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" RESUMEN:

- El objeto de este trabajo es dar a conocer los resultados de los
estudios de coagulacién y fibrinolisis de cuatro seguimientos, -
con material obtenido de sangre de enfermos con padecimien—--
tos,que en una de sus etapas o en su evolucidn global presenta-
ron alteracidnes importantes en ese campo,jusfificando por lo -
'mismo una investigacidén de las alteraciones de esos componentes
de la hemostasis. Los métodos utilizados en esos estudios inelu
yeron algunos que habitualmente se describen en la rutina, pero
cuyo valor se desconoce al ignorarse los factores y vias de la
coagulacidén que son detectados por ellos. :
Se desarrolld ademds otro tipo de metodologia no considerada co-
mo rutina y que forma parte de los trabajos de los laboratorios
especializadoé de Hematologia. Algunos de'ellos quedan incluidos
en el estudio del mecanismo de la coagulacién como son las deter
minaciones de las concentraciones de los factores del complejo -

. protrombinico (II, VII, IX y X) y otros, como los factores Vy -

VIII (denominados l1&biles) que se consumen durante el proceso

de la coagulacifn. Uno de los factores estudiados y que se con-

sidero como componente clave de esta investigacidn, fue el fac-—
tor I ( Fibrindgeno), que por ser el sustratc de dos de las ehzi
mas més importantes en la coagulacién (trombina y plasmina), -
origina una serie grave de alteraciones en el organismo, cuando
sufre la accién de ellas.

Se consideraron ser de gran ayuda en este estudio, los métodos -

de estudio de la fibrinolisis, como la cuantificacién de los pro=~

ductos 1l{ticos de la fibrina, determinacién de plasmindgeno y del

Proactivador, as{ como la demostracién de los complejos solubles

por la protamina.




'La patologfa estudiada por los diversos métodos, incluyé a un grupo

de pacientes con leucemia prumielocitica con manifestaciones impor-

tantes de sangrado y que fue la causa de la muerte, El origen de e-

_sas manifestaciones se encuentra en las células leucémicas que son

ricas en material tromboplastico (Factor Tisular) que en alguna eta
pa entra a la circulacién y activa principalmente a la via extrinse
ca de la coagulacidn. Una vez activada, se suceden una serie lineal
de activaciones de proenzimas, mismas que posteriormente interactian
en etapas complejas de reacciones y que finalizan con la formacidn
del monémero de la fibrina y de sus polimeros insolubles. La coagu-
lacién y fibrinolisis activadas en forma importante, produce altera
ciones graves que se manifestardn por sangrado y/o trombosis.

La restante patologia de la coagulacién y fibrinolisis estudiada
en este trabajo, correspondié a muestras provenientes de mujeres -
poertaderas 9L gestosis conccldas como Eclampsia, losemia acvera y-
mola hidatidiforme.

Habitualmente las concentraciones plasmiticas de los factores de la

‘coagulacién se encuentran aumentadas en la mujer gestante,pero al -

presentar las complicacicnes mencionadas, su mecanismo de la coagula
cion se altera de tal modo, que ante cualquier estimulo interno, co

mo un paso anormal de material tromboplédstico de la placenta, deseg

cadena la activacién del sistema de la coagulacidén y de la fibrino-

lisis, conduciendo a cuadros similares como los descritos arriba pa

ra la leucemia promielécitica.'

Los resultados en los primeros grupos, mostraron datos com=—

patibles con aumento de la actividad de los factores de la coagula—-

cién y fibrinolisis, que tradujeron un Sindrome de Coagulacién Dise-

minada, y en los dos Gltimos grupos, datos de un estado de hipercoa--

gulabilidad, sin llegar a su activacién. Se considerd de gran valorla

utilizacidn de la metodologia desarrollada en esos estudios.
\
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Je= INTRODUCCION

"Desde el iniclo de la segunda mitad de este siglo, se ha
-observado un desarrollo creciente en el conocimiento de
ung serie de cambios complejos gue ocurren en el sistema
de la coagulacidén y de la fibrinolisis en asoclacién con
‘unge variedad ampllia de padecimientos como enfermedades -~
malignas (leucemiss, cdnceres), complicaciones obstétri-
-cas, quemaduras extensas, piczsduras de serpiente y otros
mas,

Les slieraciones mencionadas conducen gl consumo exagers
do de las proteinas de la coagulecién y de las plaquetas,
asf{ como a una accidn fibrinolitica aumentada de las pri
meras.

A ese conjunto de modificaciones de la sangre se le cong
ce como Sindrome de Coegulacidn Intravascular Diseminada,
Desfibrinacibn y otros sindnimos més.

El disparo para ello es la entreda directa a la circula-
cién de material trombopldstico (Factor Tisular), que ag
tiva en forma exagerada a los factores de la coesgulamcién.

Puede observarée también un disparo indirecto que active
a los menclionados factores. Bl resultado es el mismo y -~
podrd reconocerse al utilizar una serie de métodos que -
midan el grado de actividad del mecanismo de la coagula-—
cién y fibrinolisis.

Para una mejor comprensién de este informe de trebajo ver
sado sobre la utilizacidn de diversos métodos en el estu~
410 de los trastornos de la coagulacién y fibrinolisis ci
tados, a continuacién se menciona a la hemostasis normal,
sus cbmponentes ¥ el mecanismo de la coagulacién no alte-
rada (1).
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1. HEMOSTASIS: es el proceso por el cual se detiene es-

pontaneamente el flujo de la sangre en los vasos gque la
transportaﬁ bajo presién cuando ha ocurrido un dafio lo-
cal. )
MECANISMOS DE LA HEMOSTASIS:

En el proceso de la hemostasis se requiere de la parti-
cipacifn de tres factores que son: la pared del vaso, -
las plaquetas y por lo menos 10 proteinas plasmdticas o
factores de la coagulacidn. '

Pared del vaso: Implica la contractilidad del mismo indu
cido por: la serotonina (o 5-hidroxitriptamina) liberada
de las plaqpetas, por el TromboxanoiA2 sintetizado a -~
partir de los endoperéxidos ciclicos de las prostaglandi
nas PGGé- v PGH2 en la misma plaqueta, por el fibrino -
péptido B derivado del fibrindgeno del plasma y de la no
repinefrina de origen plaquetario también.

Existen otros fendmenos vasculares que directa o indirec

, tamente son hemostdticos, como la presidn perivascular -



producida por la sangre extravasada y la accidn de la -

subunidad Von Willebrand del Factor VIII (F.VIIIVW) (2).

2.~ HEMOSTASIS PRIMARIA: /
Se resumirdn agui sdlo algunos aspectos de las funciones
plaquetarias referidas al conjunto de modificaciones pre

sentadas por estas células en el procesé de la hemosta =

1

sis, que se denominan Hemostasis Primaria y que son se

guidas por el mecanismo de la coagulacidn.

Al ocurrir una lesidn en la continuidad del endotelio

vascular, se expone el tejido conectivo de esa pared a

1

las plaquetas normales, las cuales sufren una serie de

1

cambios consistentes en la adhesidn al tejido expuesto,-
contraccidén y liberacidn del material contenido en sus -
grénulos y en los cuerpos densos y agregacién de unas --
con otras...

Adhesibn: de los constituyentes de la pared del vaso se

ha demost?ado que sblo el colidgeno promueve estelfenéme—
no,requiriéndose en parte para ello de la acgién del fac
tor de Von Willebrand.

Reaccidn de liberacidn: el coldgeno y la trombina (que -

puede adherirse al subendotelio), estimulan a las plaque




tas a liberar el material contenido en los cuerpos den -
S0s y en sus granulos: ADP, serotonina, Factor Plagueta
rio 4, etc. El ADP origina un;cambio en la forma de la
plagqueta, de discoide a una mis redondeada con emisidn-
de pseudéppdos. Con esta forma alterada se agregan fa-
cilmente con otras plagquetas y con aquéllas que se han
adherido a la pared del vaso dafiado.

Ai ser estimuladas las plaquetas por el coldgeno o por
la Trombina, se hidroliza por accidn de la fosfolipasa
A2, fosfatidilcolina y fosfatidilinositol de la membra-
na, formé&ndose 4cido arachidénicc. Scbre 8ste actidz -
una cicloxigenasa que lo convierte a una forma inesta -
ble de los endoperdxidos de las prostaglandinas PGG, v
PGHZ. Estos compuestos tienen una vida corta y por si
mismos pﬁeaen causar que la plaqueta cambie de forma, se
agregue y libere su contenido.

Agregacién: el proceso de adhesidén de las plaguetas a la
pared del vaso dafiado, es seguido rdpidamente por la for
macibén de agregados plaguetarios, fenémenofque in vitro
_puede obtenerse con las plaquetas humanas mediante induc

cibn con adrenalina, ADP, serotonina, trombina, coldgeno



y ciertos dcidos grasos.
Cada agente inductor reacciona inicialmente con alguha -
.clase de receptor para €1, en un sitio especifigb en la
superficie externa de la doble capa de la membrana de la
plagueta, la cual en forma rdpida sufre cambios en su --
morfologia (3).

Siguiendo a todos estos cambios que presentan las plaque
tas, se desencadena inme@iatamente la activacidén de la -
coagulacidn o Hemostasis Secundaria.

_ C
3.- HEMOSTASIS SECUNDARIA:

Comprende la serie de cambios en-el sistema de la coagu-
lacidn sanguinea por interaccidn de sus diversos facto =
res.

La teoria clisica de la coagulacidn de la sangre que ex~
plicaba eée fendmeno en base a la interaccién de 4 facto
res,sufrié serias modificaciones poco antes de la mitad
de este siglo al descubrirse otros factores mds (en alqu
nos pacientes que presentaban deficiencias héreditarias
de ellos) y no poder acomodarlos en dicha teoria. Asi -
mismo existia una .gran confusidn con los nombres asigna-

dos a los diversos factores conocidos.



