboratorio:

26



Tubos de 12 x 75 mm.

Aplicadores de madera.

Pipetas de 0.2 ml terminales.

Material guimico:

Solucién salina.

Trombina de 1000 U.

Trombina de 5000 U.

Reactivo de Fi test {usar directamente).

Material biologico:
Suero problema.

Método:

La sangre se coloca en un tubo limpio sin anticoagulante y se tapa con
papel parafilm , se coloca en bafio maria a 37°C durante 2 horas; el tubo se
centrifuga b minutos a 3000 r.p.m. v &l suero se separa a un tubo limpio.

En un tubo se coloca una gota de trombina de 1000 U y 9 gotas de
suero, se tapa el tubo, se agita y se coloca a 37°C durante 20 minutos, se
centrifuga el tubo 10 minutosa 3000 r.p.m., el suero se diluye 1:2, 1:4y 1:8
con solucion salina.

Se coloca en un portaobjetos una gota de suero sin diluir, en otro una
gota del suero diluido 1:2, etc, y se les agrega una gota del reactivo de Fi
test; se agita suavemente con un aplicador de madera y se deja en reposo a
temperatura ambiente 5 minutos. Se compara con un testigo positivo. En
caso de que la aglutinacion permanezca hasta la dilucion 1:8, se contindan
las diluciones hasta que ya no haya aglutinacion y, ademés , se repetirg la
misma operacion con trombina de 500 Unidades.

Valor normal: no debe aparecer aglutinacion.
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TABLA L
CONSTANTES NORMALES.

Tiempo de protrombina + 2 seq. ¥
Tiempo parcial de tromboplastina + 5seq. *
Tiempo de trombina + 3 seg. #
Fibrinbgeno 200—400 mg3%
Inhibicion de fibrinolisis > mezcla 24 horas.
Plaquetas : 200,00—400,00/mm?
Consumo de protrombina > 30 seg.
Aglutinacion de plaquetas + 10 seg. *
Retraccion del coagulo 40—94%

Factor 3 plaguetario

(con 100,000 ptaquetas/m3.) 23-33%

Factor 4 plaguetario + bseq. *
Factor 11 60—150%

Factor V 60—160%

Factor VI 60—150%

Factores Vil y X + 2seg. *
Factor XI1| Debe permanecer el coagulo.
Productos Iticos de fibrina

{(suero) —8 microgramos/ml.
Productos liticos de fibrina

(orina) —8 microgramos/ml.
Fi test No debe aparecer aglutinacion.

