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I NTRODU UCCTION

Desde tiempos biblicos, no se han acgptado los obje-
tos defectuosos o de pobre calidad.

La calidad de un articulo, de un procedimiento o de
una determinacion, debe ser alta.

Los métodos utilizados para lograr precisidn, pure-
za y exactitud, pueden agruparse dentro ‘del término CONTROL
DE CALIDAD. (1)

El control de la calidad y la regularizacion de los
métodos de laboratorio, son temas que estdn relacionados y--
que tienen una conexion directa con el objetivo primario que
debe lograrse en el laboratorio clinico y de salud pablica:
que el diagndstico etioldgico y/o los recursos terapeiiticos
sean confiables.

El control de calidad requiere de la dieponibilidad
de preparaciones de referencia y del conocimic¢nto de los mé-
todos estadisticos simples. Con el fin de asegurar un nivel
adecuado de precisiép, debe cntrenarse al personal del labo-
ratorio en estos procedimientos como parte de su entrenamien-
to general. (2)

Como ya se menciond antes, la intencidn de un labo-
ratorio es el de obtener resultados correctos, no obstante-
ocurren usualmente errores en forma insidiosa y acumulativa.
Una pequeiia desviacion en la técnica o un error menor en los

reactivos o el equipo, pueden desatar una cadena de circuns-
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tancias que llevaran a resultados incorrectos, a productos
de pobre calidad o ailn peligrosos. Los programas de actuali-
zacion deben incluir el control de cslidad, lo que permitiré
probar reactivos, procedimientos e instrumentos y comprobar
que los resultados se encuentrsp dentro de los limites desea-
dos.,

Si todos los procedimientos estdn correctos, el re-
sultado final debe ser bueno; si no estan correctos, las --
pruebas de control de calidad localizaran el error, el que
podra ser corregido de inmediato. (3)

La obtencidn de sangre humana pera fines de transfu-
sidén, ya sea como sangre completa y/o sus fracciones, es un
grave problema no resuelto adn en la mayor parte de los pai-
ses en vias de desarrollo. El control de la sangre obtenida
a nivel de banrco de sangre y su empleo en los servicios de
transfusion, debe ser hecho con rigor, ya que la sangrc es un
elemento sumamente valioso y dificil de obtener, por lo yue
errores en su obtencidn o en su fraccionamiento, redundan en
una deficiente atencién de los pacientes.

En nuestro pais, la sangre se obtiene en su gran ma-
yoria, de personas retribuidas, llamadas "donadores profesio-
nales"; la cantidad de donaciones obtenidas es muy inferior
a las necesidades hospitalerias.

La sangre que se emplea en la transfusidén a enfer-
mos es un producto perecedero que unicamente puede ser obte-
nido de otro bumane; el donador de sangre debe ser una perso-

na conciente de que su salud puede ser compartids al donar -
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un poco de sangre a un enfermo que la requiere; este com-
promiso social no puede soslayarse.

Es obvio que ningin dinero puede pagar una donacidn
sanguinea. Los pacientes sometidos a ciertas operaciones qui-
rurgicas, las mujeres, con problemss, que dan a luz, los enfer-
mos que sangran por motivos de su enfermedad, como los hemo-
filicos, etc., son algunos de los enfermos necesitados de =--
sangre o sus fracg}onon y su vida dependera de la cantidad -
y calidad de la sangre que se obtenga de las personas saras
que la donan; 6l salvar la vida de un enfermo es el Gnico --
precio de la sangre donada.

Los bancos de sangre son los lugeres fisicos en don-
de me colecta y procesa ésta. Son servicios complejos en los
que los procedimientos para la obtencidn de sangre y sus --
fracciones deben ser Gptimos, #si como los reactivos extrai-
dos de ella (sueros tipo, eritrocitos de fenotipo conocido,-
etc.).

La planeacion del fraccionamiento de la sangre, de-
be ser cuidadosa y tener como objetivo, el madximo rendimiento
de una unidad de sangre extraida, com el dptimo de calided.

Los productos obtenidos en el Banco Central de San-
gre del Instituto Mexicano del Squrq Social son: concentra-
dos de plaguetas, cqncentrado de eritrocitos, globulina anti-
hemofflica, plasmea rico en pléquetas. plasma pobre en globu-

lina antihemofilica, plasma fresco congelado y gamma globuli-
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NDe éstos, dos de ellos, la globulina antihemofilica
Yy las plaquetas, son subproductos labiles dificiles de mane-
jar y su calidad depende de un sinnimero de factores. For lo
que el objetivo de este trabajo er revisar su preparacion y

actividad en condiciones rutinarias en un banco de sangre.

J. SISTFMAS HEMOSTATICOS,

Femostasia es el nombre que se da al conjunto de fe
némenos que actian y detienen el sangrado por un vaso sangui
neo lesionado. El proceso no es sencillo, vy dehe considerar-
se como una progresién o cadena de modificaciones fisicas y
bioquimicas que normalmente son desencadenadas por la lesion
de los tejidos y vasos sanguineos, y que termina por la =---
transformacién de la sangre liquids en un tromho o coaenlo -
s0lido que tapa con gran eficacia los vasos rotos. El proce-

s0 entero puede dividirse en tres partes, las cuvales se des-

crihen en las figuras 1 y 2.

a) FENOMENOS EXTRAVASCULARES,

Comprenden: 1) el efecto fisico de los tejidos cir-
cunvecinos (piel, misculo, tejido eldstico) que tiende a ce-
rrar y ocluir la ahertura en el vaso ssnguineo lesiobado, ¥y
2) los efectos bioquimicos de las sustancias liberadas por -
los tejidas lesionados, que reagcionan con el placma y los -

factorer de las planuvetas. Este segundo sistema de coagula--

cidén o "sistema extrinseco" tal vez desempeiie un papel im --

portante en la activacion del mecanismo de coagulacidn "in--
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trinseco" de la sangre misma, en el caso de traumatismo y he

morragia in vivo.

b) FENOMENOS VASCULARES.

El vaso sanguineo lesionado se cierra cesi instantd
neamente. Este proceso, conocido como vamoconstriccién, in--
terviene en las;prineras fases del control de la hemorragia
después.:de la lesidn del vaso. Esta vasoconstriccidn nervio-
sa refléja tiende a desaparecer al cabo de un tiempo relati-
vamente corto, pero es posihle que se prolongue merced a la
liberacidn local de una sustancia vasoconstrictora: la sero-
tonira. Esta es liberada por las plaquetas al adherirse o pe
garse a los labios de la herida o a la seccién de la pared -
del vaso; produce un estrechamiento locel, directe,de origen

bioquimico, del vaso seccionado y de los vasos vecinos.

¢) FENOMENOS INTRAVASCULARES,

Comprenden la serie muy compleja de reacciones fisi
eoqqinicasuque transforman la sangre liquida en coagulo s&li

do de fibrina. (4)

II. INTERACCION DE LAS PLAQUETAS Y COLAGENO.

La primera fase de la formacion de los trombos pri-
marios (la adherencia) de las plaquetas al colageno expues-:
to) se verifica muy répidghépte. Se comgce aln poco acercea -
de su mecanismo. Fn una reaccidn iguslmente obscura, el con-

tacto con 1a colémena d8 lucar a que las plaquetas libereb -
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de su citoplasma y pongan a diqusicién de st membrana, unas
sustancias especifices para la hemostasia. Estas sustancias
comprenden: 1) nucleptidos de l» adenina, en particulsr ade-
nosin difosfato (ADP), 2) factor planuetario, 3) actividad -
fosfolipidica necesaria para las reacciones intrinsecas de -

coaculacidr, y 4) serotonina y catecolamiras. (5)
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G ENTER®RAILTIDADE S

Para llepar a comprender mejor la importanc¢ia que -
tienen las plaquetas y el factor VIIT dentro del fendmeno de
la coagulacién, a continuacién se hace uns descripcidén de éﬁ
tos, y en el cuadro No. 2 quedan sefialados estos dos elemen-
tos sanguineos de acuerdo al momento en que participan en la

coarulaciodn.

T. LAS PLAQUETAS.

a) ANTECEDENTES.

En 1a primera parte del siglo XIX, varios investiga
dores observaron las plaquetas sanguineas; Zimmermann (1860),
Max Schultze (1865) y Osler (1874), reconocieron que estos -
corphsculos no eran artefactos, aunque no pudieron reconocer
su verdadera importancia. Bavem (1878), como Zimmermann, pen
s6 que se desarrollahan en los eléhulos rojos. En 1882 Bizzo
zero describid a las plaquetas como aparecen en los vasos me
sentéricos de conejos y cuyos, demostrd su cualidad de adhe-
sividad, su participacion en el trombo y su funcién en la —-
coagulacion de 1» msangre. En 1906 Wright hizo estudios muy -

importantes sobre ellas.

b) MORFOLOGIA.

las planuetas tienen un cuerpo citoplasmico pequeiio.

En un microscopio con campo obscuro se ohservan con un marca
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do contorno, transliicidas, con granulos inmdviles en su cen-
tro. Con la ayuda del microscopio electronico se he podido -
demostrar una estructura interna con fibras reticuladas. En

loe frotis tefiidos por las técricas de Wright o Leishman, se
observan como cuerpos hialinns vidriosos, de color azvl cla=-
ro o parpura, redondos, ovalados o irregulares con numerosos
puntos aszules; no tienen nicleo.

Las plaquetas miden de 2 a 4 micras de didmetro, y
tienen un volimen promedio de 7 a 8 micres ciibicas. En algu-
nas enfermedades y cuando existe una produccidén excesiva de
sangre se han encontrado plaquetas de mayor temaiio khasta de
20 micras). Bajo estas circunstancias han aparecido formas -
grotescas como de palanquetas, coma, de cigarro, y otras for-
mas poco comunes.

Si las plajuetes se mantienen por algin tiempo en -
prepsraciones himedas o en sangre oxalatada, puede observar-
se la formacidn de procesos filamentosos o en forma de espi-
nas.

En el supuesto ceso de que las plaquetas sufrieran
un proceso de envejecimiento, este seria detectable por me-
dio de un criterio morfoldgico. Estudios diferenciables de -
las plaquetas similares a los hechq. en leucocitos, han sido
hechos por varios investigadores. lLas plaquetas se han clasi-
ficado en base a su tamafio, ¢ intensidad y tamano de tincion
de los granvlos; a la forma, tamafio y tipo de los granulos,y
mas recientemente, en base a la intensidad del color del hia-

loplasma de la plaqueta, la presencia o ausencia de vacuolas,
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el tamaiio, nimero, posicidn e intensidad de tincidén de los =
granulos, como también el tamafio y forma de las plaquetas co
mo un todo.

Bajo estas bases se han distinguide formas jowenes
y viejas, formas degeneradas, formas normales o patologicas
por irritacidn, y tipos primitivos. La tincion baséfile del
citoplasma hace suponer la evidencia de juventud; la vacuoli
zacidn evidencla la vejez.

Las plaquetas grandes se observan cuando la produc-
cién plaquetaria ha sido muy activa. La tincidén intensa de -
los granulos y su posicidn excéntrica se considera como indi
cacion de una madurez total. Se ha dicho que las plaquetas -
de menor tamafio que ‘el normal presentan una alta aglutinabi-
lidad, al contrario de las plaquetas mayores; por lo tanto,-
son funcionalmente més activas.

Nadie que haya examinado especimenes de sangre, de
trastornos sanguineos, ha fallado en observar alteraciones -
morfoldgicas en las plaquetas. Muchos de estos cambios sin -
duda, no son artefactos; su interpretacidén sin embargo, es -
dificil en vista de nuestra ignorancia en el mecanismo inter
no de la formcidn de las plajvetas. La clasificacidon dife--
rencial de las plaquetas, aunque es un tema de gran interés

y prometedor, es en el presente mera especulacion.

c) PROPIEDADES FISICAS Y NQUIMICAS.

Existe la evidencia de que las plaquetas consumer -

oxigeno, por lo tanto, la ﬁlaqueta-es un elemento vivo. Se =
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ha demostrado que las plaquetas pueden decolorar el azul de
metileno diluido. Contienen oxidasm y como los leucocitos --
mieloides, catalasa; pero no contienen enzimes proteoliticas
o lipoides. En su contenido de minerales, son similares a --
los leucocitos, y difieren del plasme sanguineo v de los gld
bulor rojos. Las plaquetas del caballo estadn compuestas de -
proteina (60% o més de peso seco) y lipidos (15%), de las --
cuales més de la mitad es cefalina. La plaqueta es el princé
pal portador de le histamina sarguinea en el corejo. La pro-
pieded mas significativa de estos corpiiscules es la rapidez
con la que se aglutinan. Esto, junto con su subsecuente diso
lucidn, es probablemente una parte de sus funciores. Por su
propiedad de aglutinsrse, sellen directamente el vaso sangui
neo lesionado (trombo blanco); al liberar tromboplastina, is=
niciar la cosgulacion. Existe también evidencia de que libe-
ran sustancias vasoconstrictoras que inducen 8 la contrace--
cion de vasos vecinros no lesionados y prohablemente contribu
yen a la contraccién de los lesionados. La agregacién de las
plaquetas in vitro se favorece por soluciones coloidales, co
mo la gelatina, peptons, lecitina, etc., y se impide por el
oxalato y el citrato. Se ha observado que los anticoagulan——
tes que actban in vivo, tales como la heparina y el noviru--
din, previenen la agregacion de las plaquetar.

