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DI OS 

&Dio• le pedl fuerza para grande• logro• y ae 

hizo d6bil para que aprendiera a obedecer huailde• 

•ente. 

Le pedl aalud para poder realizar grande• co­

Raa y me dio enter•edad para ~ue aprendiera a ha­

cer co••• buenaa. 

Le aupliqué ae concediera riqueza para poder 

••r feliz y me dio pobreza pare que fuera aabio. 

Pedl poder para obtener l•• alabanza• de loa 

boabrea y 11 ae dio debilidad para que sintiera 

la neceaidad de Dioa. 

Pedí todo, para poder diafrutar de la vida y 

ae dio vida para poder diafrutar de todo. No re­

cibl nada de lo que pedl, pero ai toda lo que de­

aeaba. A peaar de al miaao, la• peticio~e• que no 

hice•• fueron concedidea. 

Yo, entre todo• loa hoabrea, aa{ me puedo con­

aiderar el IIÁa afortunado. 



Cen imeuo cari8o a aia padrea; 

La• palabra• no aon auticientea para demoatrarlea 

ai agradecilliento, porque aieapre •• han procurado 

lo aejor, por alentar•• J apoylll'lle haciendoae el 

cuino .. ligero. Y•• que eate trabajo•• •u.r 

pequeae para coapenaarlo• por todo lo que - han 

dado. 



Al Dr. lector Rodrlguez Moyado. 

Director del Banco Central de Sangre 

del Centr~ Mldico Nacional. 

A au Sra. Eapoaa: Q.r.B. Bliu Q. de Rodr{guez. 

Jefe del laboratorio del Banco Central de Sangre 

del Centro N&dico Nacio~al. 

Con profundo carifio y agradeciaiento. por baberae 

brindado la oportunidad de realizar bajo au acertada 

direcci6n eate trabajo en la dependencia a au cargo; 

Por aua eabioe conaejoa y ejemplo que lograron 

estimular ai eatudio para ai auperacion. 



A la Sra. Q.r.e: Delfina Arrieta de Aguilera: 

Apreciable alga que•• obaequió con aua palabra• 

de aliento 1 ••lioaa ayuda. 

A aia •eatroa: 

Con todo carifto y reapeto. 

~l peraonal del Banco C~ntral de Sangre 

del Centro 116dico lacionala 

Perla ayuda que •e brindaron de una 

a otra for•. 
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I N T R o D u e e I o N 

Deade tieapoa blblicoa, no ae han aceptado loa obje­

to• defectuoaoa o de pobre calidad. 

La calidad de un articulo, de un procedimiento o de 

una determinación, debe aer alta. 

Loa •étodoa utilizado• para lograr precisión, pure­

za y exactitud, pueden agruparse dentro ·del término CO~TROL 

DE CALIDAD. (1) 

El control de la calidad y la regularización de loa 

aétodoa de laboratorio, aon te11&a que est6n relacionados y-­

.¡ue tienen una conexión directa con el objetivo primario que 

debe lograrse en el laboratorio cllnico y de aalud pública: 

que el diagnóstico etiológico y/o loa recuraoa terape6ticoa 

aean confiablea. 

El control de calidad requiere de la disponibilidad 

de preparaciones de referencia y del conocimiento de loa mé­

todos eatadlaticoa simples. Con el fin de asegurar un nivel 

adecuado de precisión, debe entrenarse al peraonal del labo­

ratorio en eatoa procedinlientoa como parte de au entrenamien­

to general. (2) 

Como ya ae aeneionó utea, la intención de un labo­

ratorio ea el de obtener reaultadoa correctos, no obatante­

ocurren uaualmente errorea en forma inaidiosa y acumulativa. 

Una pequeña desviación en la técnica o un error aenor en loa 

reactivos o el equipo, pueden desatar una cadena de circuna-
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tanciaa que lleYarán a resultados incorrecto&, a proliuctoa 

de pobre calid11d o aún peli~rosoa. Loa pro~ra111na de actuali­

zación deben incluir el control de calidad, lo que permitirá 

probar reactivo•, procedimientos e i~atrumentoa y comprobar 

que los reaultadoa se encuentran dentro de loa limites desea­

dos. 

Si todos loa procedimientos están correctos, el re­

aultado final debe ser bueno; ai no están correctos, lea 

prueba• de control de calidad localizarán el error, el que 

podrá aer corregido da inmediato. (3) 

La obtención de aangre humana pera fine• de tranafu­

aión, ya aea como aangre completa y/o aua fraccione•, ea un 

grave problema no reauelto a6n en la mayor parte de loa pai­

aea en Ylaa de desarrollo. El control de la aangre obtenida 

a nivel de banco de aangre y au e11pleo en loa aervicioa de 

transfusión, debe ser hecho con rigor, ya que la sangre es un 

elemento smamente valioso y dificil de obtener, por lo que 

errores en su obtenci6n o en su fraccionamiento, redundan en 

una deficiente atención de loa. paciente&. 

En nuestr.o pala, la sangre ae obtiene en au gran ma­

yoria, de persona• retribuida&, ll•adaa "tlonadorea proteaio­

nalH"; la cantidad de tlonacionea obtenidas•• muy inferior 

a laa neeeaidodea hoapitalariaa. 

La aangre que se emplea en la trauafuaión a enfer­

mo• ea un producto perecedero que unicamente puede aer obte­

nido de otro hmaano; el donador de sangre d'ebe aer una perso­

na conciente de que au aalud puede ser compartida al donar -
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un poco de sangre a un enfermo que la requiere; eate com­

pro•i•o aocial no puede aoalayarse. 

la obvio que ninglm dinero puede pagar una donación 

sangulnea. Loa pacientes aoaetidoa a ciertas operocionea qui­

rúrgicas, las aujerea, con proble11aa, que dan a luz, loa enfer­

mos que a.:angran por aotivoa de au enferaedad, como loa bemo­

f{licoa, etc., aon.algunoa de loa enfermos neceaitadoa de -­

aangre o aua frac«:_ionea y au vida dependerá de la cantidad -

y calidad.de la aanp-e que ae obtenga de las per•onaa aanaa 

que la donan; •l aalvar la vida de un enferlllO ea el único -­

precio de la sangre donada. 

Loa bancos de sangre aon loa lugares tlsicoa en don­

de ae colecta y procesa éata. Son servicios compiejoa en loa 

que loa procedimiento• para la obtenci&n de aangre y sua 

fracciones deben ser &ptimoa, aal como loa reactivos extraí­

do• de ella (aueroa tipo, eritrocito• de ,enotipo conocido,­

etc.). 

La planeación del fraccionaaiento de la aangre, de­

be ser cuidadoaa. y tener co110 objetivo, el úximo rendimiento 

de una unidad de aangre extral"da, con el Óptimo de calidad. 

Loa productos obtenido• en el Banco Central de San­

gre del Inatituto Mexicano del Seguro Social aon: concentra­

do• de plaouetaa, concentrado de eritrocitos, globulina anti­

•-tllica, pla ... rico en pl~q~etaa, plaa• pc,bre en globu­

lina antib-oflli~a, plaama freaco congelado y guuu globuli-

na. 



- 4 -

Oe éstos, dos de ellos, la globulina antihemofÍlica 

y lRs pl11quetas, son subproductos l?biles difíciles de m11ne­

jar y su calidad deperute de un sinnúmero de f~ctores. Por lo 

que el objetivo de eAtt- tr11hajo et= revisar su prep11rac.-ión y 

actividad en condiciones rutinariAs en 1111 b1mco de san,rre. 

J. SL~TF.MAS RE~T~TICO~. 

~emo~tasi11 es el nombre que se dé al co11junto de f! 

nómenos que actúan y detienen el s11n~ado por ur1 vaflo sanJP:u.!. 

neo lesion11do. El proceso no es sencillo, y dehe co11sider11r­

se como 11n11 proJP;resión o cadena de modificaciones físicas y 

bioq11Í111ica11 que norm11lmente son desencadenadas por la JesiÓJ\ 

de los tejidos y v.asos sanguíneos, y que termina por ht 

tr11nsformación de la san,rre liriuida en un tromho o coárulo -

11Ólido que tapa con rran eficacia los vasos rotos. El proce­

so entero puede dividirRe en t.res parte111, las cuples se des­

crihen en las firuras 1 y 2. 

r.omprenden: 1) el eft-cto físico de los tejidos cir­

cunvecinos (piel, músculo, tejido elástico) qut- tiende a ce­

rrar y ocluir la 11hertura en el vaso san,r11Ineo lesiobado, y 

2) los efectos bioquímicos de l11s sustancias liberad11s por -

los tejidas lesionados, que reatcionan con el plasma y los -

factores de l11s plaouetRs. Este se,ru11do sistema de coagul11-­

ción o "sistema extrínseco" tal Vt'P. desemp•ñe un p9pel im -­

portante en la Activación del mecAnismo de coagulación "in--
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trlnseco" de la sanive misma, en el caso de traumatismo y he 

aorragia in vivo. 

b) FENOMENOS V.lSClURES. 

El vaao sanguineo leaionado ae cierra casi inatantá 

neamente. Este proceso, conocido como vasoconstricción, in-­

teniene en las primeras fas• del control de la hemorragia 

despuéa.=de la lesión del vaso. Esta vesoconstricción nervio­

•• refleja tiende a desaparecer el c1tbo de un tiempo relati­

v11111ente corto, pero es posible que se prolongue merced a la 

liberación local de una sustancia vasoconstrictora: la sero­

tonina. Esta es liberada por las plaquetas al adherirse o P.! 

garse a los labios de la herida o a la sección de la pered -

del vaso; produce un estrechamiento locel, directo,de or{gen 

bioquímico, del vaso seccionado y de lns vasos vecinos. 

c) FE?.Ol'U'OS 11\'T!UVASCVLARE..C\. 

Comprenden la serie muy compleja de reacciones flsi 

coq~laicas .. que transfol"lllan la sangre 1 Íquida en co,gulo sÓli 

do de fibrina. (4) 

II. INT!llACCION D! LAS PLA~UETAS Y COLAGENO. 

La primera fase de la formación de los trombos pri­

marios (la adherencia) de las plaquetas al colágeno expues-~ 

to) se v~rifica auy rápid~mente. Se conoce a6n poco 1tcerca -

de RU 11ec1tniamo. Ji!n unR reacción h;ual111ente obscura, el con­

tacto coa 1" col6r.ena dá lu~ar a r¡ue 1111!1 p1"1net1ts libereb -
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de su citoplasma y ponlP'an a disposición de et• membrana, unas 

sustancia~ especificas para la hemostasia. Estas·sustancias 

comprenden: t) nucleptidos de la adenina, en .particular ade­

nosin difosfato (ADP), 2) factor plaouetario, 3) actividad -

fosfolipldica necesaria para las reacciones intrlnsecas de -

coa~ulació~, y 4) serotonina y catecolami~as. (5) 
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G E N E R A L I D A D E S 

PRra lle~ar a comprender mejor la importancia que -

til'nen las ph'luetas y el factor VIII dentro del fenómeno de 

la coa~ulación, a continuación se hace una descripción de es 

tos, y en el cuadro No. & quedRn señalados estoR dos elemen­

tos sar,gulneo11 de acuerdo fil momento en que participan en la 

coa~ulación. 

I. L~~ Pl•1UETAS. 

a ) A NTF.CEl.lF~''l'F.S • 

En la primera parte del si~lo XIX, varioR investig!. 

dore11 observaron las pla'Juetas san~ulneas¡ Zimmermann (1860), 

Max Schultze (1865) y Osler (1874), reconocieron que estos -

corpí,sculos no eran artefactos, aunque no pudieron reconocer 

su verdadera importancia. lla~em ( 187tl), como ?.im,nermann, pe! 

só que se ctesarrollAhan en los dÓhulns rojos. En 18~2 Bizz! 

zero describió a las plaquetas como 11parecen en los vasos•• 

sent6ricos de conejos y cuyos, demostró su cualidRd de adhe­

sividad, su participación en el trombo~ su función en la -­

coa,:ulación de b 111an11:re. En 1906 Wright hizo estudios muy -

importantes sobre ellas. 

l,RS pla.,uetas tienen un cuerpo citoplés11ico peqáeño. 

En un microscopio con campo obscuro se observan con un 11&rca 
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do contorno, tranalúcidaa, con gránulo& inmóvilea en au cen­

tro. Con la ayuda del aicroscopio electrónico se ha podido -

demo11trar una eatructvra interna con fibra• reticuladaa. En 

loa frotia teñidoa por la• tlc.nicas de Wright o Leiabrnan, ae 

observan eoao cuerpo• hialinos vidrioso•, de color aEul cla­

ro o púrpura, redondo•, ovalados o irregulares con nLaerosoa 

puntos aaulea; no tienen núcleo. 

Laa plaquetas miden de 2 a 4 micraa de diámetro, y 

tienen un volúmen proaedio de 7 a 8 micrea cúbicas. En algu­

na• enfermedadea y cuando exiate una producción excesiva de 

sangre se ~an encontrado plRquetaa de mayor taaaiio (hasta de 

20 aicraa). Bajo estaa circunatancioa han aparecido forma• -

grotescas coao de palanqueta•, coma, de cigarro, y otraa for­

••• poco coaunea. 

Si la• pla1uetaa ae •ntienen por algún tiempo en -

preparaciones hÚlledaa o en sangre oxalatada, pued~ obaervar­

ae la foraaci6n de procesos filamentosos o en forma de eapi-

naa. 

In el supuesto cr.ao de que laa plaquetoa sufrieran 

un proceao de envejeciaieoto, eate aeria detectable por••­

dio de UD criterio morfológico. Eatudios diferenciablea de -

laa plaquetas aimilares a loa hechoa en lelK'ocitos, han sido 

hechoa por varioa inveatigadorea. J..aa plaqueta& se han clasi­

ficado en baae a au talllllfio, e intenaidad y tamaño de tinción 

de loa gránulo&; a la forma, taaafto y tipo de loa gránul~a,y 

aáa recientemente, en baae a la intenaidad del color del hia­

lopla-a de la plaqueta, la presencia o auaencia de vacuolaa, 
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el tamaño, n6mero, posici6n e intensidad de tinci6n de los -

gr¡nulos, como tambi6n el taaaño y forma de las plaquetas co 

mo an todo. 

Bajo estas bases se han di~tin~uido formas j6'1M!nes 

y viejas, formas de~eneradas, formu nonnales o patoI6~icas 

por irritaci&n, y tipos primitivos. La tinci6n bas6fila del 

citoplasma hace suponer la evidencia de juventud; la vacuoli 

zaci6n evidencia la vejez. 

Las plaquetas grandes se observan cuando la produc­

ción plaquetaria ha sido muy activa. La tinci6n intensa de -

los ~ránulos y su posici6n exc6ntrica se considera como indi 

caci6n de una 1118dures total. Se ha dicho que las plaquetas -

de menor tamaño que ,el norlRBl presentan una alta a~lutinabi­

lidad, al contrario de las plaquetas mayores; por lo tanto.,­

son funcionalmente más activas. 

Nadie que haya examinado especímenes de san•re, de 

trastornos san~ulneos, ha fallado en observar alteraciones -

morfol&gicas en las plaquetas. Muchos de estos c11mbios sin -

duda, no son artefactos; su iDterpretaci6n sin embar,o, es -

dificil en vista de nuestra i,rnorancia en el mecanismo inte!: 

no de la for•ci&n de las pla·1l1etas. l,a clasificaci6n dife-­

rencial de las plaqueta•, aunque es un te111a de ,rran inter6s 

y prometedor, es en el presente mera·especulaci&n. 

c). PROPIED>DES FISICAS Y 1UIMICAS. 

