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RESUMEN

Con objeto de contribuir al esclarecimiento de la patogénesis de la
diatesis hemorragica que acompafia a la fiebre po_rcina clasica en su fase
aguda se realizaron estudios de parametros hematologicos vy
hemostaticos asi como evaluaciones histologicas y uitraestructurales de
la médula 6sea y de los glomérulos renales en 16 cerdos infectados
experimentalmente con el virus de la fiebre porcina clasica y en cuatro
cerdos testigos. En este estudio no se determinaron cambios
significativos en los resultados de las pruebas gue exploran las vias
intrinseca y extrinseca de la coagulacian, sin embargo, a partir del tercer
dia posinfeccion se detecté una significativa y progresiva reduccion de la
cuenta plaquetaria. Los hallazgos histologicos consistieron en
vacuolizacion de los megacariocitos a partir del segundo dia
posinfeccion, proceso degenerativo que concluyé con necrosis de éstas
células precursoras de las plaquetas al cuarto dia posinfeccién. Otro
hallazgo importante fue la severa hinchazon y necrosis de las paredes de
vasos de pequeiio calibre. Uitraestructuralmente se observo degeneracion
progresiva de los megacariocitos con la presencia de humerosas
particulas virales asociadas a vesiculas citoplasmaticas dilatadas a partir
del primer dia posinfeccion. Los glomérulos renales presentaron
fragmentacién de la membrana basal, degeneracion hidropica de las
células endoteliales y de los podocitos en los que se observaron
particulas virales. Con base en los resultados de este trabajo, se

considera que la trombocitopenia y el dafio en los endotelios vasculares



son la causa de la diitesis hemorragica en la fase aguda de la
enfermedad y asimismo se concluye que la coagulacién intravascular
diseminada no tiene un efecto patogénico en la misma. La identificacion
de las particulas virales en los megacariocitos degenerados permite
concluir que el daiio en estas células es causado por el virus de la fiebre
porcina cldsica. Consecuentemente la degeneracion y necrosis de los
megacariocitos se identifican como responsables de la trombocitopenia

detectada en los primeros estadios de la infeccion.

Palabras clave: Coagulacion intravascular diseminada, diatesis

hemorragica, fiebre porcina clasica, trombocitopenia.
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SUMMARY

Aiming to shed more light on the pathogenesis of haemorrhagic diathesis
in classical swine fever, studies on haematological and haemostatic
parameters as well as histological and ultrastructural evaluations of bone
marrow and kidney cortex were performed in 16 pigs experimentally
infected with the classical swine fever virus and in four control pigs. In
this study no significant changes were determined in the variables of
intrinsic and extrinsic coagulation pathways, however, a significant and
progressive reduction of platelet counts was detected starting at the third
day post infection. The histological findings consisted in swelling and
vacuolization of megakaryocytes at the second day post infection and
necrosis of the same cells at four days post infection. Other outstanding
changes were necrosis of small vessel walls. Ultrastructurally a
progressive degeneration of megakaryocytes with numerous viral
particles contained in dilated cytoplasmic vesicles was detected starting
at day 41 post infection. Renal glomeruli exhibed fragmentation of
basement membranes, vacuolization of endothelial cells and podocytes in
which viral particles were also ohserved. Based on the aforementioned
findings, thrombocytopenia and endothelial damage are considered the
basic causes of haemorrhagic diathesis in acute stages of the disease.
Thus, disseminated intravascular coagulation is not considered to be
involved as causative factor of haemorrhagic diathesis, at least in early
stages. Since classical swine fever viral particles were observed in

degenerated megakaryocytes it is concluded that damage caused by



classical swine fever virus is responsible for the thrombocytopenia
detected in early stages of this disease. |

Keywords: Classical swine fever, disseminated intavascular coagulation,
haemotrhagic diathesis, thrombocytopenia.






PATOGENESIS DE LA DIATESIS HEMORRAGICA EN LA FIEBRE
PORCINA CLASICA AGUDA

INTRODUCCION

La Fiebre Porcina Clasica (FPC), es una enfermedad viral de los
cerdos que se caracteriza por una didtesis hemorragica producto de la
degeneracion y necrosis de las células endoteliales vasculares. Las
hemorragias ocurren en muchos sitios, pero con mayor frecuencia en los
nédulos linfaticos y en los riitones (Terpstra, 1991).

En el curso de la FPC, ademas de la diatesis hemorragica masiva,
también se presenta frombosis miiltiple, principalmente en el bazo,
intestino, rifiones e higado (Trautwein, 1988).

La combinacion de diatesis hemorragica y trombosis diseminada
puede ser considerada como sugestiva de coagulopatia por agotamiento
de los factores de coagulacion (Robinson y Grant Maxie 1993; Terpstra
1991). Esta condicion se presenta en enfesrmedades sistémicas graves en
las que se activan los mecanismos de coagulacion con la extensiva
formacion de microtrombos en arteriolas y capilares y se designa como
Coagulacion Intravascular Diseminada (CID) (Bick 1988; Bithell 1993;
Cotran et al. 1994; Wyers 1985).

Durante el curso de la CiD, se agotan las plaquetas de la sangre asi
como los factores de la coagulacion, el fibrinégeno se polimeriza en los
capilares y aungue se activa el sistema fibrinolitico, el exceso de fibrina
no puede ser eliminado (Bick 1988; Jobin 1995; Robinson y Grant Maxie



1993). En casos de CID existe diatesis hemorragica y en el diagnéstico
clinicco se puede detectar trombocitopenia, disminucién de la
concentracion plasmatica de fibrinégeno y de antitrombina Hl, incremento
de los productos de degradacion de la fibrina y del fibrinégeno,
prolongacion de! tiempo de protrombina, del tiempo de tromboplastina
parcial activada y del tiempo de trombina, asi como la presencia de
numerosos esquistocitos (Bick 1988; Bithell 1993; Jobin 1995; Meyers y
Wardrop 1991).

La CID, se presenta frecuentemente en diversas infecciones en
todas las especies de mamiferos, principalmentie en aquelias que dafan
los endotelios vasculares {Bick 1988; Cotran et al. 1994).

Las enfermedades virales que daitan extensivamente a las células
endoteliales, exponen al tejido conectivo subendotelial como factor de
agregacion plaquetaria y asimismo la necrosis endotelial es fuente tanto
de tromboplastina tisular como de otros factores procoagulantes (Debbie
y Abelseth 1971; Jobin 1995; Robinson 1993).

En la hepatitis infecciosa canina, por ejemplo, los defectos
hemostaticos incluyen trombocitopenia, incremento de! tiempo de
protrombina y reduccion de la actividad del factor VIl de la coagulacion.
El mimero reducido de plaquetas refleja su secuestro en los sitios de dafio
endotelial (Wigton,1976).

Es factible que la patogenia descrita para la hepatitis infecciosa
canina sea semejante a la de otras infecciones por virus endoteliotropicos
que cursan con didtesis hemorragica como es el caso del virus de la FPC.
Sin embargo, existen evidencias que la trombocitopenia podria jugar un
papel importante en la patogenia de {as alteraciones hemostaticas en la



FPC en forma independiente a la CID (Heene et al. 1971; Miiller-
Berghaus1989).

En el curso de la infeccion, por ejemplo, la trombocitopenia es
detectable antes que los signos de coagulopatia, por lo que cabe suponer
que la reduccion en la cuenta plagquetaria no solo se debe a su agregacion
en el proceso de trombosis, sino que probablemente exista dafio directo a
las plaquetas y posiblemente a la tromhopoyesis en la médula ésea
(Heene et al. 1971).