El cambio que sufren las plaquetas, al entrar en -

contacto con una superficie extrafia mojshle, se puede compa-
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rar con el incremento progresivo, en el érea ocup.da por una
gota de agua cunsndo se deposita en una piedra preserntando u=
na sobredilatacion y ruptura. Se ha observado también en --

preparaciones con gota colgante, que cambian primero al per-
der su refractibilidad, haciéndose obscuras y opacas e indis-
tintas. Aperecen granulos en el centro, la periferia se hin-
cha y la memhrana desaparece gradualmente. Algunas de las --
plaquetas pueden formar procesos del tipo flagelar que se =--

pueden romper. (6)

d) ORIGEN DE LAS PLAQVETAS.

En la actualidad se acepta que les plaquetas se ori-
ginan en la fraccion de la médula 6sea de donde proceden los
megacariocitos.

En estado de equilibric,cada megacariocito que madu-
ra en la médula Osea,ha de sustituirse por una célula proce-
dente de una reserva de células tronco,orientadas y morfologi-
camente indiferenciadas. Cuando esta nueva célula puede reco-
nocerse como MEGACARIORLASTO,ha perdido ya la capacidad de di-
vidirse en células hijas. Sin embargo,prosigue la sintesis de
DNA y su nicleo se divide para dar lugar al PROMEGACARIOCITO
multinucleado,con 2,4,8,16 &, rara vez 32 nicleos y citoplas-
ma baséfilo. Tras este periodo de divisién nucleer, el cito-
plasma aumcnta, pierde su basofilia y desarrolla grénu{os, es
decir,la célula se convie;;e en megacariocito madure. Luego
el citoplasma se fragmenta para formar plaquetas,y el niicleo
desnudo del megacariocito es eliminado por células reticule-

endoteliales. En el ser humano,el ciclo completo requiere 10

dias.
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Cuanto mAs niicleos posee un megaceriocito, tanto ma-
yor cantidad de citoplasma acumula y mas plaquetas puede for-
mer. Por consiguiente, 1& produccion de plaquetas puede in -
crementarse de dos formas:
1. Por aumento del numero total de megaceriocitos.
2. Por aumento de las divisiones nucleares en cada

megacariocito en particular. (7)

e) MEGACARIOCITOS.

Estas células producen las plaquetas sanguineas.-
Normalmente comprenden aproximadamente el 0.5 por 10V de las
células nucleadas de la médula osea; también puede encontrar-
selas en el pulmén y el hazo. Son células muy grandes (35 a
70 micres) de forma irregulesr, con un grupo central de ni--
cleos grandes, unidos en forma de anillo lobulado que parece
un racimo de globos. En los megacarioblastos mas pequeios de
niicleo énice, que comprenden del 1 al 15 % de las células gi-
gartes de la médula dsea donde hay nucleblos. El citoplasma
es abundante, gris palido, con muchos grépulos acidofilos --
muy finos. Los megacariocitos introducen pseuddopodos cito--
plasmicos entre las células de la pared de los sinusoides
sanguineos de la médula. Estos pseudépodos se separan del --
resto de la c‘luln'y se transforman en plaquetas libres en

el plasma sanguineo. (8)
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f) DISTRIBUCION, SUPERVIVENCIA Y DESTRUCCION,

La plaqueta permanece dentro del sistema vascular y
no se encuentra en los liquidos extracelulares. Aproximada--
mente el 80% de los trombhocitos permanecen en circulacidn y
el 20% se encuentran concentradas en el bazo. Las plaquetas
se mueven libremente entre ambos compartimentos. Cuando exis
te gran esplenomegalia, la distribucién se modifica, y a ve-
ces hasta el 80% de los trombocitos se concentran en el bazo.
Por una razén desconocida, la produccidon de la médula 8sea -
no avmenta lo bastante para compensar este desplazamiento, y
se origina uns trombocitopenia moderada (trombocitopenia hi-
peresplénica).

Las plaquetas envejecidas probablemente se eliminan
por las células reticuloendoteliales del bazo y del higado y
las lesionadas, pueden eliminarse primeramente en el bazo, -
de modo simultdneo en el bazo e higado o sohre todo en el hi
gado, segdn los casos.

LA MEDULA OSEA NO CONTIENE RESERVA DE PLAQUETAS. Si
por slguna razén la mayoria de las plaquetas circnlantes se
destruyen o pierden, la trombocitopenia resultante persiste
durante varios dias antes de que se sintetice una cifra sufi

ciente de plaquetas para corregirla. (9)

II. AGREGACION DE LAS PLAQUETAS.

1.as primeras plaquétas se adhieren al colAeeno, pe-
ro la inmensa mpyoria de ellas han de fijarse entre =i para

formar la mase principal del trombo. Este segundo proceso -
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(la adherencia mutua de las plaqngtas) se llama AGREGACION ==
PLANUETARIA, aue no ha de confundirse con la AGLI'TINACION PLA
NUETARTA, que es el arracimamiento de 1ss plaquetas provocado
por un anticuerpo plaquetario. (10)

El descubrimiento de que el ADP agrega a las plaque-
tas ha sido un gran paso para la comprension de 1a funcidn —-
plaquetaria. E1 ADP es eficaz en concentraciones bajas (meno-
res de 1.0 micromicras) que pueden obtenerse in vivo de me-~-
dios endogenos en las planuetas. E1 ADP puede obtenerse tam--
bién de los eritrocitos. Debido a la dificulsad en llever a -
cabo estudios in vivo de la aeregacidn plaguetaria, la mayow-
ria de los estudios se han realizado in vitro, utilizando ---
plasmas ricos en plaque tas preparados de sangre citratada., Se
requiere de Calcio ionizado para la agregacion de las plaque-
tas del cual hay més que suficiente en el plasma citratado, -
para permitir el proceso de agregacion.

La agregacidon requiere del contacto entre las plaque
tas y es necesario mezclar el plasma rico en plaacvetas en es-
tos experimentos. El plasme rico en plaquetas es obviamente -
un material no fisioldgico y la interpretacidn de estudios —-
reslizados in vitro deben ser hechas con precaucién, porque -
puedén haberse introducido artefactos. Con el ANP depenrdiendo
de la concentracidn wtilizade, la agregecién puede ser rever-
sible y ocurrir en dos fases o ser irreversible; con bhjas -
concentraciones de ADP: hay una agregacidén reversible con umna
desviacidn inicial de descenso, del registrador, seguido por

un regreso de la densidad Optica. Esta fese de agregacidn prla
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quetaria produce cambios en la forma de disco de las plaque-
tas a esferas alargadas y a una formacion de pequefios agrega-
dos. Con concentraciones mayores de ADP (1.0 micromicra), se
observa una curva bifédsica, seguida de una caida inicial en
la densidad optica; hay un regreso hacia la linea base, y --
después un segundo descenso en la densidad dptica, indicando
la extension de la agregaciém, y por Gltimo su terminacidn.
Con cencentraciones mayores de ADP (5.0 micromicras), ls a--
gregacidn ocurre Unicamente en una fase y es marcada Yy pro -
longeda.

Cuando se observa la agregacidn bifédsica, la segun-
da fase va acompaiiada de una liberacién de ADP enddgeno, se-
rotonina y factor 4 plaguetario, y por una degranulacién pla-
quetaria. Estos cambios no preceden a la segunda fase, pero
la acompaiian, sugiriendo que la segunda gota en la densidad
dptica representa contraccidon de los agregados, asi como de
la agregacidén renovada. La reaccidén requiere de una tempera-
tura sobre 30°C y alrededor de 37°C como éptima. El contacto
entre las plaquetas es también importante en la liberacién
de ADP endigeno y serotonina. Cualquier cosa gae prevenga la
agregacién inducida por ADP previene la liberacién inducida
de ADP del ADP endégeno y de serotonina.

Aunque a penperaturas menores de 30°C y en algunos
ejemplos de plasmas ricos eé;plaquetal de individuos norma--
les, se observa una agregaci6; reversible con la adicidn de
ADP en una concentracion qué.generalmente provoca una res--

puesta bifasica, y concentraciones mayores provocan una mar-
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cada agregacidén pero no la liberacién.

De las numerosae teorias hechas para explicsr la a-
gregacion de las plaquetas por ADP, ninguna es generalmente
aceptada, y el mecanismo molecular que lleva a le liberacién
de los constituyentes plaquetarios es desconocideo. El ADP w- .
causa rapidamente que las plaquetas pierdan sv caracteristi-
cus 'en forma de disco, probablemente sin provocar que se hin-
chen. El efecto es reversible, y es evitado por la adenvsgina.
El ADP por si mismo no es incorporado » loe agregados plaque
tarios. La azregacién inducida por ATP se previene al blo---
quear lg glicolisis ¥ la fosforilacion oxidativa, pero no si
se bloquea solamente una de ellas. También se inhihe por la
adenosina y por algunos otros compuestos, muchos de los cua-
les también son vasodilatadores. La prostaglandina E es la -
més potente de éstas; las drogas pueden tener menor efecto -
in vivo que in vitro. Ray una gran evidencia de que muchos -
de los inhibidores actiian al elevarse los niveles del AMP qi
clico de las plaquetas. Los mercuriales y otros quimicos que
reaccionan. con grupos sulfhidrilos son también inhibidores -
de la agregacién plaquetaria.

El papel de los constituyentes del plasma en la a--
gregacidn inducida por ADP o en la liberacién de éste es obs
cura, porque el anticoagulante inicial, la temperatura y la
composicién del liquido de guspengion,afectan la respuesta -
al ADP de las plaquetas lavadas, probablemente pornque altew=
ran las proteinas Qel plasme retenides en su superfitvie. Al-

gunes preparaciones de planuetas humanas lavadas agregan con
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ADP y Calcio, solamente cuando se les ha suspendido en liqui
do qne contenga una baja concentracidon de fibrinéceno. Fl —-
plasme de un paciente con fibrinogenemia congénita general--
mente contiene.unos cuvantos miligramos de fibrinéreno por -
100 ml; ésta cantidad aparentemente es adecuada para permi--
tir que las plaquetas que se suspendan en su propio plasma,-
puedan agregarse normelmente con concentraciones altas de ==

ADP, pero no con concentraciones bajés. (11)

a) PCSIBLC PAPEL DE LA TRCMBOSTENINA.

Las plaquetas (y también otras células, por ejemplo
hematies y células endoteliales) contienen una proteina con-
tractil 1lame da TROMBOSTENINA, que, al parecer, es idéntica
2 la actomicina que se encuentra en las células del misculo
liso. La trombostenina quizad intervenga en la agregacién ip-
ducida por ADP, pues 1) la trombostenina contribuye al mente
nimierto de la formea normal en disco de la plaquetas circu--
lantes; éstas, antes de agregarse tomern en lugar de la forma
de disco una forma ovalada, 2) la trombostenina se ha demos-
trado en la membrana planuetaria y, por consiguiente, podria
participar en una reaccién de la membrana y, 3) la tromhoste
nina es una ATP-asa y por esto se sabe que ejerce una accidn

mutua con los pucledtidos de la edenina. (12)

b) OTRCS AGENTES AGREGANTES.

Ademds del ADP, in vitro.se han hecho numerosos es-
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tudior de compuestos aune hanr demostrado nue rrovocan agreea-
cién en lar planuetas. Estos agentes aereesntes nueder divi-
dirse en tres erupos egenerales:

1) Materiales perticulares, tales como la colAeena,
la camma globulina arregada, y comnlejos de sntigeno anti--
cuerpo. La fibrina no induce a la agregacién, nereo la aereca-
cidén si es inducida por la fibrina polimerizada parcialmente
Y complejos solubles del mondmero de fibrina con los produc-
tos de dieestidén fibrinolitica.

2) Algunas enzimas proteoliticas tales como la trom -
bina, la tripsina y aoudllas de aleuros venenos de vihoras.

3) Aminas bioeénicas tales como la serotonins y la

eninefrina. (13)

IITI. FACTOR VTII.

Es una »nroteina de neso molecular elevado, porible-
mente mayor de 1,000,000, el factor VIIT no se ahsorbe con
AI_(OP)a,BaSO4 etc. y estd au=erte en el suero. Aunave esta
presente en plasma tratado con AL(OP\a. De esta maners la de-
ficiencia de factor VIII sera demostrada en el reactivo de
plasma absorhido utilizado en la prueba de generacion de trom-
boplastina. En los procedimientos de fraccionsmiento se se--
para con el fibrindgeno, pero el fibrinbégeno y el factor VIII
pueden separarse uno del otro por une electroforesis de co--
rriente continuva. La sustancia es muy inestable en todas las
condiciones, s8in embargo aleunas preparaciores, en particu--

lar las de sangre animal nueden almacenarse sin pérdida de su
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actividad en un estado de congelacion dvraite afos, # una tem-
peratura de - 20°C. Fn el plasma se pierde un 20 % de su acti-
vidad, al almacenarse durante 24 horas a 4.
Su actividad desanarece durante la coazulacion y es
destruide rapidemente por la tromhina y por las enzimas rro-

teoliticas. La deficiencia congénita del factor VIII produ--

ce la hemofilia.

c) MEDICION DE LA ACTTVIDAD DEF. FACTOR VTIIL.

Fxisten dos métodos para medir la actividad del fac-
tor VIII.

El método de una etapa, y el de dos etapes, este ul-
timo, fué el empleado para realizar este trabajo y estad hasa-
do en la prueba de generacidn de tromboplastina.