Existe la evidencia de que laR pl11quetas consumeP -

oxigeno, por lo tanto, la plaqueta· es un elemento vivo. Se -
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ha demostrado que las pl11quetas pueden decolorar el azul de 

metileno diluido. Contienen oxidasmy como los leucocitos -­

mieloide&, catalasa; pero no contienen enzima• proteollticas 

o li poides. En su contenido de miner11l es, ·son similareR a -­

los leucocitos, y difieren del plasma san,rulneo y de los gl!_ 

bulofl rojos. LRR pla1111etes del cahAJlo ei;itiin compuestas de -

protelna (6<JJ' o más de peso seco) y llpidos (15">, de las -­

cuales más de la mitad ea cefalina. La plaqueta ea el princ,! 

pal por:tador de 18 histamina flAr,:ulnee en el corejo. La pro­

pie.dad más signi ficetiva de estos corriisculol!'! es lit rapidez 

con la que se aglutinan. E11to, junto con su subRPcuente dia,2. 

lución, es probablement.e un11 part• de sus funciones. Por su 

propiedad de a,:lut_inarse, sellan rtirecta111ente el va.-o san,:u!, 

neo lesionado (trombo hlRnco); al liberar tromboplastina, iP 

nician la coa~ulaci~n. ExiRte también evidencia de ~ue libe­

ran sustancias vasocor,strictoraR que inducen a la contr11c ... -­

ción de vasos Yecinos no lPsio1111dos v proh11blemente contrib,! 

yen a la contrección de los lesior,ados. 1~ ar,regación de lAs 

plaquetas in vitro se favorece por soluciones coloidales, C!, 

mola ~el11tina, peptona, lecitina, etc., y se impide por el 

oxalato y el citrato. Se ha observado qne los anticoa,:ulan­

tes que actúan in vivo, taleR como la heparin11 y el noviru-­

din, previenen la a~egación de las plaquetaP. 

Ji.:l cambio que sufren las plAquetaR, al entrAl" en 

contacto con una superficie extrafia mojahle, se puede compa-
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rar con el incremento pro,:resivo, en .el área ocur .. da por una 

,:ota de agua cunndo ee deposita en una piedra preseutando u­

na sobredilatación y ruptura. Se ha obeervado también en -­

prep11raciones con gota colgante, que cambian primero al per­

der su refractibilidad, haciéndose obscur"a y opaca• e indis­

tintas. Aparecen gránulos en el centro, la periferia se hin­

cha y la aemhrana desaparece ~radualmente. Algunas de las 

plaquetas pueden formar procesos del tipo flagelar que se 

pueden romper. (6) 

d) ORIGEN DE LAS PLMimrr.\S. 

En la actualidad se acepta que lee plaqt•etaa se ori­

ginan en la fracción de la aédula ósea de donde proceden loa 

aegacarioc"itoa. 

En estado de equilibrio,cada megacariocito que madu­

ra en la aédula Óaea,ha de auatitu1rae por una célula proce­

der,te de una reeerva de célulfia tronco,orientadae y morfologi­

camente indiferenciadas. Culllldo esta nueva célula puede reco­

nocerse coao MEGACAQIORLAST0 1ha perdido ya la capacidad de di­

vidirse en células hijas. Sin e•bargo,proaigue la slnteaie de 

DNA y su núcleo se divide para dar lugar al PROMEGACARIOCITO 

multinucleado,con 2,4,8,16 ó, rara vez 32 núcleo• y citopla•­

.. baaófilo. Tras este periodo de diviai&n nuclear, el cito­

plasma aumenta, pierde su baaofilia y desarrolla gránulos,•• 

decir,la célula ae convierte en -gacariocito madura. Luego 

el citoplaa111& se fragmenta para for•r plaquetas,y el núcleo 

desnudo del megacariocito ea eliminado por célula• reticulo­

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

diaa. 
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Cuanto•• n6cleoa posee un megacariocito, tanto•­

yor cantidad de citoplasma acumula y úa plaqueta• puede for-
. 

aar. Por conaiguiente, la producción de plaqueta• puede in -

creaentarae de do• formaa: 

1. Por auaento del n6aero total de megaceriocitoa. 

2. Por aumento de lu diviaionea nucleares en ceda 

aegacariocito en particular. (7) 

e) MEGA~ARIOCI'l'OS. 

latas célula• producen laa plaqueta• aanguineaa.­

~ormalmente comprend•n aproxi•dam~nte el 0.5 por 10~ de laa 

célula• nucleadas de la médula ósea; también puede encontrár­

Hlaa en el pulmón y el hazo. Son células muy grandea (35 a 

70 micras) de forma irregular, con un grupo central de n6-­

cleos grande•, unido• en fol'IIIII de anillo lobulado que parece 

un racimo de globoa. ID loa aepcarioblaatoa úa pequeños de 

núcleo único, que comprenden del 1 al 15 ~ de laa células ,1-
gar.tes de la aédula Ósea donde hay nucle6loa. El citoplaslll8 

ea abundante, gria p6Udo, con mucboa gránulo• acidÓfiloa -­

•111' f'inoa. Loa aegacariocitoa introducen pseudópodo11 cito-­

pl'•~icoa entre la• célula• de la pared de loa ainuaoidea 

aangalneoa de la médula. Eatoa paeudÓpodoa se separan del 

reato de la célula y ae tranaforman en plaqueta• librea en 

el pla~• sanguineo. (8) 
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f) DISTRIBUCIOK, SUPERVn'ENCIA Y DE.STRUCCION. 

La plaqueta permAnece dentro del sistema vascular y 

no se encuentra en los ll')uidos extracelulares. Aproximada-­

mente el Bo,4 de loJs tromhocitos permanecen en circulación y 

el 2~ se encuentran concentr]lldas en el bAzo. I,as plaquet11s 

se mueven lihre111ente entre ambos comp,-rtimento~. Cuando exi! 

te gran eeplenoaegalia, la distribución se modifica, y a ve­

ces hasta el ~O% de los trombocitos se concentran en el bazo. 

Por una raz6n desconocida, la producción de la médul11 Ósea -

no aumenta lo bast,mte para compensar éste desplaza1111 ento, y 

se origina une trombocitopenia moderada (trombocitopenia hi­

peresplénj.ca). 

Las plaquetas envejecidas probablemente Re eliminan 

por la~ céltilas reticuloendoteliales del bazo y del hf~ado y 

las lesionadas, pueden eliminarse primeramente en el bazo, -

de modo Bimultáneo en el bazo e hí~ado o sobre todo e.n el hi 

l!'ado, según los cAsos. 

LA MEDULA OSEA NO conIEJ\IF. '?ESERVA JlE PL~1UETAS. Si 

por wlgnna razón la mayorta de las plaquetas circnlar,tes se 

destruyen o pierden, la trombocitopenia resultante per~iste 

durante varios df11s antes de ~ue se sintetice una cifra sufi 

ciente de plaquetas para corregirla. (9) 

J.as primeras plaquetas se adhieren al col;;l!'eno, pe­

ro la inmensa mayorta de ellas han de fijarse entre si para 

formar la masa principal ~el trombo. Este segundo proceso -
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(la adherencia mutua de las plar¡u~t,.s) Re llama AG'tEGJ.CJON -­

PI .. M!U!T.l\l?IA, aue no hit .te confundirse con la AGJ.r1T:r..Ar.1011· PI.,! 

~UF.TAqTA, que es el arracimamiento de 1Ba pla~uetas provocado 

por un anticuerpo pbquetario. ( 10) 

El descubrimiento de que el ADP aj!;rega a las plaque­

tas ha Pido un gran paso para la comprensión de J,. función -­

plaquetaria. El ADP es eficaz en concentraciones bajas (meno­

res de 1.0 micromicras) que_pueden obtenerse in vivo de•~~­

dios endó,renos en las planuetas. El }DP puede obtenerse tB•-­

bién de los eritrocitos. Debido a la dificul•ad en llevar a -

c11bo estudios in vivo de la aue,r11ción plaqnetaria, la mayo.­

ria de los estudios se han realizado in vitro, utilizando --­

plasm11s ricoP en p~ar¡,~tBs prepar11dos de sangre citratada. Se 

rertuiere de Calcio ionhado para 111 a,:re,.ación de las plllque­

'tas del culll hay más que suficiente en el plaslllB citratedo, -

para permitir el proceso de a,rre~ación. 

La agregación requiere del contacto entre las plaqu!. 

tas y es necesario mer.clBr el plasma rico en plao11etas en es­

tos experimentos. El plas1111 rico en pler¡uetas es obviamente~ 

un m11teriel no fisiológico y le interpretación de estudios -­

realizados in vitro deben ser hechas con precaución, porque -

pueden haberse introducido artefactos. Con el AnP deperidiendo 

de la concentración ntiliP.ade, la a,rree:eción puede ser rever­

sible y ocurrir en dos fases o ser irreversible; con bajas -­

concentraciones de APP, hay una a,rre,:ación reversible con una 

desviación inicial de descenso, del re~istrRdor, sep;nido por 

un re,:reso de la densidad Óptica. Esta fese de a,rre~ación pl! 
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quetaria produce cambio• en la fonaa de diaco de la• plaque­

tu a eafera• alargada• y a una formación de pequl'flo• agrega­

doe. Con concentraciones aayorea de ADP (1.0 micromicra), se 

obaerYa una curva bifásica, ~eguida de una caida inicial en 

la densidad Óptica; hay un regreeo hacia la linea baae, y -­

deapuéa un segundo deacenao en la densidad Óptica, indicando 

la extenaión de la agregación, y por último su terminAción. 

Con cencentracione• aayore• de ADP (5.0 aicroaicrae), la a-­

gregacióa ocurre únicamente en una faae y es aarcada y pro -

longada. 

Cuando•• observa la agre~ación bifásica, la segun­

da fa•• va acompañada de una liberación de ADP endógeno,••­

rotonina y factor 4 plaquetario, y por una degranulación pla­

quetaria. Bstoa caabio• no preceden a la eegunda faae, pero 

la acoapañan, eugiriendo que la eegunda gota en la densidad 

Óptica represente contracción de loa agregados, aal collO de 

la agregación renovada. La reacción requiere de una tempera­

tura sobre aoºc y alrededor de 37°c como Óptiaa. El contacto 

entre laa plaqueta• es también importante en la liberación 

de ADP endógeno y aerotonina. Cualquier coea ~ue prevenga la 

agregación inducida por ADP previene la liberación inducida 

de ADP del ADP endógeno y de serotonina. 

o Aunque a temperaturas aenore• de 30 C y en algunua 

ejemplos de plaeaas ricos en, plaqueta• de individuos norma-­

lea,•• observa una agregaci6n reversible con la adición de 

.&DP en una concentración qu, generalmente provoca una rea-­

puesta bifásica, y conceatracionea aayores provocen una ur-
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cada agregación pero no la liberación. 

De las numerosas teorlas hechas para explicar la a­

gregación de lae plar¡uetas por ADP, ningnna es generalmente 

aceptRda, y f'l mecanismo molecular que lleva a la liberación 

de los constituyentes plaquetarios es desconocido. El ADP •• .. 

cansa rápida111ente que las plaf1uetas pierdan su carl'cterhti­

aa ·'.911 fonaa de disco, probllblemente sin provocar que se hin­

cha. El efecto es reversible, y es evitado por la adenb,ina. 

El ADP por sí mismo no es incorporado a los a~regados plaqu! 

tarios. La a~re~ación inducida por ADP se previene al blo--­

quear la ~licolisis, la fosforilación oxidativa, pero no si 

se bloquea sola111ente una de ellas. También se inhihe por la 

adenosina y por al~unos otros compuestos, muchos de loa cua­

les también son vasodilatadores. La prosta~landina E es la -

más potentf' de éstas; las drogas pueden tener •nor efecto -

in vivo que in vitro. ~ay una gran evidencia de que muchos 

de los inbibjdores act6an al elevarse los niveles del AMP et 

clico de las plaquetas. Los mercuriales y otros químicos que 

reaccionan. con grupos sulfttidrilos son también inhibidores .. 

de la a,re,ación plaquetaria. 

El papel de los constituyentes del plasma en la a-­

~regación inducida por ADP o en la liberación de éste es obs 

cur11, porque el aJ1ticoa,:ulante inicial, la temperatura y la 

co111posici6n del ltquido de J1111spen,ión,afectan la respuesta -

al ADP de las ·plaquetas lavadas, probablemente por'lue alte •• 

ran las proteínas del r,las11f! retenida" en 11u surerfhrie • .i'l­

gunas preparaciones de pla~uetas hU1111tnas lavadas a~regan con 
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ADP y Calcio, solamente cuando se les he suspendido en llqu! 

do qn• contenga una baja concentración de fibrinóe:eno. F.l -­

ples• de un paciente con fibrinogenemia congénita general-­

mente contiene· .. unos cuanto11J 11iligramos de fibrinó~eno por --

100 1111; ~sta cantidad aparentemente es adecuada para permi-­

tir riue las plaquetas que se BUllpendan en su propio pbsma,­

puedan agregarae noraalmente con concentraciones altas de~~ 

ADP, pero no con concentraciones bajas. (11) 

a) PUSIBII PJPEL DE J..A TIIDMDOSTENINA. 

Las plaquetas (y también otras células, por ejemplo 

hematles y células endotelieles) contienen una prote!na con­

trÁctil lla•da TROMBOSTENiiA, que, al parecer, es idéntica 

a la actomicina que se encuentra en las células del m6sculo 

liso. La trombostenina quizá intervenga en la a~reración i,­
ducida por ADP, pues 1) la trombostenina contribuye al mant! 

nimier.to de la forma normal en disco de la plaquetas circu-­

lantes; É>stas, antes de agreg11rse to•n en 111,:ar de la foru 

de disco una forma ovalada, 2) la trombostenina se ha demos­

trado en la membrana plaouetaria y, por consiguiente, podrb 

par~ici))flr en una reacci6n de la membrana y, 3) la trombost! 

nina es una ATP-asa y por esto se sabe riue ejerce una acción 

mutua con los nucleótidos de la pdenina. (12) 

b) (lTR0S AG~'TES AGREGAN'P,S. 

Además del ADP., in vitro.se han hecho numerosos es-
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tudioFI de comr,ueHto,_ tJue t,1111 itemol'ltr11do 11ue rirovo<~1u1 arreira­

ci6n en hu~ pl11'1ue-tas. Estos atrente111 al!'rerentes nuPiler. divi­

dirse en tres e:rupos reneralPs: 

1) ~ateri11le111 perticul11re11, talP.S ~omo 1" col~,:ena, 

la r11m111a ~lobulin11 11vrP.~ada, y comple,ios de ,,,,t{ ,:eno ,mti-­

cuerpo. La fibrina no induce a la a,rre,raci6n, nt>ro 111 11rree;a­

ci6n 111{ es inducida por le fibrina y,oli111~riz11da p.'ircialmente 

y co111plejos 111olubles del monómero de fibrina con los produc­

tos de· dire111ti~n fibrinolltica. 