* Segln testigo.
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RESULTADOS

e TABLA N .- CAS0 1 V2oL 3 - 4 . - 5 6 7 -~ B 9 10 1 12 13 14 15 .18 17 18 — 19 20
Edad . {afos) 13 4 2 3 15 10 3 12 9 12 15 14 13 12 7 6 4 16 9 i5
Sexo F M M M F M M M F 13 M M F M F M F M M M
Tiempo Evolucion {meses} 0.66 073 1 1 4 5 5 6 8 12 14 14 14 18 36 36 38 48 60 132
Edema A A + + - + * ++ ++ ++ + + + + + f— +t + +4+ +
Hematuria ++ J— + + JE— _— — ++ -— +4 — —_— e + 3 _— —_ — —_—
Tratamiento® — — — e — Predrisrna Predoisana Cicloforfamids CGickofasfamida — — cilivitiemy Cictofosfamit Frednisora Gidofosfamida [rsicaladi e Ciclofosfamida Cicblostamida Preduisona Prednisons
Colesterof {mgz} 583 474 432 781 369 572 389 483 714 635 318 408 320 687 342 383 664 615 297 496
Protefnas Totales () 4.39 4.10 4.80 460 650 59 6.1 50 6.20 45 5.9 5.0 55 55 49 5.9 59 51 52 a5
Albumina (] 1.29 1.01 1.58 0.47 217 165 189 20 307 164 283 264 272 1.44 258 295 136 2.44 1.65 1
Globulina { =) 310 3.09 3.22 4.13 2.83 4.25 421 30 313 286 37 2.36 278 406 232 295 454 266 355 339
Relacién A/G 0.41 0.32 0.49 on 077 0.33 0.44 0.66 097 0568 092 0.88 098 0.35 m 10 029 091 0.46 0.32
Proteinuria H/m? S C. 221 236 653 247 139 184 190 277 199 276 112 223 217 95 135 75 207 140 176 129
Tiempo de Protrombina {seg) 13-14/13-13 14-14/14-14 13-13/13-14 3-13/13-13 12-12/12-12 11-12/1213 13-13/12-12 12-12/1313 1-11-/1213 10-11/11-12 13-13/12-12 13-13/1313 13-13/12-12 12131212 12-13/12-13 i1-11/12392 11-11/12-12 10-10/12-13 11-11/13-12 1017111
Tiempo Parcial de Tromboplastina {seg) 52-62/43-44 48-48/38-38 44-44/46-48 75-77/43-44 24-26/28-29 33-35/27-28 3840/33-34 42-43/40-40 31- 33/33-33 39-40/2830 31-30/33-33 38-38/32.34 NSPH 40-42/38-40 28-29/30-30 32-34/2828 45-48/49-51 35-36/31-33 37-38/42-43 34-35/31-32
Tiempo de Trombina {seg} 28-29/21-21 26-27/19-19 | 26-24/18-19 30-32/21-22 26-26/19-20 | 3536/20-21 24-25/19-19 27-21123-25 23-23/20-21 2525/18-19 32:33/2323 | 25-26/20-21 23-23/21-20 | 21-22/1818 24-25/21-21 22.23/19.19 22211918 | 2425/21-22 | 35:37/21-21 28-28/19-18
Fibrindgeno {mgs ) 5359 635.8 680.8 883.3 452.1 688 770 496.7 496.7 542.3 525.1 4967 £89.7 778 1 3930 5124 5391 642.7 506.1 648.8
Inhibicion de Fibrinolisis Aumentada Normal Aumentada Aumentada Normal Normat Aumentads Normal d; NSPH Aumentada Aumentada Normal Aumentada Normal Normal Aurmentada Normat
Plaguetas/mm? 325,000 528,000 432,000 649,000 237,000 387,000 531.000 200.000 623,000 423,000 265.000 322,000 247,000 471,000 371,000 394,000 504,000 161,000 474,000 213000
Consumo de Protrombina {seg) 69-71/66-64 41-42/55-56 59-57/37-38 49/34 28-29/38-40 49-50/>60>60] 48-49/>60>60] 51-52/51-52 35-36/>60>60 | >60>60/>60>60] 29.30/>2'>2 29-29/>60>60 >60>60>60>6(0  43-43/43-45 27-28/45-46 34-34/42-43 | >60>60/36-36 | >60>60/35-35 | 53-50/>60>60 | 28-28/657-68 -
Aglutinabilidad {seg) 32/18 16/16 23/20 1717 18/23 19/18 17/20 19/26 18/18 16717 20116 20/ 27720 17/21 26/20 12717 13/14 7722 19/17 16/19
Retraccion del codgulo {z} NSPH 53 30 805 744 64 80 29 777 880 58 555 68 55.5 756 61 801 490 222 69.0
Factor 3 plaquetario (2} 50.9 371 459 36.5 505 81 47 50.2 442 b5 298 510 70 53 458 52 436 335 495 50.5
Factor 4 plaquetaria {seg)  [>60"">60/>60>60 NSPH 57-56/44-44 NSPH 65-66/43-44 59-61/44-46 20-22/25-26 33.34/44.44 53-55/60-63 20:21/25-26 78.76149-51 NSPH >2>2'107-110]  30-32/>2>2" 22-23/38-39 65-65/52-54 53-54/64-66 70:73/44.46 32-34/34-35 23-23/23-23
Factor 1f {r} 100 100 >200>300 >150<200 >150<200 100 150 100 100 125 100 125 100 >100<125 80 >126<150 >150<200 >126<150 100 NSPH
Factor V {2) >125<150 100 >150<200 >200<300 >150<200 >150<200 150 200 >150<200 >125<150 >150<200 >125<150 >160<200 200 125 >100<125 >2m<30Q >200<309- *200 >150<200
Factor VI () 400 >125<150 >200<300 >100<H25 125 125 100 NSPH 125 100 125 100 125 200 100 >100<125 200 126 . . >200<300 200
Factores VI y X {seg) 14716 12/13 /M 10/11 112 11/13 10/10 10/10 10/12 10/11 2m n NSPH 113 12/12 1212 om 12/11 12/13 NSPH
Factor X1H Normal Normal Normal Normal Narmal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normat
Productos liticos de fibrina -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8 8 8 - -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8
En suero {microgramos/mi} .
Productos liticos de fibrina NSPH -8 NSPH NSPH 100 NSPH -8 NSPH -8 200 200 NSPH NSPH NSPH -8 -8 5968 NSPH NSPH —8
En orina (microgramos/ml}
Fi Test. Negativo Negativo Negativo Negativo Negatwvo Negativo Negativo Negatwo Negativo Negatvo Negativo Negativo Negativo Negativo Negatvo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