En este sistema de prueba. Las diluciores de 1la mues-
tra prohlema, se comparan con un normal, para ver la habilis-
dad que tieren para formar el activador intrinseco de protrom-
hina.

Ambhos métodos dan resultades similares, el primero
es mAs simple que el segundo, sin emharego este 0ltimo, por

estudios comparatives realizador, se ha encontrado mas exec-

to. (14)

b) TESTIGO NORMAL PARA FEJI. FMSAYO DEL FACTOR VITI.
Esta bien estabiecido, que el rango de variacidén pa-

ra el factor VIII, en personas normales,se encuentra entre S50



- 22 -
200 % y en un principio el nivel de factor VITI en un indivi-
duo permanece caei constante. Puede presentar marcadas fluc-
tuaciones de tiempo en tiempo. Por lo tanto no es apropiado
utilizar como testigo de referencia una sola muestra normal,
aunque el nivel de factor VIIY de urn individiro haya sido me-
dido en varias ocasiones.

f£xisten cuatro posibilidades en le seleccién de up
testigo adecuado de factor VIII.

1. Un pool (mezcla) de plasmas normales. Un pool pe-
queiio prohablemente de seis muestras frescas nermales, pue--
den utilizarse con razonahle precision, pero. no es convenien-
te el sangrar diarismente este numero de doradores psra este
proposito.

2. Un pool mayor de 20 a 30 muestras de plasma nor-
mal, puede almacensrse congelado a - 4090 en pequeias 21icuo-
tas y descorgelarse diariamente. Pero el factor VIII no es
muy estable en plasma congelado y éste perderd una cantidad
significativa de actividad durante el almacenamielto, anarte
de la constante pérdida de actividad alrededor del 20 %, oca-
sionada por el congelamiento y descongelamiento del plasma.

3. Un pool mayor de plasma normal, puede ser lio--

filizado, en cantidades de 0.5 ml1 6 1 ml y almacerarse a -40°

C. La actividad de factor VII] en plasma liofilizado es con=-
riderablemente mas estashle que en el plasma congelado.
4. E1 uso de un concentrado de factor VIIT humano o

de origen animal liofilizado, en alicuotas o en volumen que
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que se reconstituye para su uso, y diluido en plasma hemofi-
lico.

La Dra. Biggs, (Directora del Centro de Hemofilia en
Oxford) ha utilizado este ltimo método desde hace 10-15 aiios
con huenos resultados. Se ha encontrado que las preparacio=--
nes de factor VIII bovino liofilizado y almacenadas a - 20°c
retienen su actividad en términos de plasma normal fresco por
un lapso de 10 afios.

Recientemente se ha demostrado (Bangham et a1,1970),
por medio de estudios de degradacién acelerada, aue la pérdi-
da de factor VIII en un concentrado humano liofilizado, al al-
macenarse a - 20°C es de 0.1 % al afio.

El pool mayor de plasma humano corn amortiguador, lio-
filizado y almacenado en cantidades de 1 mt y a - 20°C o me--
nos,es un bven testigo para el lahoratorio durante 1-2 afios

con poéo deterioro. (15)

c) LA UNIDAD DE FACTOR VITI.

ILa upidad original de factor VIII como se definié'en
Oxford, es la actividad en 1 mg de una preparacidn seces de glo-
bulina antihemofilica bovina er particular (Biges et al,1955).
Esta hnidad fué equiverlente a la actividad en aproximadamente
4 ml de plasms fresco normal. Ahora que la unidad de activi--
dad estd relacionada con el ‘%atamiento de los enfermos, la

unidad se define como la actividad de factor VIII en un ml de

plasma promedio normal, (coﬁo_se recolecta en el lahoratcrio),
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obteniéndolo al agregarse 9 ml de sangre a 1 ml de citrato de

sodio al 3. 8 %. (16)

d) METODO DE LAS DOS ETAPAS PARA EL FACTOR VIII.

El método de las dos etapas, consiste, de una etapa
de preincubacidn, donde se forma el factor X activado, al in-
cubar diluciones de la muestra problema o del plasma normal
con: suero, factor V, fosfolipido proveniente de tromboplasti-
na y cloruro de calcio; después de incubar esta mezcla, me pa-
sa a un tubo que contiene cloruro de calcio; cuando se ha el-
canzado una meseta de actividad, es decir, cuvando el activa~
dor de protrombina estd presente en cada uno de los tubos,
finalmente se le adiciona un plasma sustrato normal, registran-
dose el tiempo de coagulacidn. Cuando todos los factores de coa-
gulacion, menos el factor VIII estan en exceso, se considera
que el tiempo de coagulacion del plasma sustrato y en conse-
cuercia la cantidad formada de factor X activado, es propor-
cional a la cantidad o concentracidén del factor VIII en plas-
ma normal o en la muestra problema. La presencia de interme-
dierios activos, puede acortar ligeramente el tiempo en que
ocurre la meseta del maximo de factor X activado, y en for-
ma similar, la presencia de un inhibidor del tipo observado
en el LES, puede pro{ongar el tiempo en el que se forma la
meeeta, de actividad maxima; lg cantidad exacta de factor X
activado no es afect:da facilmente por cualquiera ce estes
dos hechos. Por lo tanto, en.tépria, el ensayo de dos etapas

es mas preciso que el ensayo de una etapa.
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DIAGRAMA REPRESENTATIVO PARA EL ENSAYO EN

DOS ETAPAS DE EL FACTOR VIII

MEZCLA DE REACTIVOS

X171
incubacidn X1

10-25 seg. IX PRIMERA ETAPA
ViTl

Xe
incubacidn +
15-30 seg. v SEGUNDA ETAPA
1I
I
FICNTNA
(17)
IV. CRIOPNFCITIT MO,

El método mAs simple pera su obtencior, se dedvce de
la ohservacion de que cuando el plasma congelado se desconge-
la a una temperatvra baja (O-GOﬁ), una pequeiin cantidad de
material gelatinnso que contiene en exceso hasta un 3 % de las
protefnns del plasma, permenece sin disolverse. Se supo ror el
trabaio de Ware, Guest v Seegers (1947) nue este material con-
tiepe una alta cantidad del fibrinégero del plasma original.

Brinkhous (1954), efirmé que conteria 2lgo de actividad de fac-
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tor VIII y =e.refiridé a la globulira artihemofitica como upa
crioglobulina. En base a esta observacién, se irstruia a las
personas nque descongelaban el plasma fresco cgngelado para
que "estuvieran seguros que la crioglobnlina se disolviera
porque contiene algo de la glohulina antihemofilica".

Pero fué la Dra. Judith Pool y colegas (Pool ¥y Ro-
binson 1959; Pool, Jershgold y Yaprenhagen, 1964; Pool y Sha-
rnon, 1965) la nue encontré que la cartided de factor VIII
concentrado en esta fraccion ( nue ella 1lamd “crioprecipi-
tado"), era lo suficientemente alto como para permitir el de-
sarrollo de un método para la produccién de factor VITI con-
centrado y parcialmente nurogpara llevarse a cabo en ur la-
boratorio de nn hospital o en mn certro de transfusién. (18)

El crioprecinitado rico en factor VITI obtenido de
un solo donador, es lp fraccién del plasma nue se recupera
per certrifugacidn al desconrelar a 4°C el plasma fresco
congelado, proveniente de una holsa aproximadamerte de 590 ml
de sarere. Este material se almacena en estado de coreelacidn

a - 20° y se mantiene en reserva nara uso futuro,

FEl crioprecipitnrdo contiene alrededor del 56 % de
la globulina original del factor VITI en menos del 3 % del
volitmen original del plasma. El crioprecinitado es una fuen-
te de almacenamierto del factor VITI, til en el tratamiento
de 1a deficiencia de este factor (clisico pacierte heqofili-
co) y ha demostrado su eficacia en el tratamiento de otras
enfermedades como la de Von Willebrand. El crioprecipitado,

dehe administrarse cuando se presenta la primers sefial de he-
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morragia.

Este preparado contiene uns pequefia cantided de fi-
brindgeno, pero ningino de los otros fnactores de la coagula-
cién, se encuentra en cantidades apreciables.

Le baja concentracién de proteina y el pequefio volu-
men de esta preparacién, permite, aplicar una terapia sosteni-
da e intensiva.

Cada holea de crioprecipitado rico en fector VIII,
contiene cerca de 130 (128 ! 58) unidedes de crioprecipitado,
dependiendo esto de la actividad original en el plasma del do-
nador. Se define una unidad, como la cantidad de material ne-
cesario paras aumentar le actividad de 100 ml de plasma defi-
ciente en 1 %, o como la actividod presente en 1 ml de plas-

ma fresco normal. (19)

a) DESCRIPCICN DEL METCDO PARA LA OBTEMCIOKN DE FACTCR VIII EN
BOLSA DE PLASTICO DIRANTE TODO EL PROCEDIMITENTO.

El métudo fué descrito con detalle por Pool y Shannon
(1965).

Se recolecta la sangre en una bolsa que contenga ACD
de un juego estandar de dos bolsas cor las debidas precaucio-
nes, -se hace un cuidadoso mezclado con el anticoagulante, tan
pronto como sea posible, me centrifuga la sangre y el plasma
es pesado & la bolse satélite. La preparacion del crioprecipi-
tado se realiza al congelar el plasma a una temperatura bsja
de - 30° por inmersidén en una mezcla de etanolocoa. utilizan-

do una bolsa de proteccion pera evitar la difueién del etanol
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a través de la bolsa de plistico. Pars este propdsito se uti-
liza una charola. El1 plasma congelado =e demcongela er un cuar-
to frio ( I 4°C) sin permitir que la temperatvra se eleve a
mas de 8°C. El crioprecipitado se separa por centrifugacion a
4°C, durante 15 minvtos a 5,000 G. F]1 plasma sobrenndante se
deshecha de la holsa, dejando atras la pequefia cantidad de crio-
precipitado gelatinoso. Al menos que se requiera para uso in-
mediato, el crioprecipitado se almacena @ una temperatura de
- 30%. Para preperar una dosis, se disvelver cada uno de los
crioprecipitados requeridos en 10-20 ml de salina citratada es-
téril v se calienta a una temneratura que no sea mayor de 30°C.

(20)

b) PREPARACION DE CRIOPRECIPITADOS. METODO REALIZADO FN EL

BANCO CENTRAL DE SANGRE DEL CENTRO MEDICO NACIONAlf»

1, Procedimiento de obtencidn del crioprecipitado.

a) Toma de la sangre en anticosgulante ACD y en bol-
sa doble (Bolsang JD-2M Fenwall). Debe tenerse especial cuide-
do en que la mezcla sangre-anticoagulante sea lo mas perfecta
posible pora evitar la formacién de pequeﬁbs coagnlos nue a-
fectarian la produccidén fina) de factor VIII. Ep cuanto al an-
ticoagulante, debe preferirse el ACD sobre CPD. J.C. Pool ha
observado pérdida de actividad er los crioprecipitados obte-

nidos de plasma CPP, despues de 6 meses de conservacién a -20°
c,(21,22,23)

(#)pr. Réctor Rodriguez Moyado.; Dr. José Antonio Uribe Cortés.-
PREPARACION DE CRIOPRECIPITADOS.- México,D.F. 1973,
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h. Centrifugacion de la sangre durante 20 minutos
a 3500 r.p.m. & 6 minutos a 4800 r.p.m. a + 4°C. De preferen-
cia la centrifugacidn debe hacerse lo mis pronto posible des~-
puég de 1la toma de sancre: i €sto no es posible, se reco--
mienda que no transcurran mas de 6 horas y la sangre debe man-
tenerse en refrigeracion. Después de 18 horas a 4°C,se ha re-
portado una pérdida de 20 % de actividad de factor VIII (24)
Con objeto de reducir la contaminacidn del plasma con globu-
los rojos, es recomendable arlicar una erapa en el tubo de ex-
traccidn en el sitio cercano a sv implantacién er la bolsea;

Esto impedira el paso de eritrocitos hacia la holsa matriz,
durante la separacidn del plasma.

c. Separacion del plasma ep la bholsa transfer. Es
importante no pasar el maximo del plasme sino llenar la bol-
s» a 3/4 de su capacidad pars evitar el rompimiento de las :.
mismas dvrante la confelacidn, esto favorecerad iguslmente la
menor contaminacidén del plasme con eritrocitos.

d. Congelacidn répida del plasma. Fn la mezcla hielo
seco-acetona & etanol-hielo meco. Nosotros usamos ia primera
mezcla. Se recomienda iniciar la congelacidon de los plasmas
cvando se ha obterido un buen enfriamiento de la mezcla y se-
guvir agregando trozos de hielo seco en cuvanto deja de burbu-
jear. El tiempo de congelacidn recomendado es variable. Ep
algunos sitios, con etanol-héelo reco, congelan el plasma du-
rante 20-30 minvtos. Nosotros con hielo seco y acetona obser-
vamos que 10 2 12 minutos .son suficientes para una hvena con-

gelacion y se reduce la frecuéncia de rotura de bholses.
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e) Descongelacion lents del plasma a 40C. Esto se
obtiene en 20 a 24 horas. Existe un método répido de descon-
gelacidn a 8°C durante 90 minutos (25), que nosotros no he-
mos utilizado, aunyue en términos de produccién de fector VIII
no hay diferencia significativa entre ambos métodos. Sin em-
bargo el menor conrsumo de tiempo en la preparacidon de los crio-
precipitados, es una ventaja importante que debemos coisiderar.