De 1957 a 1958 se establecid una Nomenclatura Internacio
nal Romana para los Factores de la Coagulacién por un sub
comité internacional designado pgr el Comité Internacio -
nal en Trombosis y Hemorragia y que incluyd en ella, a -
los que considerd como verdaderos factores. A continua -
cidén se da un glosario de los factores de la coaéulacién

con sus caracteristicas estructurales (3).

ey



GLOSARIO DE LOS COMPONENTES DE LA COAGULACION

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES
Y FUNCION

NOMBRE
FACTOR I

~ (Fibrinégeno)

Glicoproteina con peso molecular alrede -
dor de 340,000 (3), contiene de 3 a 5% de
carbohidratos. Su estructura terciaria -
no ha sido completamente caracterizada. -
Por estudios de microfotografia electrdni
cé se suglere que est#f compuesto de tres
subunidades nodﬁiares interconectad;s por
filamentos. Los estudios de ias subunida
des molecﬁlares después de disociar la =--
protefna nativa (4), sugieren que el £i -~
brinfgeno tiene una estructura dimérica.
Cada mitad de 1a molécula contiene tres -
pares simiiares pero no idénticas de cade
nas polipeptidicas designadas Ad, Ba vy
¥, con pesos moleculares de 73,000, «—w=-
65,000 y 50,000. Las dos mitades estéﬂ -

unidas por tres enlaces disulfuro intra -
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‘GLOSARIO DE LOS COMPONENIES DE LA COAGULACION

NOMBRE CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES
Y FUNCION ]

dimeros y las trés cadenas de cada dimero
estén unidas también por ese tipo de enla
ce que estén concentrados en el extremo —
N—términal de la molécula.. Los enlaces =~
" disulfuro suman 28 en total, repartidos en
cinco dominios. Su concentracién en plasma
oscila de 200 a 400 mg/100 ml. (4, 5).
Funcidn: despufs-de la proteolisis por la
. trombina se transforma en fibrina,la cual
constituye la base fisica de los codqulos
sanguineos y proporciona la malla para el

cofgulo hemostdtico (3).

FACTOR IT
{Protrombina) Glicoproteina de una sola cadena que para

su actividad bioldgica depende de la vita
mina K durante su sintesis en el higado.

Peso molecular de 69,000, contiene ﬁ.?% de
carbohidrato (galactosa, manosa,'N—aceti;

glucosamina y &cido siflico).

La Protrombina contiene aproximadamente 10



GLOSARIO DE LOS COMPONENTES DE LA COAGULACION

NOMBRE

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES
¥ SU FUNCION

FACTOR IIT

(Factor Tisular-

o Tromboplas-—
tina Tisular).

residuos de &cido gamacarboxilglutamato -

para fijar el calcio y se encuentran loca
lizados en la regidn N-terminal de la ca-
dena.

Su concentracibén en el plasma oscila de -
10-15 mg./100 ‘ml. Su vida media biolégif

ca es de 2.8 dias.

Funcién: interviene en la via comdin de la
coagulacidén y es transformada a su forma
activa, la Trombina, en ese proceso por ac

cibn del Factor Xa (4).

Estd presente en muchos tejidos y barticu—
larmente abundante en la placenta, pulmdn,
cerebro y vasos sangufneos. La bioquimica
de este factor estd muy pobrémente entendi
da. Es un complejo de fosfitides, lipopxo

teina y colesterol.
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GLOSARIO DE\ LOS COMPONENTES DE LA COAGULACION

NOMERE CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES
Y SU FUNCION

Este complejo pﬁede disociarse en sus ==
constituyentes por extraccibn con solven-
tes., La accién de este factor en la coa-
gulacién reside enteramente en la molécu~
la de proteina.

Funcibn: La interaccidn de este factor =—-
con el Factor VII inicia la via Extrinseca

A4z 12 ccagulaciin.

FACTOR IV .
(Calcio ionizado) No tiene caracterfisticas distinguibles.

FACTOR V
(Factor L&bil) Es una glicoproteina con peso molecular -

N aproximado de 350,000. Por filtraciones
en gel se han aislado subunidades;de tama
flo variable. Contiene de 10 a 20% de car

"bohidrato y la galactosa es gsencial para
su funcién. En electroforeéis migra como
una globulina & . Por su iﬁestabilidad

presentada en el plasma se le denomina -~

Factor L&bil.



GLOSARIO DE LOS COMPONENTES DE LA COAGULACION

NOMBRE

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES
Y FUNCION i

FACTOR VII
(Factor Esta-
ble)

La actividad de este factor (in vitro) -
se aumenta por la accibn de varias enzi-
mas proteoliticas inclufendo a la Tromhi
na, PFactor Xa, el veneno Ae la serpiente
Russell. Su vida media bioldgica es de
12 a 36 horas.

Funcibn: és un factor accesorio (acelera
dor) que participa con la proteinasa Xa

en la activacidn de la Protrombina. (4, 6}.

Es un factor de la coagulacidn con pro -

piedades fisicas y quimicas similares a

las del factor X, lo que hace difibil su
purificacidén aunque se ha logrado esto -
parcialmente a partir del plasma y suero
humanos. Su peso molecular estimado es -
del orden de 58,000. Es una glicoprotef-

na de una sola cadena y contiene residuos

-

iy
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GLOSARIO DE LOS COMPONENTES DE LA COAGULACION

NOMBRE CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES
Y FUNCION

de 4cido gamacarboxiglutamato -en base a
su dependencia de la vitamina K y a la

homologfa de la secuencia de aminodci -

\ ' dos de la regién N-terminal con la Pro~-

- trombina y los factores IX y X. Su vi-
da media biolégiié varia de 4 a 6 horas.
Funcién: Interactfia con el Factor Tisular
en la via extrinseca de'la coagulacién pa

ra activar al Factor X (4).

FACTOR VIII Es una glicoproteina de peso molecular -

(Factor Anti- )
hemofilicd). de 1,000,000 a 2,000,000. Al igual que

el Factor V es muy inestable en el plas-
ma citrata@o. Este factor puede diso ---
ciarse in vitro en dos tipoé de subunida
des por filtraciones en gel, correspon -
diendo a las subunidades VIIIag y VIIId.

La primera, contiene al Factor VIIIVW, 0



15

GLOSARIO DE LOS COMPONENTES DE LA COAGULACION

NOMBRE

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES
Y FUNCION

FACTOR IX'
(Factor Christ—~
mas) .

factor de Von Willebrand relacionado con
la adhesidn de las plaguetas. El segundo
tipo de subunidad contiene a la poreidn -

coagulante del factor, con peso molecu

lar de 25,000 a 34,000. Su vida media ==~
bioldgica varia de 10 & 14 horas.

Funcidn: Interact%a con el Factor IX, =~-
Ca2+ y Factor Plaquetario 3 en la’acéiva—
cidn del Factor‘ X en la via Intrinseca de
la coagulacidén. A su vez es éctivado por
la Trombina. Su deficiencia produce la -

HemofiliaA(4, 6).

Glicoproteina de peso molecular alrededor
de 55,000 conteniendo 17% de carbohidrat6
y estd formado de una sola cadena polipep
tfdica. Es un factor vitamino K depen --

diente, contiene residuos de &cido gama--

carboxilato. Después de ser activado por



GLOSARIO ‘DE . :LOS = COMPONENT

16

"DE’ LA COAGULACION

NOMBRE = CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES Y FUNCION

FACTOR X
(Factor Stuart-

Prower).

el factor XIa aparece en dos cadenas polipept£
dicas, una de 16,600 y otra de 38,400 La primera
posee los residuos de gamacarboxilato.

En su forma activa, es una serinopreoteinasa
con el residuo de serina activa en la
cadena pesada. Su vida media bioldgica es -
de 24 horas.

Funcibn: activa al Factor X en la Via Intrin-
seca de la Coagulacidn y su deficiencia produce

ia Hemofilia B (6).

Es una glicoproteina de dos cadenas plipeptf--
dicas con peso molecular alrededor de 59,000
la humana y 55,000 la bovina. Esta Gltima con-
tiene 15% de carbohidratos por molécula.

Su cadena ligera con peso molecular de -—--—
17,000, contiene 14 residuos de 4cido gamacarbo

xiglutédmico por molécula y es un factor vitamino
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GLOSARIO DE LOS COMPONENTES DE LA COAGULACION

NOMBRE

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES
Y FUNCION

FACTOR XI
- (Antecedente
Trombopldstico
del plasma)

K~dependiente. Existe_homol&gia en la se
cuencia de los aminoicidos de la regidn =
N-terminal de la cadena ligera con aqué -~
lla de los factores II, VII y IX. Su vi~
da media bioldgica oscila de 24 a 60 ho -

ras.

Funcidn: Interact@ia con el Factor v, fos-

A 2 g
folipido de la plaqueta y el Ca-+ en la -

activacién de la Protrombina en la via co

min de la coagulacidn (4).

Glicoproteina de peso molecular alrede -~
dor de 160,000. Consiste de dos cadenas
polipeptidicas del mismo peso molecular,
unidas por enl;ces disulfuro 'y al ser ag
tivado-por el Factor XII resulta en cua-

tro cadenas unidas por ese mismo tipo de

“enlaces. La interaccién con la Antitrom

bina IIT que es un inhibidor de la coaqu
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GLOSARIO DE LOS COMPONENTES DE LA COAGULACION

NCOMBRE

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES
Y FUNCION

FACTOR XII
(Factor
. Hageman)

lacién y con el diisopropilflﬁorofosﬁg
to,indica dos sitios activos por molécu
la, lo cual hzce un fendmeno dnico en -
las enzimas de la coagulacidén. Su vida
media biolégica varia de 48 a 84 horas.
Funcidn: activa ﬁ:otéoliticamente al Fac

tor IX en la via intrinseca de la coagu

lacién (4, 5).