NSPH No s2 pudo hacer




GRUPD CONTROL
CASO 2 CASO 12 CASO 14 CAS50 18

27-1X-72 25-X-72 18-%X-72 27-X1-72 22-1X-72 3-X1-72 6-1X-72 1 20-%72

Activo inactivo Activo Inactivo Activo Inactivo Activo inactivo
Tiempo de Protrombina (seg) 14-14/14-14 10-10/11-11 13-13/13-13 13-13/13-12 12-13/12-12 12-12/12-11 11-11/12-12 13-13/13-13
Tiempo Parcial de Trombopiastina (seg) 48-43/38-38 33-33/34-35 38-38/32-34 31-32/29-29 40-42/38-40 31-31/30-31 37-38/42-43 26-27/26-27
Tiempo de Trombina (seg) 26-27/19-19 24-25/23-23 25-26/20-21 25-27/18-19 21-22/18-18 19-19/19-18 35-37/21-21 19-20/18-18
Fibrindgeno {mgs ) 635.8 294.0 498.7 648.2 7781 348.7 596.1 389.0
hibicidon de Fibrinolisis Normal Normal NSPH Aumentada Aumentada Normal Aumentada Aumentada
Plaquetas /mm3 528,000 463,000 322,000 255,000 471,000 396,000 474,000 372,000
Consurno de Protrombina (seg) 41-42/55-56 23-23/43-45 29-29/>60>60 | 34-35/>60>60| 43-43/43-45 48-49/39-40 53-50/>60>60 | >60>50/50-51
Aglutinabilidad (seg) 16/16 26/21 20/21 18/12 17/2i 17/19 19/17 23/20
Retraccion del Codgulo (%) 53.0 87.5 55.5 657.7 55.5 61.9 22.2 31.8
Factor 3 plaguetario . (%) 37.1 56.6 51 50 [5%] 51.6 49.5 435
Factor 4 plaquetario {seg) NSPH 45-42/38-40 NSPH 93-95/68-70 30-32/>2'>2' 20-20/25-25 32-34/34-35 43-45/35-37
Factor 11 (%} 100 100 125 100 00125 200 100 100
Factor V (%) 100 >80<100 >126<150 >125<150 200 >100<125 200 150
Factor VIII (%) >126<150 80 100 125 200 100 >200<300 150
Factores Vil y X (seg) 12/13 10/10 1711 9/10 11/13 10/11 12/13 13/13
Factor XIH Normal Normal Normal Normal Normal Normat Normal Normat
Productos liticos de fibrina en suero -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8
{microgramos /ml)
Productos liticos de fibrina en orina -8 -8 NSPH NSPH NSPH 496 NSPH NSPH
{microgramos /mi)
Fi Test Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativé

NSPH  No se pudo hacer




V.- COMENTARIOS.

En la Tabla |, se describen las constantes consideradas como normailes
para que sirvan como punto de referencia.

Los resultados de la Tabla 11, fueron obtenidos de las pruebas efectua-
das a 20 pacientes con sindrome nefrotico activo. En dicha Tabla los casos
han sido ordenados de acuerdocon la evolucion {en meses) del padecimientoy
se han puesto en primer término edad y sexo, después algunos datos clinicos
como son, presencia de edema, hematuria v tratamiento aplicado. A conti-
nuacion se registran datos anallticos como son: colesterol total en suero,
protelnas totales, albiminas, globulinas, relacion A/G y proteinuria. Estos
resultados analiticos fueron suministrados con la historia clinica del pacien-

te.

Los demas datos determinados en el laboratorio de coagulacion del
Hospital General, del Centro Médico Nacional, estan colocados ordenada-
mente segun se indican en la Tabla Iy son los que pasamos a comentar.

Por lo que se refiere a la informacion clinica, el diagnostico fue confir-

mado por los médicos del Hospital de Pediatria del C.M.N. vy en ellos encon-
tramos presencia de edema, a excepcidon de los casos By 16. La hematuria
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de plasminbgeno eran los principales responsables del mecanismo fibrinol{ti-
co.