f) Centrifugacidn de; plasma descongelado durante 20
minutos a 3500 r.p.m. jsi no se separa la bolsa satélite, el
plasma puede regresarse al concentrado de globulos rojos. En
la bolsa satélite quedaria una sustancia blanquecina: es el
crioprécipitado rico en factor VIII con una parte del fibri-
ndgeno plasmatico.

g) Almacenamiento del crioprecipitado. No hay un a-
cuerdo undnime respecto a la temperatura del slmacenamiento.
Se han utilizado temperaturas variables: entre - 18°C y - 80°C
las mis comunmente usadas son entre - 20°C y - 30°C. (26)

h) estabilidad en el almacenamiento. Lu: experiencia
reportada es en el sentido de que después de 2 afos a - 20°%
no se ha observado pérdida de actividad IN VITRO, aunque ha

sido mas dificil de disolver. (26)

2. Manejo del crioprecipitado antes de su aplicacién.'

a) descongelacién del crioprecipitado. Se lleva a
cabo a temperatura ambiente y ;é puede acelerar dejéndolo u-
nos minutos a 37°C.

b) Reconstitucidn con solucidén salina, 10-20 ml. por
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bolsa. En la practica, se acostumbra conectar una bolsa tra.s-
fer con cepacidxd de 300 ml. (bosang transfer T-A 1 Fenwall)
a un frasco de solucidn salina estéril y pasar e ajuélla la
cantided calculada de acuerdo con el nimero de crioprecipita-
dos y transvasarla a cada uno de los crinprecipitados sucesi-
vamente, de manera que al final, ep la bosa transfer, quedan
todos los crioprecipitados y la mezcla esta disponible para
su aplicacién. La Drg. Pool actualmente realize la mezcla de
los crioprecipitados en un frasco vacio al vacio y menciona
buen resultado en cu.nto a que reduce pérdida de factor VIII
en 1as bolsas que lo contienen. Considera que 8i no se tiene
buen cuidido en este paso, puede perderse haste 10 % de acti-
vidad. Algunos lavan las bplsal con salina citratada para re-

cuperar el remanente.

Estabilidad del crioprecipitado reconstituido. Es muy buena,
se han reportado, por autores diversos, tiempos como los si-
guicntes: 4 dies a 4°C. 24 horas a temperatura ambiente y 3

horas a 37°C, sin pérdida de actividad. (27)

Velocidad de administracién. En general se administra lenta-
mente, en 20 a 30 minutos ye que con la administracién rapida
se han reportado algunas complicaciosnes que han consistido
fundamentalmente en dolor, calor, enrojecimiento en elitra -
yYecto venoso y en un caso, fiebre, pulso rapido y schock. (2#)
Mas comunmente la administracidén de los crioprecipi-

tados se ha hecho en forma intermitente, dependiendd la fre-
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cuencia de la respuesta clinica y de lus resultados ce labo-

ratorio.

PREPARACION DEL CRIOPRECIHITADO

SANGRE - ACD (BOLSA DOBLE)

CENTRIFUGACION 20 ' A 3500 re.p.mes A + 4%

SEPARACICN DEL PLASMA

CONGELACION RAPIDA DEL PLASMA A - 70°C (10')
(bielo seco + acetona)

DESCONGELACION LENTA DEL PLASMA A + 4°C

(20-24 horas)

SEPARACICN DEL PLASMA SOBRENADANTE

HACIA LA BOLSA MATRIZ HACIA UNA BCLSA TRANS-
CON ERITROCITOS FER PARA UTILIZACION
POSTERIOR
CRIOPRECIPITADO RICO EN FACTOR VIII

ALMACENAMIENTO A - 20°C 6 - 30°C
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V. UTILIDAD CLINICA DE LAS FRACCIONES DE LA SANGRE HUMANA

PREPARADAS EN EL BANCO DE SANGRE NCSPITALARIO. (27)

PRODUCTO Y PRESENTA-

CION

1. Plasma fresco (congela-
do): bolsas de aproximada-
mente 250 ml.

2. Plasma rico en plaque=~
tas: bolsas de aproximada-
mente 150 ml.

3. Concentrado plaqueterio
bolsas de 300 ml de capa--
cidad que contienen aproxi-
madamente 25 ml.

4. Concentrado de f. VIII
(crioprecipitado):bolsas de
300 ml de capacidad que con-
tienen eproximxdamente 10 ml.

S. Paquete globular: bolsas
de aproximadamente 250 ml.

CONDICION CLINICA

Coagulopatias por consumo
hemofilia A (deficiencia

de factor VII1).
Deficiencia de factor V.
Ripoprotrombinemiin (defi-
ciencia del factor Il)seve-
ra.

Otras deficiencias (facto-
res I, VII, IX, X, XIII,etc.
Pseudokemofilia (Von Wille-
brand)

Plrpura trombocitopénica
Yactiva®.

Coagulopatie por consumo.
Pseudohemofilia.
Deficiencia funcional pla=-
quetaris

Plrpura trombocitopénica
Yactiva®.

Deficiencia funcional pla-
queteria,

Hemofilia A.

Pseudohemofilia.

Anemia crénica con hipoxia;
anemia aguda sin hipovole-
mia severa y con hemorra-
gia controlade
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M ATERTIA AL Y M ETOTDO S
I. AGREGACION PLAQI'ETARIA IN VITRO (método fotocolorimétrico).

a) FUNDAENTO.

El papel fundame:tal de las plaquetas en una persona
pormrl,es el de contribuir a detener el sangrado cusndo exis-
te lesidn en los vasos sanguineos. Es un elemento importante
en la hemostasia o suspensidon del sangrado.

Su contenido en serotonina, adrenalina y noradrena-
lina,!acilita la vasoconstriccidn en el lugar de la lesidn.
Ver figiira No. 3.

Se aglutinan y adhieren en poco tiempo a los tejidos
lesionados; después de su ruptura se disuelven y liberan otros
factores quimicos, como la cefalina, tambien llamada "trombo-
plastina de plaquetas".

Cuando se ha completado la coagulacién sanguinea,
las plaquetas contribuyen también a la retraccién del coagulo
de fibrina. (28)

Las técnicas para estudiar la operacion de las pla-
quetas, o sea si funcionan o no en la hemostasia son:

a) Cuenta de plaquetas.

b) Adhesividad al vidrio.

c) Retraccidn del codgulo.

d) Agregacion simple.

e) Agregacidén por el método fotocolorimétrico.

El estudio fotocolorimétrico de le agregacidn de las

plaquetas se ha facilitado al determinar los cambios en la
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transmision de la luz a través de un plasma rico en plaque--
tas, después de la adicidp de un agente agregante.

El plasma rico en plaguetas es opaco, ya que las pla~
quetas desvipn la luz incidente. Conforme las plaquetas se a=
gregan y forman grandes masas, la concentracion de plaquetas
en el plasma se reduce fuertemente y la transmisidn de la luz
se incrementa, es decir, la densidad Optica disminuye. Estos
datos se pueden representar en una gréfica como densidad Op-
tica y debe tenerse en cuenta que una disminucién de este va-
lor indica un incremento en la agregacidn plaquetaria. (29)

Su principal aplicacidn en relacidn con las enferme-
dades ha sido el definir anormalidades en la respueste de las
plaquetas al estimulo agregante en:

1, Estados trombdticos.

2. Enfermedad hemorragica.

3. Atribuible a la ingestion de drogas.

4, En nuestro estudio se ha empleado como una
de dos técnicas para medir la viabilidad funcional plaqueta-

ria en los plasmes ricos en plaquetas.

b) MATERIAL EMPLEADO.
Sustancias: Citrato Trisddico.
Adenin Di Fosfato
Dietil Bgrbiturato de Sodio

Acido Clorhidrico q.p.

Reactivos: Solucidn de Citrato de Sodio al 3.8 %.
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Solucidn de reserva de ADP.

Solucién amortiguadora de Owren.

Preparacion de los reactivos:

Solucidn de citrato de sodio al 3.8 %:

Citrato Trisddico 3.8¢
Disolver y aforar con arua

destilada c.b.p. 100 ml

Solucién amortiguadora de Owren:

Dietil Barbiturato de Sodio 1.175 g
NaCl 1,467 g
N/10 HC1 43 ml

Aforar a 200 ml, ajustar el pH a 7.35 con el HCl1l al NK/10,

Solucidn de reserva de ADP:

ADP 2.5 g
Agua Destilada 5 ml
Solucidn amortiguadora de Owren 5 ml

Bsta solucidon de reserva debe renovarse cada 2-3 me-
sesy ya que se deteriora en una proporcion de 1.3 % 2l mes,
aun conservandose a temperaturas de - 0°C. Las soluciones de
reserva deben llevarse a un pH de 6.8 con IICl y guardarse en
pequeiias alicuotas congeladas pura prolongar su activid:-d, se-

1lando los tuhos con parafilm y de inmediato colocadas a una
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temperatura de -~ 20°C, almacenandose hasta ser utilizadas.
Generalmente las alicuotas de 0.5 ml son apropisdas para el
trabajo de un dia en el que se trabajan aproximadamente 25
curvas. Antes de emplear la solucidn de reserva debe ponerse
sobre cada alicuota 4.5 ml de la solucidn amortigusdora de O-

wren (0.5 + 4.5 ml).

Aparatos: Un agregometro Bryston modelo AG-2, equi-
pado con un registrador grafico de cinta de 5 pulgadas, ro--
llos de papel especial, celdillas, imdnes especiales de dos
tamaiios, unos para agitar 1 ml de plasma y otros para agitar

0.5 ml, pluma para graficar.

Material bioldgico: Se estudiaron 84 plasmass ricos
en plagquetas, obtenidos y preparados de la siguiente forma.
Plasma rico en plaquetas obtenido en bol-
sa doble (Bolsang).
Plasma rico en plaquetas obtenido en tu-
bo de pléstico.
Plasma libre de plaquetas.
Plasma rico_en plaguetas: Obtenido en bolsa de 300 ml
en el laboratorio de fraccionamierto del Banco Central de San-
gre del Centro Hédigo Nacional,
Las preparaciones de‘plnsna rico en plaquetas se pro-
cesan a partir de una donaciﬁn-individual de sangre total fres-

ca que se toma en una bolsa doble especial de pléstico en cir-

cuito cerrado, que contiene ACD como anticoagulante, la cual
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se coloca en un agitador automatico (AGITATOR HEMOLATOR)el
cual evitara que la sungre se coagule al mezclarls bien con
el anticoagulante. Esta sangre tarda aproximadamente media
hora en pasar al laboratorio de fraccionamiento, donde se
le procesa para la obtencion de plasma rico en plaquetas.
La sangre asi obtenida se centrifugé en centrifu--
gas (SORVALL GENERAL PURPOSE RC- 3 automatic refrigerated

centrifuge), a las siguientes velocidades y tiempos:

10' a 1500 repem.
15' a 1500 r.p.m.
2' a 5000 r.p.m.
5' a 1000 r.p.m.
10' a 1000 r.p.m.

10' a 1600 r.p.m,

Es importante dar el tiempo y las revoluciones de cen-
trifugacidn a la sangre de acuerdo con la fraccidn que se de--
sea obtener, para lograr una buena calidad. En la siguiente

tabla se muestra el tiempo y las revoluciones que debe darse

a cada fraccidn.



CARACTERISTICAS DE TIEMPO Y REVOLUCIONES POR MINUTO NECESARIOS

PARA OBTENER LAS DIFERENTES FRACCIONES DE SANGRE, CON UNA CEN-

TRIFUGA CON CAPEZA DE 17 cm DE RADIO. (30)

Produeto revoluciones duracidn G (fuer=
por minuto minutos gza de gea-
vedad

PLASMA 2820 30 1500
5147 6 5000
(alta velocidad)

PLASMA RICO EN

PLAQUETAS 1410 15 a 20 375
4883 2 4500
(alta velocidad)

CONCENTRADO

PLAQUETARIO 2820 15 1500
4883 4 4500
(alta velocidad)

PLASMA RICO

EN LEUCOCITOS 460 20 40

Para calcular la aceleracion de una centrifuga ex-z
presada en G se aplica la siguiente férmula: N = 1,11 X-10
X R, en donde R = radio medio de rotacién y N = revoluciones

por minuto.

Despues de centrifugada la sangre, se pasa el plasma

rico en plaquetas por medio de un extractor (Fenwall Plasma

Extractor) a la bolsa satélite, teniendo cuidado de no dejar

pasar globulos rojos. Las bolsas con el plasma rico en plaque-

tas se mantienen en ambiente eit§r11 en una campana de bacte-

riologia (VECCO) cuya temperatura oscilé entre los 20°C y los
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26°C, antes de entregarse para ser utilizados en transfusiin.
Para nrobar la efectivided de estos pl.smas ricos en plaque-
tas se extrajo de cada bolsa, en medio estéril, una cantidad
aproximada de 2 ml de la siguiente manere: se sgitd la bolsa
con suavidad durante un minuto prra obhtener un plasma homogé-
peo rico en plaquetas; se pinzd el conducto por donde salid
el plasma antes de quitarle la graps de aluminio cun la que
se selld anteriormente, quitada ;sta. se ebre la pinza para
dar salida al plasma rico en plequetas, y una vez ohtenida la
centidad deseada, se vuelve a cerrar el conducto cor otra
grapa de aluminio. Cuando las muestras contenisn gran canti-
dad de eritrocitos se centrifugaron a 1000 r.p.m. durante
5', para retirar el exceso de eritrocitos ya que estos obstru-
yen el paso de la luz en el agregghetro.