Es una glicoproﬁeina de una sola cadena

polipeptidica con peso molecular entre -
76,000 a 80,000. Al ser activado ﬁrotqg
liticamente por la Kalikreina forma una

molécula de dos cadenas, una pesada de -
50,000 y otra 1igera de zs}ooo qﬁe con -
tiene el sitio activo. En su forma acti

va es una serinoproteinasa. Una vez ac-
tivado ocurre la propagacifn de la via in

trinseca de la coagulacién.



~ GLOSARIO DE’LOS  COMPONENTES DE'LA COAGULACION

NOMBRE

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES Y FUNCION

FACTOR XIIT
(Transgluta-
minasa, Fac-
tor Estabili
lizador de -
de la Fibri-

naj.

PREKALIKREINA

Funcién: inicia la Via Intrinseca de la Coagulacidn.
(7). )

El Factor XIII pu}ificado del plasma es una globuli
lina alfa2 con peso molecular de 320,000 (la forma
plasmitica, que es tetramérica) y 160,000 (la forma
plaquetaria, que es dimérica). Su molécula consiste
de dos subunidades alfa (forma plasmitica y forma -
plaquetaria, con peso molecular de 75,000) y dos —-
subunidades beta (forma plasmética unicamente, con
peso molecular de 88,000). A

Las subunidades alfa son rotas proteoliticamente a
la forma activa "trnasglutaminasa" con la genera---
cidén de un grupo activo cisteina.

La forma plaquetaria es sintetizada por los megaca-
riocitos y por las plaguetas. Estas dos células, —-
son fuente de origen de la forma plasmitica del Fac
tor XIII. Su vida media bioldgica es de 3 a 12 dias,
Las substancias que exhiben actividad de este fac--
tor in vitro, estfin presentes en otros tejidos como
el higado y placenta.

Funcidn: en su forma activa, el Factor XIII une co-
valentemente a los monferos, en polimeros de la fi
brina (4, 5).

Proteina de una sola cadena, con peso molecular alre
dedor de 90,000, La secuencia de los aminodcidos de
la regidn N-terminal de la Prekalikreina bovina, pa
rece homdloga con aquélla del Factor XI humano.

Es un componente del Sistema de Contacto,a su vez es
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GLOSARIO DE LOS COMPONENTES DE LA COAGULACION.

NOMBRE -

"0 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES Y FUNCION
*"un precursor de la proteinasa Kalikrefna que
v rompe al Factor XII y al Kinindgeno de Peso

liolecular Alto, para transformarlo en Kinina

(5 y 7).

KININOGENO DE
PESO MOLEGULAR

Glicoproteina de una sola cadena polipeptidi--
dica con peso molecular aproximado de 150,000 y
ALTO (Factor contiene 18% de carbohidratos. Electroforetica-
Fitzgerald) mente migra como una globulina alfa. Se conoce
la secuencia de los aminoidcidos del fragmento -
1.2 donde residen los determinantes estructura-—-
les responsables para que este factor se fije —-
al caolin (superficie extrafia) en la etapa de -
contacto.
Funcién: protefna accesoria en la activacibdn del

Factor IX por el XIla (4).

PLASMINOGENO Comunmente no enlistado como factor de la coagu--
lacibn, sino como una proteina del Sistema Fibri-
nolitico, la cual tiene un peso molecular de ~--—-
81,000 y esta formado de una sola cadena polipep-
tidica que al sufrir proteolisis para su activa—
¢idn, libera una cadena peptidica y el resto se -
rompe en dos cadenas, una ligera de 25,000 y otra
pesada de 52,000, que constituyen la proteinasa -

activa. Su sitio activo se localiza en la cadena
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GLOSARIO DE LOS.COMPONENTES DE LA COAGULACION

NOMBRE' . " CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DISTINGUIBLES Y FUNCION

ligera. Al transformarse en plasmina, degrada -
proteoliticamente y en forma fisioldgica a la fi-
brina, y en forma patolégica al fibrin&geno, al -

Factor V y al Factor VIII (4, 5).
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PROCESOS DE ACTIVACION EN EL SISTEMA DE LA COAGULACION

SANGUINEA.
Aunque de un modo general y sencillo pued? considerarse a la activa-
cidn de una proteina como el aumento en su potencia bioquimica por
unidad de masa, en los sistemas como la coagulacidn, en la cual una
proteolisis limitada es responsable de muchas activaciones, casi --
siempre se ha identificado a este proceso, como aquél en que ocurre
la activacién de una proenzima a una enzima activa. Ademéds en el -—-
Sistema de la Coégulacién pueden presentarse varios tipos de proce-
sos de_activacién y que aungue comunmente implican proteolisis, no
siempre conducen a la formacidén de una enzima.

En este sistema se pueden distinguir tres tipos de proteolisis que -

pueden llamarse activacidn. El primero incluye el rompimiento protec
litico ejercido sobre una proenziﬁa (o factor de la coagulacién no -
activo) y que generalmerfe se reconoce que estd relacionadn con 1a
exposicidén de su sitio catalitico.

El segundo tipo de activacidn proteolitica no resulta en la formacidn
de una enzima, sino mas bien conduce a la exposicidn de sitios de fi-~
jacidn de la molécula activada y que le permiten su polimerizacidn.
Este tipo de activacidén se ejemplifica por el rompimiento del fibri--
négeno ejercido ppr la trombina para formar el'monémero de la fibrina
el cual se asociard rdpidamente con otros mondmeros ( 5 ).

El tercer tipo de activacidn posee las caracteristicas de los dos -
anteriores, pero a diferencia de la primera, la proteina activada no
es una proteinasa, sino una proteina que acelera marcadamente la velo-
cidad de una reaccidn que realiza determinada enzima proteolitica.
Como ejemplo de este Ultimo tipo de activacibn tenemos ”él aumento que
se observa en la actividad de la potencia biol&gica de los cofactores
proteicos Factores V y VIII como un resultado de su exposicidn a la -

Trombina { § ).



23

Una vez mencicnados algunos conceptos sobre los procesos de activa-~
oidn en el Sistema de la Coa.gulaoién Sangufnea so hace una revisién
. & continuacidn de su mecanismo normal, recordando qus aunquo algu=-
nap etapas son bien oonooidas, en alzunas otras psrmanecon ain a.l-;—
gunos puntos oscuros y que en la actualidad son diffciles do escla-

recers
VIAS DE LA COAGULACION,.

La coagulacidn de la sangre se inicia fundamentalmente por dos meca~
nismos diferentest 1) por el proceso de activacidn con el contactc y
2)por la accidn del Factor Tisular. Si inicialmsnto procede por dos
vids separadas, éstas Pinalmente converge{ al activar ura via final
coniin que conduce a la formacidn de fibrina (Pigura 1 ). La activa
oibn con el contacto implica la adsorcidn a una variedad grahrle.da
superficies con cafga negativa de cierfas proteinas del plasma, como
son Factor XII, XI, Prekalikrefna y Kinindgeno de Peso Molecular AL
to. Forma parte de las etapas iniciales de la Via Intrinseca ds la
Coagulacién la cual termina con la activacién del Factor X.

Cuando la coazulacién se inicia por el Factor Tisular, ocurre inter
aceidn entra‘ 4ste y el Factor VII,conduciende a la formacidn de-una
enzima quo también activa sl Factor X. Esto ocurre en ausencis de =
los factores de la Via Intrinseca y no requiere de la activacién -
con el contacio. En las otapas subsscuenies en el proceso de la 00z
gulacidn (Via Comin) interviensn los factores Xy Vy Factor Plaque~
tario 3, Protrombina y Fibrinégeno, interactuandoe del mismo modo ya
sea que ol Factor X sea aoctivado por el producto de la Vis Intrinse
ca o por aquél de la Via Zxtrinssca. ( 4 ).

VIA INTRINSECA DE LA COAGULACION,

ACTIVACION DEL FACTOR XIIs la reaccidn de contacto se considera =



YiA VIA
INTRINSECA ) EXTRINSECA
. -

Factor
Tisular

vil

FP-3

PROTROHMBINA
FIBRINOGENO

. FIBRINA

FIGURA 1. VIAS DE LA COAGULACION. Los términos de Sistema
Intrinseco y Sistema Extrinseco se usan ampliamen
te con referencia a las reacciones indicadas con
1ineas punteadas, FP-3 = Factor Plaquetario 3.
Pre-K = Prekalikreina. KPMA= Kininégeno de Peso

Molecular Alto. (4).
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que se efectia en dos fasen, en la primera el Factor XII al contacto ocon
la superficie con carga negativa, sufre un cambio conformacional que se
acompaiia por la aparicidn de actividad enzimdtica pero no por cambio en
el peso molecular que es do 80,000. EL factor XII activo (o X1Ia)
convierte algo de Prekalikraina a Kalikreina la cual en una segunda fa-
Be rdapidamente activa mds factor XII. En esta reaccién se efeotdia un -
rompimiento proteolftico del Faotor XII, liberando un fragmento (frag-
mento E) con peso molecular de 28,000 que tiene actividad enzimitioa

¥ no solamente activa al factor XI sino también al activador del Plas
mindgeno y &8s activacidn en frio, al Factor VII. Es decir que a par--
tir de este nivel, la via intrfnseca se interrelaciona con la via ex~-
trinseca y la separacién estricia entre ambas no puede ser rigidae

‘Bl Factor XII tambidn puede convertirse a su forma activa en fase £l .
da en ausencia de una superficie activa y esta conversién lz pueden -,
realizar varias enzaimas proteol{ticas como la Kalikreina, rlasmina, Trip
sina y el Factor XIa, teniendo mayor importancia la prizera.

Las etapas subsecuentes en la activacidn del Factor XIT en esta fase, =

son las mismas que para la de contacto.(8,9),
KININOGEKO D3 PESO MOLECULAR ALTO.