Hasta donde se conoce, no se ha demostrado que el virus de la FPC
infecte a las plaquetas o a sus precursores, sin embargo, es factible que
esto ocurra, dada la patogénesis que se ha descrito para este agente
Robinson y Grant Maxie 1993; Trautwein 1988).

En condiciones de infeccion natural, el virus de la FPC ingresa por
via oronasal y después de su replicacion inicial en las células epiteliales
de las criptas de las tonsilas, el virus invade al tejido linfoide y a los
macrofagos por los que es transportado a los nddulos linfticos
regionales. En ellos el virus se multiplica en grandes cantidades en el
bazo, aparato digestivo y médula dsea (Ressag 1973; Susa et al. 1992).

El hecho de que el virus pueda aislarse de la meédula osea
(Trautwein, 1988), hace posible la infeccion de los megacarioblastos,
promegacariocitos y megacariocitos precursores de las plaquetas. La
infeccion de las plaquetas se ha demostrado con algunos virus como el de
la leucemia murina a través de la visualizacion de las particulas virales
en vacuolas citoplasmaticas de plaquetas de ratones infectados (Dalton y
Maloney 1962).



A este respecto es importante mencionar que el virus de la FPC es
demostrable mediante la microscopia electronica de transmision en
cortes ultrafinos en forma de particulas esferoidales de 40 a 60 nm de
diametro caracterizadas por un nicleo electrodenso y una cubierta menos
densa (Enzmann y Weiland 1971; Horzinek et al. 1967; Moenning 1992
Scherrer et al. 1970). Las observaciones con el microscopio electrénico
de transmision de las células infectadas con virus de la FPC, indican que
las particulas virales se integran y maduran dentro de vesiculas
intracitoplasmaticas y se liberan mediante exocitosis (Scherrer et al.
1970).

En 1a medida que el origen celular de las plaguetas se lleva a cabo
en la médula 6sea y en intimo contacto con los endotelios capilares
(Rhodin, 1977), ofrece una prospectiva de estudio en la FPC para
determinar el posible origen de una trombocitopenia previa a la
agregacion plaquetaria en un proceso diseminado de trombosis
intravascular.

Por lo tanto, el presente trabajo esta orientado a estudiar los
diferenfes mecanismos patogénicos involucrados en la diatesis
hemorragica en la FPC aguda planteando para tal propésito, los

siguientes objetivos:

1. Evaluar mediante estudios de microscopia oéptica y microscopia
electronica de transmision la patologia de los precursores de las
plaquetas en la médula 6sea y de los endotelios vasculares para

determinar el origen de la trombocitopenia en la FPC,



2. Evaluar mediante pruebas especificas el sistema de coagulacion
intrinseco y extrinseco para detectar un agotamiento indicativo de CID.

3. Investigar mediante determinacion secuencialmente estratégica de las
cuentas plaquetarias el grado de reaccion entre la trombocitopenia y la
CID.

HIPOTESIS

En la Fiebre Porcina Clasica, se infectan los precursores de las
plaquetas en la médula dsea, lo que ocasiona una trombocitopenia que
asociada al dafio endotelial, provoca una diatesis hemorragica previa al

proceso diseminado de trombosis intravascular.

MATERIAL Y METODOS

Los estudios se realizaron en 20 cerdos de ambos sexos, hibridos,
provenientes de varias lechigadas. Al inicio del experimento, los
animales tuvieron un peso entre 20 y 25 Kg y edades entre 6 y 8 semanas.
Los cerdos fueron obtenidos de granjas cettificadas libres de FPC. Antes
de iniciar el experimento se constaté la ausencia de anticuerpos contra
FPC mediante la prueba de seroneutralizacion.

Dieciséis cerdos se infectaron con una sola dosis de 1 mi del virus
de Ja FPC 10° DL 50% cepa Ames lowa por via intramuscular. Cuatro
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cerdos se utilizaron como testigos y se inocularon con 1 ml agua
destilada por via intramuscular.

Tanto los cerdos infectados como los testigos se alojaron en el
bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

Los animales fueron divididos en dos lotes, uno de 16 cerdos
constituido por los animales infectados y el otro de 4 cerdos testigos que
fueron alojados en un recinto aislado del lote infectado.

Los cerdos recibieron una racion de crecimiento convencional. El
agua y atimento se suministraron ad /ibitum.

Los signos clinicos y la temperatura corporal se registraron todos
los dias en cada animal. Se sacrificaron diariamente a dos cerdos
infectados a partir del primer dia posinfeccion hasta el octavoe dia,
mediante una sobredosis de anestesia parenteral (pentobarbital sodico).

Los cuatro cerdos testigos se sacrificaron simultaneamente al octavo dia.

Estudios hematoldgicos
Con el propésito de determinar los parametros hemostaticos, asi

como las pruebas de hemograma, se obtuvo diariamente sangre completa
de los animales, durante tres dias antes de la inoculacién viral,
posteriormente de 6 animales infectados durante 8 dias y los cuatro
cerdos testigos fueron sangrados diariamente durante el experimento
(Cuadro 1.1). A los 16 cerdos infectados se les muestreé en forma
alternada, de tal manera que un mismo animal no fue sangrado en dias
consecutivos. Se le extrajo a cada uno 7 ml de sangre mediante puncion

venosa en el seno de las yugulares, La muestra se colocd dividida en 2



tubos de ensayo. Uno de estos contuvo sales de dcido
etilendiaminotetracético (EDTA) en proporcién de una gota por cada 3 ml
de sangre, el otro contuvo citrato trisédico al 3.8% en proporcién en 1:9
para 4 ml se sangre.

Para la obtencion de plasma sin paquete plaquetario, se
centrifugaron los tubos con sangre citratada a razon de 1000 x g durante
10 minutos. Posteriormente el plasma obtenido se congelé a -70°C.

Las muestras sanguineas con EDTA se utilizaron para conteo
plaquetario y para realizar los hemogramas.

El analisis de los factores de coagulacion incluyé las siguientes

determinaciones:

1. Cuenta plaquetaria mediante el método directo (Duncan y Prasse,
1986).

2. Hemograma.

3. Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa).*

4. Tiempo de protrombina (TP).**

5. Tiempo de trombina con trombina bovina purificada (TT).***

(Ver Anexo).

*  Kit APTT, Instrumentation Laboratory EUA.
** it PT-Fibrinogeno HS, Instrumentation Laboratory EUA.
*** it |I Test, tiempo de trombina, Instrumentation Laboratory EUA.



Para los 20 animales de estudio, se tomaron los parametros
comparativos respecto a los valores previos a la infeccion, se evaluaron
los parametros individuales y se determiné su significancia mediante la
prueba T de Student.

Estudios histoldgicos

De cada animal sacrificado se extrajo medula 6sea de la porcion
proximal del fémur para ser fijada en formalina al 10% amortiguada pH
7.2. Las muestras incluidas en parafina fueron seccionadas a 4
micrémetros de espesor, teiiidas con hematoxilina y eosina, asi como con
tincion de Wright.

Para el estudio de los endotelios vasculares se tomaron muestras

de rifion, las cuales se procesaron con la misma técnica.