En nuestros casos la hiperfibrinogenemia desapareciod al desaparecer la
actividad del sindrome nefrotico; asf lo comprobamos en 3 de los 4 pacientes
inactivos que tomamos como grupo control.

2.- FACTOR 3 PLAQUETARIO. En la mayoria de los casos (16 de
ellos) mostré un marcado aumento en comparacion de los valores normales
{45). Los casos 2 y 4 dieron cifras ligeramente elevadas y sblamente en los
casos 11 y 18 estuvieron normales. Este factor no se normalizd uno a dos
meses después de que los pacientes entraron en inactividad, sugiriendo con
ello, que la causa de aumento en este factor no es el mismo que acompafia o
produce la actividad del sindrome nefrotico.

3.- TIEMPO DE TROMBINA. Catorce de veinte pacientes {70% } mos-
traron un tiempo de trombina prolongado sugestivo de corresponder a la
presencia de un anticoagulante circulante en base a la coexistencia de lisis de
euglobulina negativa y productos I[iticos de fibrina en suero negativos. Por la
presencia de fibrinbgeno aumentado se podria pensar que un defecto de
polimerizacidon de la fibrina podria también explicar esta alteracion. Por otra
parte es posible que a esta supuesta accion del anticoagulante se dehid ia baja
incidencia de episodios trombbticos de nuestros pacientes.

4.- FACTOR V. Sufrid una elevacion evidente en el 65% de los casos
activos con un promedio de 170% v se normalizb en los 4 casos control.

Kanfer (24) v Kendall, et al (28) encontraron elevacion en el factor V
en sus pacientes, pero esto no se correlaciond con el grado de proteinuria,
proteinemia vy lipemia. Nosotros comprobamos este hecho, no encontrando
diferencias en la dosificacion del factor en los 5 pacientes con mayor grado
de proteinuria, al relacionarlos con los dos pacientes con menor grado de la
misma.

5.- INHIBICION DE FIBRINOLISIS. Se encontrd presente en el b5%
de los casos estudiados y para lo cual no contamos con una explicacion
satisfactoria del sindrome nefrotico, ya que de los 4 casos del grupo control




en los cuales se encontraba presente, sdlo en uno se normalizb al desaparecer
la actividad del sindrome. Esta baja actividad fibrinolitica podria correspon-
der a lo observado por Scheinman y Stiehm (53} al encontrar disminuido el
plasminbgeno y asi explicar la frecuencia y magnitud de la hiperfibrinogene-
mia observada en estos pacientes.

6.- PLAQUETAS. Nueve casos mostraron sobre el limite maximo nor-
mal {4b% ), llegando hasta 649,000/m?® (caso No. 4); el resto di6 cifras
normales y solo el caso No. 18 di6 cifras bajas.

Una trombocitosis secundaria al sindrome nefrotico fue también repor-
tada en 32 de 54 pacientes por Kanfer (24) y en 28 de 35 pacientes por
Kendall, et al (28).

Cuando el sindrome se considerd inactivo sotlo uno de los 4 pacientes
del grupo control {caso No. 2) mostrod trombocitosis leve, que oscilo de
528,00 a 463,000 plaquetas/mm3.

7.- TIEMPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA. Estuvo prolongado
en 5 casos (No. 1, 2,4, 6 y 10), 6 a 33 segundos més que el testigo, en tanto
que en otros 3 {(No. 7, 12, y 16}, el aumento fue més moderado pues sblo
sobrepas6 b a 6 segundos. En los once restantes fueron normales y en uno
{caso No. 13) no se efectud esta determinacion.

Estas alteraciones se observaron en relacion con la actividad del sindro-
me, pues 8 a 19 pacientes con dicho padecimiento lo tuvieron aumentado.
Cuando el sindrome nefrotico estuvo inactivo el tiempo parcial de trombo-
plastina se normalizd en el grupo control .

8.- PRODUCTOS LITICOS DE FIBRINA EN ORINA (39). Consideran-
" do que la coagulacion intravascular puede existir también en forma local o
regional y manisfestarse con excrecidn de productos Iiticos de fibrina en
orina, Stiehm vy Trygstad {56), y nuestros hallazgos corroboraron que cierto
tipo de nefropatias pueden cursar con este hecho. Los productos Iiticos de
fibrina en orina desgraciadamente so6lo se pudieron determinar en 10 casos,
pero resulta muy importante sefialar los datos encontrados en el caso No. 5