El papel que desempefia esta profeina en la fase de ocontuoto, eé ol for
mar complejos binocleculares con el F. XI o con la Prokalikreina y se -
adsorbe con ellog a la suporficie activa donde los dos constituyentes
ds cada complejo funcionan cooperativamente para aumentar la actividad
del Factor XI sobre sus ‘sustratos naturales, funcionando como un cofag
tor en estas rsacoiomes (4 ).

ACTIVACVIOH DE 10S FACTORES X1 Y IX.

Cuando la Kalikrofna activa en le etapa anterior &l Factor XII y lo -—
oonvierte en XIIs; &ste en turno activa al aiguiente factor en la se~—
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cuencia, que es el Factor XI, convirtiéndolo a su forma enzimadtica ac-
tiva por medio de una reaccién que no se acompafia de cambio en su peso
molecular sino en la transformacidn de una molécula inicial de 2 cade-—
nas polipeptidicas del mismo tamafio (80,000),a cuatro cadenas unidas
por enlaces disulfuro, dos de 50,000 y dos de 30,000. En esta activa-
cidén el Factor XIIa requiere de una proteina adicionaldel plasma cono-—
cida inicialmenté como Factor Fitzgerald, pero que posteriormente se -
reconocid ser el Kininégeno de Peso Molecular Alto. La activacién del
Factor XI por el XIIa no requiere de calioy puede realizarla también
la tripsina.

Los estudios cinéticos de la interaccién entre los factores XIa y IX,
- sugieren que este factor se comporta como un sustrato y que el factor
XIa es una serinoproteasa. Esta reaccién requiere de calcio y la acti
vacién de la proenzima IX ocurre en dos etapas: 1la.) rompimiento de
la cadena polipeptidica inicial del Factor IX en dos cadenas, una li-
gera con un peso molecular de 16,000 formada a partir de la regién -
aminoterminal de dicho factor y una pesada ~ 38,000 Esta molécula
no tiene actividad enzimatica o coagulante. 2a.) Hidrdlisis de un en-.
lace peptidico (arginina-valina) y liberacién de un péptido de acti-
vacién rico en carbohidratos y que deriva del extremo aminoterminal

de la cadena pesaga. Esta etapa se acompafia por la aparicién de acti-
vidad coagulante. El sitic activo serina del factor activo IXa reside
en la cadena pesada, mientras que los sitios fijadores de Caz+:se con
centran en la cadena ligera ( 6 ).

FORMACION DEL.ACTIVADOR INTRINSECO DE LA PROTROMBINA.

La siguiente proenzima a ser activada en la secuencia es el Factor X
en una reaccién que requiere de Ca2+, trazas de Factor Plaquetario 3,
del Factor IXa y del Factor VIIL. Esta reaccidén se acelera marcada--
mente por la adicién de pequefias cantidades de trombina al Factor --
VIII'y al parecer el papel de este factor, es acelerar la velocidad -
de activacién del Factor X.

En el sistema formado arriba, la membrana de la plaqueta sirve como -
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una superficie donde se adsorben los factores y iones, se orientan de «
tal modo, que el complejo. que resulta adquiere una gran actividad enzi-

matica (figura 2 ).
VIA EXTRINSECA DE LA COAGULACION.

Esta via es corta y répida e implica la interaccién entre el Factor Tisu_
lar y el Factor VIf. Requiere de la presencia de iones de calcio, se for-
ma un complejo particular que se comporta como una enzima. EL éomplejo -
Factor Tisular -VIIa y Ca2+ activan al Factor X, el cual en esa forma ac—
tiva reciprocamente al Factor VIIa, transformidndolo de una molécula de -
una sola cadena, a otra de dos ( 4 ). »

Al activarse el Factor Xa por cualquiera de las dos vias, ocurre un rompi

miento en su molécula entre At‘gs1 - Ile o ¥ S8 transforma en una molécu-

5
la de dos cadenas, la pesada que contiene el sitio activo y la ligera que

centione lero rociducc de glutamate. BL veneno de La serpiente RusSsell puc

de activar también al Factor X. (figura 3).
VIA COMUN DE LA COAGULACION,

La molécula activa del Factor X (Xa), interactla répidamente con el -——
Factor V (que a SU vez recibe la accién de la Trombina), con el Ca2+ y -
con el Factor Plaquetario 3, se forma entonces un complejo denominado Pro
trombinasa, el cual activard subsecuentemente a la Protrombina (Féctor I1).
En este complejo el centro activo es el Factor Xa que se une al Factor -
Plaquetario 3 por enlaces hidrofdbicos (Figura 4 ) (4,5 ).

ACTIVACION DE LA PROTROMBINA. .

En esta penlltima etapa de la coagulacién, la Protrombina se transforma -
en Trombina en una reaccidén catalizada por la proteinasa Xa y acelerada -
por el Ca2+, las plaquetas y por el Factor V o cofactor proteico. Durante

ella se pierde la mitad de la masa de la Protrombina y se liberan sucesi-

Y
=y
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FIGURA 2, INTERACCIONES ENTRE LOS COMPONENTES QUE PARTICIPAN EN UNA ETAPA DE .

LA CASCADA DE LA COAGULACION. Zuando la enzima y su sustrato son
protefnas relacionadas con la vitamina X (Protrombina, X, (Xa), -
IX, (IXa) y VII, (VIIa), las interacciones que se representan por
las lineas unidas 4-5, implicar al-calcio y a la superficie de la
membrana de la plaqueta. (5).
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VIA INTRINSECA

VIA EXTRINSECA

TRONBINA |7 — — —=—=

FIBRINOGENO ——— FIBRINA

FIGURA 3. . - : .
REPRESENTACION DE LA CASCADA DE LA COAGULACION CON SUS DISTINTAS ETAPAS
DE REACCION. (5). .
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FACTOR PLAQUETARIO 3
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PROTROMBINASA 4+ PROTROMBINA === COMPLEJO PROTROMBINASA
PROTROMBINA

FIGURA -4, I.ACTIVACION DEL FACTOR X
II.FORMACICN DE LA PROTRCMBINASA (4)
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vamente dos fragmentos (Fragmento 1 y Fragmento 2), se generan dos pro-
ductos intermedios, Pretrombina 1 {Protrombina menos fragmento 1) y -
Pretrombina 2 (Protrombina menos fragmento 2). Los mencionados fragmen-
tos derivan de la ruptura sucesiva en la regidén aminoterminal. Al fi--
nal la Pretrombina 2 sufre una nueva ruptura en un enlace peptidico in-
terno (figura 5 ) y se transforma en una molécula de dos cadenas uni-
das por enlace disulfuro y que es la Trombina, con peso molecular de -
34,000 El sitio activo reside en la cadena pesada que tiene 260 amino-
&cidos y un residuo de carbohidrato (5 ) (figura 5y 6).

REACCION TROMBINA FIBRINOGEMO.

En esta Gltima etapa de la coagulacién el fibrindgeno es convertido 2 su
forma estable que es la fibrina y pueden distinguirse en ella tres e--
tapas, una enzimitica, una de polimerizacidn y otra de estabilizacién(l0).
En la primera ocurre un rompimiento del fibrindgeno por la Trombina a --
nivel de cuatro enlaces arginina-glicina, dos en las cadenas alfa y dos
en las cadenas peta. EL sit10o de lu rupuura reside €n ia poicidn aminc-—
terminal de esas cadenas. Se liberan por lo tanto cuatro fibrinopéptidos,
dos A y dos B, quedando una molécula residual llamada "mondémero de la fi-
brina" con peso molecular ~334,000 (figura 6 ).-

En la etapa de polimerizacidn que es un fendmenou fisico complicado y no -
totalmente comprendido, ocurre una disminucidn de la electronegatividad -
de los monémeros de la fibrina por la pérdida de los fibrinopéptidos --
(figura 6 ).y disminuyen de este modo las repulsiones intermoleculares
entre ellos. Se forman facilmente enlaces por puentes de hidrdgeno, se -
agregan los mondmeros oriéinando polimeros por asociacidn término-termi-
nal de los extremos carboxiterminal de las cadenas gama y por interaccidn
latero -lateral de las cadenas alfa, A medida que sucede esto, interaccio
nan los extremos aminoterminal de una molécula de un mondémero, con los -
extremos carboxiterminal de otro, se originan asi fibrag elongadas con —-—
traslapamiento de casi la mitad de la longitud de los mondémeros implica--
dos (4).

Esa polimerizacién conduce primero a la formacién de fibrina soluble, pro
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ceso que es reversible in vitro en presencia de agentes desnaturalizan-
tes como la urea ( 4 ).

La fibrina soluble formada en la etapa anterior es convertida a su for-
ma insoluble en la etapa de estabilizacidn por accién del Factor XIIIa,

que es una transamidinasa que forma enlaces covalentes entre los grupos
epsilonamino de la lisina y los grupos amida de la glutamina entre pa-—
res de cadenas gama y se forman asi los dimeros, El factor XIII requie-
re parasu activacidn de la gccién de la Trombina. Ese factor se trans—-
forma de una proteina tetramérica con estructura AZBZ' en un dimero ca“
talitico derivado de las cadenas A modificadas y de un dimero inactive

derivado de las cadenas B ( 4 ).

FIBRINOLISIS.

Signifien la dignlucifn de la fikwina 281ida mediante vna covis de roan
ciones de un sistema enzimdtico del plasma sanguineo. Sus componentes
son: el Plasmindgem. que es la proenzima de la enzima fibrinolitica o —-
Plasmina; los Activadores del Plasmindgeno y los Inhibidores de la Plas-
mina.

PLASMINOGENO: es una proteina de una sola cadena con peso molecular de -
80,000 que por accidén de los activadores se transforma en otra de dos ——
cadenas unidas por enlace disulfuro, la Plasmina. El sitio de la ruptura
en el Plasmindgeno es a nivel de un enlace peptidico arginina-valina.

El sustrato natural de la Plasmina es la fibrina y en forma anormal el
Fibrinégeno, Factor V y Factor VIII.