2) Al~unas enzimas nroteollticas tale111 como la trnm -

bin11, la trip111in11 y eoulll11s de a) ruros VPnenos de víbore111, 

3) 4ainas biorénicas tales como la serotoninr, y la 

eniriefrina. (13) 

Esº"" proteina de neso anlecnler elev11do, po11ihle­

me11te ma;\'or ,te 1,000,000, e-1 f11ctor V!IJ no ¡,;e absorbe cnn 

AI.(OJ!) 3,easo4 etc. y está am•e1•te f'n t>l !'luero. Aunnue ei;d 

presente en pla,a1ma tratado con Al.(f'f') ~· De eAta 111ariera la de­

ficiPncia de factor VIII será demostrada en el re11ctivo de 

pb,a1ma i,bsorhidn utilizado en la prueba rte ireneración de troa­

boplastina. En los procedimiPntos de freccionamiento se se-­

para con el fihrinó~eno, pero el fihrinó~eno y el factnr VIII 

pueden separarse uno del otro 'flor una electroforesis de co-­

rrier,te continua. La sustancia es 111uy irieoi,teble en tod11s les 

condiciories, sin emhar~o al11:unaF1 preparacior·es, en rmrticu-­

ler las de san~re ariimal nueden al111acenarse sin pérdida de su. 
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aetividfld en un Pl'ltftdo de cone;elación durfl1,te años, " nna tem­

peraturR de - 20°c. F..n· el plRsma se pi ercle un 20 % de su acti­

vidad, al almacenarse durantP. 24 horas a 4°c. 

Su act ividAd clPFlB!>:,rece dura11te la coRirulación y es 

deFtruíct. rnpirl•mente por la tromhina ~ por la"' enzimas r,ro­

teol Í ticas. La deficiencia con~énita del factor VIII produ-­

ce la hemofÍlifi. 

c} "1EDICJON DE LA ACTTVJDAO OEJ. FACTO~ vrn. 

~xi111ten dos mitodos para merlir Ja actividad del fac-

tor VIII. 

El mitodo rle u11a etanR, y el de dos etapas, e~te Úl­

timo, ful- el Pmplendo para rea] bar p111te trabajo y eRtá ha11a­

do en la prueba rle ~eneración de tromboplaetina. 

En P.111te "'iF1te11111 rlP prueha. J.as cti 1 ucior,e111 ele la mues­

tra prohlPma, se comparan con un 11ormal, para ver la habili-­

dad ""e tienen para foni1ar el activactor intrlnsc>co de protro111-

hina. 

Ambos 111étoctos dan re,1111 t11dos si111i larP"', el orirnero 

e"' m~"' simple que el Regundo, Flin c>mhRriro Pste Último, por 

P.Ptudiol'l comparativos reRlizarioF, se ~a encontrado más PXac­

to. (14) 

b) TE..'ITtr.O NORMAi. PARA ET, El'IS~VO OEt. 'PACTOFl VTJI. 

Está bien e111tabJPcido, que ~l rango de variación pa­

ra el f11ctor VIII, en pPrFon11s nonnflles,se encuentra Pnt.re 50 
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200 % y en un principio el nivel de factor VIII en un indivi-

duo permanece casi coPstaote. Puede presentar m11rcadas fluc­

tuaciones de tiempo en tiempo. Por lo tanto no es apropiado 

utilizar como testl~o de referencia una sola muestra normal, 

aunc,ue el nivel de factor VIIJ de un individuo haya sido me­

dido en varias ocasiones. 

txiaten cuatro posibilidades en la selección de un 

testigo adecuado de factor VIII. 

t. Un pool (me,icla) de plai:;m,,s normales. Un pool pe­

queño rrobablemente de aeia muestras frescas normales, pue-­

den utilir.arse con razonBhle precisión, pero no es convenien­

te el san~rar diariamente este número de donadores p~ra este 

propósito. 

2. Un pool mayor de 20 a 30 muestra• de plaPma nor­

mal, puede almacenarse congelado a - 4o0c en pequeñ~a alícuo­

tas y ~escon~elarse diariamente. Pero el factor VIII no eF 

muy estable en pla~ma congelado y ést• perder6 una cantidad 

•dgnificativa de 11ctividad durante el 11lmacenamiP1-to, enarte 

de la const11nte pérdida de actividad alrededor del 20 %, oca­

aionada por el congela~iento y descon~elamiento del pla~ma. 

3. Un pool mayor de plasma nol'lllal, puede ser lio--

• o filizado, en cantidades de 0.5 ml o 1 ml y 11laacer.arRe a -40 

C. La actividad de factor VIII en plasma liofilizado es con• 

Piderablemente mÁs PAtahJe que en PI plasma con,elado. 

4. El uso de un co~centredo de factor VIII humano o 

de oríe:en onim.,l liofilizado, en ali'cuot.aR o en vol11111en que 
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que se reconstituye para su uso, y diluido en rlasma hemofl-

lico. 

La Dra. Big~s, (Directora del CPntro de "emofilia en 

Oxford) ha utilir.ado este Último métorfo désde hace 10-15 años 

con huenos reRultados. Se ha ellcontrado r¡ue las preparacio ... -­

nes de factor VIII bovino liofilizado y almacenada11 a - 20°c 

retienen su actividad en ténninos de plasma normal fresco ror 

un lapso de. 10 años. 

RecieLtemente t1e ha demostrado (Ban~ham et al,1970), 

por medio de estudios de de~radaci6n acelerada, nue la pirdi­

da de factor VIII en un concentrado humano liofili~ado, al al-

o . 
ucenarse a - 20 Ces de 0.1 % al año. 

El pool mayor de plAsma humano con amortiguador, lio­

fiJ hado y lllmacenado en cantidades de 1 lnl y a - 20°c o me-­

noP,es un buen testigo p:!ra el lahoratorio durante 1-2 año11 

con poco deterioro. (15) 

, 
J..a unidad original de factor ·VIII como se definir> en 

Oxford, es la actividad en 1 mg de una preraración seca de glo­

bulina antihemofllica bovina el' particular (Bi,:,:s et al,1955). 

Esta unidad fué equivPlente a la actividAd en aproximadamente 

4 111 de plasma fres~o normal. Ahora 11ue la unidad de Activi-­

dad est& relacionada con el t~atamiento de los enfermos, la 
I. - • 

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

plasma promedio normal, (como.se recolP.cta en el laboratorio), 
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obteniéndolo al agregarse 9 al de aangre a t ml de citrato de 

aodio al 3. 8 ~. (16) 

d) METODO DE LAS DOS ET~PAS PARA EL FACTOR VIII. 

11 aétodo de la• doa etapas, consiate, de una etapa 

de preincubación, donde•• fo1'118 el factor X activado, al in­

cubar dilucione• de la aueatra problema o del pla-a normal 

con: euero, factor V, foafolipido proveniente de tromboplaeti­

na y clorur.o de calcio; deapuée de incubar eata •ezcla, sepa­

aa a un tubo que contiene cloruro de calcio; cur.ndo ae ha al­

canzado una •••eta de activid,id, ea decir, cu.ando el activa• 

dor de protroabina eatá presente en cada uno de loa tuboa, 

finalmente ae le adiciona un plasma sustrato normal, regiatran­

doae el tiempo et.e coagulación. Cuando todos loa factorea de coa­

gulación, aenoa el factor VIII eatán en exceao, se considera 

que el tieapo de coagulación del plasma sustr•to y en conae­

cue~cia la cantidad formada de factor X activado, ea propor­

cional a la cantidad o concentración del factor VIII en plae-

• normal o en la muestra pro~leu. La presencia de interae­

diarioa activos, puede acortar ligeramente el tieapo en que 

ocurre la aeaeta del úximo de factor X activado, y en for-

aa siailar, la presencia de un inhibidor del tipo observado 

en el ur.s, puede prolongar el tieapo en el •1ue se forma la 

meseta, de actividad máxima¡ 1~ cantidad exacta de factor X 

activado no ea afect;·rla facilmente por cualquiera de esto• 

doa hechoa. l'or lo tanto, en. te~ria, el enaayo de d.os etapas 

es aáa preciRO que el eneayo de una etapa. 
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DIAGRAMA REPRESENTATIVO PARA El ENSAYO EN 

DOS ETAPAS DE EL FACTOP VIII 

MEZCLA DE RE~CTJVOS 

XII 

incuhBciÓr, XI 

10-25 seg. IX 

VUI 

X 

X11 

inc11h11ción + 

15-30 seg. 

IV. C!lJOP!?!".r.Jr'IT •!'O. 

V 

II 

I 

PRIMCRA E.TAPA 

S!GllNDA ETAPA 

(17) 

El mét.odo m~s simple pera su obtenc- t·ñr, se ded11l'e ifp 

la ohservnción ile que t'uando el ~lasma congelado se descon~e-

111 11 um1 tPmper,ofnr11 baja (O-f\0 r.) 1 una requt-iin cantidad de 

11111tPri11l ,:"el11tintJ1110 que coritiene t!n ex~t>so hai=t.a 1111 3" !fe la11 

protefn1111 riel plaA•A, pPrm11net'e ~in disolveri=P. Se i=upo ror el 

tr111>11.io lf• Ware, Guest y f.ee,:er11 ( 1947\ 'lllt' este 1r,-terial co"­

t i•ne una alta cantidad d•l fibrin~gt-ro del pJaF~a ort,111al. 

Brinkhon,; (1954),efil"II~ que t'ontería P)INI rte At'tividAd ile fec-
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tor VIII y "'l' :refirió a 111 v.lohnl iN• rirtihP111of{, Ü'fl <'nrio unEI 

crioglobnlina. En base,. esta observ11ción 1 Fle ir,.truiá" las 

perl!'onaF. 111•e desconge l1thrtn el p lbsma f rt:sco c.on,:e l 11do pRra 

que "estuvieran seguros 'llle la crioglob11Iina '"e di,.olvi•r" 

P.Or111e contiene a l~o de ln gln'hnlina 1>ntihe111ofl 1.ic1t". 

Pero fué 18 nr11. Jndith Pool y r.ole11:11s (Pool y Ro­

hinson 1959; Pool 1 ,Tersh~old y PApp•11hA,Pn 1 1964; Pool y Sho­

nnon, 1965) lA '!t•e encontró '1Ue 111 c;Jf'tidaft lle factor VIII 

cnncentrec'to t"n esta fracciJin ( 11nl' elJ11 llamó 11crfoprecipi­

tAdo11)1 era lo ,auficientemt>nte fllt.o co'llo rara per,111.t.ir •l de­

snrrollo rle un 111étodo J>P.ra la Jlroducción c'te fr.ctor VIII con­

centrarlo y 11arcial111ente '!'lUro1 para llevarse a cabo •n ur 111-

borntnrio i'e nn ho,apital o en un certro ne trrmsf11sión. ( 18) 

El crioprecipitfldo rico t-n factor VITI obttanido efe 

nn soln don11dor, es 18 fr11cciÓ11 ftpl plr•~ma 1111f> se re-curP.rfl 

J)f'r certrifn,:ación 111 descomrel11r a 4°C el plP"'fflfl frel!lco 

cor,gel ttdo, rrovpr,iente de una hnlRa aproximPd11•,erte de 500 ml 

de Rarurre. EF1te material se al111aNma rn eflt1u'lo fte corl!'elación 

a - 20°c y ~e P1anti,me en reserva '!'lara uso futuro. 

El criopreci'!'lit,.do contiene Plrf'rledor del fi6 ~ de 

la ~lobulina ori~inal del factor VIJI en mPnos del 3 ~ del 

vol(r~en orh:inal del plllRIIIB. El crioprecinitai'o es una fuen­

te de RlmRcenamiento del f~ctor VIJI 1 útil en el tratRmiento 

de la deficiencia de e11te factor ( cllisico 1u1cipr:te he1ROflli­

co) y ha demostrAdo su eficRcia en el tratamiento rle otras 

enfei'medades como la de Vnn ~illebrRnd. El crioprecipitado 1 

debe administrarRe cuando se prPRenta la primera sefial de he-
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110rragia. 

Eate preparado contiene una pequeña cantid~d de fi­

brinógeno, pero ningúno de loa otros fnctorea de la coagula­

ción, ae encuentra •n cantidadea apreciablea. 

i.. baja concentración de i:,roteina y el ¡,equeño volu­

•en de estll preparación, per1111ite, aplicar una terapi.a sosteni­

da e intenaiva. 

Cada bolsa de crioprecipitado rico en factor VIII, 

+ contiene cerca de 130 (128 - S8) unidedea de crioprecipitado, 

dependiendo esto de la actividad original en el plasma del do­

nador. Se define una unidad, como la cantidad de material ne­

ceaario para aumr.ntar la actividad de 100 •l de pldsma defi­

ciente en 1 "' o como la activid.¡,d presente 11n 1 ml de plaa­

u freaco normal. (19) 

a) DF.sCRIPCIOtv OEL MF.T<'OO PA'IA LA OBTFJ-CJON DE FACTOR VIII D 

BOLSA DE PLASTJCO DURANTE TODO EL PQOr.EJ>JMl'P.tTO. 

El método fué descrito cnn detalle por Pool y Sbannon 

(1965). 

Se recolecta la sangre en una bolaa que conten,;a ACD 

de un juego eatandar·de doa bolsa• co~ la• debida• precaucio­

nea,·se hace un cuidadoso mezcladn con el ~nticoagulhnte, tan 

pronto coao sea posible, f.118 centrifuga la s¡uigre y el plaema 

ea pasado a la bolsa aaté.J.ite. La pr•paración del crioprecipi­

tAdo se realiza al congelar. el plasma a una temperatura baja 

de - 30°c por inmersión en una mezcla de etanol-C02 , utilizan­

do una bolea de protección para evitar la difu•iÓn del etanol 
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a través de la bolsa de plf.stico. Par11 este propósito se uti­

liza una charola~ El plasma congelado i=e de11con,i:ela en un cuar­

to frío ( ! 4°C) Rin permitir que la te111peratura i;ie eleve a 

más de eºc. El crioprecipitado Re separa por centrifug11ci&n a 

o 
4 C, durante 15 minutos A 5 1000 G. El plasma 11obren,.dante se 

deshecha de la bolsa, dejando atr~s la pequeña cantidad de crío­

precipitado gelatinoso. Al menos que se requiera para uso in-

11ediato, el crioprecipitado se almacena a nna temperatura de 

- 30°C. P8TA prepar11r_un11 dosia, se disuelve., cada uno de los 

crioprecipitados requeridos P.n 10-20 ml de salina cit.ratPria es­

téril y SP calient11 a una temoerat11ra 1111e no St>a mayor de aoºc. 