Estudios ultraestructurales

Las muestras de médula o6sea y de rifion para microscopia
electréonica de transmision fueron obtenidas simultaneamente a las
utilizadas en los estudios histologicos. Las muestras se fijaron en
glutaraldehido al 2.5% con amontiguador de cacodilato, pH 7.4 y fueron
divididas en secciones de 3 a 5 mm de diametro, posfijadas en tetréxido
de osmio al 1% durante 2 horas, deshidratadas en series de alcoholes e
incluidas en Epon 812. Se obtuvieron cortes semifinos de 90 nm de
espesor que fueron tefiidos con solucion acuosa al 1% de azul de
toluidina y se observaron al microscopio optico para detectar secciones
con presencia de megacariocitos en el caso de médula dsea y de

endotelios vasculares en el caso de los demas 6rganos. Los cortes finos



de 60 nm fueron contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo de
Reynold para ser observados y fotografiados en un microscopio
electrénico de transmision Zeiss EM 109.

RESULTADOS

Todos los animales inoculados presentaron fiebre de 40°C a 41°C a
partir del primer dia posinfeccion. En los siguientes dias se observé en
todos los animales anorexia, letargia, incoordinacion, diarrea, vomito y
eritema cutaneo. Los cerdos testigos permanecieron normales (Cuadroe
1.2).

Estudios hematologicos

Los resultados obtenidos def hemograma en los animales antes de
la inoculacion viral, se presentan en el Cuadro 1.3. Se tomé el promedio
de los valores obtenidos por dia, debido a que no se encontraron
diferencias significativas entre los animales del mismo dia. Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los resuitados dei hemograma
de los cerdos antes de la inoculacién viral y los cuatro cerdos testigos
durante el experimento.

La cuenta plaquetaria tuvo un ligero aumento durante los dos
primeros dias posteriores a la infeccion, en fos dias consecutivos hubo
una significativa reduccion en la cuenta plaquetaria (p < 0.001). Entre tres
y cinco dias posinfeccion se observo 47.28% de reduccion respecto de los

testigos, entre los 6 y 8 dias esta reduccion alcanzé 78% (Figura 1.1).
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Todos los animales inoculados presentaron fiehre de 40°C a 41°C a
partir del primer dia posinfeccion. En los siguientes dias se observé en
todos los animales anorexia, letargia, incoordinacion, diarrea, vomito y
eritema cutaneo. Los cerdos testigos permanecieron normales (Cuadro
1.2).

Estudios hematologicos

Los resultados obtenidos del hemograma en los animales antes de
la inoculacion viral, se presentan en el Cuadro 1.3. Se tomé el promedio
de los valores obtenidos por dia, debido a que no se encontraron
diferencias significativas entre los animales del mismo dia. Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los resultados del hemograma
de los cerdos antes de la inoculacion viral y los cuatro cerdos testigos
durante el experimento.

La cuenta plaquetaria tuvo un ligero aumento durante los dos
primeros dias posteriores a la infeccion, en los dias consecutivos hubo
una significativa reduccion en la cuenta plaquetaria (p < 0.001). Entre tres
y cinco dias posinfeccion se observé 47.28% de reduccion respecto de los

testigos, entre los 6 y 8 dias esta reduccion alcanzé 78% (Figura 1.1).



Los resuitados del hemograma de los animales inoculados con el
virus, no mostraron cambios significativos ni desviaciones fuera de los
parametros normales en los valores de hematocrito, hemoglohina,
proteinas plasmadticas y fibrinogeno.

La cuenta leucocitaria total tuvo una significativa reduccion a partir
del primer dia posinfeccion (p < 0.001), (Figura 1.2). Los valores entre e}
sexto y octavo dias posinfeccion fueron 72% inferiores respecto a los
testigos; por su parte, las reducciones de 1 a 2 dias y de 3 a § dias
posinfeccion fueron de 37% y 67% respectivamente.

Las cuentas linfocitarias permitieron determinar linfocitosis a partir
del sexto dia posinfeccion con incremento promedio de 38% por encima
de los valores de los animales testigos.

El porcentaje de neutrofilos con respecto a la cuenta total de
leucocitos, fuvo un ligero incremento entre el primero y el tercer dia
posinfeccion; entre el cuarto y el sexto dias el porcentaje de neutrofilos
disminuyo 35%; finalmente entre e! séptimo y octavo dias disminuyé el
50% respecto a los testigos (Figura 1.3).

En referencia a los parametros de evaluacion de la coagulacion
intrinseca y extrinseca, consistentes en el tiempo de tromboplastina
parcial activada, tiempo de protrombina y tiempo de trombina, no se
detectaron cambios significativos ni desviaciones fuera de {os valores
normales en los animales con la inoculacion viral respecto a los valores
de los animales antes de la inoculacidn viral ni a los animales testigos
durante el experimento. Se tomaron los promedios y se determind la
desviacion estandar de los valores obtenidos por dia (Cuadro 1.4).
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Estudios histologicos

Los cambios histolégicas en la médula osea al dia 2 posinfeccion
consistieron en disminucion de la serie granulocitica, asi como
degeneracién hidropica y vacuolizacion citoplasmica de los
megacariocitos (Figura 1.4). Para el dia 4 posinfeccion, la disminucion de
la serie granulocitica fue muy severa y los megacariocitos se encontraron
en avanzado estado de vacuolizacion citoplasmatica, algunos otros con
degeneracion del citoplasma y niicleo asi como con necrosis (Figura 1.5).
Asimismo, numerosos vasos sanguineos de pequeiio calibre presentaron
un engrosamiento de sus paredes y vesiculacion de los micleos de las
células endoteliales.

Entre los dias 5y 7 posinfeccion la médula tenia una muy reducida
poblacion celular, los escasos megacariocitos adn presentes se
observaron con necrosis y los vasos sanguineos mostraron una hinchazon
extensa de las células endoteliales con necrosis fibrinoide de las paredes
(Figura 1.6).

Estudios ultraestructurales

Las observaciones al microscopio opfico de los cortes semifinos
revelaron una vacuolizacion citoplasmatica de los megacariocitos hasta
degeneracion severa de Jos mismos caracterizada por la incorporacion en
su citoplasma de elementos celulares extraios tales como eritrocitos,
linfocitos u otras células, lo que se conoce como emperipolesis y
finalmente necrosis.

Al primer dia posinfeccién, las imagenes de microscopia

electronica revelaron dilatacion severa de los tabulos y vesiculas de
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demarcacion de la mayoria de los megacariocitos. La transicion entre ja
zona intermedia y fa zona marginal fue muy abrupta y las plaquetas recién
formadas no presentaron delimitacion citoplasmatica normal. Las
plaquetas emergentes no presentaban los granulos citoplasmaticos
normales (Figura 1.7).

En algunas vesiculas dilatadas de megacariocitos, se detectaron
estructuras esferoidales de 40 a 60 nm de diametro y electrodensas las
cuales corresponden a particulas virales (Figura 1.8). Muchos
megacariocitos de los cerdos infectados presentaron disminucion y
degeneracion de mitocondrias en comparacion con los megacariocitos de
los cerdos testigos.

En los dias 2 y 3 posinfeccion, los megacariocitos presentaron
mayor abundancia de vesiculas citoplasmaticas dilatadas conteniendo
particulas esfercidales electrodensas y practicamente se perdié el
contorno de los titbulos de demarcacion. Los granulos densos y claros
fueron menos abundantes y los agregados de glucogeno fueron mas
evidentes (Figura 1.9).

Entre los dias 4 y 6 posinfeccion, los megacariocitos fueron muy
dificiles de localizar en los cortes finos en la medida que su niimero se
redujo en forma notahle.