ACTIVADORES DEL PLASMINOGENO: pueden ser: 1} substancias que activan al
PlasminSgeno y que especificamente se trata de la Urokinasa y probable
mente del Proactivador. 2) enzimas proteoliticas como la tripsina y la
misma plasmina. 3) substancias que convierten normalménte a un Proacti

vador, a Activador, como la Estreptokinasa (11 ).
REACCIONES CATALIZADAS EN LA FIBRINOLISIS:
Primera: ataque por parte de los activadores sobre el Plasmindgeno pa——

ra formar la plasmina. Segunda: ataque de la plasmina sobre la fibrina

con la formacidn de los productos de degradacién de la misma.
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PRODUCTOS DE DEGRADACION DEL FIBRINOGENO-FIBRINA.

La aceidn proteolitica de la Plasmina sobre el Fibrindgeno o la Fibrina
conduce a la formaci6én de una familia de fragmentos solubles que poseen
los determinantes antigénicos del Fibrindgeno nativo y que son reteni--
dos en la fibrina y en sus productos de degradacidn. De ahi la utili-—
dad de los métodos inmunolégicos empleados para su estudio, aunque no —-
distinguen si broceden del Fibrinégeno o de la Fibrina.

El tamafioc de la molécula de cada producto litico varia de acuerdo al —-
tiempo de accidn de la Plasmina scbre su sustrato. Los productos removi-
dos en forma secuencial de acuerdo al tiempo de accidén de la plasmina ——
son: Fragmento X con peso molecular de 250,000, Fragmento Y con peso mo-
lecular de 155,000 que a su vez origina dos fragmentos: E y D con pesos
moleculares el primero de 30,000 a 50,000 y el segundo 90,000, A partir
del Fragmento X pueden producirse un Fragmegto D éue deriva de la regiéﬁT
carboxiterminal de la molécula del Fibrindgeno y un Fragmento Y ( 4 ).

ELl monémero de la fibrina y los fragmentos X y Y forman complejos solu-
bles con el fibrindgeno,que se disocian en presencia de alcohol o con
sylfato de protamina, formando geles y precipitados varios. A este fend
meno se le conoce como 'Paracoagulacidn" y se fealiza in vitro en los
laboratorios de coagulacién.

La importancia biolbgica de esos productos liticos reside en su capaci--
dad para dafiar en forma importante el proceso hemostéatico y sonlla causa
de la hemorragia en los procesos patoldégicos conocidos como Coagulacién
Intravascular y Fibrinogenolisis. Son antitrombinas potentes e inhiben - -
la polimerizacidn correcta de la fibrina y dafia la funcién plaqueﬁaria -
de agregacién { 12 ). Su cantidad normal en el suero es alrededor de 5 mi
crogramos por mililitro de suero. (figura 7).

INHIBIDORES DE LA FIBRINOLISIS:

Cuando la fibrinolisis rompe el equilibrio con el Sistema de la Coagula-
cién y su accién exagerada es peligrosa, entran en juego la accién de --.
ciertas proteinas conocidas como antiplasminas de las cuales se conocen~—
al menos cinco. Dos de esas proteinasas tienen mayor importancia bioldgi-
ca y son la Antiplasmina alfa 2 y la Macroglobulina alfa 2, Los estudios

de los complejos Plasmina-Inhibidor aislados de sangre de humanos qué -
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reciben tratamiento trombolitico, sugieren que la plasmina no reaccio
7 na con la macrogleobulina alfa-2 o con la antitripsina alfa-1 hasta -
que se haya saturado la antiplasmina alfa-2 ( 4 ),
INHIBIDORES FISIOLOGICOS DE LOS FACTORES DE LA COAGULACION.
Son proteinas con accién inhibidora de los factores de la coagulacién
y cuya importancia bioldgica reside al presentarse su deficiencia he-—-
reditaria en algunos individuos que presentan tendencia a la trombosis.
De esos inhibidores el mejor estudiado es la Antitrombina III o cofac-:
tor de la heparina. Es una glicoproteina alfa-2 con peso molecular de
67,000 de una sola cadena y.contiene 15% de carbohidrato.
Mecanismo de accidén de la Antitrombina III: unién de un residuode argi-
nina de ese inhibidor,con una serina del sitio activo de la Trowbina.

La heparina se fija a un grupo epsilonamino de la Antitrombina II1I y -

actla acelerando la velocidad de la formacidn del complejo enzima -inhi

bidor.

De las seis antitrombinas econocidas (R ficinl@ninne v ? znermalzoz), ad2
m&s de la Antitrombina III, tiene importancia la Antitrombina VI o Pro-
ductos de Degradacidn del Fibrindgeno-Fibrina ya mencionados previamen-

te (13).
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Antes de entrar a la descripcién de los resultados ob-
tenidos en el desarrollo de este informe de trabajo; con
viene sefialar el tipo de material humano escogido para -
la realizacién de los estudios de coagulacidn y fibrino-
lisis en sindromes sugestivos de Coagulacién Intravascu-
lar o muy relacionados con ellos. Posterior a esto, se
sefialard la Metodologfia utilizada y el Material empleado
y posteriormente la descripcion de los resultados mencio-
nados.

El material de estudio incluyé a cuatro grupos de pacien
tes: lo. Enfermos con Leucemias Prémielociticas. 20. Una

serie con un nlmero aceptable de pacientes con Eclampsia

Py 333

5o Teaunla. 2o. Ua grupe do pacientcs con woia hildalldl
‘forme con edad gestacional no avanzada,con un pequeiio
grupo control, 4o0,Un dltimo grupo de pacientes con mola
hidatidiforme con edad gestacionél mayor que el anterior
y de edad mas avanzada.

Se seleccionaron un conjunto de métodos aplicables al es~
tudio de la coagulacién y la fibrinolisis que aparecen —
posteriormente. El nlmero mayor de pruebas se realizaron
en el primer grupo en una &poca donde fue fécil contar -~
con los reactivos requeridos. En la descripcidén de los ~
resultados aparecerén los métodos- utilizados en cada estu
dio.

En cuanto a la investigacidn del primer grupo, el interés
estribé en que la hemorragia es frecuentemente una compli
cacidén grave y que los conduce a la muerte. En los Glti-

mos afios los estudios de esta enfermedad han aumentado -~
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en el conocimiento del papel de la célula leucémica en la i-
‘niciacibén de la hemorragia y/o trombosis.

Algunos autores como Gralnick y Abrell { 14 ), estudiaron la

actividad del factor tisular de los promielocitos en esas leu
cemias y la encontraron aumentada en algunas fracciones granu
lares de. esas células., 4

Con referencia a los tres grupos restantes, el interés en ese
estudio derivé en si,Apor tratarse de pacientes gestantes --

con ciertas caracteristicas interesantes por la propia gravi

dez. Conocido es que los factores de la coagulacién se en-—-

cuentran aumentados durante la evolucién progresiva de un  --
embarazo normal, como son el fibrindgeno y los factores II, -
VII y X. Entre ellos destaca el peniltimo por su elevada con-

centracién (15).

Qe ~Anara nﬂnmiv— ruem 1o mokd

amem

Sitoincllitizs durdnte ose -
estado, se encuentra disminufda, y existe acuerdo general de
que el tiempo de lisis de euglobulinas es muy prolongado en -
el embarazo (14, 15).

La disminucibn de esa actividad comienza temprano en la gesta
cién y retorna rapidamente a lo normal en el postparto inme--
diato (16).

La placenta ademés es rica en inhibidores de la uroquinasa, lo
cual favorece una lisis retardada (17).

A este conjunto de alteraciones encontradas en la gestacién. -
se le conoce come estado hipercoagulable, pero esto, hasta -
cierto limite y por lo tante no justifica su descripcidén como
‘un estado del sistema activado de la coagulacién, aunque fa--
cilmente puede caﬁéé en él ante una serie de complicaciones -

obstétricas (15).
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Por todas esas caracteristicas mencionadas de la gestacién, cabe
pensar, que padecimientos como la Eclampsia, toxemia severa y el
embarazo molar que cursan la primera,con alteraciones graves de

la placenta, material rico en tromboplastina tisular, y la segun-
da con una degencracién del producto del embarazo y deportacibn

en ocasiones importantes del trofoblasto (con contenido alto -
también de tromboplastina tisular) a la circulacién pulmonar,

en un momento dado estos fendmenos pueden dar origen a altera-
ciones graves en el mecanismo de la coagulacidn y de la fibrino-
lisis que justifican un estudio a fondo en este problema.

Basado en esos hechos, se decidid realizar este estudio cuyos ob-
Jjetivos se seflalan a continuacién.

OBJETIVOS.

lo. Conocer el tipo de alteraciones en la coagglaciGn y fibrinoli
sis en la patologfa ya mencionada (leucemia promielocitica y es
tados gravidicos conocidos como gestosis {Eclampsia y Toxemia),
Embarazo Molar con gestacién temprana-& Embarazo Molar con gesta-
cién tardia en pacientes afiosas.

. 20, Investigar en el Ultimo grupo de pacientes el estado de coagu-—
lacidn y fibrinolisis a nivel de lés venas uterinas y simultanea—-—
mente en sangre periférica.

3.- Utilizar en los cuatro estudios, métodos con tendencias distin-
tas, es decir: a) una dirigida a los estudios del mecanismo de la -
coagulacidn y b) otra al mecanismo de la fibrinosis,

4.~ Valorar por medio‘de un andlisis de los resultados, la utilidad
que prestS§ cada método utilizado, es decir, su grado de sensibilidad

de acuerdo a la etapa de la hemostasis estudiada,
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-MATERIAL-Y METOQDOS.,

Los diferentes métodos empleados en el estudio do los cuatro grupos de
pacientes (Coagulacién y Fibrinolisis) se desarrollaron en condicionos
Sptimas de conservacién, material y reactivos especificos mantenidos
gran parte de ellos a temperatura especial.