(20) 

b) PREPARACION DE CRJOPR&CIPITADOR. METOOO REALJZ.AOO DI El, 

BANCO CENTRAL DE SANGRE. DEL CENTRO M!'DICO NACIONAi,~ 

t. ProcedimiPnto de obtención del crioprecipitado. 

a) Tou de la sal",rre en Anticoagulante ACD '! ~n bol­

sa doble (Bolsang JD-2M Fenwall). Debe tenerfle especifll cuida­

do en que la •ezc.-la sangre-anticoae:11bntP sea lo mRs pprfecta 

posible !)f.lra evi ter la for,r,ación de pequeños coá!!'lllos nue a­

fectarí11n la producción fim1J de fllctor VIII. Eri cuan~o 111 11n­

ticoagulante, debe preferirse el ACD sobre CPD. J.C. Pool ha 

observado pirdida de actividad en los crioprecioitados obte-

n idos de plaBma CPJ', desymea- de 6 meses rie t·on11t>rvac i~n a -20° 

e, <21,22,23) 

t•l0r. B6ctor Rodr1guez Moyado.; Dr. José Antonio Uribe Cortéa.­
PREPARACION DE cqJOPRfJCIPITADOS.- México,D.F. 1973. 
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h. Centrifu,ación de la s,w"re durante 20 minutos 

a 3500 r_.p.&1. ó 6 minutos a 4800 r.p.m. a + 4°c. De preferen­

cia la centrifugación debe hacerse lo más pronto posible des-
, 

pues de la toma de RAn~e: si t"~to no es posible, se reco--

mienda que no transcurran más de 6 hor11s y la s .. tn,rre debe man­

tPnPrse en refri~eración. Después ~e 1@ horas a 4°C,se ha re­

portado una pérdida de 20" de 11ctividad de factor VIII (24) 

Con objeto de reducir la contaminación del plasma con glóbu­

los rojos, es recomPndahle "plicnr una ,;rapa en el tubo de ex­

tracción en el sitio cercano a su implantación en la bol~a; 

esto impedirá el paso de eritrocitos hacia la holsa matrir., 

durante la separacilin rlel plasma. 

c. Separación del plaRma en la bolsa tra11sfer. ER 

importante no p11sar el máximo del plasma sino llenar la bol­

ª"' a 3/4 de su capacidad para evitar el rompimiento de las;. 

mismas dnr,mte lR conrelación, esto favorecerá i,rualmentp la 

menor contaminación del plasma con eritrocitos. 

d. Con~elaci6n r¡pida del plasma. ~n la ~ezcla hielo 

seco-acetona ó etanol-hielo seco. Nosotros 1Jsamos la primera 

mezcla. Se recomienda iniciar la congelación de los plaS1118s 

cuando se ha obter-ido un buen enfriamiento de la me~cla y se­

guir agregando t:rozos cte hielo seco t'n cuanto dej11 de burbu­

jear. El tiempo de congelación recomendado es VPriable. Et? 

algunos sitios, con etanol-hielo PPco, con~elan el pl~~ma du-
' 

rente 20-30 :tiint•tos. Nosotro11 con hielo seco y acPtona ob111er­

vamos qt•e 10 a 12 111inutos .son e11fici.-11te111 para unA h••ena cnn­

,.el11ción y se reduce la frecu~ncia de roturarle bolse111. 
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) D 1 • 1 oc. Esto se e esconge acion enttt del plmsma a 4 

obtiene en 20 a 24 horas. Existe un mltodo r,pido de descon-

gelaci&n a eºc dur~nte 90 minutus (25), que nosotros no he-

mos utilizado, aun~ue en t;rnainos de producción de fector VIII 

no hay diferencia significntiva entre a~bos •~todos. 6in em­

bargo el menor consulllO de tieapo en la preparación de los crio­

precipitados, es una Yentaja importar.te que debe~os co1siderar. 

t) Centrifugación del ple ... descon~eledo durante 20 

minutos a 3500 r.p.11·. l&i no se separa la bolsa sat,lite, el 

pla•• puede regresarse al concentrado de globulos rojos. En 

la bolsa satllite quedarle una austancia blanquecina: es el 

crioprecipitado rico en factor VIII con ,una parte del fibri­

n&geno plasmático. 

g) Alucenaaiento del crioprecipitado. No hay un a­

cuerdo un6oi• respecto a la te•p!ratura del eluceuamiento. 

o o Se han utili&ado teaperaturas variables: entre - 18 C y• 90 e 

las a&a comunmente uaadas son entre - 20°c y - 30°c. (26) 

h) estabilidad en el almacenamiento. LiJ experiencia 

reportada es en el sentido de que despu¡s de 2 años a - 20°c 

DO se ha observado p6rdida de actiYidad 1~ VITRO, aunque ha 

sido ida dificil de disolver. (26) 

2. Manejo del crioprecipitado ante• de su aplicaci~n. • 

a) desconplaciin de~ crioprecipitado. Se lleva a 

cabo a teaperatura. ambiente y sé puede acelerar dej6ndolo u­

nos minuto& a 37°c. 

b) Reconatituci6n con aolución aalina, 10-20 ml. por 
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bolsa. En la práctica, se acostumbra co1;ectar una bolsa tra1.s­

fer con cepacidHd de 300 ml. (bosan~ transfer T-A 1 Fenwall) 

a un frasco de solución aalina P.atiril y pasHr a aquélla la 

cantidad calculada de acuerdo con el número de crioprecipita­

dos y transvaaarla a cada uno de los crfoprecipitadoa auceai­

vaaer,te, de 111unera que al final, en la boaa tr11nsfer, quedan 

todos los crioprecipitadoa y la mezcla está diapordble para 

au aplicación. La Dra. Pool actualmente realiza la •ezcla de 

los crioprecipitadoa en un fraeco vacío al vacío y 1J1e11ciona 

buen resultado en cui..nto a que reduce plrdida de factor VIII 

en 198 bolsas que lo contienen. Considera que si no se tiene 

buen cuidf,do en eate paso, puede perderse hasta 10 ~ de acti­

vidad. Algt•noa lRvan las bolsa• ct•n salina citratads para re­

cuperar el remanente. 

Estabilidad del crioprecipitado reco11atituldo. Ea •UJ buena, 

ae han reportado, por autores diversos, tiempos como loa ai­

gui,rntes: 4 dlaa a 4°C, 24 horas a temperatura ambiente y 3 

horn~ a 37°c, sin pérdida de actividad. (27) 

Velocidad de administración. En general ae administra lenta­

•ente, en 20 a 30 minutos ya que con la administración rápida 

ae han reportado algunas complicaciones (1Ue han consistido 

fundamentalmente en dolor, calor, enrojecimiento en el ·tra -

yecto venoso y en un caao, fiebre, pulso rápido y achock. (2~) 

Máa comu11111ente la administración de loa crioprecipi­

tadoa ae ha hecho en forma intermitentP, dependiendd la fre-
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cuencia de la respueFta cllnica y de lus resultados fe labo­

ratorio. 

PREPARACION IJEL CRIOPRECil-·ITAOO 

SANGRE - .ACD (BOLSA DOBLE) 

C~TRU'UGACION 20 'A 3500 r.p ••• A+ 4°c 

SEPARACIOfll DEL PLASMA 

CONGELACION RAPIDA DEL PL.AS~ A - 7o0 c ( 10 1 ) 

(hielo seco+ acetona) 

DESCONGELACION LJi'.J\TA DEL PLASMA A+ 4oC 
(20-24 horas) 

SEPARACICN ))EL PLASMA SOBRBNADAl'iTE 

HACIA LA BOLSA MATRIZ 

CON ERITROCITOS 

HACIA UNA HCLSA TRANS­

FBR PARA UTILIZACION 

POSTZRIOR 

CRIOPRECIPITAOO RICO ~N FACTOR VIII 

AUUCEN.AMIF..NTO A - 20ºc ó·- soºc 
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V. UTILIDAD CLI~IC.A DE LAS FRACCIONl!'.S DE I..A SANGRE HUMAN.A 

PQEPA~DAS EN EL BA1'a> DE SANGRE 11CSPITA1.ARJO. (27) 

PRODUCTO Y PRESJ!:NT.A• 

CIOl 

1. Plaa11a freaco (congela­
do): bolsas de aproxilllada­
aente 250 111. 

2. Plaaaa rico en plaque­
tas: bolsas de aproximada­
mente 150 •l• 

3. Concentrado plaquetario 
bolsa• de 300 •l de capa-­
cidfld que contienen aproxi-
118dallente 215 al. 

4. Concentrado de f. VIII 
(crioprecipitado):bolsaa de 
300 al de capacidad que con­
tienen Pproximadamente 10 ml. 

5. Paquete globular: bolsa• 
de aproximadamente 250 ml. 

COiDIClON CLDICA 

Coagulopatlaa por conauao 
hemofilia A (deficiencia 
de factor VIII). 
Deficiencia de factor v. 
Ripoprotrombineatia (defi­
ciencia del factor II)seve­
ra. 
Otras deficiencias (facto­
res I, VII, IX, X, XIII 1etc. 
Paeudohemofilia (Von Will•­
brand) 

P&-pura trombocitopénica 
"activa". 
Coagulopatla por cona11110. 
Pseudohemofilia. 
Deficiencia funcional pla• 
quetaria 

PGrpura trombocitopénica 
"activa•. 
Deficiencia funcional pla­
quetoria. 

Hemofilia A. 

Paeudoheaofilia. 

Anemia crónica con hipoxia; 
anemia aguda sin bipovole­
mia severa y con beaorra­
gia controlada 
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M A T E R I A L y M E T O D O S 

1. AGREGACION PLAQl'ETARIA IN VITRO (mitodo fotocolorimétrico). 

a) FONDA ~F.~TO. 

El ppel fundame1,tAl de las plaquetas en una persona 

oor11111l,es el de contribulr a detener el aan,i;rado cu1:111do exis­

te lesión en loa vasos sangu{neoa. Ea un elemento importante 

en la hemostasia o suapenaión del aangrado. 

Su contenido en aerotonina, adrenalina y noradrena­

lina1facilita la vaaoconatricción en el lugar de le lesión. 

Ver figúra No. 3. 

Se aglutinan y adhieren en poco tiempo a loa tejido• 

lesionados; después de su ruptura se disuelven y liberan otroa 

factoree qulmicos, coao le cefalina, taabien llamada "trombo• 

plastina de plaquetas". 

Cuando se ha completado la coagulación sangu1nea, 

lae plaquetas contribuyen también a la retracción del co,iulo 

de fibrina. (28) 

Las técnicas para estudiar la operación de las pla-

quetas, o sea ai funcionan o no en la hemostasia aon1 

a) Cuenta de plaquetas. 

b) Adhesividad al vidrio. 

c) Retracción del coAgulo. 

d) Agregación aiaple. 

e) Agregación por el método fotocoloriaétrico. 

El estudio fotocoloriaétrico de la agregación de las 

plaqtaetas se ha facilitado al determinar loa cambios en la 
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tranaaiai&n de la luz a trav,a de un plaaaa rico en plaque-­

tu, deapuia de la adici&n de un agente agregante. 

El plaaaa rico en plaquetas ea opaco, 7a que la• pla• 

quetas deavlan la lus incidente. Conforme la• plaquetas ae a• 

gregan y forman grande• masas, la concentración de plaqueta• 

en el plasma ae reduce fuerteaente y la tran•isi&n de la luz 

se incrementa, ea decir, la densidad Óptica diaminuye. Eatoa 

datoa ,a pueclfln repreaentar en una grltica como densidad &p­

tica y de~• tenerae en cuenta que una diaminución de este va­

lor indica an incremento en la agre1aci&n plaquetaria. (29) 

Su principal aplicaci&n en relación con laa enferae­

dadea ha aido el definir anor•lidadea en la reapueate de la• 

plaquetas al eat1mulo agregante en: 

t. Batadoa trombÓticoa. 

2. Bnferaedad h•orrlgica. 

3. Atribuibllt a la ingeati&n de drog~•• 

4. 'En nuestro eatudio •• ha eapleado coao IIDll 

de doa tlcnicaa para medir la viabilidad funcional plaqueta• 

ria en loa .,pla••• rico• en plaquetas. 

b) MA'l'ERI.AL BMPl,EADO. 

Suatancias: Citrato TriaÓdico. 

Adenia Di Foafa~o 

Dietil Barbiturato de Sodio 

Acido Clorhldrico q.p. 

Reactivoa: Solución de Citrato de Sodio al· 3.8 "· 
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Solución de reserva de ADP. 

Soluci&n a111orti,r11adora de Owren. 

PrepBracion de los reactivos: 

Soluci&n de citrato de sodio al 3.8 ~: 

Citrato TriaÓdico 

Disolver y ~rorar con ~~ua 

destilada c.b.p. 

Soluci&n amortiguadora de Owren: 

Dietil Barbiturato de Sodio 

NaCl 

:N/10 HCl 

3.8 g 

100 al 

1.175 g 

1.467 g 

43 ml 

Aforar a 200 al, ajustar el pH a 7.35 con el HCl al N/10. 

Solución de reserva de ADP: 

ADP 

Ap;ua Destilada 

Soluci6n amortiguadora de Owren 

2.5 g 

5 ml 

5 ml 

Esta solución de reserva rlebe renovarse cada 2-3 me­

ses• ya que se deteriora en una proporción de 1.3 ~almea, 

aún conservandose a temperaturas de - oºc. Las soluciones de 

reserva deben llevarse a un pH de 6.B con UCl y 11:uardarae en 

pequeñas alicuotas congelad~& ~ira prolon,i:ar au activid:·d, se­

llando loa tuhos con parafil• y de inmediato colocadas a una 
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temperatura de - 20°c, alaacenándose haata aer utilizadaa. 

Generalmente las alicuotaa de 0.5 ml son apropiadas para el 

trabajo de un dia en el que se trabajan aproximadamente 25 

curvas. Antes de e•plear la aoluci6n de reserva debe ponerse 

sobre cada alicuota 4.5 ml de la soluci&n amortiguadora de 0-

wren (0.5 + 4.5 ml). 

Aparatos: UD agregÓmetro Bryston model.o AG-2, equi­

pado con un registrador gr5fico de cinta de 5 pulgadas, ro-­

lloa de pape~ especial, Aeldillas, im1nes especiales de dos 

tamaños, unos para agitar 1 •1 de plasma y otros para agitar 

0.5 al, pluma para graficar. 

Material biol6gicoa Se estudiaron 84 plasmas ricos 

en plaquetas, obtenidos y preparados de la siguiente for•• 

Plaau rico en plaquetas obtenido en bol­

sa doble (Bols~ng). 

Plasma rico en plaquetas obtenido en tu­

bo de plástico. 

Plaaaa libre de plaquetas. 

Pla1111111 rico en plaquetas: Obtenido en bolsa de 300 ml 

en el laboratorio de fraccion-ierto del Banco Central de San­

gre del Centro Mldico Nacio11al. 

Las preparaciones de pl~s!'l8 rico en rlaquetas se pro-
' 

cesan a partir de una donaci&n individual de aangre total fres­

ca que se toma en una bolsa doble especial de plAstico en cir­

cuito cerrado, que contiene ACD como ar,t.icoagulante, la cual 
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se coloco en un agitador autontático (AGIT,TOR HFJ40J..AT(Jl?)el 

cual evitará 'lUe la a,mgre se coagule al mezclarle bien con 

el anticoagulante. Esta sangre tarda aproximadamente aedia 

hora en pasar al laboratorio de fraccionamiento, donde se 

le procesa para la obtenci6n de plas111a rico en plaquetas. 

La sangre aal obtenida ae centrifug6 en ceutrlfu-­

gaa (SORVAIJ.. GENE~L PURPOSE RC• 3 automatic refrigerated 

centrifuge), a las siguientes velocidades y tiempos: 

10 1 a 15,)0 r.p.m. 

15 1 a 1500 r.p.m. 

2' a 5000 r.p.m. 

5' a 1000 r.p.a. 

101 a 1000 r.p.m. 

10 1 a 1600 r.p.11. 

Es importnnte dar el tiempo y la• revoluciones de cen­

trifugaci6n a la sangre de acuerdo con la fracci6n que se de-­

sea obtener, para lograr una buena calidad. En la siguiente 

tabla se muestra el tiempo y las revolucione• que debe darse 

a cada fracci6n. 
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CARACBRISTICJS DB TIDIPO Y REVOLUCIONP.8 JlOR MINL"l'O NECf.S.IRI08 

PARA OBTENER LAS DIJ'ERINTU J'RACCIONIS DE SANGR!, COI llü CD• . . 

'l'RIPOGA CON CABEZA' DI 17 ca D& IUDIO. ( 30) 

Producto renlacionea duraci6a G (fuer• 

por ainuto ainutoa u de ge-a-

Yedad 

PLASMA 2820 30 1500 
5147 6 sooo 

(alta velocidad) 

PLASMA RICO J!'.N 
PLAQUETAS 1410 11 a 20 375 

4883 2 4500 
(alta velocidad) 

CONC!'.NTIUDO 

PLAQUETARIO 2820 1& 1500 
4883 4 4500 

(aita Yelocidad) 

PLASMA RICO 
U LEUCOCI'roS 460 20 40 

-

Para calcular la aceleraci&n de una centrltuga ex-5 
preaada en G •• aplica la siguiente t&raula: 1•1,111·10-
1 R¡ en donde R = radio aedio de rotaci&n J 1 • reYolacionee 
por ainuto. 