TABLA 111

No. Factor de coagulacion No. pruebas
1 Fibrinégeno 20
2 Factor 3 plaquetario 20
3 Tiempo de trombina 20
4 Factor V 20
5 Inhibicion de fibrinolisis 19
6 Plaquetas 20

7 Tiempo parcial de tromboplastina 19
8 Productos liticos de fibrina {orina) 10

9 Factor V1! (globulina antihemofitica)iQ

10 Factor 4 plaquetario 16
11 Factor I} 19
12 Aglutinabilidad de plaquetas 20
13 Consumo de protrombina 20
14 Retraccion del codgulo 19
16 Tiempo de protrombina 20
16 Factores VI y X 18
17 Factor XIII 20
18 Productos |iticos de fibrina

(suero) 20

19 Fi test 20

Aumentadas

(%)

95.0
90.0

70.0
6b.0
56.0
45.0
42.1
40.0
31.6
25.0
21.0
5.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
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de 100 microgramos/ml; en los casos 10 y 11 de 200 microgramos/ml, pero
asombrosamente hallamos 3,968 microgramos/ml en el caso 17; 0 sea aumen-
1o en 4 casos de los 10 determinados y en uno de ellos dicho incremento fue
extraordinario, determinacion que se encontrd en un paciente que poseia
una esclerosis glomerular focal.

9.- FACTOR VIII. La globulina antihemofilica estuvo aumentada en la
tercera partes de nuestros pacientes activosy se normalizd en 1os controles;
en ninguno se hallo con cifras bajas.

Este hallazgo corroborado por diversos autores (24, 28) puede sugerir la
existencia de una mayor actividad coagulante de la sangre o bien un aumento
en su produccion, una disminucion en su destruccibn o ambos.

Se ha propuesto que los altos niveles séricos en los factores procoagu-
lantes podrian estar en relacion a un aumento en su sintesis hepatica como
respuesta a la severidad de la proteinuria. En nuestros pacientes no hubo
relacion directa entre el grado de proteinuria y la cuantificacidon de la globu-
lina antihemofilica.

10.- FACTOR 4 PLAQUETARIO. Fue muy variable, en b casos (No. 8,
9, 14, 15, y 17) se encontro acortado con respecto al testigo mientras que en
otros 7 estuvo aumentado (No. 3, b, 6, 11, 13, 16 v 18) v en el resto de los
casos fue normal. Llama la atencidn lo divergente de los resultados entre este
factor y el factor 3 plaquetario, sugiriendo o bien una disminucién o deple-
cion de él o tan s6lo una falta de activacion; favorecida tal vez por la
presencia de proteinas anormales presentes en estos casos.

11.- FACTOR 1I. Este factor aumento en la quinta parte de los casos
activos y permanecio sin cambios en el grupo de inactivos.

12.- AGLUTINABILIDAD DE LAS PLAQUETAS. De 20 pacientes en
un solo caso (No. 1) estuvo aumentada y en otro (18) disminuida con 14y
15 segundos respectivamente en relacion al testigo.

13.- CONSUMO DE PROTROMBINA. Se encontré anormal en cinco
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casos {No. b, 11, 12, 16 y 20). Comparando estos resultados con la cifra
normal de plaquetas no encontramos una coicidencia aparente, |o cual apoya
la existencia de uan disfuncidn plaguetaria adquirida secundaria tal vez a su
misma nefropatia y dependiente de las propias piaquetas, del medio en el
cual circulan o de ambos. A

14.- RETRACCION DEL COAGULO. Con el fin de poder establecer
posible relacion de nimero vy actividad de plaquetas también de terminamos
la retractibilidad del coagulo, encontrandose 3 casos (No. 3, 8y 19) en los
cuales ésta fue menor de lo normal. En el caso No. 3 a pesar de la baja
retractibilidad, la cantidad de plaquetas estuvo moderadamente elevada; en el
caso 8 observamos también escasa retractibilidad y las plaguetas en el limite
inferior de la normalidad vy en el caso No. 19 hubo elevacion de plaquetas a
pesar de la baja retractibilidad. Aparentemente la causa de esta disminuida
retractibilidad del coagulo se debi6 en esos 3 casos (3, 8 v 19), a una
disfuncion plaquetaria, la cual ya fue sefialada previamente.

15.- TIEMPO DE PROTROMBINA. Este no se alter6 en ninguno de
nuestros casos, 1o cual puede sugerir que hay poca participacion del sistema
intrinseco o tisular en la génesis de los defectos de la coagulacion del sindro-
me nefrbtico.