En los megacariocitos remanentes, habia abundancia de particulas
virales en vesiculas dilatadas. Los tiibulos de demarcacion tenian
contornos muy poco definidos y se detectaron acimulos de glucogeno en
areas focales del citoplasma (Figura 1.10).

Finalmente entre los dias 7 y 8 posinfeccion los megacariocitos

estaban necroticos, asimismo se observaron numerosos fragmentos
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citoplasmaticos de las diferentes lineas celulares y en algunos de estos
fragmentos se encontraban particulas virales dentro de vesiculas
dilatadas (Figura 1.11).

Para el estudio de los endotelios vasculares se realizé el analisis
en los cortes semifinos de rifion, en Jos cuales se encontro al dia 4
posinfeccion un engrosamiento segmental de la membrana basal del
ovillo glomerular asi como niicleos hinchades y vesiculares. En algunas
zonas habia presencia de material proteinaceo. En aigunos tubulos
renales se observé degeneracion hidropica de las células epiteliales y en
ta luz del tithulo tambjén se encontré material proteinaceo.

En el estudio ultraestructural de los dias 1 al 3 posinfeccion, la
membrana de filtracion glomerular presenté zonas de degeneracion de la
membrana basal asi como acortamiento de los pies de los podocitos y en
algunas areas fusion de los mismos.

En los dias 4 al 6 posinfeccion, la ultraestructura reveld
degeneracion de la membrana de filtracion glomerular, caracterizada por
fragmentacion de !a membrana basal, las células endoteliales
presentaban niicleos muy vesiculares y citoplasma poco definido, los
podocitos mostraron una degeneracion hidropica muy severa en los pies
de las células que estin en contacto con la célula endotelial (Figura
1.42), en algunos de los podocitos habia la presencia de numerosos
particulas electrodensas degeneradas dentro de las estructuras que
corresponden a los poros hendidos (Figura 1.13), otras particulas virales
electrodensas se observaron dentro de vesiculas dilatadas

correspondientes a los lisosomas celulares (Figura 1.14).
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Los dias 7 y 8 se observd poca definicion de los limites de fas
estructuras de ta membrana de filtracion glomerular y se encontraron
grandes vesiculas conteniendo detritus cefulares en el citoplasma de los
podocitos.

En las observaciones realizadas de los cortes de médula dsea y
rifion no se encontraron trombos en el estudio de microscopia éptica ni de

microscopia electronica de transmision.

DISCUSION

Los signos clinicos detectados en lo cerdos infectados en el
presente estudio fueron compatibles con los descritos en la literatura para
la FPC aguda, excepto que en los animales experimentales de esta
investigacion, el inicio de la fiebre se detects al primer dia posinfeccion,
mientras que en la literatura consultada, la fiebre se refiere al segundo
dia de infeccion. En este sentido, debe tomarse en cuenta que diversos
aislamientos virales suelen ser de virulencia y patogenicidad variable
(Dahle y Liess 1992; Trautwein 1988; Van Oirschot 1938).

Desde hace mas de 50 afios se sabe gue el virus de la FPC ejerce
un efecto directo sobre el sistema vascular y que los signos clinicos y
lesiones macroscopicas resultan del dafio a los capilares, precapilares,
arteriolas y venas. Por esa razon en las lesiones macroscopicas se
presenta congestion hemorragia o infarto, dependiendo de ia localizacion
anatémica, de la severidad y del curso de los cambios vasculares
(Kernkamp, 1939).
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La degeneracién y nerosis generalizada de las células endoteliales,
han hecho suponer que la liberacion de los factores coagulantes, tales
como la tromboplastina tisular o bien la exposicion de la colagena
subendotelial, desencadenan los mecanismos intrinsecos de la
coagulacion( Bick 1988; Bithell 1993). Con base en estas circunstancias
es viable suponer que la diatesis hemorragica en la FPC tuviera un
importante componente patogénico en el agotamiento de las plaguetas y
factores de la coagulacion, derivado de la trombosis capilar diseminada
(Heene et al. 1971). Sin embargo, en el presente estudio no se detectaron
cambios significativos en los parametros de coagulacion intrinseca y
extrinseca. En este sentido, es importante destacar, que en nuestra
investigacion, el cambio hematolégico que se detecté simultaneamente a
la aparicion de la fiebre el primer dia posinfeccion correspondié a
leucopenia y a partir del tercer dia, hubo una significativa reduccion en la
cuenta plaquetaria.

La trombocitopenia progresiva que alcanzé niveles limite entre los
dias 6 y 8 posinfeccion junto con [a evidente disminucion de otros
elementos de origen mieloide, apuntan hacia un daiio de los elementos
celulares en la médula 6sea como base de [as alteraciones hemostaticas.
Por lo fanto, los hallazgos hematoldgicos del presente estudio, sugieren
que la trombocitopenia es independiente a los trastornos de (a
coagulacion y la reduccion plaguetaria progresiva no es debida a su
agregacion en el proceso de trombosis, sino a un dafio directo de fa
trombopoyesis en la médula ésea.

El origen de la trombocitopenia sugerido por los estudios

hematolégicos, fue corroborado en este trabajo por los hallazgos
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histologicos que demostraron una degeneracion progresiva de flos
megacariocitos a partir del segundo dia posinfeccion, culminando con
necrosis de estas células acompahada de severos cambios endoteliales a
partir del cuarto dia posinfeccion. Estos hallazgos concuerdan con otro
trabajo que refieren que la reduccion progresiva de las cuentas
plaquetarias es consecuente con los resultados de biopsias secuenciales
de la médula dsea que muestran una progresiva degeneracion de la serie
mieloide (Hoffmann et al. 1971).

En la medida que fa necrosis de megacariocitos y la necrosis
fibrinoide subendotelial son eventos simultaneos, ambos pueden explicar
el origen temprano de la diatesis hemorragica en la FPC.

Con la microscopia electronica de transmision, el dafio de los
megacariocitos se detectdé al primer dia de infeccion y desde ese
momento un hallazgo muy significativo fue la observacion de las
particulas electrodensas esferoidales, correspondientes a particulas
virales en vesiculas citoplasmaticas dilatadas.

En estudios previos, llevados a cabo especificamente para
visualizar las particulas virales de la FPC mediante microscopio
electronico de transmision, se describe a las particulas como esferas
irregulares con nicleo electrodenso y una capa periférica menos
electrodensa de diametro promedio total de 45 nm (Enzmann y Weiland
1978; Horzinek et al. 1967; Ritchie y Fernelius 1968; Scherrer et al.
1970). Las particulas visualizadas en el presente estudio responden a las
mismas caracteristicas de tamafio y morfologia que las particulas
previamente descritas. Adicionalmente, en observaciones de microscopia

electrénica de transmisién en infecciones experimentales con el virus de
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la FPC en cultive de tejidos, se refiere a las particulas virales en el
interior del aparato de Golgi y en otras vesiculas citoplismicas y vacuolas
(Scherrer et al. 1970). Las particulas virales en nuestro estudio siempre
se encontraron asociadas a tibulos y vesiculas dilatados de los
megacariocitos.

En los megacariocitos normales, la mayor parte de su citoplasma lo
ocupan las membranas de demarcacion formadoras de plaguetas, las
cuales derivan de las vesiculas y tubulos de demarcacion (Zucker-
Franklin, 1970).