Deapuee de centrifugada la aangre, ae pasa el plasma 

rico en plaqueta• por aediA de un extractor (Penwall Pl••• 

Extractor) a la bolsa aatllite, ~eniendo cuidado de no dejar 

pasar globuloa rojo·•· Lae boleas con el pbau rico en plaque­

tas ae untienen en -biente est,ril en una caapana de bacte­

riologla (VllCCO) c11,1a temperatura oacil& entre loa 20°c J loa 
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26°c, entes de entregarse para ser utilizados en trarasfuail,n. 

Para :irob~1r la efectividsd de estos pl.,amaa ricos en plariue­

taa se extrajo de cada bolsa, en medio estéril, una cantidad 

aproximada de 2 ml de le siguiente manera: se agitó la bolsa 

con suavidad dura11te un minuto iwra obtener un plasma homogl­

neo rico en plRquetlts¡ ae pinzó el conducto· por donde salió 

el plasma antes de quitarle la grapa de aluminio con la que 
, 

se aell6 anteriormente, quitada esta, ae abre la pinza para 

dar salida al pll:081118 rico en plaq1ietas, y una vez obte11ida la 

cantidad deseada, se v11elve a cerrar •l conducto cor otra 

grapa de aluminio. Cuando las muestras contenl~n grao canti­

dAd de eritrocito& ae centrifugaron a 1000 r.p.a. durante 

5', para retirar el exceao de eritrocitos ya q~e estos obatru­
, 

yen el paso de la luz en el agregometro. 

Plasma rico en plaquetas obtenido en tubos Este plas• 

rico en plaqL•etas se obtiene de loa mismos dor,adores II los 

cuales se les extrae en un tubo de pliatico que contiene 0.5 

al de anticoagulante (Citrato de Sodio al 3.8 ,~> 4.5 ml de aan-
, 

gre, mezclandoae suavemente por inversionea repetida&. Lamer.-

clase centrifuga durante 101 a 1000 r.p.m. 

Plasma libre de plaquetas: Para la obtención de este plas­

ma se tomaron de 4 a 5 pla .. es, empleados para la detel'ftlina­

ci6n de hemoglobina (plasma con E.D.T.A.) ae mezclaron y se 

toaó un vol6men el cual ae centrifu«ó a 3000 r.p.•• durante 

20 minutos y se decantó cuidadosamente para separarlo del bo­

tón de plaquetas. 

Bl agreg;~etro es un instru•ento sensible que actual-
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mente ae eat¡ utilizando para el estudio de la agregación pla­

quetaria en condiciones bajo coDtrol. 

Su principio estA basado en medir los cambios de trans­

aiaión de luz a través de una muestra de plasllia rico en plaque-­

tea o de una suspensión lavada de plaquetas, las cuales se colo• 

can en una cubeta especial, y que al agregarse en respuesta el 

estlnaulo agregante permiten que la trar,smieiÓn de la luz se in­

creaente a travla de la auestra. 11 grado en el cambio de trana­

aisi&n luminosa o de la luz, el cual ea un reflejo del grado de 

agregación plaquetaria, ae registra en un registrador grAfico. 

t. La oscilación ~risontal de la pluma registra­

dora nos indica qae las plaquetas estAn interruapiendo el paso 

del rayo de luz. 

2. Al agregar el eatlmulo puede haber un lapso de 

registro horizontal antca de que exista un incremento en la trans­

miaión de luz de acuerdo con el tipo y concentración del estl-­

mulo eapleado. 

3. Cuando la agregación plaquetaria empieza se 

incrementa la transaisión de luz y la pluma registradora ae dea­

v1a, esto generalmente va seguido de fuertea oscilaciones de la 

pluaa, que nos indica una interrupción intermitente del rayo de 

luz, debido a grandes a~regados plaquetarios. 

c) fllCNICA. 

t. Se conecta el agregJ•etro y el registrador 

gr&fico por separado, a la fu•nte de electricidad. 

a) se hace pasar la corriente poniendo en ON loa in­

terruptorea de POWER y HEATER. 
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b) Re dejan transcurrir 15 a 30 minutos hasta que el 

mllrcador de temper11tura (TE.'tPF.RATl:,RE METFR) indique 37°c. 

e) se calibra la velocidad del motor a 1000 r.p.m. 

en el marcador de velocidad (SPEED MF.'fER). 

d) se gira el control de salida (OUTPUT) una revolu­

ción completa en direcciin contraria a las manecillas del re-

loj. 

e) se enciende el registrador gráfico (STRIP CHART 

REOORDER). 

2. Se ajusta la pluma del registrndor usaNto 

el control ZERO o POSITIO~, a la posición deseada en la linea 

de base. (ger.eralmente con una desviación de 10 %). 

a) ae conecta el agregómetro a la terminal de er.tra­

da (DIPUT) del registrador. 

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

3. Se depositan o.s ml de plasma rico en pla­

quetAa en una celdilla, la cual se coloca en el compartimento 

eapecial del agregÓmetro. 

a) ae avana el control del (OUTPtJT COARSE) un tercio 

de revolución en dirección ele las manecillas del reloj. 

b) ae emplean loe controles (ZEQO COARSE y FIJtiE) pa• 

ra aj,ustar la pluma del agregÓaetro en b misma posición del 

paso 2. 
. 

4. Se pone una muestra de plasma libre de pla-

quetas en ~l compartimento especial del ~~regJmetro. 

a) se usa el (OUTPUT r.oA~,E y FI~E) del a1reg:metro 

para ajustar la pluma del registrador en la .Jxima desviaci~n 
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deseada (usualmente 90 ~ de desviaci~n). 
, 

5. i.o·s controles del agregometro han quedado 

ajuatadoa de esta manera y no deben ser reajustados, a menos 

que ae hayan ejecutado los pasos 2 y 4. 

6. l!intre prueba y prueba ea reco1nN!dable dejar 

algo opaco (un plasma ya estudiado) en el compartimento para 

evitar que la fotoc¡lula ae rompa o que haya influencia en el 

ajuste. 

7. Al colocar el plasma rico que se va a estu­

diar, se prende el botón del gratic~dor que mueve el papel y 

se espera un mlnimo de un minuto antes de añadir el estimulen­

te a la muestra de plasma rico en plaquetas. 

e. Se utiliza una pipeta calibrada p¿,ra agre­

gar trea gotas de estimulante (0.1 al) al plasma rico en pla­

queta• contenido en la cubeta. (la pipeta debe emplearse per­

fectamente perpendicular a la meaa de trabajol. 

a) se debe tener cuidado de no formar burh6jas. l!:Bto 

asegura la dispersi~n r&pida •lel estimulante y un contacto af­

xiao con las plaquetaa. 

9. Se deja que la pluma funcione el tiempo ne­

cesario para que la reacci&n alcance su máximo nivel. Por e­

jeaplo en el caao del ADP no hay retraso de fase, un r&pido 

deacenso tomar& lugar, inidcando la agregaci6n de plaquetas 

y ae obtendr1 una curva caracterlstica al regreaar la pluma a 

la linea de base a medida que las plaqueta& se desogregan.(31) 

n. CUENTA DE PLAQliET.ASo 

Se han descrito anotacio1°es y modificecior,es a loa 
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métodos para la cut-nta de plaquetaa, pero ningún método puede 

considerarse totalmente aatiafactorio. Esto es de esperarse 

al tratar cun estructuras cuya prorietls.id estriba en que se a­

gl1Jti11an y desinte,;ran rápidamente. La• plaqueta• son diflci­

les de discernir cíe otras partlculaa, debido a au pequeño cuer­

po. Se adhieren fácilmente a partículas de la cristAleria emple­

ada o a particules del diluyente emphado. Sin. embArgo, con 

cuidado y experiencia, puede realizarse la cuP.nta de plaquetas, 

que ea de Nucha utilidad. 

Generalmente los errores tienden a dar cut'ntas ba-

jaa de plaquetas. Sin embar,;o este no es siP.mpre el caso, 1,or­

que la fragmentación de ella• cuc.ndo no ae diauelven comple­

ta111ente, o el contar partlculaa de suciedad, cristales de 

alguna• aales del diluyente, el colorante, bacterias, estro• 

de eritrocito• o leucocitos rotos, pueden der c11ent11a erronea­

aente altaa. 

Debe se6alarae que toda la criataleria eapleada de­

be estar escrupuloaamen~e li•pia, que loa llquidos de dilu-­

ción deben aer freacoa y filtradoe o centrifugado• a alta 

velocidad. 

La cáura de Neuba11er, Figur~ r.io. 4 1 debe estar per­

fectaaente limpia y de tiempo en tiempo debe hervirse en a-­

gua destilada con un poco de Bicarbon~to de bodio. (32) 

Cuando ae cueutan las plaquet••, en microacopio·de 

fase, el observador, debe tener loa dedoa de une de sus manoa 

en el ajuste fino del 1dcroac'lpio, de ma11era de poder obtener 

el enfoque crl tico, 'llle revelltt'é la caracteristica •1-
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CAMARA DE NEUP.;,AUER 

figura No.4 

1 
1 
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tamente refringente y de apariencia plateada de las plaque-­

tas. Ea muy importante saber distinguir laa plaquetas de for­

mu irregulares de basura que pueden flo&ar en la parte supe­

rior del liquido, asl como· pequeñas partlculas de aceit.e que 

se adhieren a la cbara de Neubauer cuando éata eat& mal ma• 

nipulada. En loe •'todos directoa,el inconveniente ea el no 

poder utilizar la lente de inmersión para ver el contenido de 

la clura. Laa plaqueta• presentan un color lil&ceo cuando ae 

observan.en rrotia teñidos con colorante, su tamaiio ea de un 

r • • aeptimo a un medio del diametro de los glohuloa rojos; ~ene-

ralaente preaentan formas ovaladas, de bastón o fol'lla de co­

ma.Pueden verse aialadaa o en grupoa. 

Valoree normalea para las plaquetae1 La Ci'enta de 

plaquetaa puede realizarse por ~edio de m¡todoa autoutizadoa, 

pero se hace .&a frecuentemente en roru manual. Usualmente 

se utiliu el •'todo de Brechar y Crankite, eate mhodo uti­

liza el microscopio de contraste de fase y O..lato de Amonio 

como 11quido diluyente. El rango noraal para la cuenta de pla­

queta• en sangre total u de 130,000 a 360,000 por 111a3• El. 

3 promedio por im que se ha reportado en personas sanas ae di-

ce que ea de 2~0,000 aproximadamente, pero se han obtenido 

cuenta• diferente• al efectuar diferentes procedimiento• para 

enumerarla•• En 64 pereona• normales, con las 1ue se utiliz& 

el metodo de REl!'S y ECKER, .A~ELER et al; encontraron un va­

lor pro~edio de 409,000 con una deaviación estandar de 681000; 

en 40 adulto• maaculinoa; ~ocantia, utilizando su mftodo en-
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cor.tr6 las siguientes cuentas: sangre capilHr, 250,000 + 

7,458, con una desviaci~n estandar de 58,500; sangre venosa, 

310,000 ! 111 937, desviaciin estandar 110,750; snngre arte-• 

rial, 3501000 :!: 131 889, desviaci6n est,wdar 128,000. Estos re• 

aultados concordaron razonablemente con los registrados por 

otros investigadores. Algunos, sin embargo, utilizando otros 

métodos, registraron resultados mucho más altos, algunos tan 

altos como 650,000 y 8621000. Olef, utilizan~o su método en• 

contró una cLenta promedio de 544 1 000 (437 1000 a 586,000). 

Por el mhodo de DAHJt::.&1:EK se encontraron norm11l11Pnte de 500, 

000 a 900,000 por 1111113• Como ya se dijo anteriormente, las cuen­

tas registradas como altas no tienen que ser precisamente co­

rrectas. 

Autor No. de3plaquetas 
por mi 

Pro111edio 

Reea y Eck.er 409,000 68,000 

aaop;re capilar: 

250,000 7,458 

sangre venosa: 

Tocantis 310,000 11,937 

aanKre arterial: 

350,000 13,889 

Olef 437,000 a 586,000 544,000 

Dameahek 500,000 a 900,000 

El voltñaen del paqcete de plaqueta•, en la sar.gre 

nonul es aproxi111adamente de 0.3 ce por 100 ce de sangre 
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(aproxi11adamente 0.3 - en el hematocrito). (33),(34) 

Cuando la cuenta de plaquetas es baja, el coágulo de 

aangre formado presenta menor adhesividad, firmeza, ri,idez y 

retracción que un coágulo nurmalo 

La c-r• de Neubauer consiste de uoa lámina de vidrio 

grueso, en el centro de la cual se localizan dos plataformas 

con escala, como en la figúra No. 4. 

La distancia entre la superficie inferior del cubre• 
. . , 

obaetos, colocado sobre la cuadricula y esta (profundidad de 

la cámara) ea de 0.1 na; la superficie total de la cuadrícula 

es= 3 • X lado; dividida en 9 cuadros. 

2 
Cada cuadro= 1 • X lado; de superficie• 1-. 
11 cuadro central est, dividido en 400 cuadros dispuestos en 

25 grupos de 16 1 liaitados por lineas triples. 

2 
C/u de loa 400 = 0.05 - X lado; de superficie• 0.0025 - • 

C/u de loa 25 cuadrados • o •. 2 - X lado; de superficie ,. 0.4 

2 -. 
a) MATERIAL EMPLEADO. 

Oxalato de Amonio al 1 ~ COIBO liquido pa­

ra diluir plaquetas. 

c,mara de Neubauer. 

Pipetas calibradas. 

La solución de Oxalato de Amonio al .1 ~ (lg de Oxa-
' 

lato de Amonio disuelto en c.~.p. 100 ml de agua destilada) 

se centrifuga a 101000 r.p.a. durante 10 minutos, para eli-­

minar residuos que puedan afect-r la lectura. La solución de 
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Oxalato de Amonio deetruye a loa eritrocitos, permiti~ndo con­

tar unicamente plaquetas. 

b) 'l'EC~ICA. 

Material biolÓ,rico. Pla8111as ricos en plaque­

ta• que ae emplearon anteriormente en la a-­

gregacióo plaquetariR. 

Se toma 0.03 al de plaema rico en pla~uetaa y seco• 

locu en. UD tubo que conten~a 2.97 ml de Oxalato de Amonio 

bien centrifugado, obteni~doee ael una dilución 1/100. De 

eeta dilución se toma 0.5 ml y se colocan en un tubo que con­

tenga.2.0 ml de Oxalato de Amonio para obtener una dilución 

1/500. Se mezcla perfecta•ente la auapeoaión y antes e.te ct1r­

gar la cA11ara de Neubauer ee desechan las doa primeras ~otaa 

que salen de la pipeta Paateur; y llena la c,mara, que debe 

eatar perfectamente cargada y sin burbÚjas, ae deja rerosar 

durante 10 minutos en un a111biente h6aedo, ·La cuenta de pla-­

quetas se hace como ya se mencionó Rotes en un microscopio óe 

contraste de fase; contando para este caso la quinta parte de 

la cuadricula central, por duplicado. 

e) CALCUI.08. 

&e obtiena!·el n6aero de plaquetas de la ma11era ai-­

guieote: 

No. de plaqueta• X 10 X dilución X 5 
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III. RETRACCION DEL COAGULO. 