Plasma rico en plaquetas obtenido en tubo: Este plasma

rico en plaqretas se obtiene de los mismos donadores a los
cuales se les extrae en un tubo de plistico que contiene 0.5
ml de anticoagulante (Citrato de Sodio al 3.8 %) 4.5 ml de san-
gre, mezclandose suavemerte por inversiones repetidas. La mez-
cla se centrifuga durente 10' a 1000 r.p.m.

Plasme libre de plaquetas: Para la obtencidn de este plas-

ma se tomaron de 4 a 5 plesmas, empleados para la determina-
cidn de hemoglobina (plasma con E.D.T.A.) se mezclsron y se
tomd un volimen el cual se centrifugd a 3000 r.p.m. durante
20 minutos y se decantd cuidadosamente para separarlo del bo-
ton de plaquetas.

El agreg&hetro e8 un instrumento sensible que actual=-
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mente se estd utilizando para el estudio de la agregacidn pla-
quetaria en condiciones bajo cortrol.

Su brincipio estd basado en medir los cambios de trans-
misidn de luz a través de una muestra de plasma rico en plaque=-
tes o de una suspension lavada de plaquetas, las cuales se colo-
can en una cubeta especial, y que al agregarse en respuesta al
estimulo agregante permiten que la transmisidn de la luz se in-
cremente a través de la muestra. El grado en el cembio de trans-
misidn luminosa o de la lug, el cual es un reflejo del grado de
agregacion plaquetaria, se registra en un registrador grafico.

1. La oscilacidn horizontal de la pluma registra-
dora nos indica que las plaquetas estan interrumpiendo el paso
del rayo de luz,

2. Al agregar el estimulo puede haber un lapso de
registro horizontal antes de que exista un incremento en la trepns-
misién de luz de acuerdo con el tipo y concentracidn del esti--
mulo empleado.

3, Cuando la agregacidn plaquetaria empieza se
incrementa la transmisién de luz y la pluma registradora se des-
via, esto generalmente va seguido de fuertes oscilaciones de la
pluma, que nos indica una interrupcion intermitente del rayo de

luz, debido a grandes agregados plaquetarios.

c) TECNICA.
1, Se conecta el agregémetro y el registrador
grafico por separado, a la fuente de electricidad.
a) se hace pasar la corriente poniendo en ON los in-

terruptores de POWER y HEATER.
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b) re dejan transcurrir 15 a 30 minutos hasta que el
marcador de temperatura (TEMPFRATI.RE METER) indique 37%.

c) se calibra la velocidad del motor a 1000 r.p.m.
en el marcador de welocidad (SPEED METER).

d) se gira el control de salida (OUTPUT) una revolu-
cién completa en direccidén contraria a las manecillas del re-
loj.

e) se enciende el registrador gréfico (STRIP CRART

RECORDER) .

2. Se ajusta la pluma del registrador usardo
el control ZERO o POSITION, a la posicidon deseada en la linea
de base. (gereralmente con una desviacion de 10 %).

a) se conecta el agregometro a la terminal de ertre-
da (INPUT) del registrador.

b) se ajusta el registrador en la linea de 10 mv.

3. Se depositan 0.5 ml de plasma rico en pla=-
quetas en una celdilla, la cual se coloce en el compartimento
especial del agregémetro.

a) se avanza el control del (OUTPUT COARSE) un tercio
de revolucidn en direccidén de las manecillas del reloj.

b) se emplean los controles (ZERO COARSE y FINE) pa-
ra ajustar la pluma del agregépetro en 1la misma posicidn del
paso 2.

4, Se pone una muestra de plasma libre de pfa-
quetas en ¢l compartimento especial del agregémetro.

a) se usa el (CUTPUT COARSE y FINE) del agregémetro

para ajustar la pluma del registrador en la méxima desviacidn
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deseada (usualmente 90 % de desviacién).

5. Los controles del agregg;etro han quedado
ajustados de esta manera y no deben ser reajustados, a menos
que se hayen ejecutado los pasos 2 y 4.

6. Entre prueba y prueba es recomcrdable dejar
algo opaco (un plasma ya estudiado) en ¢l compartimento para
evitar que la fotocélula se rompa o que haya influencia en el
ajuste.

7. Al colocar el plasma rico que se va a estu-
diar, se prende el botén del graficador que mueve el papel y
se espera un minimo de un minuto antes de afiadir el estimulsn-
te a la muestra de plasma rico en plaquetas.,

8. Se utiliza una pipeta calibrada pura agre-
gar tres gotas de estimulante (0.1 ml) al plasma rico en pla-
quetas contenido en la cubeta. (la pipeta debe emplearse per-
fectamente perpendicular a la mesa de trabajo).

a) se debe tener cuidado de no formar burbujas. Esto
asegura la dispersidn rapida del estimulante y un contacto mé-
ximo con las plaquetas.

9, Se deja que la pluma funcione el tiempo ne-
cesario para que la reaccidén alcance su maximo nivel. Por e-
jemplo en el caso del ADP no hay retraso de fase, un répido
descenso tomara lugar, inidcando la agregecién de plaquetas
y se obtendrad una curva caracterfstica al regresar la pluma a

la linea de base a medida que las plaquetas se desagregan.(31)

II. CUENTA DE PLAQUETAS.

Se han descrito anotacicres y modificeciones a los
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métodos para la cuenta de plequetas, pero ningin método puede
considerarse totalmente satisfactorio. Esto es de esperarse
al tratar con estructuras cuya propiedad estriba en gue se a-
glutinan y desintegran rapidamente. Las plaqnetas son difici-
les de discernir de otras particulas, dehido a su pequeiio cuer-
po. Se adhieren facilmente a particulas de la cristaleria emple-
ada o a particules del diluyente empleado. Sin embargo, cop
cuidsdo y experiencia, puede realizarse la cuenta de plaquetas,
que es de mucha vutilidad.

Generalmente los errores tienden a dar cuentas ba-
jas de plaquetas. Sin embargo este no es siempre el caso, por-
que la fragmentacion de elles cusndo no se disvelven comple-
tamente, o el contar particulas de suciedad, cristales de
algunas sales del diluyente, el colorantg. bacterias, estroma
de eritrocitos o leucocitos rotos, pueden dar cuentgs erronea-
mente altas.

Debe seiialarse que toda la cristaleria empleada de-
be estar escrupulosamente limpia, que los liquidos de dilu--
cién deben ser frescos y filtrados o centrifugados a alta
velocidad.

La cimara de Neubaner, Figura No. 4, debe estar per-
fectamente limpia y de tiempo en tiempo debe hervirse en a--
gua destilada con un poco de Bicarbonato de Sodio. (32)

Cuando se cuentan las plaquetes, en microscopio-de
fase, el observador, debe tener los dedos de una de sus manos
en el ajuste fino del microscopio, de manera de poder obtener

el enfoque critico, nue revelard la caracteristica ol-



- 45 -

CAMARA DE NEUR>AUER

4. 4.

figura No.4
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tamente refringente y de apariencia plateada de las plaque--
tas. Es muy importante saber distinguir las plajuetas de for-
mas irregulares de basura que pueden flo#ar en la parte supe-
rior del liquido, as{ como pequeiias particulas de aceite que
se adhieren a la cémara de Neubauer cuando esta estd mal ma-
pipulada. En los métodos directos, el inconveniente es el no
poder utilizar la lente de inmersidn para ver el contenido de
la cémara. Las plaquetas presentan un color lilficeo cuando se
observan.en frotis tefiidos con colorante, su tamaiio es de un
séptimo a un medio del didmetro de los glohulos rojos; gene-
ralmente presentan formas ovaladas, de bastén o forma de co-
ma.Pueden verse aisladas o en grupos.

Valores normales para las plaquetas: La cienta de
plaquetas puede realizarse por medio de métodos automstizados,
pero se hace mas frecuentemente en forma manual. Ususlmente
se utiliza el método de Brecher y Cronkite, este método uti-
liza el microscopio de contraste de fase y Ozmalato de Amonio
como liquido diluyente. El rango normal para la cuenta de pla-
quetas en sangre total és de 130,000 a 360,000 por nms. El |
promedio por nna que se ha reportado en personas sanas se di-
ce que es de 250,000 aproximadamente, pero se han obtenido
cuentas diferentes al efectuar diferentes procedimientos para
enumerarlas. En 64.personas normales, con las que se utilizd
el metodo de REES y ECKER, AéGELER et al; encontraron un va-
lor promedio de 409,000 con nn; desviacion estandar de 68,000;

en 40 adultos mssculinos; I&éantls, utilizando su método en-
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cortrd las siguientes cuentas: sangre capilar, 250,000 :
7,458, con una desviacién estandar de 58,500; sangre venosa,
310,000 : 11,037, desviacidén estandar 110,750;‘sangre arte--
rial, 350,000 : 13,889, desviacion estandar 128,000, Estos re-
sultados concordaron razongblemente con los registrados por
otroe investigadores. Algunos, sin embargo, utilizando otros
métodos, registraron resultados mucho mis altos, algunos tan
altos como 650,000 y 862,000, Olef, utilizando su método en-
contrd una cuenta promedio de 544,000 (437,000 a 586,000).
Por el método de DAMES!'EK se encontraron normslmente de 500,
000 a 900,000 por mns. Como ya se dijo anteriormente, las cuen-

tas registradas como altas no tienen que ser precisamente co-

rrectas.
Autor No. desplaquetas Promedio
por mm
Rees y Ecker 409,000 68,000
sangre capilar:
250,000 7,458
sangre venosa:
Tocantis 310,000 11,937
sangre arterial:
350,000 13,€89
Olef 437,000 a 586,000 544,000
Dameshek 500,000 a 900,000

El vollmen del paquete de plaquetas, e¢n la sargre

normel es aproximadamente de 0.3 cc por 100 cc de sangre
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(aproximadamente 0.3 mm en el hematocrito). (33),(34)

Cuando la cuenta de plaquetas es baja, el coagulo de
sangre formado presenta menor adhesividad, firmeza, rigidez y
retraccion que un coagulo normal,

La cémara de Neubauer consiste de ura lémina de vidrio
grueso, en el centro de la cual se localizen dos plataformas
con escala, como en la figira No. 4.

La distancia entre la superficie inferior del cubre-
objétos, colocado sobre la cuadricula y esta (profundidad de
la cdmara) es de 0.1 mm; la superficie total de la cuadricvla
es = 3 mm X lado; dividida en 9 cuadros.

Cada cuadro = 1 mm X lado; de superficie = 1-n2.

El cuadro central estd dividido em 400 cuadros dispuestos en
25 grupos de 16, limitados por lineas triples.

C/u de los 400 = 0.05 mm X lado; de superficie = 0.0025 -2,
C/u de los 25 cuadrados = 0.2 mm X lado; de superficie = 0.4

a) MATERIAL EMPLEADO.
Oxalato de Amonio al 1 % cowo liquido pa-
ra diluir plaquetas.
Cémara de Neubauer.
Pipetas calibradas.
La solucion de Oxala%o de Amonio al 1 % (1g de Oxa-
lato de Amonio disuelto en c.b.;. 100 ml de agua destilada)
se centrifuga a 10,000 r.p.m, durante 10 minutos, para eli--

minar residuos que puedan afectar la lectura. La solucidn de
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Oxalato de Amonio destruye a los eritrocitos, permitiendo con-
tar unicamente plauquetas.
Material bioldgico. Plasmas ricos en plaque-
tas que se emplearon anteriormente en la a--

gregacidn plaquetaria.

b) TECNICA.

Se toma 0,03 ml de plasma rico en planuetas y se co=-
locan en un tubo que contenga 2.97 ml de Oxelato de Amomio
bien centrifugado, obteni¢ndose asi una dilucién 1/100. De
esta dilucidn se toma 0.5 ml y se colocan en un tubo que cone
tenga 2.0 ml de Oxalato de Amonio para obtener una dilucidén
1/500. Se mezcla perfectaménte la suspensidn y antes de car-
gar la cimara de Neubauer se desechan las dos primeras gotas
que salen de la pipeta Pasteur; y llena la camara, que debe
estar perfectamente cargada y sin burbdjus, se deja reposar
durante 10 minutos en un anbiente himedo., La cuenta de pla--
quetas se hace como ya se mencioné antes en un microscopio de
contraste de fase; contando para este csso da quinta parte de

la cuadricula central, por duplicado.

c) CALCULOS.
Se obtienm el nimero de plaquetas de la manera si--
guiente:

No. de plaquetas X 10 X dilucidén X 5
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I1I. RETRACCION DEL CCAGULO.