MATIRIAL:

1.~ Tubos de vidrio siliconizados o de pléstico de 12 x 75 mm., 13x100mm,’

eto. '

2.~ Bafio a 37 grados centigrados, bafio con hielo, este ultimo para la —

conservacién de las mussiras (plasma o suero), as{ como grau parte de

los reactivos rsqueridos Qurante la realizacién del ensayo. ELl cloruro

de calcio 0,025, utilizado on los ensayos, se mantuve a 37 grados -

durante su verificacién,

3eo~ Centrffuga refrigerada para la separacidn del pleasma 0 sSuero con ex-

cepcidn de los "Complejos Solubles" que requirid de la temperatura am-

biente. ' '

4.~ Crondmetros, pipetas de diferentas voldmenss 0,05, 0.1, 0.2 de ml.
etc. Matraces volundtricos o do Drlenmeyer de diferenies volimenes.

Se~ Papel filiro Whatman # 42, verilla de vidrio, pipetas automdticas,

placas de vidrio para grupos sanzuineos.

6.~ Horno, espectrofotdmetro Beckman,balanza analitica, etc.
7.~ Cémara cusniagldbulos de Neubauer, pipetas para conteo de glébulos
rojos, lanceias.

8.~ Mioroscopio de contraste de fase.
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METODOS.

8.~

Gem

Numeracién de la cuenta de plaquetas en toma de sangre capilar (8).

Tiempo de Protrombina en presencia de extracto acetonado de cerebro
de conejo en los estudios 2, 3 y 4. (19).

Tiempo'Parcial de Tremboplastina activado en los estudios 2,3 y 4.
{ 19).

Tiempo de Trombina en los cuatro estudios (19).

Dosificacién de fibrindgeno por el método ponderal en el primer es—

tudio ¥y por la determinacién del fibrinégeno coagulable en el plas_

ma en los estudios 2, 3 y 4 (20).

Lisis de euglobulinas plasméticas en lés estudios 1, 2 y 3. (19).
Dosificaciones diferenciales de los factores 1I,V, VII, VIII, IX

y X en el primer estudio, y de los factores II, V, VII y X en los -
estudios 2, 3 y 4. .(19).

Medicibn de los Productos de Degradacién del Fibrinégeno,segin -~
Merskey (21)., ent el primer estudio.

Proactivador, en el primer estudio (19).

10.-Plasminbgeno medido sobre la alfa-caseina en presencia de estrepto-

quinasa en el primer estudio. (22).

11.-Medicidén de los complejos solubles en el plasma, por precipitacién

en presenc1a del etanol y con sulfato de protamina (23, 24)., on ag—

tudios 1, ‘& y 3.

12.- Hematocrito. en el estudio 4.
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HZTODOLOGTA

1.~ Cuenta de plaquetas ( 18 )
Se basa on la numefacién de las plaquetas en sangre capilar obienida

por puncidn directa & través de la piel.
Roactivosn?
1.~ Solucidn db oxalato de amonio al 1% guardado on pequerias fraccio=
nes & 4 grados C.

Kétodo: toma de muqstra caﬁilar ¥ dilucidn de la mismz en la pipeta parn
} glébulos rojos 11200, agitacién con rotador, raposolio rinutos para psie
mitir la hemélisis de los glébulos rojos. Agitar nuevamente, doscartar
4 primeras gotus y pasar la muestra a la cdmara mantenida en amfianta
himedo. Repogar 20 minutos y contso en mioroscépico de contraste de: fo—

88,

fmsms 33 plaavstosn gomtodazs o 0G0

oozl poci Suloimps St R o) Huks phbal ¥ “L2ZT x 2000. Esta cifra
la dilucién de la sangro que es de 1:200, el conteo se efectia en 0.1 mm3
Yormals de 150,000 a 350,000 /mm3.

2.~ Tiempo do Protrombina (19 )

BEvalda la oficiencia del Sistema Extrinseco Qe la ooagulacién en presen
cia de un exceso de extractos tisulares (cerebro humano o de conojo).

Mide la formacidn de la Trombina & partir de la Protrombina on presen-—
oia de los factores V, VII y X.

Reactivoa )
1.~ Tromboplastina tisuiar {do cercbro humano o do conejo), reconstituida
segin indicaciones del fabricante.

2.~ Cloruro de Caloio 0.025 M.

3.~ Plasma citratado a partir de muestirz de sangre ocon oitrato de sodio
a8l 3.8% & razbn de un volumon de éste por 9 de sangre, Centrifugacién g
1800 rpm durante 5 minutos.

Htodos

a) Muestras y tromboplagiina tisular (¥actor Tisular) on hislo hasta efec~

fuar el ensayo.
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b} Colocar 0.1 ml. de plasma control o plasma problema por duplicado en
tubo de 10x75 mm. e incubar a 37 grados C uno a dos minutos, tiempo ne-
cesario para obtener el equilibrio térmico.

c) agregar 0,2 ml. de tromboplastina c&lcica, marcar el cronbmetro y a-
gitar répidamente. Dejar en el baiio a 37 grados de 8 a 10 segundos, ha-
cer inclinaciones répidas del tubo y leer el tiempo de coagulacibén de-
teniendo el crpnémetro en ese momento.

Resultados: se expresan relacionando el problema con el normal, del modo
siguiente: problema/testigo en segundos.

Normal: de 12 a 14 segundos; El resultado del plasma problema no debe -~
prolongarse en més de 2 segundos con referencia al plasma normal ni acor
tarse en mas de un segundo,

En el control de los anticoagulantes orales que afectan este engayo, el
plasma problema no deberd resultar dos veces y media el valor del plasm%
normal ni permanecer menos de 1.5 veces,ese.valor.

Ejemplo: problema 24 segundos, testipo 12 segundos, 1a relanridn gené:

2. '

3.~ Tiempo Parcial de Tromboplastina Activado (19 ).

Principio: el tiempo de recalcificacién de un plasma citratado en presen
cia de una cantidad Sptima de cefalina, es un método de la medicidn glo-
bal de los factores plasmdticos de la via intrinseca de la coagulacidn a
excepcién de los factores plaquetarios reemplazados por el lipido.
Reactivos: cefalina, que es un extracto cloroformado de cerebro, con con-
centracién Sptima establecida previamente o un sustituto plaquetario de
origen comercial reconstitufdo seglin instrucciones del fabricante.
Caolfn: suspensibn a razén de 5 mg./ml. en regulador de Veronal pH 7.35
CaCl2 0.025 M.

Plasma citratado obtenido igual que para el tiempo de protrombina, pero
con centrifugacién de la sangre a 3600 rpm. durante 15 minutos.

Método: '

La cefalina, caolin y plasma mantenidos en hielo hasta la hora de efec—,
tuar el ensayo.

En bafio a 37 grados C colocar un tubo de vidrio de 10x75 mm. por dupli-

cado y depositar 0,1 ml. de plasma problema o control y 0.1 ml. de cao-

T —
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1fn. Mantenerlo a 37 grados y marcar el crondmetro desde el momento
de hacer esa mezcla, agitar y dejar reposar dos minutos, Agregar

0.1 ml. de cefalina y 0.1 ml. de cloruro de calcio marcando el
cronémetro, agitar, hacer inclinaciones discretas del tubo después

de unos 15 segundos de incubacidn y en el momento de la formacién --
del coégulo, detener el crondmetro.

Resultados: se reportan - igual que para el tiempo de protrombina. -
Normal de 30 a 45 segundos, no debiendo rebasar mis de 3 o 4 segun-~
dos al testigo ni acortarlo en mds de un segundo.

4.~ Tiempo de Trombina (15 ). _

Este m&todo mide el tiempo de coagulacidn del plasma citratado en -
presencia de trombina y explora por lo tanto la Gltima fase de la =
coagulacién o fibrinoformacién a la excepcidn del Factor XIII. Mide
también la presencia de un inhibidor que intervenga en la fibrinofor
macién como producto de degradacién del fibrinégeno—fibrina, anti---
trombinas, heparina, etc.

Reactivos.

a) Plasma citratado obtenido en las mismas condiciones que para el -
.tiempo de protrombina y misma velocidad de centrifugacién.

b) Trombina bovina 50 u INH por ml. de la cual una vez reconstituida
segiin indicaciones del fabricante, se toman pequefias alicuotas que -
se diluyen en regulador de Veronal pH 7.35 (de 0.2 a 0.3 ml. ) lle-
vando la coagulacidn de un plasma testigo entre 14 y 20 segundos,
Método: .

El plasma problema y testigo as{ como la solucién de Trombina sé man-
tienen en bafio con hielo hasta el momento del ensayo.

Colocar en un tubo de 10x75 mm. 0.2 ml. de plasma problema y llevar-
lo a 37 grados C. Marcar €l cronémetro y dejarlo en esas condiciones
ua minuto. Afiadir en. forma répida 0.2 ml. de la solucién de trombina,
marcar cronémetro,agitar -y realizar varias inclinaciones del tubo
observando el tiempo de aparicién del cofgulo deteniendo en ese momeri- .
to el crondmetro.

Esta prueba se realiza por duplicado y se reporta igual que para el -

tiempo de protrombina “problema/testigo" en segundos.
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El problema no debe rebasar normalmente mds de dos segundos al testige
ni acortarse en ese mismo valor. En el casu de que el prob}ema se pro-
longara en forma importante, se pueden hacer diluciones de éste con el
plasma testigo 1:2, 1:4, etc. y ver si corrige o no. Si sugediera lo -
primero, se tratard de la existencia de una deficiencia de fibrindgeno
en el plasma problema. Si no corrigiera, se tratard de la presencia de
un inhibidor. ’
5'DOSI‘FICACIOI\I DEL FIBRINOGENO:
Método Ponderal, (19 ).
Principio: mide la transformacién del fibrinégeno en fibrina por una so-
solucién de trombina cédlcica, separacidn, lavado y determinacién del pe-

so de la fibrina después del secado.