La prueba de retracción del coágulo ae ha utilizado 

ampliamente para medir la función de lea plaquetas. (35) 

Cuando el plasma ae coa,;ule en prese,,cia de plar¡uetaa 

el coágulo einpieza a contraerae hast• ,¡ue ocupa una cuarta ptt.r­

te o menos del volúmen original de la muestra de sangre¡ al 

mismo tiempo, se exprime un suero claro. (36) 

El mecanismo de la retracción del coágulo ha sidn muy 

estudiado (Budtz-Olsen, 1931). La retracción no tiene lugar 

en ausencia de plaqueta&, y su número determina norr,u,lmcnte 

el grado de retracción. Por lo tanto lBFi plaquetas son impor­

tante& para el proceso. (36) 

Cuando la• pla,111etaa funcionan bien, otros factores 

adeawa de su nú111ero .,ue afectBn • la retracción del coÁgulo 

son: a) la teinperat,ira, ya que la retracción ea más rápida y 

máa completa conforme la temperatura ae va eleva1;do hasta to0c 

b) el volumen de globulos njoa y de leucocitos juegan un pa­

pel de obatrucción paaiva, existe una relación cesi lineal, in­

versa, entre el volu111en del paquete celular y la retrácción 

del coá,ulo y c) la conc•ntración de fibrinógeno la que tam­

bién ea inver1;am~nte proporci011al a la retracción del coágulo. 

( 3:S) 

Laa plaqueta• deben ser viable•, es decir, intacta& 

metabÓlicamente. La inhibición e11 la energla de su metaboHa­

mo, en pt1rticular de au glicolisia, evita la retracción del· 

coágulo "(Llliicber, 19:S&)". El 111otivo de ello ea que la retrac­

ción depende de una reacción entre el ATP en las plaquetas y 
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au proteína la contrActil trombostenina (Bettex-Galland y 

Lüscher, 1956). Zn el plaau humano, la ~etracci&n eeté aao­

ciada con la deeaparici6n de cerca de la mitad del ATP en 

laa plaqueta• y con un incremento proporcional de fosfato i­

norg¡nico en el plAs• (Boro, 1958). En analogla con la con­

tracci6n auscular, el ATP se utiliza en reaccione• que lle-­

van a cabo el cambio en la forma de las plaqueta•, en laa -­

que se baaa el •canismo de la retracci6n del cJgulo. Loa -

pseud6podoa &alientes ae adhieren a laa fibras de fibrina -­

junt,ndose unaa a otraa, cuando poateriorante los pseud6po­

doa ae contraen. Si el trabajo hecho durante la retracci6n -

del co,gulo eat¡ aaociado con el conaumo de ATP, hay mAs que 

auticiente de &ate en lae plaquetas para lograrlo. (Born y -

Enouf, 1961). 

La tunci6n de la retracci6n del coágulo es incierta. 

Coao la c•ntracci6n de un aKregado de plaquetas, la retrac•­

ci6n del co,gulo en un vaao lesionado proveerla ia hemosta­

sia si las paredes del vaso se juntaran para estrechar el lÚ 

men. La retracci6n de un troabo puede evitar la completa o-­

cluai6n del vaao, dando lugar a la reapertura a la corriente 

aangulnea. (36) 

a) MATERIAL EMPLEADO. 

Material biol6gico: plas• rico en plaqueta•, 

troabina, 

fibrin6geno. 
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Preparaci6n de los reBctivos: 

Solución amortiguadora de foafato para la preparación de 

Fibrinógeno (modificado de J11guer, 1943).!"' 

El amortiguador de fosfato 2M a 6.6 de pff se haced! 

solviendo 817 g de EH2P<>4 anhidro en 1000 ml de a~ua destila­

da a la cual se le ha agregado 750 ml de 41' de JiOH (168 g). -

Despuéa de calentar hasta que se disuelva el vol6men se lleva 

a 3000 ml en un •traz aforado, y la aoluci6n se filtra. De -

"rata solución •dre se hacen las soluciones 1M y M/t. 

ribrinógeno.-

A 10<><> ml de pla818 sa11gutneo ae le agre,;an 50 ml de 

Al(OH) 3• La •zcla se agita durante 15 minutos a t•peratura 

ambiente. Se centrituga y el sedimento ae descarta. El pla ... 

resultante ae prueba por el R1étodo de unB etapa del tie111po de 

protrombina y el tiempo de coagulación debe de exceder de un 

minuto. Si ae obtiene Wl tiempo de coagulaciin •ás corto, de-

. oe rep~tD'se la absorción con el Al(OH) 3• Se enfrla el plasipa 

a u11a temperatura aproximada de 12-14°c, y se le a~re~a un vo 

lúmen igual de la solución amorti~uadora de fosfato 2M 1 la•• 

cual ha sido previamente enfriada a 2-tºc en el refrigerador. 

La mezcla ae 11&ntiene por 15 minutos para permitir la forma-­

ción de un prech>itado. La mezcla se centrifuga a 2000 r.p.m. 

durante 10 minutos, se descarta el sobrenadante. Se lava el -

precipitado con 1000 ml de la solución amortiguadora de fosfa 

to 1M1 recuperándose el precipitado por centrifugación. Sed! 

suelve entonces el precipitado en 500 ml de la solución a110r­

tiguadora de foafato M/4. Se mide el vol6mem del precipitado 
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en 500 ml de soluci4n emortiguadora y el fibrinógeno se pre­

cipita agreg,ndole un vol6men igual de solución amortiguado­

ra 2M. Se centrifuga de nuevo para sedimentar. el precipitado, 

se lava con 500 al de solución amorti~uadora de fosfato 1M y 

se redisuelve en 500 ml de M/4 de solución amortiguadora de 

fosfato. Se repite la precipitación y el lavado una vez ús, 

disolviéndose el precipitado final en 100-150 ml de salina -

citratada (9 partea de aalina al 0.85" y una parte de citra~ 

to trisÓdico al 3.8'1,). La solución se dializa en frl6 duran­

te la noche contra 5000 al ,e salina citratMda; el liquido -

dializante debe ser agitado durante este tieapo. El producto 

obtenido se vuelve a centrifugar para remover cualquier pre• 

cipitado que pueda haberse formado y se seca por congelación. 

El secado se completa en un deaecador al vaclo con P2o4; el 

producto secado ae peaa y, para su uso, se pesan y disuelven 

porcionea en a~ua deatilada a fin de reconstituir la aolu--­

ción original. Por ejemplo, ai el producto total de material 

seco ful de 2 g y eato t• disuelto ori~inalmente en 100 ml, 

la concentración apropiada serla de 20 mg/al. Esta solución 

es de•siado concentrada para uaarse en la mayorla de la• 

prueba• de coagulación; adicionalme•te ae diluye 1/2, 1/5 

con· aalina al 0.8$ para usar••• La mejor concentración•• -

determina por prueba y error para u~ lote, es decir, se aju.! 

ta la dilución de acuerdo a la actividad que nos d¡ el fibri 
. -

nógeno. La aolución debe aer la menor concentración que d¡ • 

un coágulo firme y sólido a la adiciór. de troabina. Las sol! 
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cionea que dan coágulos ,inoa en pequeño• manojos o hilos de 

fibrina son d•aaiado débil••• 

Si no se desea congelar en seco el producto, canti• 

dadea mÁa pequelaa, como por ejemplo 100 ml de plasma, pu••• 

den aer usada• y el precipitado final diauelto en 50 al de -

salina citratada. 

Troabina,• 

Se diluyen 100 al de plasma en 1000 ml de agua de•~ 

tilada. Se ajusta el pff a 5.3 con ácido acittco al:$. El -­

precipitado obtenido ae disuelve en 25 ml de aoluci6n salina 

al o.BSJ' 1 se ajuata el pH a 7 con Na2co3 al:$. Se agregan 

3 111 de CaC12 al 0.25N y se retira el fibrinógeno coagulado. 

Para obtener la forución completa de troabina, se deja reP! 

aar durante dos horas; ésta aoluci6n cruda se purifica al a­

gregarle un volumen de acetona a un volúmen de troabina a 

temperatura ambiente. Se aepara el precipitado por ce~trifu­

gaci6n. Se extrae la trombina del precipitado con 25 al de -

solución aalina y se deaecha el :nrecipitado. La aolución de 

troabine obtenida de ésta manera puede tener un poder aprox! 

aado de 1/S de la aolución aáa concentrada de troabina tópi­

ca ( 1000 unidadea/al_) • 

b) TECNICA. 

De cada uno de loa pla-• ricos que se prueban, se 

hacen diluciones por duplicádo: 1 a 2, 1 a 4, 1 a 8, en sol.!! 
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ción salina. Se deja una serie de diluciones dura11te una ho• 

ra a temperaturB ambiente, y la otra serie se con~el• a 

o -20 C durante una hora. Lea muestras congelad.as son las que 

se emplean como teatigo 11de plaquet~s maltratadaa";deapu'• -

de una hora se procede a colocar 0.2 ml de plaa• puro en un 

tubo, de la diluci&n 1-2 en otro tubo y as{ sucesivamente P! 

,r~ las situientea dilucionea¡ a cada una de ellas se lea a­

grega una gota de trombina equivalente á 0.05 ml y por Últi­

mo se agre~a 0.2 al de fibrin&geno. Bste mezcla se coloca en 

un baño de e~ua a 37°c durante una hora, al cabo de la cual 

se sacan loa tubos y ae mide el voll,men sobrenadante. 

c) CALCULO&. 

El volÚlllen total. _______ 100 " 

El volúmen obtenido tlespuea de la retraceion ____ X "· 
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IV. PRIJEBA U DOS ETAPAS P.AIU EL FACTOR VIII (basado en el -

método de Bigge et. al. 1955). 

a) FUNDAMEN'l'Oo 

El altodo esti baeado en la prueba de generación de 

tromhoplastina y consiste, en nueetro caso, en probar aeis -

diluciones de plaaaa nol'lllal absorbido y crioprecipitadoa o -

globulina antihemofllica. Se presume que el tiempo mlnimo de 

coagulación obtenido es proporcional a la cantidad de factor 

VIII en la mezcla, con tal de que los otro• factores conoci• 

dos sean conetantea y en exceso. La• aezclas de generación, 

de tromboplaatina ae prueban por duplicado en allcuotae de -

pla._ nor•l auatratado cuando ee ha alcanzado una meseta -

eatable de protrombina. Bato sucede generalmente a los 15 y 

21 ainatoa deapala de haber recalcificado, pero debe deter•! 

narae para cada lote de r .. ctivos, 

b) REACTIVOS. 

Suero nonal: formado por un pool de cinco sueros -

con el que•• hace una dilución 1 en to con aaortiguador de 

iaiduol. 

Foafollpidos Se e•plea en una diluci6n adecuada de­

pendiendo de au actividad; ~n este trabajo ee empleó una di­

luci6n 1 en too. 

Salina citratada. 
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Plae11a absorbido: de le muestra que ae probará (1 •l 

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

Crioprecipitado absorbido: en la mi81118 forma que el 

plasma nor-1 anterior. 

normales. 

Sustrato plasma: obtenido de u1. pool de 5 plasmas --

Cloruro de Calcio: o.05M y o.025M. 

Factor V. 

Preparación de loa reactivos.-

Suero nornel: formado de un pool de 5 sueros. 

Foafollpido: t¡cnica para obtener foefollpido a par­

tir de tromboplastina (referencia obtenida por la t¡cnica de 

Hell Alton). Se ponen 8 ampolletas de tromboplaetina de Difco 

en 25 ml de acetona. Se a~itan durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Se ceutrifugan 5 min11t·os a 5000 r.p.a. y ee descar­

ta el aobrenadante. Se eeca el residuo a temperatura ambiente 

y se reeuspende en 25 ml de cloroformo;•• agita durante 2 h! 

rae, ee filtra y ee deeecba el precipitado. El filtrado ee d! 

ja evaporar a temperatura ambiente (ea un precipitado ~elati­

noso); '•te •e homogeneiza perfectamente en 12 mi de aoluci6n 

salina normal, se fracciona en pequeña• allcuotas y se pone -

l d ~Aoºc. en conge a ora -

S111ina citratada: una parte de citrata de aod".io al -

3.~ en 5 part•• de salina fieiolÓgica. 

Plasma absorbido: obtenido de un pool de plasmas. 
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Crioprecipitado absorbido: muestras de laa obtenida• 

en el laboratorio de fraccionamiente del Banco Central de San 

gre del Centro Médico Nacional. 

Suatrato plaw1 obtenido de un pool de plasmas nor-

11111lea citratadoa. 

Cloruro de Calcio·0.05M: 

147.02 g •••••••••••••1M 

x g ••••••••••••• 0.5N 

x = 7.35 gen 500 ml •••••••• 3.675 g de -

Cloruro de Calcio o.025M: 

147.02 g ••••••••••••• 1M 

x g ••••••••••••• 0.025M 

x • 3.675 gen SOO al••••••• 1.837 g de -

J'actor V: 

Reactivos,• BaS04 -
Oxalato de Sodio: 1.~ 0,1M; disolver 1.34 gen 

100 al de agua destilada. 

Salina citratada: a 4,25 g de NaCl y 19,0 g de citr!, 

to de Sodio, agregar 3-4 litros de aKua deatilada; al diaol-­

verae lllveae a 5 litroa con a~a deatilada. 

Soluci&n saturada de amonio: a 400 g de (~H4)~04 

agregar 500 ml deª"°ª destilada; ae calienta para disolver y 

ae eolr{a. Si el aulfato de amonio ae •nvirtió en solución,­

•• le aKregan 100 g Úa¡ ae vuelve a calentar y se enlrta. Se 
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repite e.te procediaiento ha~ta que el auUato de amonio no• 

ae diauelva y puedan verae cristalea deapuéa de calentar y e! 

triar. El pff debe eatar entre 4.0 y 5.o. 

Método para obtener factor V: 

Se recolectan 1000 ml de aangre de bovino en 100 ml 

de oxalato de Sodio y ae centrifuga a 2000 r.p.m. durante 40 

minutoa. El plaRa se abaorbe con 10% P/V de Baso4 durante 20 

ainatoa • teaoeratara ambiente; centrifugar a 2000 r.p.m. du­

rante 40 minuto• y decantar el sobrenadante. 

Se miden 360 •l de ples• sohrenadante y•• le agre­

gan 240 al de sulfato de •onio saturado. Eato eleva la con~ 

centración del (NR4)2'o4 a un 4°" de saturación. Agitar aua­

vemente durante 10 minutos (el precipitado lonaado ea globu• 

lina utihemofllica). La ancla debe mantenerse a 4°c duran­

te. todo el procedimiento. Se centrifuga a 2000 r.p.a. duran­

te 20 minutos a 48 C. Se vacla el sobrenadante y se centrifu­

ga en Wl cabezal angular a 5000 r.p.m. durante 15 minutoa. ~ 

Se desecha el sedimento. Ea importante obtener un sobrenada! 

te limpio y claro. Se aide el vol1111en del sobrenadante. Se -

le agrega una quinta parte de su volwnen de sulfato de amo!'­

nio aaturado. Esto eleva la solución a 5°" de aaturaciór, y -

el precipitado ea el factor v. Se centrifuga en un cabezal• 

de ,nfulo a 5000 r.p.m. dur~e 30 minutoa; el precipitado• 

ae disuelve con aalina citratada en un cuarto del volu111en o­

riginal de plaaa. 

Se dialiu con trea cambios de salina citratada a -
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4°C durante 12 horas. 