La prueba de retraccidon del coagulo se ha utilizado
ampliamente psra medir la funcién de las plaquetas. (35)

Cuendo el plasma se coaguls en presencia de plequetas
el coagulo empieza a contraerse hasta que ocupa una cuvarta par-
te o menos del volimen original de lp muestra de sangre; al
mismo tiempo, se exprime un suero claro. (36)

El mecanismo de la retraccion del coagulo ha sido muy
estudiado (Budtz-Olsen, 1951). La retraccidén no tiene lugar
en ausencia de plaquetas, y su nimero determina normslmente
el grado de retraccidon. Por lo tantov las plaquetas son impor-
tantes para el proceso. (36)

Cuando las plaquetes funcionan bien, otros factores
ademis de su nimero .jue afectan @ la retraccidn del coagulo
son: a) la temperatura, ya que la retraccién es més rapida y
més completa conforme la temperatura se va elevando hasta 40°C
b) el volumen de globulos rejos y de leucocitos juegan un pa-
pel de obstruccin pasiva, existe una relacidn cesi lineal, in-
versa, entre el volumen del paquete celular y la retraccidn
delvcoégulo y ¢) la concentracién de fibrindgeno la que tam-
bién es inversamente proporcional a la retraccidén del coagulo.
(35)

Las plajuetas deben ser viables, es decir, intactas
metabdlicamente. La inhibicién en la energia de su metabolis-
mo, en purticulaf de su glicolisis, evita la retraccién del’
codgulo (Liischer, 1956). El motivo de ello es que la retrac-

cién depende de una reaccidén entre el ATP en las plaquetas y



- 51 =

su proteina la contractil trombostenina (Bettex-Galland y -
Liischer, 1956). En el plasma humano, la retraccidn estéd aso-
ciada con la desaparicidon de cerca de la mitad del ATP en --
les plaquetas y con un incremento proporcional de fosfato i-
norganico en el plasma (Born, 1958). En analogia con la con-
traccidn muscular, el ATP se utiliza en reacciones que lle--
van a cabo el cambio en la forma de las plaquetas, en las --
que se basa el mecanismo de la retraccidén del coégulo. Los -
pseudépodos salientes se adhieren a las fibras de fibrina --
juntandose unas a otras, cuando posteriormente los pseuddpo-
dos se contraen. Si el trabajo hecho durante le retraccién =
del coagulo estd asociado con el consumo de ATP, hay mas que
suficiente de &ste en las plaquetas para lograrlo. (Born y -
Enouf, 1961),

La funcion de la retraccidn del coédgulo es incierta.
Como la contraccidn de un agregado de plaquetas, la retrace-
cidn del codgulo en un vaso lesionado proveeria la hemosta—-
sia si las paredes del vaso se juntaren para estrechar el lé
men. La retraccion de un trombo puede evitar la completa o--

clusién del vaso, dando lugar a la reapertura a la corriente

sanguinea. (36)

a) MATERIAL EMPLEADO,

Material bioldgico: plasma rico en plaquetas,
trombina,

fibrindgeno.



Preparacidn de los reactivos:

Solucidn amortiguadora de fosfato para la preparacidon de

Pibrinogeno (modificado de Jaguer, 1943).-

El amortiguador de fosfato 2M 2 6.6 de pH se hace di
Bolviendo 817 g de KHZPO4 snhidro en 1000 ml de aixua destila-
da a la cual se le ha egregado 750 ml de 4N de KOH (168 g). -
Después de calentar hasta que se disuelva el volimen se lleva
a 3000 ml en un matraz aforado, y la solucidn se filtra. De -

Tsta solucidén madre se hacen las soluciones 1M y M/¢.

Fibrindgeno.-

A 1000 ml de plasma sanguineo se le agregan 50 ml de
AL(OH) .. La mezcla se agita durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifuge y el sedimento se descarta. El plasma
resultante se prueba por el método de una etapa del tiempo de
protrombina y el tiempo de coagulacién debe de exceder de un
minuto. Si se obtiene un tiempo de coagulacién mas corto, de-
. pe repetirse la absorcidn con el Al(OH)a. Se enfria el plaspa
a una temperatura aproximada de 12-14°c, y se le agrega un vo
1imen iguel de la solucidn amortiguadora de fosfeto 2M, la «=
cual ha sido previamente enfriada a 2-4°C en el refrigerador.
La mezcla se mantiene por 15 minutos para permitir la formg--
cion de un precipitado. La mezcla se centrifuga a 2000 r.p.m.
durante 10 minutos, se descarta el sobrensdanie. Se lava el -
precipitado con 1000 ml de la solucidn smortiguadore de fosfa
to 1M, recuperandose el precipitado por centrifugecidn. Se di
suelve entonces el precipitado en 500 ml de la solucidn amor-

tiguadors de fosfato M/4. Se mide el volimem del precipitado
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en 500 ml de solucién emortiguadora y el fibrindégeno se pre-
cipite agregindole un vollimen igual de solucién amortigvado-
ra 2M. Se centrifuga de nuevo para sedimentar el precipitado,
se lava con 500 ml de solucidn amortiguadora de fosfato 1M y
se redisuelve en 500 ml de M/4 de solucién amortiguadora de

fosfato. Se repite la precipitacién y el lavado una vez més,
disolviéndose el precipitado final en 100-150 ml de salina -
citratada (9 partes de salina al 0.85% y una parte de citra«
to trisddico al 3.8%). La solucidon se dieliza en frié duran-
te la noche contra 5000 ml de salina citratuda; el liquido -
dializante debe ser agitedo durante este tiempo. El producto
obtenido se vuelve a centrifugar para remover cualquier pree
cipitado que pueda haberse formado y se seca por congelacidn.
El secado se completa en un desecador al vacio con P204; el

producto secado se pesa y, para 8u uso, se pesan y disuelven
porciones en agua deotilada a fin de reconstituir la dolu---
cidén original. Por ejemplo, 8i el producto total de material
seco fué de 2 g y esto fué disuelto originalmente en 100 ml,
la concentracién apropiada seria de 20 mg/ml. Esta solucidn

es demasiado concentrada para usarse en la mayoria de las ==
pruebas de coagulacién; adicionalmebte se diluye 1/2, 1/5 --
con salina al 0.85% para usarse. La mejor concentracidn se -
determina por prueba y error para un lote, es decir, se ajus
ta la dilucidn de acuerdo a la actividad que nos dé el fibri
nogeno. La solucidén debe ser la menor concentracién que dé -

un coégulo firme y sdlido a la adiciér de trombina. Las solu



- 54 -

ciones que dan coagulos £inos en pequeiios manojos o hilos de
fibrina son demasiado débiles.

81i no se desea congelar en seco el producto, canti-
dades mAs pequefias, como por ejemplo 100 ml de plasma, pue=w
den ser usadas y el precipitado final disuelto en 50 ml de ~

salina citratada.

Trombina.-

Se diluyen 100 ml de plasma en 1000 ml de agua dess
tilada. Se ajusta el pA a 5.3 con &cido acético al 2%. El --
precipitado obtenido se disuelve en 25 ml de solucién salina
al 0.,85% y se ajusta el pH a 7 con Nazcoa al 2%. Se agregan

3 ml de CaCl, al 0.25M y se retira el fibrindgeno coagulado.

2
Para obtener la formacidn completa de trombina, se deja repo
sar durante dos ﬂora.; ésta solucidn cruda se purifica sl a-
gregarle un volumen de acetona a un volumen de trombina a --
temperatura ambiente. Se separa el precipitado por centrifu-
gacidn., S8e extrae la trombina del precipitado con 25 ml de -
solucidn salina y se desecha el precipitado. La solucidn de

trombine obtenida de ésta manera puede tener un poder aproxi

mado de 1/5 de la solucidn més concentrada de trombina tépi-

ca (1000 unidades/ml).

b) TECNICA.

De cada uno de los'plaana- ricos que se prueban, se

bacen diluciones por dupiicado: 1a2, 124, 1a8, en solu



cidén salina. Se deja una serie de diluciones durante una ho-
ra a temperaturs ambiente, y la otra serie se congeld a ===
-20°C durante una hora. Las muestras congeladas son las que

se emplean como testigo "de plaquetes maltratadas";después -
de una hora se procede a colocar 0.2 ml de plasma puro en un
tubo, de 1a dilucién 1-2 en otro tubo y asi sucesivamente pa
-rf las sifguientes diluciones; a cada una de ellas se les a-~
grega una gota de trombina equivalente a 0.05 ml y por @lti-
mo se agrega 0.2 ml de fibrindgeno. Esta mezcle se coloca en
un bhafio de agua a 37°C durante una hora, al cabo de la cual

se sacan los tubos y se mide el volimen sobrenadante.

c) CALCULOS.

El volimen total 100 %

El volimen obtenido despues de la retraccion X %.
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IV. PRUEBA EN DOS ETAPAS PARA EL FACTOR VIII (basado en el -

método de Biggs et. al. 1855).

a) FUNDAMENTO,

El método estd basado en la prueba de generacidn de
tromboplastina y consiste, en nuestro caso, en probar seis -
diluciones de plasma normal absorbido y crioprecipitados o -
globulina antihemofilica. SBe presume que el tiempo minimo de
coagulaéi&n obtenido es proporcional a la cantidad de factor
VIII en la mezcla, con tal de que los otros factores conoci-
dos sean constantes y en exceso, Las mezclas de generacidém &
de tromboplastina se prueban por duplicado en alicuotas de -
plasma normal sustratado cuando se ha alcanzado una meseta -
estable de protrombina. Esto sucede generalmente a los 15 y
21 minutos después de haber recalcificado, pero debe determi

narse para cada lote de reéictivos,

b) REACTIVOS,

Suero normal: formado por un pool de cinco sueros =
con el que se hace una dilucién 1 en 10 con amortiguador de
imidazol.

Foltoligidox Se emplea en una dilucién adecuada de-
pendiendo de su aétividad; ‘en este trabajo se empled una di-
lucién 1 en 100.

Salina citrateda.
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Plasma absorbido: de la muestra que se probara (1 ml

de plasma con 0.5 ml de Al(OH)3 a 37°C durante 10 minutos).

Crioprecipitado absorbido: en la misma forma que el

plasma normal anterior.

Sustrato plasma: obtenido de ur. pool de 5 plasmas --

normales.

Cloruro de Calcio: 0,05M y 0.025M.

Factor V.

Preparacion de los reactivos.-

Suero normal: formado de un pocl de 5 sueros.

Fosfolipido: técnica para obtener fosfodipido a par-
tir de tromboplastina (referencia obtenida por la técnica de
Bell Alton). Se ponen 8 ampolletas de tromboplastina de Difco
en 25 ml de acetona., Se agitan durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se centrifugan 5 minutos a 5000 r.p.m. y se descar-
ta el sobrenadante. Se seca el residuo a temperatura amhiente
Y se resuspende en 25 ml de cloroformo; se agita durante 2 ho
ras, se filtra y‘se desecha el precipitado. El filtrado se de
ja evaporar a temperatura ambiente (es un precipitado gelati-
noso); éste se homogeneiza perfectamente en 12 ml de solucidn
salina normal, se fracciona en pequefias alicuotas y se pone -
en congelador a -40°C.

Salina citratada: una parte de citrate de sodio al -

3.8% en 5 partes de salina fisioldgica.

Plesma absorbido: obtenido de un pool de plasmas.
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Crioprecipitado absorbido: muestras de las obtenidas

en el laboratorio de fraccionamiente del Banco Central de San
gre del Centro Médico Nacionmal.

Sustrato plasma§ obtenido de un pool de plasmas nor-

males citratados.

Cloruro de Calcio 0.08M:

147.02 8 .'...‘.‘.'...1"
X € ecoecccscnses 0.5M
X = 7.35 g en 500 Ml cccecee. 3.675 g de =

Ca012

Cloruro de Calcio 0.025M:

147.028 .Q.o.'o-oootoiu
X g secscscscsses0.,025M
x = 3.675 gen500nl eesesee 1,837 g de -~

CaCl2

Factor V:

Reactivos.= Baso4

Oxalato de S8odio: 1.34% O.1M; disolver 1.34 g en

100 ml de agua destilada.

Salina citratada: a 4.25 g de NaCl y 19.0 g de citra

to de Sodio, agregar 3-4 litros de ague destilada; al disol--

verse llévese a 5 litros con agua destilada.

Solucidn saturada de amonio: a 400 g de (LH4)2804
agregar 500 ml de agua destilade; se calienta para disolver y
se enfria, Si el sulfato de amonio se convirtié en solucidn,-

se le agregan 100 g mas; se vuelve a calentar y se enfria. Se

B,
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repite €ste procedimiento hasta que el sqlfato de amonio no «
se disuelva y puedan verse cristales después de calentar y en

friar. E1 pH debe estar entre 4.0 y 5.0,

Método para obtener factor V:

Se recolectan 1000 ml de sangre de bovino en 100 ml
de oxalato de Sodio y se centrifuga a 2000 r.p.m. durante 40
minutos. El plasma se absorbe con 10% P/V de BeS0, durante 20
minutos a temoeratura ambiente; centrifugar a 2000 r.p.m. du=-
rante 40 minutos y decantar el sobrenadante.

Se miden 360 ml de plasme sohrenadante y se le agre-
gan 240 ml de sulfeto de amonio ssturado. Esto eleva le cob«
centracion del (Nll4)2804 a un 40% de saturacién. Agitsr sua-
vemente durante 10 minutos (el precipitado formado es globu
lina antihemofilica). La mezcla debe mantenerse a 4°c duran-
te todo el procedimiento. Se centrifuge a 2000 r.p.wm. duran-
te 20 minutos a 4°c. Se vacia el sobrenedante y se centrifu-
ga en un cabezal angular a 5000 r.p.m. durante 15 minutos. &
Se desecha el sedimento. Es importante obtener un sobrenadan
te limpio y claro. Se mide el voluwen del sobrenadente. Se =
le agrega una quinta parte de su volumen de sulfato de amos-
nio saturado. Esto eleva la solucion a 50% de saturacidér y =
el precipitado es el factor V. Se centrifuga en un cabezal &
de &ngulo a 5000 r.p.m. durante 30 minutos; el precipitado =
8e disuelve con salina citratada en un cuarto del volumen o-
riginal de plasma,

Se dializa con tres cambios de saline citratade a -



4°%C durante 12 horas.