Reactivos:

a) Solucibn recalcificante: C
Cloruro de calcio anhidro 0.400 g.
Clorurv de s0dio 8.2 =
Agua bidestilada © 1000 ml.

b) Solucibén de Trombina 50 u INH por ml. en regulador de Veronal pH 7.35

¢) Plasma citratado obtenido en lgs mismas condiciones que para el tiempo y
" de protrombina, pero centrifugado a 3600 o 4000 rpm. durante 15 minutos. b
‘Método: , . L
En un matraz de Erlenmeyer de 25 ml. o en un tubo de vidrio de del. int;g
ducir 0.5 ml. de la solucidn recalcificante, 3 ml, de plasma y O. 5ml. de

la solucién de Trombina, Agitar y dejar en reposo de 15 a 30 minutos en -~
bailo & 37 grados C. Separar el cofgulo con una varilla de yidrio y deposi-
tarlo en una cépsula de vidrio._Lévarlo con agua bidestilada, después con
etanol y luego con éter. Secarlc en horno a 80 grados C. durante una hora.
Después enfriar, pesar en balanza de precisién y calcular el peso con la —
férmula siguiente.:

peso X 1000 x volumen utilizado

3 x (volumen -~ 1)
El resultado se expresa en gramos por litro o se hace la conversibn a -

mg. /100 ml. de plasma.
kn el embarazo normal y a partir de la 20a. semana, los valores habi--

luales son un poco mayores que en la mujer no embarazada, alrededor de -

.
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350 mg./100 ml. de plasma y al final de la gestacibn se -
encuentra en los limites superiores normales de 450 mg/100
ml.

Método por Determinacién del fibrinbgeno coagulable en plasma (20 ).

Principio: En presencia de concentraciones altas de Trombi
na y concentracicnes menores de Fibrindgeno, los tiempos -
de coagulacién_del plasma son proporcionales a la tasa del
primero.

Reaclivos:

a) Solucidn de trombina con 100 u INH por ml,

b) Regulador de Veronal ph 7.35 ¢

¢) Esténdard de fibrinbgeno con concentracidn conocida de
oricen comerciel “Pnnﬂc*itﬁﬁd?‘:n rzguladcr 3¢ Veroiai -
segin indicaciones del fabricante. .

d) Plasma citratado obtenido en las mismas condiciones que
para el métodc anterior. ' '

Método:

Mantener los reactivos anteriores en bafio de hielo. Hacer ‘
diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 del esténdard de fibring
geno con regulador de Veronal. Pasar 0.2 ml., de cada dilu-
cibén a una serie de 4 tubos de 12x75 mm. y llevar el primer
tubé a bafio de 37 grados C. MNMarcar el cronémetrb e incubar
2 minutos. Agregar en forma rapida 0.1 ml., de trombina y -
marcar el crondmetro, agitar suavemenie. Con inclinaciones
del tubo observor el momento de la aparicidn -del codgulo. Ha
cer por duplicado esta operacién y repetir b mismo con cada

dilucidn.
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,Graficarribsxresultados en papel bilogaritmico marcando las
concentraciones conocides de las diluciones del fibrindgeno
en las abscisas y los tiempos de coagulacidn en las ordens-
das, obteniendo uina curva estéandard de este modo.

Hacer una dilueidn 1:10 del plasma problema y rénétir el reg
to del procedimiento en un tubo de 12475 en el bvaflo a 37 gra
dos C. igual como se realizd para las diluciones del estidn -
dard del fivrinbgeno, también por duplicado.pl resultado se cal-

cula- interpolando el tiempo de coagulacién obtenido en la curva esténdard.

Resultades normales: Entre 200 y 400 mg. por 100 ml. de -—

plasma.,

En caso de fibrinogenopenia practicar el problema con concen

tracifn mayor (al doble) del plasma en la dilucibn. Por el
: (

contrario, si la muestra problema procediera de un estado de

hipercoagulabilidad con concentracidn alta de fLibrindgeno, =

8¢ PraCiicara ©i oidbayo oo dhia GLlacidn mayor 4ol pladiia

6.~ DOSIFICACIQKRES DIFERENCIALES DE LCS PACTORES 1I, V, VIIX
y X en un tiempo ( 19 ).

Principio:
Bote método mide los Factores mencionades en un sistema coa_
gulante que aporta todos ellos,. excepto el que se dosi

Tieca. TRl sistema coagulante es un reactivo artificlal que =
llamaremos reactivo para laz dosificacidn del factor en estu-~
dio y es un plasma con deficiencia congénita total del mismo.
£l método es similar para 1la medicién Qe todog ewms factores
y consiste en la correciéﬁ de un tiempo de Protrombina del
plasma deficiente,con una dilucién 1:10 del plasma problema
en presencia de tromboplastina tisular comercial y caleio.
Reactivos: .

a) Tromboplastina tisular comercial igual que para el tiem~

po de protrombina.
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©) Cloruro de Calcio 0.025 M,

¢) Reactivo comercial que contiene plasma deficiente, recons
tituido segin indicaciones del fabricante en i —
regulador de Vercnal ph 7.35.

d) Plasma normal y problema obienidos de sangre citratada -
igual gue para el tiempo de protrombina y eénfrifugada a
1,800 rpm para los factores II y X ¥ a 3,600 rpm para —-
Yos factores V y VII durante 15 minutos.

Método:

El sistema anterior se colocarsd en baflo de hielo. Preparar
diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 del plasma normal en regu
lador de Veronal. En un tubo de 10x75 depositar 0.1 ml. del
reac%ivo comercial con la deficiencia congénita ¥ pasarlo al
bafio de 37 grados. Agregar 0.l ml. de la primera dilucién,
Yaposar wn minuio y ogregar 0.1 ml, de tromhendastine fisular
¥y 0.1 ml. de clorurc de ecalecic (o 0.2 ml. de tromboplasiina
célcica) marcando el crondmetro y agitando suavemente. Dejar
15 segundog en reposo el tubo y hacer inclinaciones suaves - \
del mismo para leer la coagulacidén de la mezcla. Realizar - |
por- duplicado y repetir lo mismo para las siguientes Qilucig
nes del plasma normal. '

Greficar los resultedeos en papel bilogaritmico transportando
las concentraciones del factor en estudio en porciento en las
abs¢isas y los tiempos de coqgulacién en segundos sobre las -
ordenadas. Da dilucién 1:10 corresponde al 100} de concenira
cibén, 1:20 al 50%, 1:40 al 25% y 1:80 al 12.5%.

Preparar una dilucién del mismo mode 1:10 para el plasma pro
blema en duplicado o triplicado y repetir el resto del proce
dimiento igual que para el plasmas normal. Los resultados --
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del tiempo de coagulacidén obtenidos con el plasma problems

se calculmen la gridfice interpoléndolec en la curva estén-

dard y se eXpresa en porciento de actividad del factor.
7.-DOSIFICACICN DE LOS FACTCRES VIII YIX (19 ).

Principio:

Se basa en la correccién del tiempo de calcificacidn de un

plasma con déficit congénito de ese factor por difersntes

diluciones de un plasma testigo o problema en presencia de
caolin y de cefalina.

Reactivos: .

- a) Plasma sustrato proveniente de un déficit congénito to-
tal de este factor el cual puede ser proporcionado tam~
bién en forma comercial. ,

b) Plasma normal y plasma problema obtenidos de sangre ci-~
tratada igual que para los factores V y VII. vero con -
centrifugacidén durante 30 minutos y conservados a 4 gra
dos hasta el momento de la prueba.

¢) Cefelina: exitracto cloroformado de cerebro con concen-
tracién &ptima establecida previamente o cefalina comer
eial reconstituida segin las instrucciones-del fabricante.

a) Ccaolin: Suspensién 5 mg/ml. en regulador de Veronal pH
Te35.

e) Cloruro de Calcio 0.025 M.

f) Regulador de Veronal pH 7.35

Wétodo: ) )

A excepcidn del Cloruro de Calcio todos los componentes del

sistema anterior se conservan en balio de hielo hasta el mo~

mento de la prueba.

Preparar a partir del plasma normal y del problema 3 dilu-

ciones (1:40, 1:80, 1:160) en reguludor de Veronal. En una

serie de tubos de 13x100 mm., introduecir 0.l ml. del reac -
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tivo con la deficiencia, 0.1 ml. de las diferentes dilucig |
nes del plasma normal o problema, 0.1 ml. de cefalina y -~
0.1 ml. de caolin, Pazar esa serie de tubos al bafio de 37
grados C. Marcar un crondmetro para cada tubo en forma su
cesiva, dejéndolos en incubacién 2 minutos., Afiadir 0.1 ml.
de cloruro de calcio a cada uno de los tubos, marcendo -
nuevamente con el crondmetro para cada tubo en el momento
de esta adicidn. Agitar suavemente los tubos dejdndolos -
en el Dbafio durante 90 segundos. Hacer inclinaciones leves
de cada uno de ellos ieyendo el tiempo de coagulacidn en -
forma precisa y sucesiva a partir del primer tiempo, dete -
niendo en ese momento el crondmetro respectivo.

El control del reactivo e obtiene por la mezcla siguiente:
0.1 ml, del reactivo con la deficiencia, 0.1 ml. del regu-
lador, 0.1 ml. de cefalina, 0.1 ml., de caolin y 0.1 ml. de
clorurna de ralpeio, en lax mwmismas nonAdiecisnes mMmie Jog mieo-
tras anteriores y el tiempo de éoagulacién debe ser supe -
rior a 250 segundos. En caso de délficit muy importante se
repetird la prueba utilizando diluciones menores (1:5, 1:10)
del plasma problema.

Resultados:

Se expresan en porcentaje en relacién a una curva obtenida
con las 3 diluciones del plasma testigo graficada en papel
bilogaritmico, transportando en las abscisas los porcentajes,
considerando la dilucidén 1:40 como el 100%, 1:80 como el -
50% y 1:160 como el 25%. En las ordenadas se transportan

los tiempos de coagulacidn obtenidos para el testigo. TLos re

sultados de Jostiempos de coagulacidn obtenidos con el IDlas
ma problema se graficarin del mismo modo que con el plasma
normal, obteniendo una recta que serd paralela a la de este
dltimo donde la pendiente define la sensibilidad del reacti

VO.