Las membranas de demarcacion integran la membrana
citoplasmitica de las plaguetas que se derivan de los megacariocitos
(Zucker-Franklin, 1970). A este respecto es muy importante enfatizar que
el presente estudio, los megacariocitos infectados sufrieron wun
importante dafio de su sistema tubular caracterizado por una severa
dilatacion a partir del primer dia de infeccion hasta su total degeneracion
al cuarto dia. Es altamente probable que los cambios descritos en los
megacariocitos sean la causa directa de la trombocitopenia temprana en
la FPC aguda.

CONCLUSIONES

l. En la FPC aguda el agotamiento de plaquetas y otros factores de la
coagulacion intravascular diseminada no constituye un factor
patogénico de diatesis hemorragica en las fases tempranas de la
enfermedad, ya que en su curso no se detectaron cambios en los

parametros de evaluacion de la coagulacion intrinseca y extrinseca.
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ll.La trombocitopenia temprana aunada a los dafios dei endotelio
vascular son los elementos contribuyentes en la presentacion de la

diatesis hemorragica en la Fiebre Porcina Clasica aguda.

lll.Los megacariocitos precursores de las plaguetas en la médula désea
sufren daiios severos en su sistema tubular y de membranas de
demarcacion a partir del primer dia de infeccion en la FPC. En la
medida que el sistema mencionado es responsable de la formacion de
las plaquetas, su destruccion es responsable de la frombocitopenia en

la Fiebre Porcina Clasica aguda.
IV.La destruccion del sistema tubular formador de plaquetas en los

megacariocitos es debido a la infeccion de estas células por el virus de

la Fiebre Porcina Clasica durante el curso de la enfermedad.
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Cuadro 1.1 Calendario de sangrado de los cerdos para las pruebas de

hemostasis y biometria hematica.

No. de Animales | No. de Animales
Dia Total Sangrados

Preinoculacion viral 1 20 6
2 20 7

3 20 7

Posinoculacion viral 1 16 6
2 14 6

3 12 6

4 10 6

5 8 6

6 6 6

7 4 4

8 2 2

Testigos 1ai8 4 4
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Cuadro 1.2 Signos clinicos y temperaturas promedio de los animales
testigos e infectados durante el estudio.

Animales | Dia Signos Clinicos Temperatura;
TESTIGOS 1-8 Comportamiento normal 39.2°C
INFECTADOS 1 Letargia 40.7° C
2 Tremor musculary 41.06°C
postracion
3 Anorexia, tremor muscular 40.78° C
y apatia
4 Anorexia, apatia y eritema 41.5°C
ventral
Postracion, paresia,
5-8 |movimientos involuntarios, 40.9°C

vomito y diarrea
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coagulacion sanguinea en los cerdos testigos e infectados.

Cuadro 1.4. Resultados promedio de las pruebas de discemimiento de la

TP TTPa 1L
TESTIGOS Dia seg./d.e. seg./d.e. seg./d.e.
n=6 1 11.48 £ 0.41 37.8+2.6 13.5+2.81
n=7 2 12.02 +0.94 38.3 +1.56 11.98 £3.1
n=7 3 11.95+0.49 38.9+1.26 12.6 3+ 2.5
n=4 1-8 11.56 + 0.84 37.6+1.78 13.35£2.92
INFECTADOS
n==6 1 10.06 £ 0.4 36.4+1.35 1241+ 2.1
n=>56 2 11.73 £0.33 37.51+1.34 13.17+1.36
n==6 3 42.04 +0.36 36.3+2.48 12.64+1.9
n=6 4 10.7 £1.12 37.3+1.8 11.62 £2.35
n=6 5 11.48 £ 0.43 38.11£2.12 13.38 +1.82
n=6 6 12.3+0.76 37.45:1.6 13.19+0.94
n=4 7 12.2 +0.79 38.61 +1.29 12.81 £1.34
n=2 8 13.110.6 37.93 £2.13 11.96 + 2.34
TP: Tiempo de Trombina

TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activada
TT: Tiempo de Trombina

seg: segundos

d.e.: Desviacion estandar

Testigos dias 1 - 3: Preinoculacion viral

Testigos dias 1 - 8: Posinoculacion viral
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Figura 1.4 Megacariocitos con vacuolizacion citoplasmatica (flechas) en
la médula dsea de cerdo al dia 2 posinfeccion. H.E. 400X
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Figura 1.5 Disminucién en la poblacién celular de médula ésea, en el
centro se observa un megacariocito necrotico (flecha). Cerdo al dia 4
posinfeccion. H.E. 1000X
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Figura 1.6 Degeneracion fibrinoide de las paredes de los vasos
sanguineos {flechas) en la médula dsea de un cerdo al dia 4 posinfeccion.
H.E. 400X
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Figura 1.7 Megacariocito con vesiculas de demarcacién y tibulos
dilatados. En el angulo derecho superior se ohserva una plaqueta con
granulos y membrana citopldsmica poco definidas (P). Médula dsea de
cerdo al dia 1 posinfeccion. Microscopia electronica de fransmision.

Citrato de plomo - Acetato de uranilo. 7000X
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Figura 1.8 Megacariocito con vesicula citoplasmica dilatada conteniendo

una particula viral esférica electrodensa (flecha). Médufa 6sea de cerdo
al dia 1 posinfeccion. Microscopia electronica de transmision. Citrato de
plomo - Acetato de uranilo. 30000X
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Figura 1.9 Megacariocito con disminucion de granulos, pérdida de tabulos

de demarcacion y vesiculas dilatadas con particulas virales (flechas).
Meédula 6sea de cerdo al dia 3 posinfeccion. Microscopia efectronica de

transmision. Citrato de plomo - Acetato de uranilo. 12000X
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Figura 1.10 Megacariocito con agregados de glucégeno (g), degeneracion
mitocondrial (M) y vesiculas dilatadas con particulas virales (flechas).
Médula 6sea de cerdo al dia 5 posinfeccion. Microscopia electrénica de
transmision. Citrato de plomo - Acetato de uranilo. 12000X
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Figura 1.11 Abundantes dettitus celulares y célula del sistema fagocitico
mononuclear (f) conteniendo numerosas vesiculas dilatadas con
particulas electrodensas (flechas). Médula ésea de cerde al dia 7
posinfeccion. Microscopia electrénica de transmisién. Citrato de plomo -
Acetato de uranilo. 7000X
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Figura 1.12 Membrana de filtracion glomerular en la que se observa el
podocito (P) y la célula endotelial (E) con degeneracion hidropica y
nicleos muy vesiculares (n). Gloménilo renal de cerdo al dia 4
posinfeccion. Microscopia electrénica de transmision. Citrato de plomo -
Acetato de uranilo. 4400X
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Figura 1.13 Membrana de filtracion glomerular con degeneracién de la
membrana basal (mb), degeneraciéon hidropica de los pies de los
podocitos (pp) y numerosas particulas electrodensas degeneradas
(flechas). Glomérulo renal de cerdo al dia 5 posinfeccion. Microscopia
electronica de transmision. Citrato de plomo - Acetato de uranilo. 12000X
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Figura 1.14 Particulas virales esféricas electrodensas en lisosomas
dilatados de podocito (flechas). Glomérulo renal de cerdo al dia §
posinfeccion. Microscopia electranica de transmision. Citrato de piomo -
Acetato de uranilo. 30000X
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ANEXO

Revision de la literatura de la Coagulacion

Intravascular Diseminada y las pruebas de
discernimiento para su diagnéstico.

Esta revision se realizo para apoyar los estudios de coagulacion
sanguinea incluidos en et trabajo de investigacién.
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LA COAGULACION INTRAVASCULAR DISEMINADA

La coagulacién intravascular diseminada (CID) no es una
enfermedad independiente, sino un mecanismo intermedio de
enfermedad donde pueden asociarse entidades clinicas bien definidas
(Bick 1988; Mc Kay 1964).