El factor VIIl1 se precipita a 40% en vez de a uns sa
turacion de 33%. Esto es para asegurar que el factor VIII se
ha extraido por completo. Hay ura pérdida de factor V pero el
material resultante estd libre de factor VIII. Se necesita te
per precaucion & la hora de vertir el sobrenadante del preci-
pitado de globulina antihemofilica, ya que el precipitado es
ligero y no se retiene bien.

La solucidn final dializada se prueba como factor V,
y debe tener un valor de dos a tres veces mas que el plasma -
humano normal. Se prueba en diluciones de 1 en 10, 1 em 20, ¥y
1 en 50 en la prueba de globulina antihemofflica para asegu--

rar que dé¢ un valor blanco por abejo de 40 segundos.

AI(OH)3 para absorber: se vierten 100 ml de una

solucién de amonio (diluidos 1 a 2) en 600 ml de agua que con
tenga 22 g de sulfato de amonio y que ha sido previamente ca-
lentada a ura temperatura de 63°C; @sta temperatura se bhaja -
répidamente a 58°C. La mezcls se agita vigorosamente y se ===
vierte rapidamente de una sola vez en una solucidn de 76.7 g
de alimina de amonio en 1000 ml de agua destilada y que se en
cuentra a una temperatura de 5s°c; la temperaturs se eleva a
61°C, sin permitir que la temperatura baje a mas de 58°C. se
mezcla durante 10 minutos, sepsrando el precipitado por cen--
trifugacion. Este precipitado se lava 5 veces con 1500 ml de
agua destilada; se separa el precipitado por centrifugacidén -

en cada ocasion. A la primera agua que se utiliza para lavar
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se le agregan 0.22 ml de la solucion de amoniaco y a la se--
gunda de le agregan 0.44 ml antes de empezar el lavado. Todo
el procedimiento se lleva a cabo en 5 horas aproximadamente.
El precipitado se mantiene en le menor cantidad de agua que
se requiere para formr una suspension gelatinusa que pueda
ser pipeteada. La adicion de ests suspension al plasme remue

ve los factores X, IX, VIII de la protrombina.

c) PROCEDIMIENTO PARA LA PRUEBA DEL FACTOR VIII,
Se estudiaron 74 crioprecipitados de una cosecha de

1270 (6%) de la siguiente manera:

1. DILUCIONES.

El plasma y el crioprecipitado absorbidos se diluyen
en salina citratada. Las diluciones exactas que se haran de--
penderin de la actividad de los reactivos en el sistema. Las
diluciones deben arreglarse de tal manera que los tiempos de
coagulacion den entre 18 y 32 segundos. Las diluciones deben
prepararse inmediatamente antes de emplearse y no dehen perma
necer a temperatura ambiente maés de 30 minutos antes de pro--
barse. Las diluciones que se emplearon en este trabajo fueron:

1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
salina citratada 0.,7ml 0.4 ml 0.4 ml Oidml 0.4 ml

muestras a probar Oc1ml 04 ml 0O.4ml 0.4 ml O.4ml

Ver figura No. 5.
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Lae diluciones deben hacerse con mucho cvidado porgue
pequeiios errores pueden afectar grandemente el resultadéo. Las
diluciones para muestras anormales deben ejustarse a tiempos =
de coegulacién convenientes, es decir, entre 1t y 32 segundos,

dependiendo de las concentraciones esperadas del factor VIIl.

2. PREPARACION DE LA MEZCLA DE INCUBACION.

Se pipetean 0.1 ml de factor V, fosfolipido y suero
en cada uno de cinco tubos. Al primer tubo se agregan 0.1 ml
de 1a dilucidn més alta. Se pone la mezcla en un bafio a 37°C,
se agregan O.1 ml de CaCl2 0.05M y se echa a ander un croné-
metro. Duramte el siguiente minuto se agregan 0.1 ml de la -
segunda dilucidn més alta a un segundo tubo que se pone en «
el bafio y se recalcifica al minuto. El procedimiento se repi
te para las siguientes diluciones hasta llegar a la mis baja,
las cuales se recalcifican entre los 2 y § minutos. Ver figu

ra No. 6.

3. PRUEBA DEL ACTIVADOR DE PROTROMRIMA FORMADO.

Se pipetean 5 cantidades de 0.2 ml de C-CI2 0.025M
en tubos de coagulacidn..Ver figura No. 7. A los 14 minutos
se meten en el bafio de egum, junto con 1,5 ml de sustrato -
plasma, Nuestra prueba se rcglizé entre los 18-24 minutos,-
y se siguid el siguiente procedimiento:

A los 17 minutos 40 segundos, como se ha registra-

do en el reloj, de incubacion, 0.1 ml son sacados del prime.

mer tubo de incubacidén que se habréd de probar y son agrega-
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dos a uno de los tubos con 0.2 ml de M/40 CaClz. Se mezclan
los contenidos, y a los 18 minutos se agrega a esa mezcla --
0.2 ml de sustrato plasma, registrandose el tiempo de coagu-
lacién. l.os otros tubos se prueban en forma similar en inter
valos de un minuto.
El tiempo de incubacidon dependera del sistema y des
be ajustarse para dar tiempos minimos de coagulacidn.
Las pruebas pueden llevarse a cabo en:
12:18 minutos
15:21 minutos
18:24 minutos
21:27 minutos
dependiendo del sistema; el objetivo es el de obte-
ner una meseta estable de tromhoplastina durante --
los seis minutos entre los dos tiempos de prueba. -

(37)
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R E S ULTADTGCS

I.ESTIMACION DE LACIFRA D& PLAQUETAS EN Los PLASNAS

RICos EN PLAQUETAS a=6uUN LA FUERZA RELATIWWA D&
CENTRIFUGACION (6)

‘a2'20") | ee66(5'ad0’)  lieea 74 6 (0 ars) |

300,000 700,000 780, 000
425,000 925, 000 875,000
225,000 ©75,000 2,400,000
326, 000 478,000 1 380,000
460, 000 400, 000 4, 500,000
3/8, 150 400, 000 4, 450, 000
360,000 450, 000 1 785,000
/150,000 675, 000 4, 287, 000
200,000 550, 000 700, 000
325,000 62, 000 650, 000
528, 000 600, 000 925,000
175,000 gas, 000 J, 025,000
175,000 425,000 g25 000
225,000 700,000 975, 000
425, 000 500,000 715, 0600
412,500 1, 300, 000
4as, ocoo

925, 000

i, 480, 000

900, 000

1, A860, 000

i, o018 000

950, coo

i, 425, 000

d, 225, 000

5 0lp, 250 8912, 000 i, 000,000
: 28 531,500

Media , 2343 %107 594.12 x10° 1 0%T.6l x16°
Desvisciod Estandor  114. 36 X 10* 157- 4 x16? 362.48 K 10°

CUADRO No. )
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1I. FUERZA RELATIVA DE CENTRIFUGACION PARA 1A ORTEN10N DE
PLASMA RICO EN PLAQUETAS EN UNA CENTRIFUGA REFRIGERADA

DE 18 cm. DB RADIO.

N [ ¥ [ o T zreweo
8000 25000000 4162 | 2' a 2'30"
2000 4000000 666 | S' a 10'
1000 1000000 166 |10' a 15'
1500 2250000 374 |10' a 15'

Para celcular las revoluciones por minuto expresadas

en G se aplice la siguiente férmula.

N = —‘i-—-_—.s.-——
1,11 X 10 X R

Para calcular la G de una centrifuga expresada en re-

voluciones por minuto N se aplica le siguiente férmula.

G=1.11 X 1072 X R X N

En donde R = radio medio de rotacidn.
N = revoluciones por minuto.

G = a la fuerza de gravedad,

CUADRO NO. 2
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JI.EsTiMACION Dr LA RETRACCION DEL CoAsULO
BEN Los PLASMAS RI\COS BN PLA QUETAS DE

O Cowras.,
PROBLEMA: 1 hora g TESTICO: A hora a
| tomperaluce ambigate - 20°C
Dij Lu%_igﬂs_s_ | DiLUuCilONES
Plefa|dy] Ye | e |4 ]| s
To| o | B2 | 82 5 | 4 | 41 41
Te|l 10| T | -0 ] 52 | W1 58
82| o | 82| b 41| s2 | sa | B2
80| 10| 70 B2 §2| 1 | 52 | s2
76| 10| 82 70 | 58| 10 | 41
Te| 76| To ed 58| 58| 52 58
k4| 82| Tb 82 Teo| 64| by To0
82| 88| 82| 88 10| 4] 10| o4
88 82| Tb| 16 S| 58| 52 | s2
6| 6| 6| 6 70 | 10 | by 52
Te| BR| 82 Tb ‘ oy | 4| 58 oM
|8zl 8] 16| 10 58| 58 | 58 | 58
To| | 10 16 10| 58 | 82 | B8
Te| 16| Te| 710 70| 68 | o4 | oY
M| | Te 16 58| 58 | 58 | &8
82]-10| 0 10 M| 68 | 52 52
70| Tb| TG T0 88| by | 52 b2
%] ] e 70 b4| 58| b4 | 52
Te| 10| 0| 70 | 28| 58 | 52
To| 82| 62} 82 70| 58| 41| 4
88| 82| 89 ge 88| 10| sB| €2
gg| 88| &2 ez bd| 82| 4| B2
Te| 82| g2 ez 58| e®| 58| &8
g8| 28| @2 82 bq| 52| B8 58
82| 82| 88 82 58| 88| 58 50
| g2 82| 82 [ e el 8 | 10 16
PRoMEDO gu 78.7| 78.07| 76.69 63,11 15876 |51.88 | 56.8b
Dusvipood ESTANDNR] S, 68| 4.13] .19 | 8.52] .80 | 1.50] (.98
UNMITE SupsRior |#.9194. 44/g2.20] 82.80 1,03 bb.62 | 05,28 | ©3.24 |
MiTE TRFRRIOR. [13.0072.08]12.94] 70 60 54.59/50.8750.38( 49.88

CQUADRO No. >
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T ESTIMACION DE LA RETRACCION DEL COAGULD
BN Los PLASMAS Ricos EN PLAQUETAS
DE 24 HORAS CONSERVADOS A U°C

PROBLEMA: { hora 3 | TeaTieo . 1 he
| temparatura ambigdle “20°c
Dituciones | DilrvcionEs
pluafu] ds = T TR T
70| | 10| ed 4| 10| 4| B2
g2 1| 0| TO bd4| 4| 68| oy
™| 70| 82| 76 | 52| 58] 4| 41
gs| 88| 62| 88 | 10| 52| 58
ge| 88| 94| 82 58| 58| 58 | 5a
8¢| e8| 88| 9 To| 64| by 70
2| 82| 82| @2 58| ed| 10| 58
g ez| 82| e2 | 10| o4 | oM
To| 82| 82| 82 58| 68| 58 | 58
b4/ g2 | sa| &2 [ 52 58 | 58 | ed
Proledio 196/ 92 182.6]79.6 04|63 M| b) | 38.7
asvinciod wsTAnbAR. | 1o 489 |5.26 [ 7.58 5.19(5.25|5.09 | ©.99
LIMiTE soPueioR. %M’ﬂﬁ_ ‘%;g_g.es 06.09 | 563
LiMITR INFERIOR (725477./¢[72.35]| 72,02 546158, 45 155.91 | 51.7¢

CuA>Rro No. 3,
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IIT. ESTIMACION DE LA RETRACCION DEL CoAGuULO

BN LoSPLASMAS RICOS EN PLAQUETAS
DE 48 Ho=AS CONSE RVADOS A U°C

P | ) Iy TESTIGO:: lhora 8
| temperalur ambigrte - 20°%
DiLucion _gi_\.oc.lp_g_a;
PlYe | 'a | ss P Y2 Muj Me
70| 16| 1o ) 7| o | o4 | 58
0| 2| e} 6 W] To | o4 | b
82| 70| 32| e g8| bu| 58| 58
2| 82| To 82 Y| 58 [ 52 | b
T6| 10 T0 10 58| 58 58 58
To| 82| o2 16 M| 58| | od
] Te] o 16 5 B 82 | 10
PRouElio 1 1 | 16 3.4 [58.85| (2.8
DesviscionBlondar |4 | 539] 4.89] 3.4p | u63l7.28 (5239 | 4.53
Limile Supeder 1946 b 81| 7042 [p4.24| bb. Bl
Limle I:Xuior JUaub| T | 72.54 [51:26]55.86 | 53.46( 57.15

cuA>eo Ne. 3
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TT EsTWMACONDE LA RETRACC\ON BEL CoAGLLO
BN Los PLASMMAS RICOS BN PLAQUET AS
e "2 HORAS CONSERVABos AUWCC.

 PROBLEMA:d hoea a | TESTi60: [y
_temperalua ambicdls | - 20% :
gi LUCIONES ' Yol LUCIONES
PlYe |31y | Ve P Y2 |4 |V
(82182 | 82 | To o4 | b4 | 58 (]
Tol To | 10| To B8] 58| 59 | 58
Prouexio 79 9| 76| 76 bi] Ol | 4B | 6N
Dusvisciod mstanbie, | 4291 #.2¢) 8 ad] 24w | 4.24
LNITh soramior - 33.24] 8. ¥8 ‘ 24165, 24 2.4 | 5-24
LiNITE ENpewiow.  [7774.76] o]. 5015 Eb.'lslaa-sb 56.15

eabRoO No. S
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I ESTIMACION DR LA PERDIDA Du ACTIVIDAD EN Los PLASMAS
Ricos BN PLAQUETAS CONSERRUADES A HYOC DURANTE 24, .
UB,T1Z HORAS CON LA TEcNIcA D AGREGACION PLAQUETARIA
EN 12 MUESTRAS TIPO.