16.- FACTORES VIl y X, En estos factores no se encontrd anormalidad
en ninguno de los casos. Nuestros resultados coincidieron con las determina-
ciones de Kanfer (24), las cuales se hallan dentro de {a normalidad.

17.- FACTOR Xl!lI. Se determin® en todos nuestros pacientes, encon-
trandose normal en todos.

18.- PRODUCTOS LITICOS DE FIBRINA EN SUERO. Empleando la
técnica de Merskey, todos los casos nos dieron menos de 8 microgramos de
productos Iiticos por ml.

Aunque en el trabajo clésico de Chirawong, et al (6) se mencionan

productos liticos de fibrina elevados en una gran proporcion de los pacientes
con diversos tipos de glomerulonefritis, incluyendo la menbranoproliferativa
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y la proliferativa extracapilar, productoras ambas de sindrome nefrotico,
otros autores (24, 28) los encuentran constantemente negativos, 1o que coinci-
de. con nuestros resultados, ya que de 20 pacientes a los que se les determi-
naron los productos liticos ninguno di6 positividad. Esto se apoya en la
afirmacion de Stiehm vy Trygstad (56), que dice que para que existan produc-
tos liticos en sangre se requiere un proceso de coagulacibn intravascular
generalizado, 10 que por supuesto o no existio en el grupo de pacientes de
nuestro estudio y la elevacion de fibrinbgeno, factor 3 plaquetario, factor 11,
factor V, factor VIIl vy plaguetas principalmente, fueron tan sblo por un
aumento en su circulacion, por desproporcion entre su produccion y su
consumo, o bien por una disminucion o inclusive inhibicion de la fibrinolisis
gue junto con la presencia de antibromboéticos y de la supuesta disfuncion
plaquetaria no le permitico manifestarse.

19.- FI TEST. En ninguno de {os casos se observd agiutinacion en
comparacion con el testigo.
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V.- RESUMEN Y CONCLUSIONES.

Se estudid un grupo de 20 pacientes, cuya edad oscilb entre los 2y los
16 afios, con sindrome nefrotico activo, a los cuales se les efectud la determi-
naciébn de las siguientes pruebas de coagulacion; tiempo de protrombina,
tiempo parcial de tromboplastina, tiempo de trombina, fibrindgeno, inhibi-
cion de fibrinolisis, plaquetas, consumo de protrombina, aglutinabilidad de
plaquetas, retraccion del coagulo, factores plaquetarios 3 y 4, factor Il,
factor V, factor VIII, factores VIl y X, factor X!, productos |iticos de
fibrina en suero y orina y Fi test (productos de degradacion de fibrina y
fibrinbgeno).

Se valoraron las alteraciones durante la etapa de actividad del sindrome
y cuando éste estaba en remision, [o que se observd en 4 pacientes que se
tomaron coma grupo control.

Nuestros hallazgos nos permiten hacer las siguientes consideraciones:

1.- El sindrome nefrotico activo en el nifio cursa probablemente con un
estado de hipercoagulabilidad, pero con caracteristicas muy especia-
les.

2.- Los factores mas alterados durante la actividad del sindrome fue-



ron: fibrinbgeno, al cual lo encontramos aumentado en el 5% de
los casos; el factor 3 plaguetario aumentado en el 90% de los casos,
el tiempo de trombina estuvo alargado en el 70% de los caso. El
factor V estuvo elevado en el 65% vy la inhibicion de fibrinoiitis en
el bbz .

En menor grado estuvieron alteradas las plaguetas, el tiempo
parcial de tromboplastina, productos liticos de fibrina en orina,
factor V1, factor 4 plaquetario y factor |1

Al remitir |a actividad del sindrome nefrotico, disminuyen o norma-
lizan la mayoria de las alteraciones de la coagulacion.

Ld presencia de productos |iticos de fibrina en la orina, que indica
la existencia de hipercoagulabilidad regional, ensombrece tal vez el
pronbstico de la nefropatia y representa un buen indice para la
administracion de anticoagulantes y/o antitromboticos.

Es posible que el nifio con sindrome nefrbtico activo esté protegido
de las complicaciones del sindrome de hipercoagulabilidad por la
presencia de una serie de inhibidores que lo compensan, como la
presencia de actividad antitrombinica en el 70% de los casos y la
disminucion de la capacidad trombodtica de las piaquetas por la
difuncion plaquetaria demostrada por consumos de protrombina
disminuidos y aglutinabilidad plaguetaria retardada.
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