La CID es debida a una inadecuada y excesiva activacién del
proceso de coagulacion.

En la CID, la hemostasis y la fibrinolisis se activan profusamente,
en el compartimiento intravascular. Los mecanismos de proteccion contra
la trombosis resultan insuficientes, sin embargo, se presenta un
agotamiento de los factores hemostaticos. La microtrombosis difusa
puede conducir a la insuficiencia circulatoria generadora de isquemia,
falla organica miiltiple y muerte (Bithell 1993; Meyers y Wardrop 1991;
Miilier-Berhaus 1989).

La CID se produce cuando hay:
a) una activacion intravascular difusa e intensa de la coagulacion y;

b) una insuficiencia de los mecanismos fisiolégicos de proteccion contra

la coagulacion y la fibrinolisis intravascular.

Estos trastormos provocan a su vez:
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¢) una hiperfibrinolisis e hiperfibrinogenolisis secundaria, localizada en
los miltiples microtrombos o diseminada, que si bien es benéfica en la
medida que produce lisis de los trombos también es nociva debido a

que exacerba la coagulopatia.

En consecuencia, en lugar de constituir eventos transitorios y
circunscritos a las superficies plaquetarias y endoteliales, los procesos
de coagulacion y la consecuente fibrinolisis se perpetian, se intensifican

e invaden la fase fluida intravascular.

Entre las repercusiones graves e incluso letales que desencadenan
estos trastomos de la coagulacion pueden citarse las siguientes:

I. El consumo de los factores de coagulacion y de las plaguetas, que
puede ser masivo, ocasiona que la produccién de los factores de
coagulacion sea insuficiente para compensar las pérdidas de los
mismos, lo que resulta en un agotamiento del sistema hemostatico.

Il. Es frecuente la presentacion de un sindrome hemorragico, que en las

formas graves de CID se caracteriza por su severidad.

lIl.Se forman miiltiples trombos fibrinoplaquetarios sobre todo en la
microcirculacion, pero a veces también en los grandes vasos. La
excesiva produccion de los monomeros y oligdmeros solubles de

fibrina conduce a la formacion de tapones fibrinosos que ocluyen
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parcial o totalmente la microcirculacion (Bithell 1993; Cotran et al.
1994; Jobin 1995; Miiller-Berhaus 1989).

Entre los mecanismos que pueden deséncadenar CID se han

identificado los siguientes:

1. Entrada anormal a la circulacion sanguinea de substancias tisulares
procoagulantes tales como:
+ factor tisular combinado a los fosfolipidos o tromboplastina tisular y;

¢ enzimas coagulantes previamente formadas en sitios extravasculares.

2. Alteraciones diseminadas de los endotelios o activacion de los

receptores endoteliales procoagulantes.

3. Liberacion o formacion en la sangre de substancias procoagulantes:

¢ por la activacion de monocitos o lisis de células sanguineas; y

¢ por de la inyeccion intravascular de enzimas coagulantes en
transfusiones que contienen factores preactivados o la inoculacion de

venenos procoagulantes en las mordeduras de serpientes.

4. Déficit severo del sistema anticoagulante de la proteina C.

¢ en anomalias genéticas debidas a homocigosis de un gen recesivo que
ocasiona la falta de produccion de la proteina C (Bell 1994; Bick 1988;
Bithell 1993; Slappendel 1988).



La CID puede ser inducida experimentalmente en la condicion que
se conoce como reaccion de Shwartzman, la cual se genera mediante la
aplicacion parenteral miltiple de endotoxinas bacterianas. Esta reaccion
transcurre con cinco caracteristicas de la CID (Robinson y Grant Maxie
1993).

{. Deficiencia de factores de la coagulacion, principalmente fibrinégeno.
Il. Trombocitopenia.

Ill.Presencia de anticoagulantes en la circulacion.

IV.Fibrinolisis y fibrinégenolisis excesivas.

V. Hemorragias diseminadas (Robinson y Grant Maxie 1993).

El principal anticoagulante en la circulacion es la plasmina que
ocasiona fibrinolisis y fibrindgenolisis. La elevada concentracion de
productos de degradacion de la fibrina (PDF), incrementan Ia
hipocoagulabilidad y contribuyen a la diatesis hemorragica a través del
bioqueo de la formacion de monémeros de fibrina a partir del fibrinégeno
(Fletcher et al. 1966; Wyers 1985).

La CID puede ser consecuencia de complicaciones obstétricas en el
ser humano tales como la separacion prematura de la placenta o la
retencion fetal. También se presenta en crisis hemoliticas agudas, en
quemaduras y traumatismos extensivos y en diversas infecciones en
todas las especies de mamiferos principalmente en aquellas que daiian
los endotelios vasculares (Cuadro 2.1) (Bick 1988; Cotran et al. 1994;
Miiller-Berhaus 1989; Robinson y Grant Maxie 1993).
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En lo que concieme a las endotoxinas bacterianas estas pueden

desencadenar daio por medio de tres mecanismos:

1. Exposicion de la coldgena subendotelial con la adhesion y activacion
de las plaquetas, y activacion del factor Xll y de la via intrinseca de la
coagulacion (Miiller-Berhaus 1989; Slappendel 1988).

2. Modulacién y activacion de la superficie endotelial bajo la influencia de
citocinas, ya sea el factor de necrosis tumoral o la interleucina-1. La
trombomodulina anticoagulante es entonces interiorizada en la célula,
mientras que el factor tisular o receptor activador del factor Vil es
exteriorizado en la superficie. Las vias intermedias y extrinseca de la
coagulacion se activan por este mecanismo en la supetficie de los
endotelios (Libby et al. 1986).

3. transferencia a la superficie celular del factor tisular de monocitos y
macrofagos por el efecto de la infeccion. Las membranas de los
monocifos y las superficies endoteliales se convierten entonces en
focos muy eficientes de activacion y amplificacion de la coagulacion
(Edwards y Rickles 1984).

Las enfermedades virales que dafian extensivamente a las células
endoteliales pueden producir CID en la medida que la necrosis endotelial

expone al tejido conectivo como factor de agregacion plaquetaria y a su
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vez es fuente de tromboplastina tisular y de otros factores procoagulantes
(Cheville et al. 1983; Jobin 1995; Robinson y Grant Maxie 1993).

Resumen de la fisiopatologia de ta coagulacién intravascular diseminada
(Figura 2.1).

BIOLOGIA DE LA COAGULACION INTRAVASCULAR DISEMINADA

En la CID tipica, las pruebas de la hemostasis y las evaluaciones
especificas de los factores de coagulacién revelan multiples deficiencias y una
trombocitopenia (Bithel 1993; Jobin 1995).

Coagulopatia de consumo

+ Durante la coagulacién intravascular intensa, la cascada enzimatica puede
provocar un consumo masivo de los factores de coagulacion con abatimiento
de sus niveles normales en la sangre, Las deficiencias de los factores pueden
ser alin mas severas si su sintesis no aumenta de manera reactiva. Incluso
esta sintesis puede haber disminuido antes que la propia CID, tal es el caso
de fa cirrosis hepatica o por hemopatia maligna causando trombocitopenia
(Bithel 1993; Jobin 1985).