O HomAs 24 HORAS 4® WORAS 72 HORAS
AcTivinan) h_.&: AcrivinAb | peanita [Acrivipad | Pumninn | Acriviad |Peening
68= 4009y lsg = 92%| 8°% |g¢=86%| (5% |48= T0%| 24°%o
15 = 100% 50= eo%| 34°%b |20= 2% 140
61 = 100% e = 18%| a2% |47=T1%| 23% |ag = fo%| ©0%
08 = 100% 50= 80H 20% |46= 74% 26% |4 = ©%| 94%%
69= {oc% 9= 11%)| #3° |35 = 50%| 50% |M =20%| B0
g0=100% Yo=51%| 49% |#4=48% 52%
2= 100 63=73%| 27% |s6=77%| 23% |6 = 8%| Ya%
54 = 100%) 50=92% so/,' ¥5 = 83%)| 17% |I5=21% 13%
55 = loo’h 45 = 83%)| 1% |47 = 85% 1% |w0=72%| 28%
52 = doo% ys = 86%| 4% |8 =15%| 85%

|55 = doo% do=T2%| 28% |fo=72%| 28% |1 =20%| 60%
54 = doo%y wo =% 26% |37= 8% 32% |m=33% b1%

CuAnRo No. 4
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X EL PW EN LOS PLASMAS RIcOS EN PLAQUETAS

ALMACENADOS A dec

O HomASs

2% WowmAS

U8 HomhS J2 _HomAS

T4 7.0 095 7.0
1.0 1.0 ©.95 ©9
118 .05 7.0 .9
1.0 1.0 T.0 1.0
12 115 .95 9
1.2 T.05 7.0 1.0
10 1.0 1.0 12
108 1.0% ©.9 g AL
.05 1.0 1.0 Tus
T.18 T8 T1.Q 6.9

1.4 1.04 .9 T7.08

CUADRO No. &5
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CURVA TIPO DE LA AGREGACION CON
ADP DE UNPLASMARICOENPLAQUE -
TAS ALAS OHORAS

(o]
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FIGURA No8
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C O M ENTARTIDOS

El control de la actividad del PLASMA RICO EN PLA-
QUETAS se ha efectuado tanto IN VITRO, como IN VIVO; en este
trabajo la estimacion de los valores importsntes se llevd a
cabo s4lo para la calidad IN VITRC. (38)

En las condiciones de trabajo del Banco Central de
Sangre del Centro Mégico Nacional, fué evidente que el nimero
de plaquetas obtenidas en este producto, centrifugado a 166 y
374 G, fué optimo. Ver cuadro No. 1 y 2.

Esto contrasta con la mayoria de los articulos re--
cientes donde se menciona, que utilizando una fuerza centri-
fuga de 1,000 G, el nimero de plaquetas es de 415,000 : 15,000/
(39) en nuestro caso obtuvimoe un nimero de 594,130“: 157,740
con una fuerza de centrifugacidon de 666 G, en cambio el em-
plear una fuerza centrifuga entre 166 y 374 G, la cifra de
plaquetas obtenidas fué de 1,087,000 1 300,000. La ventaja de
utilizar preferentemente plasma ricoe en plagquetas y no el con-
ceatrado plaquetario que han empleado en esos trabajos, es el
que al hacer una sola centrifugaciin el procedimiento es me-
Nnos oneroso.

El control de los aparatos (en nuestro caso centri-
fugas refrigeradas) es muy importante, en el laboratorio se
emplean centrifugus de caracteristicas diferentes, ejemplo:
1) una de ellas cuenta con un reloj que marca de 1 minuto a
30 minutos en intervalos de 1 minuto; 2) otra que merca de 1

minuto a 120 minutos con intervalos de 5 minutos y 3) otra
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C O MENT ARTIUOS

El control de la actividad del FLASMA RICO EN PLA-
QUETAS se ha efectuado tanto IN VITRO, como IN VIVO; en este
trabajo la estimacidn de los valores importsntes se llevd a -
cabo 8élo para la calidad IN VITRC. (38)

En las condiciones de trabajo del Banco Central de
Sangre del Centro Méﬂico Nacional, fué evidente que el nimero
de plaquetas obtenidas en este producto, centrifugado a 166 y
374 G, fué optimo. Ver cuadro Mo. 1y 2.

Esto contrasta con la mayoria de los articulos re--
cientes donde se menciona, que utilizando una fuerza centri-
fuga de 1,000 G, el nimero de plaquetas es de 415,000 : 15,000/
(39) en nuestro caso obtuvimoe un nimero de 594.130ﬂ: 157,740
con una fuerza de centrifugacidén de 666 G, en cambio 2l em-
plear una fuerza centrifuga entre 166 y 374 G, la cifra de
plaquetas obtenidas fué de 1,087,000 : 300,000, La veuntaja de
utilizar preferentemente plasma rico en plagquetas y no el con-
cettrado plaquetario que han empleado en esos trabajos, es el
que al hacer una sola centrifugacién el procedimiento es me-
nos oneroso.

El control de los aparatos (en nuestro caso centri-
fugas refrigeradas) es muy importante, en el laboratorio se
emplean centrifugus de caracteristicas diferentes, ejemploz
1) una de ellas cuenta con un reloj que marca de 1 minuto a
30 wminutos en intervalos de 1 minuto; 2) otra que marca de 1

minuto a 120 minutos con intervalos de 5 minutos y 3) otra
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que marca de 10 minutos a 120 minutos con intervalos de 10
minutos. Es obvio que 8i el técnico tiene que centrifugar 2
minutos en la centrifuga nimero 2, evidentemente tendra nue
calcular mas o menos el tiempo y el producto no sera centri-
fugado correctamente y estara fuera del control de tiempo,
factor muy importante en la obtencién del namero de plaque--
tas, por lo aque las imstrucciores sobre los procedimientos
para la obtencidén de estos productos, tienen que estar a la:;
vista de los técnicos que obtienen estas fracciones; con las
caracteristicas de cada certrifuga y cuales son los productos
que puecden ser obtenidos en ellas.

En relacién con los resultados de la calidad de es-
te producto, juzgada a través de la prueba de la Retraccidn
del coéigulo, no hay en la literstura reciente datos con los
cuales compararlos. Nuestros resultados pueden indicar gue
la funcién plaquetaria, en relacidon con la retraccién del
coagulo, estd bien conservada. Ver cuadros No. 3,31.32,33,
Por 1o que respecta a la funcidn plaq.etaria esti--

mada a través de la Prueba de agregacién, otros grupos han

encontrado que se conserva especialmente en las plaquetas

almacenadas a 37°C; en nuestro caso, las plaguetas han sido
almacenadas sin agitacidn a 4°C haste por 72 horas. Su fa--
cultad de agregacidn se conserva del 71 % sl 92 % a las 24
horss. A las 48 horas se aprecia de un 14 % & un 50 % de a-
batimiento de esta propiedad. Pero ya a las 72 horas el a--
batiwiento de esta activided es mayor e irregular, restan--

do 8dlo del 6 % al 76 %. Ver cuadro MNo. 4.
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Probablemente es mas trascendente la conservacion de
la propiedad de agregacién, ver figuras 8.81, en tanto que es
la que interviene en la hemostasia primeria; en nuestro caso
no se ha confirmado esto con estudiog IN VIVO, pero en otros
reportes en la literatura, la agregacién es una de las medi-
ciones del estado de la funcion plequetaria que guarda rela-
cién con su buen efecto hemostatico IN VIVO. (40)Por tltimo
el rango de pH, ver cuadro No. 5, que encontramos en los plas-
mes ricos en plaquetas frescos conservados hasta 72 horas, es
satisfactorio, en virtud de nque se ha reportado que la sobre-
vida de las plaqneian es mejor cuando este no es menor de pH 6.

En relaciin con los CRIOPRECIPITADOS RICOS EN FACTOR
V111, las medidas de control de calidad aplicadas en ellos,
nos permitieron observar algunas discrepancias que al corregir-
las nos permiten asegurar una mejor calidead de este producto.
La técnica de preparacidén sufre algunas irregulesridades, atri-
buibles directamente a la diferencia en la manera de trabajar
de ceda técnico, las cuales evidentemente no son de la magni-
tud que alteren grandemente la cslidad del producto. Le mayo-
ria de los técnicns trabajan dentro de los tiempos optimos de
obtencidn del plasma, congelacidén, descongelacidn y almacena-
miento del producto, los menos, trabajan dentro de un rango
, aceptable de tiempo y temperatura en el manejo del producto;
por supuesto estas diferencias, hacen que el contenido de fac-
tor VIII no sea de todo homogéneo.

Para estudiar la cartidad del cortenido del factor

VIII en los crioprecipitados, hubo recesidad de emplear
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alternativamente como testigo del 100 %, plesma humano y fac-
tor VIII bovino, remancite de la obtercién del factor V bovi-
no, en virtud de que pudimos apreciar que estg altimo tiene
dos veces la actividad del plasma humano normal y es muy es-
table, lo cual contrasta con la variabilided e inestabilidad
del sustrato humano, ver figura No. 9, que ha sido ohservada
por todos los investigadores dentro de este campo., (41) En
este trabajo es de notar las cifras relativemente menores de
actividad, observadas cuando se comperan con el testigo bovi-
no; ver figura No. 10, esto no es de trascendencia para el
control 1IN VITRO del producto, considerando que la dosifi-
cacion del factor VIII en los crioprecipitados se efectua me-
jor contra testigo de oricen bovino, en base a su estahilidad.
La diferencia en los valores de actividad de factor
VIII, observedos con el testigo humano y el testigo bovino,
nos hace pensar que si bien con el testigo humano el limite
minimo de buena actividad estd alrededor de 200 %, el limite

con el testigo bovino esta eslrededor de 100 %.
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R E S UMEN Y C O NCLUSTIONTES

1.El control de calidad obligado; en lo que se re--
fiere a los componentes obtenidos de la sangre humana,es na-
t#ral en cualquier banco de sangre,

2.E1 andlisis de las medidas de control aplicables
para asegurar una buena calidad del PLASMA RICO EN PLAQUETAS
¥y de los CRIOPRECIPITADOS RICOS EN FACTOR VIII, separados de
la sangre en el Banco Central de Sangre del Instituto Mexica-
no del Seguro Social, confirma la obligatoriedad de esta me-
dida en nuestros servicios hospitalarios.

3.En este tresbajo se analigaron productos obtenidos
en la separacién rutinaria de los componentes sanguineos en
un lapso de un afio y seis meses: 84 plasmes ricos en plaque-
tas para los cuales se concluyd:

3. a)Que en nuestras manos, la velocidad relativa de
centrifugacién para una cosecha Sptima de plaquetas es de 169
a 374 G, de 10' a 15°',

3. b)La cifra de plaquetas por milimetroyen un plas-
ma rico en planquetas,obtenidos con esta velocidnd en ese tiem-
po,es.de 1 X 10° £ 3 x 10°,

3. c)El pH de este plasma obtenido en ACD formula A
debe ser similar dentro del rango aqui encontrado: 7.0 - 7.15
de las O horas a las 24 horas de preperacidén en las condicio-

nee de trabajo actual, en los plasmas ricos en plaquetas con-

¥Férmula A: Dextrosa FNEUM 2.45 g , Acido Citrico FNEUM 80O mg
Citrato Trisdédico FNEUM 2.2 g , Agua inyectable c.b.p. 100ml
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servados a 4°C sin agitacién.

3. d)Se estudiaron 74 crioprecipitados ricos en fac-
tor VIXII de 1,270 (6%) para los cuales se concluyé: que para
el testigo de actividad del 100 % de factor VIII es mejor em-
plear el de origen bovino, ya que es sumamente estable cuando
se conserva en congelacién a = 20,-30°C.

3. e)Utilizando el testigo bovino, la activided mini-
ma que deberan tener los crioprecipitados es de 100 % IN VI--
TRO.

4,.Considerando que le variacién en la calidad de un
producto depende de una serie de factores, algunos de ellos
de dificil control, se recomienda:

4. a)Verificar cotidianamente la fuerza centr{fuga
de manera indirecta, que habra de emplearse para la separa-
cidén de los componentes sanguineos. Para ello,el responsable
de este control, tomard al azar un plasma rico en plaquetzs y
hara la cuenta plaquetaria, anotardo el resultado en la hoja
de control)} si se emplean varias centrifugas deberd hacerse
con plasma rico er plaquetas de cada una de ellas, anotando
los datos de identificacion de ceda centrifugs.

4. b)En relacidn con los crioprecipitados,considera-
mos que si el técnico encargado de la preparacion es siempre
el mismo, el estudio de uno de cada 100 crioprecipitedos, es
suficiente para controlar las variables atribuibles el técni-
co. Cuando son varios los técnicos que periédicamente se en-
cargan de la preparaciodn éei’crioprecipitndo. creemos que el
anklisis de un crioprecipitado, obtenido de un lote que ha si-

do procesado en un lapso de vna semana, es suficiente.
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