El factor VIII se precipita a 4°"' en vez de a una aa 

turación de 33". Esto es para aae~urar que e.l Jactor VII] se 

ha extraído por completo~ Hay ur,a pérdida de factor V pero el 

material resultante est¡ libre de factor VIII. Se necesita te 

ner precauci&n a la hora de vertir el sobrenadante del preci­

pitado de globulina antihemofilica, ya que el precipitado es 

ligero y no se retiene bien. 

La solución final diali~ada se prueba como factor V, 

y debe tener un valor de dos a tres veces más que el plasma -

hu11111no normal. Se prueba en diluciones de 1 en 10, 1 ea 20, y 

1 en 50 en la prueba de globulina antihemofllica para ~segu-­

rar que d' u11 valor blanco por abajo de 40 ae~undos. 

Al(0~) 3 para abaorber: ae vierten 100 al de una 

solución de amonio (diluldos 1 a 2) en 600 ml de agua que con 

ten~a 22 ~ de sulfato de a1110nio y que ha sido previamente ca­

lentada a u1a temperatura de 63°c; esta temperatura se baja -

rápidamente a s~ºc. La mezcla se ••ita vigoroaamente y se -­

vierte r6pida111ente de una aola vez en ur.a solución de 76.7 g 

de al6mina de amonio en 1000 ml de a,ua deatilada y que se en 

. o 
CQentra a una te11reratura de 58 C; la temperatura ae eleva a 

6t0 c, sin permitir que la t•peratara baje a más de 58°C. Se 

mezcla durante 10 •inutoa, aep,arando el precipitado po~ cen-­

trifugación. E&te precipitado se lava 5 vecea con 1500 al de 

a~ua destilada; ae aepara el precipitado por centrifu~ación -

en cada ocaai&n. A la primera agua que se utiliza para lavar 
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se le agregan 0.22 al de la solución de amoníaco y a la ae-­

gunda ae le agre,ran 0.44 al antea de empezar el lavado. Todo 

el procedimiento ae lleva a cabo en 5 hora• ap~oximadamente. 

El precipitado ae mantiene en la menor cantidad de a,rua que 

se requiere para for1111r una suapenaión ~elatinosa que pueda 

aer pipeteada. La adictón de esta suepensión al plasma reau! 

ve loa f.actores X, IX, VIII de b protrombina. 

c) PROCEl>IMJF'.Jli'l'O P.A~A LA PRUEBA DEL FACTO!{ VIIJ. 

Se estudiaron 74 crioprecipitados de una cosecha de 

1~70 (6") de la siguiente manera: 

1. DILUCIONFB. 

El plasma y el crioprecipitado absorbidos se diluyen 

en salina citratada. Laa diluciones exactaa que se ~arAn de-­

pender6n de la actividad de los reactivos en el sistema. Las 

diluciones deben arre~larse de tal •nera que los tiempos de 

coa~ulación den •ntre 18 y 32 aegundoa. Las diluciones deben 

prepararse inmediatamente antea de emplearae y no deben pe"'! 

necer a te•peratura ambiente•'• de 30 minutos antes de pro-­

barae. Laa dilucionea que se e~plearon en eate trabajo fueron: 

salina citratada 

muestras a probar 

Ver figura No. 5. 

1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 

o.7 •l o.4 al 0.4 al o.4 ml 0.4 ml 

0.1 ml 0.4 ml o.4 1111 0.4 ml o.4.al 
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Lae dilucionea deben hacerae con mucho cuidado porque 

pequeño• errorea pueden afectar grandemente el resultad•. Laa 

dilucionea para mueatraa anormales deben l'.juetarae a tiempo• .. 

de coa~ulaci&n conveniente•, ea decir, entre 1ij y 32 segundoa, 

dependiendo de laa concentraciones esperada& del factor VIII. 

2. PREPARACION DI LA MEZCLA DE DiCDBACIOJ\l. 

Se pipetean o.t ml de factor V, fosfollpido y auero 

en cada u~o de cinco tuboa. Al primer tubo ae agregan 0.1 ml 

de la dilución aáa alta. Se pone la mezcla en un baño a 37°c, 

ae agregan 0.1 ml de Cac12 0.05M y ae echa a andar un cronÓ• 

aetro. Duraate el aiguiente ainuto ae agreg&11 0.1 al de la -

aegunda dilución rda alta a un ae~undo tubo que ae pone en• 

el baño y ae recalcifica al minuto. El procedimiento ae rep,! 

te para la• aiguientea dilucionea baata llegar a la-'• baja, 

la• cuales se recalcifican entre loa 2 y 5 minutos. Ver fig! 

ra No.&. 

3. PRUEBA OBL .ACTIVADOR DE PROTROMIH~A FORMADO. 

Se pipetean 5 cantidades de 0.2 ml de CaC12 0.025M 

en tuboa de coagulación •• Ver figura No. 7. A los 14 minutos 

ae 11eten en el bafto de agua, junto con 1.5 ml de auatrato -

plaaaa. Nuestra prueba ae realizó entre loa 18-24 minutoa,­

Y ae aiguió el aiguiente proce~imiento: 

A loa 17 minuto& 40 ae~undoa, como ae ba regiatra­

do en el reloj, de incubación., o. l ml son sacados del pri;,,, .... 

•r tubo de incubación que ae habrá de probar y son agrega• 
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Pro_bandoel actLvador de prcíiarhlnd 
Po11u o. cada 1n10 ~ 

l~tl\'ba;. o,eml 

~ Jr' ~ 
O.i.tf\\ .d., C.C\o 0,025M. r•I . el.,. 

Mo"firlr&o\ ILW\11\IÑ:e. ~ t. (hd,. 
a\ 'aci9lo de ~~ui\\b e,clSlf 0.01611 O,CIQl1 

0.029( 

CCl\3TIII ck.Susm 
t:,~t,Q • 

l=r-1 ~ - ~ 1";!!;! ...-. 
;::: 
~ 
~ 

.3m\ ~- ~'«l'1h f~ 
lileallQnao la t'~~Q. 

lofi 18 ~ ail w111ul\o!!. se 1 1 11,, 1 1·~ 1 1 ,,.., 1 14{A28 S1,'*•~'9'"ef\\ti R- g 
cl1m1Ct1"1To: en«l wuNJTo;- f¡ 

~ n:ito~o.11111~ la '\1a 
1\11001101"\u a,n(h 

a 10$18:00 ~· 621111 de SusWti'\b 
p cenQ q croncmi\i'ür 

a) 111:~orSllr o.lnJ clolol!I - )a) - )Y) - \s) ,1'!CIÓllal1u~o·~ - ji) J~) .~ ..... =if! 
3) ar:~o ~t~i :?l'cli-aón. 

·-··'°:~'-~~ °'l:' r:.~ 1 ~ 
o.ami . ~ l!CTI:IIO r l!lft 

11) B'!!l{o,p:it~~~~- ck (be.la. Cada Cacla 
o loasit.oo~ o.hJ 5'-1~ OootBM 0.085M 0.0294 O.oa&14 t, ~ Cl'DIIOlll!lllt\t" 

.5) as:~o m:bon~ 1111c\.l11ao1~ 
~ ~ lJ_) ~ 1=11:,0~1\ No 1 a.~ e&:ooaJr,ipirc.e i~'f!tdi, 

~ ,.Q\f .ollll 
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dos a uno de loa tubo• con 0.2 ml de M/40 CaCl~. Se mezclan 

loa conte~idos, y a los 18 minuto& se agrega a esa mezcla --

0.2 ml de sustrato plaau, registrándo11e el t.iempo de coagu­

lación. J,oa otros tubos se prueban en forma similar en inte!: 

valos de un minuto. 

El tiempo de incubación dependerá del sisteaR y dee 

be ajustarse para dar tiempos mínimos de coagulación. 

Las pruebas pueden llevarse a cabo en: 

12:18 minutoa 

15:21 minutos 

1l':24 ainutoa 

21:27 minutos 

dependiendo del sistema¡ el objetivo es el de obte• 

ner una meseta estable de tromboplastinR durante -­

los seis ainutos entre loa dos tiempos de prueba. -

(37) 
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.R B 8 U L T A D 0 S 

l'.. E:!>Tlt'IAC\ON l>~ Lf>.C\f'R.~:E)a 'P1..1'Q"-=t'~& Et\ Los PUSM~ 
R\C.OS al\ l)1..~Q\.IETlll,.S !llltiUÑ LA. F\IER."Z~ R.1tLSii,"tlV" .:Dlii. 
Cil ÑTR\ YLIGo ~ C&Otl {E,) 

& s• a. ,o• IO' o. ltr' 

~00,000 100,000 16'01 ()DO 

1/1,6,00D 9,15,000 87G',OOO 
au,ooo r.?S,000 2, 4.00, ººº ,,.~, ººº '115,000 J., l) 601 000 
1/1,(), 1)00 "ºº' ººº .J, 6DD,OOO 
,,,. 760 

l/00, ººº J, J.60, ººº 
360, ººº .V.50, ººº J, 715,000 

ISO, DOO 1,1~ 000 J, R.8'1, ººº 
2.00, ººº ,50,000 700, 000 

32~000 "11, ººº "°º· 000 
52.s, ooo &00, ººº 926,000 
11s, OOD 8i5,000 J, 025, 000 
/ TS, OOD 1./1!5, ººº 826,000 

225, ººº 100,000 975,000 
1./1.5, ()0 O 600, ººº 775, 000 

1/JB. 500 J, 100, ººº 
'llS, ooo 
.9i!>, ººº 

.1, 'l&O, ooo 
Q00,000 

.l, a&o,000 
.1 o,s, 000 

1 gso, 000 

1, 'i2S, 000 

.l, 216,000 

( Olh, !50 B, 9IZ,D00 .l, ººº1 ººº iee 63-, 500 
Mc~ia , 'il?l,lf3 K \O Sll'4 , 1 ~ uoa J, 011. 61 ~1 

1-ol1aciatl &~ 1111. a¡, lf. ,o• ,s,. 1'1 .,..,ti ª"~·'ti,. \oS 

e.u"~_, tlo. 1 
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II. FUEQZA RELATIYa\ DE ~~TRIFUGAC.ION PARA J.A ORTl;:,.noN DE 

PLASMA Ria> EN PLA<WETAS EN lJfü CENTR1''1.JGA REFRIGERADA 

DI: ,. ca. oa RADIO. 

N Na G TIEMPO 

$000 25000000 4162 2' a 1'30" 

2000 4000000 666 5' a 10' 

too<> 1000000 166 101 a 15 1 

1500 2250000 374 10 1 a 15 1 

Para calcular laa reYolucionea por minuto expreaadaa 

en G ae aplica la aiguiente f&raula. 

• •J ~. 11 X 10 I i"T" 

Para calcular la G de una centrifuga expreaada en re• 

Yoluciones por ainuto N ae aplica la siguiente f6naula. 

En donde R • radio medio de rotaci6n. 

N • re•olucionee por ainuto. 

á •ala fuer•• de gravedad. 

CllAORO.NO. 2 
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m . E 5''TI ""Ac.,o"' .I>IL 1,.fl. QC."TPl,lli,.C:CIO"' :DE.'- C'o~6UI-O 

l!.tol L-os ~ 1-A.:)tll J.S R \C:0,S •N ~'-" Oü'lii.-.,,.S ~E 

o "Cllt.'I\..~. 

1 hOf'o!l a 
- aoºc 

::t:> i 1-. \l e:.\ o N lii 5' 

? J/a J/1.f J/a ,., 11,:, 82. Bt s" ,u "11 .. , 
1&, .,to ,,., ,o ~ ,t qi 5'8 
82 ,,, ea. ,., 

"11 S2. 52 52 
80 ,o lb e2. 5t. '11 !52. 52. 
7/,J 10 82 10 lo'I 58 10 "l1 
7'1 "1'1 1b "" 58 58 S! 58 
IPII 82 u 82. 14' bl.4 bLf 10 
81 88 et 88 10 ""' ,o b~ 
88 82 11P , fo ~1 ~8 52. 52. 

'T" ,., ,., , .. 10 ,o t,Lf 52. ..,,., 82 81 ,b t>q b~ .SS b 14 
8Z 82 ,., 1G, 58 .58 ó& .58 
7& ,e, 10 ,., 10 58 &;!. 58 ,., ,<o 1" 10 10 68 G,l.j b~ 
,1o ,<o 'l6' 1"1 58 b9 58 &8 
82. .,o ,o ,o ti'{ !>8 52 52. 
70 

,,_ 
1fo ,o S8 lo&f &2. 62. 

," ,., ,,., ,o 
""' .s~ bit 52. 

71, 10 ,o bi( f>8 f>B 62. ,., 82 82. ,o 58 '11 41 
88 82. 88 89 ,o 58 62. 
88 68 8~ b~ 82. ~l.j 5t. 
7" 82 8t 5& rie óB S8 
88 SS Sl b'I 5.2 5S .58 
82 82 82 58 

S2. 
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~ 'E~TIMAC.IOÑ .l)E L~ lllS..,,.._CC.\OÑ .1::1a1. C~&ULO 

liM Lc,a 1::IL..I.SM~6 R.\CO'ii S.M l>'-"'C2UE.T~ 

ba '21.1 He>IUr.6 COl'Ub&ll""~ºs A l.\ºC. 

Ta:..Tia.o ~ l. \,.e, .... a 

-ao•c. 

::b;, 1-\,) c.. o "" a. So 

''ª p 'lz J ,~ lfs 
76, ," t,'4 &,4 ,o b~ s~ 
n 1G, "TO t,'I ~ 6'& lo~ 
71, "Tdl ," 52. 58 fo~ .. , 
88 'ª 8& ~ 10 .sa. 6S 

88 5! 08 f>8 .52 
88 10 t>~ bl.( 70 

5& "~ 10 58 
t,14 10 tl't b~ 
S8 18 58 e.e 
n. !A 58 .... 

'PltoM&bío lall.rl "'"" «,J !&., 
.basvi"-Ciotl u.TNlbNt. ... ,----11--~......::.=+....:...=---1 

,.,, 5,2.S 5,0ft (o,C)~ 

UMrra ~aioa. W....IG 6.1.,f,5 W>-09 r.s.119 
LiMlfft :tMfallt\OQ ._71.=i.:..:.;;.;...J..;..;_~..:=.;;..;;..;;;;--1 51/.IJ 51.15 65,91 $/,'11 
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:IlI. 'E5Tltll~C\ON be l..~ Q.1!."T~C:C~ J) E\- ceA-~ULO 

et,1 Losi:i LASM" R.ICOS ti.N ~LACIUET~S 
.J:>1!' 48 \o\oQ.111,S Coi-tSae. lllt.V~S ~ 4ºC. 

., .. ,t. 1G, u, ,o ,o .5& 
,o 8t , .. ,.e, ~lf ,., "it 11. 10 12. ,., 

6'8 "~ 58 
11 lt. 1G, 82 bit 58 bil 
," ,o ,o 58 .5& 58 ,~ 12.. ,., bl( !)8 b&.t 

':> 
1)1:t,o._11~, o 

.huviaüon '6*''"' 
LiMiT'• .S~oC" 
\..iYnit'cr. ior 
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"JlI. 'E.ST 11'1\~C.\OM.b & LJ. RlLT"R.hCC\QÑ .l:aEiL CC>M:.U\.CI 

•'N \."O$ P\.lt-.St"'\"S sa.,co.s 'SI' l='\-~Q.ll'IE.,fi-S 

:D-. ,2 Ko,t."5 co"Sl!lit"~os JJ,. IJ,ºC.. 

i=>aoM'&b\c:> 
.bD\l\t.c\Otl _....._ 

L\tl\Ts.111,~-

\.l .. i,.._ ~"--º' 

- z.oºc. 
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D[ lt~TIM~C.ION :Dlit LA ~11111.D\D~ .Z:.a ~c:n '11:D Ab •ti 1-0a ~ 
5:l1c:.oa _.... ~LP.QU.E.'TM coMSaf&.\)~l:) CIIS A, "fºC ~UIIAl4."TE. 2,lf l · 
118, 1t. "OIU,.S 00tl LA "TE~ÑIC."- ~IIE M,IIE.G.A.C iON. ~L~Q\l'ICT"lit\A 
liN l2 MUS.STA.AS 'Tl.-.0. 