¢ Efl perfil de disminucion de los factores varia individuaimente segun la
relacién de la tasa de sintesis y de destruccion respectiva de cada factor
{Bithel 1993; Jobin 1995).
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Determinantes fisiolégicos

+ Los factores |, Il, Xl y las plaquetas tienen una tasa de sintesis fisioldgica

relativamente [enta, su catabolismo fisiolégico tiene un tiempo medio que
varia entre 60 y 120 horas. Estos tres factores y las plaquetas se consumen
masivamente al final de la cascada enzimatica, bajo el efecto de ampiificacion
y de la generacién explosiva de trombina (Bithel 1993; Jobin 1995).

Inactivacién de los factores V y Vi por la trombina y la proteina C. Los factores Vy
VIl tienen una tasa de renovacion mas rapida, pero estos son destruidos
eficientemente por la accién antagonista de la trombina (activacién de los factores
V y ViIl) combinada con la inactivacion subsecuente de los factores Va y Villa por
la proteina C (Bithel 1993; Jobin 1995).

Destino de los factores consumidos

Los factores 1, Xlll, plasminégeno y plaquetas son atrapados en los
microtrombos y neutralizados por la antitrombina lli, el sistema de la proteina
C y sobre todo por la aifa-2-antiplasmina. Estas proteinas inactivadoras son
consumidas a su vez, hasta alcanzar en ocasiones fasas anormalmente
inferiores. La falta de proteinas inactivadoras por el excesivo consumo de

SUS reservas ocasiona:

una depuracion de enzimas activas, complejos inactivos y productos de degra-
dacion de la fibrina que son eliminados por el sistema histiocitario fijo, eficaz
pero saturable por [o que puede fallar igualmente (Bithel 1993; Jobin 1995).
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Fibrinolisis y Fibrinogenolisis

La importancia de la fibrinolisis y de la fibrinogenolisis secundaria
puede ser evaluada por conteo de los productos de la fibrinolisis
conocidos como dimeros-D o de la fibrinégenolisis liamados productos de
degradacion del fibrinogeno o PDF (Francis y Marder 1982; Fukutake et
al. 1993 Plow y Edgington 1982).

La hiperfibrinolisis secundaria se observa en mas del 90% de los
casos de CID. Los titulos de fragmentos de proteolisis del fibrinogeno y de
la fibrina son igualmente muy elevados y la especificidad de {a anomalia
como criterio de diagndstico aumenta con el titulo correspondiente (Bick
1988).

El gran aumento en el pilasma de productos de degradacion del
fibrinageno y de la fibrina disminuye fa produccion y 1a polimerizacion de
los monomeros de fibrina por una inhibicion de la trombina y por
compartir fos mismos sitios de reconocimiento que los monémeros de
fibrina. Los PDF tienen también efectos de inhibicion y de agregacion
sobre las plaquetas y lesionan los endotelios {Aoki 1986; Bachmann
1987).

La plasmina libre, produce lisis de fa fibrina en los tapones
hemostaticos donde la presencia de esta iltima es escasa en el inicio.

La fibrinolisis elimina indiscriminadamente toda la fibrina, lo cual
es util al disolver los trombos fibrinosos pero negativa al provocar
hemorragias por destruccion de los tapones hemostaticos (Aoki 1986;
Bachmann 1987).
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La depuracion y la lisis de los productos de degradacion del
fibrinégeno por el sistema de histiocitos fijos constituye Ia principal linea
de defensa contra los efectos anticoagulantes, microtrombéticos y
vasculares de los fragmentos solubles e insolubles de la fibrina. Este
mecanismo es eficaz pero llega a saturarse. El estado funcional del
sistema de los histiocitos tiene un impacto decisivo sobre el grado de
severidad de la CID y sus consecuencias trombo-hemorragicas (Aoki
1986; Bachmann 1987).

DETERMINACION EN LABORATORIO DE LA COAGULACION
INTRAVASCULAR DISEMINADA

El sindrome clinico de la CID es causado en dltima instancia por la
formacion de trombina y plasmina. El diagnéstico de este sindrome
requiere siempre la combinacion de la evaluacion clinica y la realizacién
de una serie de examenes de laboratorio (Bovill 1993; Jobin 1995).

Las pruebas de discernimiento tradicional para el diagnostico y
monitoreo de la CID que constituyen la primera linea de exploracion de

ias reacciones de coagulacion incluyen:

+ Tiempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa);
+ Tiempo de Protrombina (TP) y
+ Tiempo de Trombina (TT) (Bovill, 1993).
Estas pruebas se realizan con plasma citratado y pobre en

plaquetas y se evaliian determinando el nimero de segundos que
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transcurren entre la activacion de la primera reaccion y el inicio de la
formacion del coagulo. En consecuencia las cadenas de reaccion
terminales evaluadas respectivamente por las tres pruebas mencionadas
son las mismas, es decir, la via final y comin por dos de ellas y Ia

fibrinoformacion por las tres (Jobin 1995).

TTPa, evalua la via intrinseca y final comiin. La prueba consiste en
agregar al plasma citratado particulas de silicatos que activan
fuertemente la fase de contacto. La cefalina o la cefaloplastina sustituyen
a los fosfolipidos procoagulantes de las plaquetas activadas. Ademas se
utiliza calcio ionizado, necesario en la mayoria de las reacciones
posteriores a la fase de contacto (Figura 2.2) (Kit APTT, Instrumentation
Laboratory®) .

TP, es una prueba que evalia la via extrinseca e intermedia de la
coagulacion y consiste en afadir al plasma citratado el calcio tonizado y
una preparacion concentrada de factor tisular y de fosfolipidos
(tromboplastina  tisular). Esta potente tromboplastina activa
vigorosamente el factor Vil, de tal suerte que la coagulacién se produce
raipidamente (Figura 2.3) (Kit PT-Fibrinégeno HS, Instrumentation
Laboratory®).

TT, es una prueba que explora la fase final de la coagulacién. A una
solucion de trombina se le agrega el plasma citratado y se determina el
tiempo en segundos gque toma la aparicion de] coagulo de fibrina. Esta
prueba explora las dos primeras etapas de la fibrinoformacion, mediante
fa proteolisis de los ffibrinopéptidos A y B por la trombina y la
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polimerizacion de los monémeros de fibrina que finalizan en polimeros
insolubles en agua. Estos polimeros al precipitar y constituyen el coagulo
de fibrina (Figura 2.4) (Kit IL Test tiempo de trombina, Instrumentation
Laboratory®).

La segunda etapa de la exploracion de la coagulacion consiste en

realizar pruebas de cuantificacion:

fibrindgeno plasmatico;

L J

productos de degradacion de la fibrina (Dimero-D);

L g

L

productos de degradacion del fibrinogeno {PDF) y
antitrombina Il (AT Il1).

*

Determinacion cuantitativa del fibrindgeno plasmatico.

E! fibrindgeno es una proteina muy abundante en el plasma, dos
enzimas, la trombina y el factor estabilizante de la fibrina (Factor Xlila),
lo transforman en fibrina insoluble y bioquimicamente estabilizada
(Figura 2.5). En presencia de un exceso de trombina, el tiempo de
coagulacion de un plasma diluido en proporciones adecuadas, es
directamente proporcional a la tasa de fibrinogeno plasmatico (Salmon y
Lambert 1971).

Determinaciones cuantitativas de los productos de degradacion de
la fibrina, los dimeros-D y del fibrindgeno los PDF. La plasmina separa
las moléculas del fibrinogeno (Figura 2.6) y de [a fibrina en puntos
precisos dando origen a algunos productos principales de degradacion, de

peso y de secuencia determinada. Los dimeros-D se originan de la
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proteolisis por la plasmina de la fibrina polimerizada y estabilizada
previamente por el factor Xlila (Figuras 2.7) {Johin 1995).