O Moa.u i2"1 MORJ\ ~ta "ºª"s ,a \%oaM 

Ac.TIVI ...-.u. .. Ac:riv,·~ ;:,,su.¡ 

= 'Jlº~ 8 •fo St/= 86;, 16°/o 1/8: 7h°lo 2. lf ·,~ 

76'= J so= """º 3'4°/o ;eo= a,1r, 1"1°/o 

&I :Joo;, u.o/o '17: 17" l?, º" M': '/o"lo r,o 0/o 

1,9 "Joc,1i 50= 80 1.0•/o "' • 7,¡.'fo 
l.fo o¡,, " : "º'° !'4º/o 

"' .. 1J. º/o ª~º'º 36 ... 50"/o 60°/o JI/-== 'i.oº/o 8oo/o . 

'lfo = SJO/o '19 °/o '/'/ = 11& 5¡,of,, 

6'3 = 73" 21°1o SI,= 77"/o 2?J 0/o 9,-º/o 

6'1= Joo°I, so :9Z.Ofo 8°/o 'IS= S3°A, 17 °/o /6"• 2.7 13°/o 

55= Joo\ '/6 = 81°{o 
l ~ º'º '17 = 8$ lfJ0/o YO= 72°J, 2.8°/o 

,2=..l~ 'IS= 86°'1 11/ 0/o e = ,~% 85°/o 

65-= loo'k 'ID: 12.º/o 280/o 1/o = 120/o 1.8°/o 11 = 20°/o eo0/o 
5'1 .. .l "º : l&f ibo/o 37 = ~o/e, 3l 0/o 1&=~'3º/4 ~1º/o 
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JZ: E L. P" SÑ \.OS PLA!IMAS IUC.o& liN P L#IQ.UEí~ 
A'-M"c:a,o.l)os ,. ~oe. 

0 IIOlt,.~ ª" \\01t,~ "' 1\011.~!t 72. KOlt.~S 

"1, 1 ,., o b,95' ·1,0 

,.o ,,o ~.gs b,9 

,., 6 1,0!> 1.0 lo,9 

,,o 1,0 7,0 1,0 

1,2. ,. 1!5' Co,9S" fo, 9 

,,i. ,,a& 1,0 1,0 

1.C) ,. C) 1,0 1,2. 

1,l!S 1,0& (o, g 1,15 

1,0!5' 1d;) 1,0 l.15 

,. 15" .,, 15 ., '() ~.9 

1,J ,. º" b,ql 1,01 
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CURVA "TIPO DE LA AGREGAC lO N CON 
_ADP DEUN~ASMARICOENPLAQUE­

TASALAS OHORAS 

o Pllllhm IN U,8.A. 

FIGURA NoB 
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C O M E ~ T A R I O ·S 

El control de la actividad del PLASMA RJCO El\ PLA­

QL'ETftS ae ha efectuado tanto IN VITqQ, como l~ VIVO; en este 

trabajo la estimación de loa valorea importentea se llevó a· 

cabo aólo para la calidad IN VJTRf'. (38) 

En lea condicione• de trabajo de! Banco Central de 

Sangre del Centro Médico Nacional, fué evidente que el nwnero 

de plaqueta• obtenj~AB en este producto, centrifugado a 166 y 

374 G, fué Óptimo. Ver cuadro ho. 1 y 2. 

Esto contrasta con la mayoria de los artículos re-­

cientea don•• ae menciona, que utilizando una fuerza centri­

fuga de 11 000 G, el número de plaquetas ea de 415 1 000 ! 15,000/ 

(39) en nuestro caso obtuvi~o• un número de 594 1 130 ! 157,740 

con una fuerza de centrifugación de 666 G, en cambio al e11-

plear una fuerza centrltuga entre 166 y 374 G, la cifra de 

plaquetaa obtenidaa rué de 1 1 097,000 ! 300,000. La ve11\aja de 

utilizar preferentemente plasma rico en plaquetas y no el con­

ceatrado plaquetario que haa, e11pleado en eaoa trabajos, es el 

que al hacer una aola centrifugación el procedimiento ea••-
noa oneroso. 

El control de loa aparatos (en nuestro caso centrl­

fu~aa refrigerada•) ea muy importante, en el laboratorio ae 

emplean centrifugbs ~e caract~riatica• diferente•, ejemplo: 

1) una de ellas cuenta con un reloj que marca de 1 minuto a 

30 111inutoa en intrrv•los de 1 minuto; 2) otra que marca de 1 

minuto a 120 minuto& con intervalos de 5 minutos y 3) otra 



- 76 -

C O M E N T A R J O ~ 

El control de la actividad del PLASMA RJCO EN PLA­

QL'ETAS •• ha efectuado tanto IN VJT-qo, como Ih VIVO; en este 

trabajo la estimación de los valoree importantes se llevó a· 

cabo eólo para la calidad IN VITR<'. (38) 

En lae condicione• de trabajo de! Banco Central de 

Sangre del Centro Médico Nacional, fué evidente que el número 

de plaqueta• obtenj~ae en este producto, centrifugado a 166 y 

374 G, tué Óptimo. Ver cuadro ho. 1 y 2. 

Esto contrasta con la mayoría de los artículo• re-­

cientes don•e se mer.ciona, que utilizando una fuerza centri­

fuga de 1,000 G, el número de plaquetas es de 415,000 ! 15,000/ 

(39) en nuestro caeo obtuvi~oe un número de 594,130 ! 157,740 

con una fuerza de centrifugación de 666 G, en ca11bio al em­

plear una fuerza centrifuga entre 166 y 374 G, la cifra de 

plaqueta• obtenidaa fué de 1 1097,000 ! 300,000. La ve11t,aja de 

utilizar preferentemente plaama rico en plaqueta• y no el con­

ceatrado plaquetario que hao empleado en eeoa trabajo•, es el 

que al hacer una aola centrifugación el procedimiento ea••-
noa oneroso. 

El control de loa aparato• (en nuestro ca&o centrl­

fu~as refrigeradas) es muy importante, en el laboratorio ae 

emplean centrifugbs ~e caracteriaticaa diferentea, ejemplo: 

1) una de ellaa cuenta con un reloj que marca de 1 minuto a 

30 minutos en int•rvi.'loa de 1 minuto; 2) otra que marca de 1 

minuto a 120 minutos con intervalo& de 5 minuto• y 3) otra 



- 77 -

que marca de 10 minutoa a 120 ainutoa con intervalo• de 10 

minuto&. Ea obvio que ai el técnico tiene qué centrifugar 2 

11inutoa en la ce11trifuga n611ero 2, evidentemente tendrá 11ue 

calcular aás o menos el tiempo y el producto no será centri­

fugado correctame11te y eatará fuera del control de tiempo, 

factor muy import&11te en la obtención del número de plaque-­

tas, por lo ~ue las instrucciones sobre loa procedimientos 

para la obtención de estos producto•, tienen que estar a la,; 

vista de loa t6cnicoa que obtienen estas fracciones¡ con las 

caracteristicaa de cada centrífuga y cua'les aon loa producto& 

que pueden ser obtenidos en ellaa. 

En relación con loa reaultadoa de la calidad de es­

te producto, juzgada a travéa de la prueba de la Retracción 

del coAgulo, no hay en la literatura reciente datoa con loa 

cuales compararloa. Nuestros resultadoa pueden indicar que 

la función plaquetaria, en relación con _la retracción del 

coágulo,eat¡ bien conservada.ver cuadros No. 3,31,s2 ,33• 

Por lo que respecta a la función plaq,-etaria esti-­

mada a travéa de la Prueba de agregación, otroa grupoa han 

encontrado que se conserva eapaeialmente en las plaqueta• 

o almacenada• a 37 C; en nuestro caso, las plaquetas han sido 

almacenadaa sin agi.tación a 4°C baste por 72 horaa. Su fa-­

cultad de agregación ae conaerva del 71" al 92" a laa 24 

hores. A las 48 horas se aprecia de un 14 ,. a ur, 50 "· de a­

batimiento de esta propi~dnd. Pero ya a laa 72 horas el a-­

bati•iento de esta actividad•• •yor e irregular, reatan-­

do sólo del 6 ~ al 76 "· Ver.cuadro ~o. 4. 
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Probablemente e• más trascendente la conarrvacióo de 

la propiedad de agregación, ver figuras l!,81 , en tanto que ee 

la que interviene en la hemoata•ia primaria; en nuestro ca•o 

no se ha confinaado esto con estudios IN VIVO, pero en otros 

reportea en la literatura, la a~regación ea 11na de las medi­

ciones del estado de la función plaquetaria que guarda !'ela­

ción con eu buen efecto hemostático IN VIVO. (40)Por 6ltimo 

el rango de pH, ver cuadro No. 5, que encontramos en loa plaa­

us rico• .en plaqueta• frescos c'.>Daervadoa hasta 72 l1oraa, ea 

satisfactorio, en virtud de ~ue ae ha reportado que la sobre­

vida de laa plaqueta& ea mejor cuando este no ee •enor de pH 6. 

En relaci6n con loa CRIOPRECIPITADOS RICOS Eh tACTOR 

VIII, laa •edidae de control de calidad aplicadas en ellos, 

noa pel'llitieron observar algunas discrepancias que al corregir­

la• aoa pel'llliten asegurar una aejor calid11d de ••te producto. 

i. tlcnica de preparación sufre alRunaa irre~ularidadea, atri­

buibles directamente a la diferencia en la manera de trabajar 

de ceda t¡cnico, las cuales evidentemente no son de la magni­

tud que alteren grandemente la calidad del producto. l.a mayo­

ría de loa t¡cnicos trabajan dentro de loa tiempos Ópti1110a de 

obtención del plasma, congelación, deacongelación y almacena­

atento del producto, loa menos, trabajan dentro de un rango 

,aceptable de ti•po y temperatura en el manejo del producto; 

por supuesto eat4a diferencia•, hacen que el cuntenido de fac­

tor VIII no eea de todo hoiaog,neo. 

Para eatudbr la ca11iid11tl del cor.tenido riel fact-or 

VIII en loe crioprecipitadoa, hubo necesidad de emplear 
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alternativamente c.oao testigo del 100 "' pbsma humano y fac­

tor VIII bovino, re11ane"r,te de la obter.ción del factor V bovi­

no, en virtud de que pud:iaoa apreciar 'lue este Último tiene 

do• v:eces la actividad del plasma humar.o normal y ea muy es­

table, lo cual contrasta con la variabilid11d e inestabilidad 

ctel sustrato hum,ino, ver figura llio. 9, que ha sido observi,da 

por todos los investigadores dentro de este campo. (41) En 

este trabajo ea de notar laa cifras relativamente menores de 

actividad, observadas cuando se comparan con el testigo bovi­

no; ver figura lo. 10, esto no ea de trascendencia para el 

control IN VITi:w del producto, considerundo que la dosifi­

cación del factor VIII en loa crioprecipitados se efectua me­

jor contra teatigo de ori~en bovino, en base a su estabilidad. 

La diferencia en loa valorea tle actividad tle factor 

VIII, observados con el testigo humano y el testigo bovino, 

nos hace pensur ,¡ue ai bien con el testigo humano el limite 

mínimo de buena actividAd está alrededor de 200 ~. el limite 

con el testigo bovino esta alrededor de lUO ,ii. 
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R E S V M ll N y e o N e L V s I o N E s 

1.El control de calidad obligados en lo que se re-­

fiere a los componentes obtenido• de la sangre huun~1ea na­

tural en cualquier banco de sar,,:re. 

2.El análiaia de la• medidas de control aplicable• 

para aaegurar una buena calidad del PLASMA RICO Et.i PLJ\QliETAS 

y de loa CRIOPRIJCIJ>ITADOS RICOS EN .. ACTOR VIII, Hparadoa de 

la Bangre. en el Banco Central de San;,re del Instituto Mexica­

no del SeKuro Social, confirma la obligatoriedad de eata me­

dida en nuestros aervicio• hospitalarios. 

3.ED este trabajo se analiaaron producto• obtenido& 

en la aeparaci&n rutinaria de loa componentes aanguineoa en 

110 lapao de un afto y aeia ••••: 84 plas111aa ricos en plaque­

ta• para loa cuele• ae concluy62 

3. a)Que en nueatraa manoa, la velocidad relativa de 

centrifugaci&n para una cosecha &ptima de plaquetas es de 169 

a 374 G, de 10' a 15'. 

a. b)La cifra de plaquetas por milimetro, e11 un plaa• 

aa rico en pla~uetaa,obtenidoa con eata velocidnd en ese tie11-

po, ea. de 1 X 106 :1 3 X 105 • 

a. c)El pH de eate plasma obtenido en ACD t&rmula J1'> 

debe ser similar dentro del rango aquí encontrado: 7.0 - 7.15 

de las O horas a la• 24 horaa .de preparaci6n en laa condicio• 

nee de trabajo actual, en loa plas11aa ricos en plaquet11a con-

l~.f'&rmula As Dextroaa FNEOM 2.45 g, Acido Citrico FNEll4 800 mg, 
Citrato Tris6dico nEUM 2.2 g, Agua inyectable c.b.p. 100ml 
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aervad~a a 4°C sin a~itaci&n. 

3. d)Se eatudiaron 74 crioprecipitadua ricos en fac­

tor VIII de 11 270 (6") para loa cuaba ee concluyó: ·que para 

el testi~o de actividad del 100 ~ de factor VIII ea mejor e..,_ 

plear el de origen bovino, ya que ea au•mente estable cuando 

• o ae conaerva en congelacion a• 201-30 c. 

3. e)Utiliza11do el testigo bovino, la activid.rd mÍDi• 

u que deberán tener loa crioprecipitadoa ea de 100 ~ I~ VI--

TRO. 

4.Conaiderando que la VAriación en la' calidad de un 

producto depende de una serie de factores, algunos de elloa 

de diflcil control, se recomienda: 

4. a)Verificar cotidianamente la fuerza centrffuga 

de manera indirecta, que habrá de emplearse para la separa­

ción de loa componentes aangulneoa. Para ello,el responsable 

de eate contro1tto•rá al azar un plasma rico en plaquetea y 

hará la cuenta plaquetaria, anotl!lrdo el resultado en la hoja 

de control; si se •plean varias centrlfu~as deber6 hacerse 

co11 plasma rico en plaquetas cte cada una de ellas, anot,indo 

loa datos de identificación de cada centrifuga. 

4. b)En relación con loa crioprecipit1uloa,considera­

•oa que si el técnico encar~ado de la preparación ea siempre 

el mismo, el estudio de uno de cada 100 ~rioprecipitadoa, ea 

auficiente ))flra controlar las variables atribuiblr.s el técni­

co. Cuando son varios loa técnicos que periÓdicame11te se en­

cargan de 111 prey,aración c.iel crior>recipitado, creemoa que el 

análisis de un crioprecipitedo, obtenido de un lote que ha si­

do procesado en un lapso de t•na Remana,•• auficit•nte. 
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