La determinacion semicuantitativa del dimero-D, se realiza por
medio de la aglutinacion en placa de particulas de latex sensibilizadas
con la ayuda de un anticuerpo monoclonal. En presencia del antigeno
correspondiente, las particulas de latex sensibilizadas forman agregados
macroscopicos cuando la concentracion del dimero-D es al menos igual a
0.5 mg/ml (Fukutake et al. 1993; Rowbotham et al. 1993).

Para la determinacion de fos PDF, se realiza la misma prueba que
para el dimero-D, sélo cambia el anticuerpo monoclonal (Kit FOP Plasma,
Diagnostica Stago®).

La antitrombina Il (AT Iil), es uno de los inhibidores plasmaticos
mas potentes y mas importantes en la fisiologia de la formacion del
codgulo. La AT Ml inhibe proteasas de accion lenta y progresiva,
neutraliza varias enzimas hemostaticas tales como la trombina, los
factores Xa, IXa, Xia y la plasmina, formando con cada uno un complejo
molecular. Cuando hay una produccién masiva de trombina, la
concentracion de AT il baja en forma critica, constituyendo asi un
elemento importante de evaluacién de CID (Bick 1977; Huseby y Smith
1980).

Para medir 1a concentracion de AT Nl en el plasma citratado se
utiliza un substrato cromégeno sintético. El meétodo utiliza dos pasos.
Primero se incuba el plasma a evaluar con un exceso de trombina
conocido, en presencia de heparina y segundo, la tromhina residual es
cuantificada por su accion amidolitica sobre el sustrato cromégeno
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sintético. La cantidad de trombina neutralizada en el primer paso es
proporcional al nivel de AT Il en el plasma. Asimismo, la trombina
residual de la segunda reaccion es inversamente proporcional al nivel de
AT il en el plasma (Kit Stachrom® AT IIl 3, Diagnostica Stago®).

RESULTADOS POSITIVOS DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS DE
LABORATORIO EN CASOS DE COAGULACION INTRAVASCULAR
DISEMINADA.

A.Prolongacion de TTPa, TP y TT.

B. Disminucion de la concentracion de fibrinégeno plasmatico.

C.Incremento de los productos de degradacion de la fibrina y del
fibrinogeno {dimero-D y PDF).

D.Deficiencia en la hemostasis primaria, caracterizada por

trombocitopenia.

E. Presencia de numerosos esquistocitos (fragmentos de eritrocitos).

F. Disminucion de la concentracion plasmatica de antitrombina lil (Bick
1988; Bithell 1993; Johin 1995; Meyers y Wardrop 1991).
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sintético. La cantidad de trombina neutralizada en el primer paso es
proporcional al nivel de AT lli en el plasma. Asimismo, ia trombina
residual de la segunda reaccion es inversamente proporcional al nivel de
AT lil en el plasma (Kit Stachrom® AT lll 3, Diagnostica Stago®).

RESULTADOS POSITIVOS DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS DE
LABORATORIO EN CASOS DE COAGULACION INTRAVASCULAR
DISEMINADA.

A. Prolongacion de TTPa, TPy TT.

B. Disminucion de la concentracion de fibrinégeno plasmatico.

C.Incremento de los productos de degradacion de la fibrina y del
fibrinégeno (dimero-D y PDF).

D.Deficiencia en la hemostasis primaria, caracterizada por

trombocitopenia.

E. Presencia de numerosos esquistocitos (fragmentos de eritrocitos).

F. Disminuciéon de la concentracion plasmatica de antitrombina Il (Bick
1988; Bitheli 1993; Jobin 1995; Meyers y Wardrop 1991).
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CUADRO 2.1. Agentes y condiciones que producen coagulacion

intravascular diseminada en animales (tomado de Patologia de los

animales domésticos. Jubb, Kennedy y Palmer 4th. edition, 1993).

Bacterias

Helmintos

Rickettsias

Virus

Neoplasias

Gram negativas (endotoxinas)

Gram positivas

Dirofilaria immitis
Theileria spp
Sarcocystis spp
Babesia

Rickettsia rickettsii

Fiebre porcina africana

Fiebre porcina clasica

Lengua azul

Enfermedad epizética y hemorragica de los
ciervos

Hepatitis infecciosa canina

Peritonitis infecciosa felina

Enfermedad Auleciana del vison

Carcinoma
Leucemia

hemangiosarcoma
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Otras

Aflatoxinas

Complejos antigeno-anticuerpo (transfuciones
sanguineas incompatibles)

Dilatacion gastrica (volvulus)

Estrés calérico

Daiio endotelial inmunolégico

Ingestion de plantas téxicas

Enzimas proteoliticas

Chogue, estasis vascular, anestesia prolongada
Acidosis

Necrosis tisular (hepatica, pulmonar,

poscirugias, quemaduras extensas).
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DESTRUCCION LESIONES

TISULAR ENDOTELIALES
DISEMINADAS
* } facter mular
t-PA trombo- Vi I XII
plastinas —— ‘
tisulares *
Protea_sas, Viia Xlla
mucina
- Y Y
Via Via Via

extrinseca intermedia  exfrinseca
Plasminégeno l l

Microtrombos | 4"

de fibrina

Trombosis
enla
microcirculacion

/V\\

Microangio- Necrosis Choque
patia isquémica
Hemolisis

Figura 2.1 Fisiopatologia de la coagulacion intravascular diseminada.
(Tomado de I’Hémostase. Jobin, 1995).
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Adicion de Reactivo

Activador
{particulas de silicatos)

Fosfolipidos

(FL)

Ca++

rPOMmMOIEE—TNAHAZ™

rFrPrZTm > <

ZCczZOO0

ZONAS EVALUADAS
¥ Contacto
+
CAPM
Xl — P Xila
PC
XI———p Xla
ca LR
iX IXa
+
FL+Villa+Ca*
X A/Xa

+

FL+ Va+Ca**

Protrombina — - Trombina

Fibrinogeno ——— - Fibrina

ZONAS NO EVALUADAS

Figura 2.2 Zonas evaluadas por el tiempo de tromboplastina parcial activada.

CAPM: Cininégeno de alto peso molecular. PC: Precalicreina.
{Tomado de I’Hemostase. Jobin, 1995).

61




Tromboplastin

Zona Evaluada

Via Extrinseca

Adicion de Reactivos

Factor Tisular
+ Fosfolipidos
+ Ca*

Vil - Vla

+

FL+ Va+Ca

4

Protrombina _____ " &,  Trombina

P

Fibrindgeno ______ 4, Fibrina

Figura 2.3 Zonas evaluadas por la prueha de tiempo de protrombina.
CAPM: Cininégeno de alto peso molecular

FI: Fosfolipidos PC: Precalicreina.
{Tomado de I’'Hémostase. Jobin, 1995).
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.L FIBRINOGENO

TROMBINA ———»

Monomeros de Fibrina (soluble)
+ Fibrinopéptidos A y B

l

Polimerizacion
(enfaces hidrogeno)

l

FIBRINA INSOLUBLE

Figura 2.4 Zona evaluada por el tiempo de trombina.
(Tomado de 'Hémostase. Jobin, 1895).
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Proteolisis de la fibrina estabilizada por la plasmina
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Figura 2.7 Degradacion de la fibrina estabilizada por {a plasmina.
(Tomado de ’'Hémostase. Jobin, 1995)
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