!
/
I
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Se expresardn los resultados del problema en porcentaje -
en relacibn a la curva de las 3 diluciones obtenidas con -
el testigo.

Resultados normales de los factores VIII y IX varian del -
65 a 180%. DPor estas variaciones espontdneas se prefiere
siempre utilizar como control una mezecla de 2 a 3'plasmas
normales o un esténdard de referencia conservado a -70 gra
dos centigrados.

8.- 1ISIS DE EUGLOBULINAS PLASMATICAS ( 19 ).

Principio:

El tiempo de lisis del codgulo de las euglobulinas del plas

ma es un método sensible gue permite apreciar una actividad

1itica global. La precipitacién de las euglobulinas por di

lucidn y acidificacién del plasma conduce a eliminacidn de

los inhibidores de la lisis y de este modo a la exterioriza

cién de la fibrinolisis.

Reactivos:

a) Plasma citratado obtenido en las mismas condiciones que pg

ra los factores V y VII, con centrifugaseidn de 15 minutos

a 3,600 rpm.

b) Cloruro de Calcio 0.025 M.

¢) Acido acético, soluecidn al 1.6%, diluldo extemporanea-
mente en agua destilada.

d) Regulador de boratos pH 7.6p

Métodc:
El plasma y el regulador se mantienen en bafio con hielo has

ta el momento de la prucba y el cloruro de ealcio a 37 grados
c. '
En un tubo de 10 ml. introducir 0.5 ml. de plasma. Agregar




52 |

9.5 ml. de la solucién de Acido acético. Mezclar el conte
nido y dejar 20 minutos a 4 grados, Repartir la solucién_
por igual en 2 tubos de 10 nl., Centrifugar 10 minutos a
3,500 rpm. Decantar el sobrenadante por inclinacidn del tu
bo. Secar sobre pupel filtro por inversibn sin perder el -
precipitado.
Agreger a cada tubo 0.25 ml. de regulador de boratos disol-
viendo el precipitado. Ilevar los tubos a 37 grados C. Agre
gar 0.25 ml, de cloruro de calcio a cada tubo marcando el -
cronémetro y agitando suavemente. Verificar la coagulacién
de las euglobulinas que se realizard en unos 2 minutos y -
después vigilar su disolucibn a intervalos regulares para de
terminar el tiempo de la lisis completa del codgulo.
Resultados: . .
E1l tiempo normal de las lisis de las euglobulinas plasmati-
C4S B3 Lgual v SUDECLIOr & ) LOlede o6 Cunsliera 1i5is aguds
de 10 a 30 minutos y subaguda de 30 a 60 minutos. Tn caso -
de fibrinogenopenia la solucidn puede ser incozgulabdle, por
lo que se utilizara en lugar de 0.5 ml, del plasma problenms,
0.25 ml. de éste y 0.25 de un plasma normal, que aporta el
sustrato deficiente.
9.~ DETERMINACION D¥ LOS PRCDUCIOS DE DEGRADACICN DEL FIBRI
NOGENO-FIBRINA. MRTCDC DE MERSKEY (21).

PRINCIPIO: Cuando un suero antifibrinégeno se aflade a eritro
citos tanados sensibilizados con fibrindgenc, los anticver-
pos se unirdn a éste en la membrana de los hematies y conse
cucntemente se aglutinardn. Tos productos de degradacidn -
del fibrindgeno-fibrina tienen una afinidad igual para el -
anticuerpo, y si estdn presentes se producirid un fendmeno -
competitivo con el fibrindgeno, Por lo tanto, esta prueba.

detecta la cantided de productos de degradacidn por el grado
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de inhibicidn de la sglutinacidn de los eritrocitos.
MATERIAL:

a) Placa para grupos sanguineos transparentes con excava-

b)

cliones redondas,

Pipetas de 1 ml. graduadas en 0.1 o pipetas automdticas
de 0,1 ml,

¢) Pipetas de 0.1 ml, y 0.2 ml, calibradas, de modo que -
una gota equivalga a 0.025 ml,

d) Tubos de ensaye 12x75 mm.

¢} Tubos de pléstico de 50 ml. de capac1dad.

£) Incubadora a 37 grados.

g) Agitador magnético.

h) Centrifuga.

i) Reloj.

REACTIVOS:

a) Glébulos rojos humanos grupo'b colectados en ACD solu-
cidn férmula A (3 ml. de ACD para 20 ml. de sangre). -
Guardarla 2 dfas a 4 grados antes de la sensidilizacidn.

b) Regulador fosfato-salina pH 6.4 (un volumen de resula -
dor de fosfatos 0.15 M., mids un volumen de solucidn sa-
lina normal).

¢) Regulador fosfato-citrato ph 6.4 (un volumen de regula-
dor de fosfatos 0,15 M., mds un volumen de solucidn de
citrato de scdio 0.1 M.) _

d) Regulador fosfato-citrato-alvimina ph 6.4 (es el mismo
regulador anterior pero contiene albdimina bovina al 24).

"@) Acido ténico. Soluecidn al 1% diluida 1:400 en regula-
dor fosfato-salina.

£) Suero humano obtenido de 3 ml. de sangré colectada en

tubo de plastico conteniendo,lO ml, de dcido Z-amino_

|



g)

h)

caproico como inhibidor de la fibrinolisis. Incubaecidn -
de la sangre a 37 grados durante 3 horas y centrifugacidn
de la misma a 4,500 rpm. durante 10 minutos. HKemocidn del
suero con pireta Pasteur y se deposita en un tubo.

Mezcla de plasmas normales obtenidos de donadores de banco
de sangre y colectados en citrato de sodio relacidn: 1:10,
conteniendo 0.3 ml. de 4cido é-aminocaproico ¥ guardado
en alicuotas a -20 grados centigrados despuds de su de -
terminacién de fibrindgeno.

Suero antifibrindgeno humano dilufdo en regulador fosfato-
citrato (puede ser de origen comercial obtenido por sensi-
bilizacién en conejos).

WETODO DE LA SENSIBILIZACICN DE LAS CELULAS

Lavado de los eritrocitos obtenidos por sedimentacidn y remg

cidn a2l plosma 3 veeces con rogilador 3o foefato-ogling oo

20 volimenes de ésta. Suspensibn de los eritrocitos en soly

cibén de dcido ténico fresceo en regulador fosfato~salina psra

obtener una suspensidn (del volumen inicial de las células)

al 24, Incubacidn por una hora a 22 grados C. mezclando ¢ a

ve y constantemente. Tavado de las células 3 veces en 20 vo

Ldmenes de regulador fosfato-citrato, y la suspensidn final

llevarla a un hematocrito de 4% con el mismo regulador. Se

mezclan 4/5 partes de esa suspensidn con un volumen igual de

una dilucidn 1:250 del plasma cltratado en el mismo reguladdr.

Se sensibiliza del mismo modo 1/5 de la suspensién de eritro

citos con suero normal como control. Estas células no deben

aglutinar con el antisuero. Incubacién a 37 grades una hora,
mezclando ocasionalmente. Lavado de los dos grupos de células

3 veces en 20 volumenes de regulador fosfato-citrato.
Sugvensidén de las mismas al 4% en regulador fosfato-citrato”



conteniendo\albdmina de suero humano al 2%, Y se conservan

durante 3 semanas a 4 grados. Aintes de su uso se lavardn
prevismente, resuspendiéndolos en regulador fosfato-citrato.

METCDO PARA LA CUANTIFICACIGN DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADA-
CION DEL FIBRINCGENO-FIBRINA.

a)

b)

c)

a)
e)

Determinacidn de la concentracidén dptima del antisuero
a usarse preparzndo diluciones del mismo (0.1 ml.) en =
la »placa de vidrio, en regulador fosfato-citrato que ~-
contiene albimina bovina al 2%. Afindir a cada dilucién
0.1 ml. del mismo resgulador y wna gota (0,025 ml.) de -
las células sensibilizadas tratadas con plasma. La con
centracidn Sptima del antisuero deberd ser dos dilucio-
nes menos aque aguélla gue causa la aglutinacidn de los
eritrocitos en 15 minutos y que habitualmente varia entre
1:3,200 y 1:6,400.

Preparar diluciones dobles del plasma normal, suero nor
mal y suero problema en regulador de fosfato-citrato, -
directamente en la placa de vidrio, utilizando si es po
sible una pipeta sutomdtica. ILas diluciones serdn de -
1:200 a 1:25,000.

Agregar 0.1 ml. de antisuero a cada dilucidn y se deja
1la placa 30 minutos a 4 grados C. '

Afladir una gota de células en cada dilucidn,

Agitar suavemente la placa dejiandola 30 minutos a 22 gra
dos y leer, ‘

CALCULO DEL RESULTADO:

" La

inhibicién de la aglutinacién producida por la dilueién
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de la muestra desconocida se.compara directamente con el -
plasma esténdard (normal). $i éste contiene por ejemplo -
320 mg/100 ml. de fibrindgeno e inhibe la aglutinacién a

la dilueidn 1:6,400, cada una de estas diluciones represen
. ta: '

320 ¥ 1000 X 1 = 0.5 ncg/ml,
100 6,400
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-'10,~ DETERMINACION DEL PLASMINOGENO y PLASMINA ( 22)

Principio:

La enzima proteolitica plasmina conduce a la liberacién a partir de la
.caseina, de la tirosina que puede medirse despues por un método espec-

4 tfofotométrico, el cual permite por lo tanto medir la plasmina libre ©
el plasminbégeno. En el método siguiente, una unidad de plasmina (Subco-
mité de Agentes Tromboliticos del Instituto Nacional de la Salud "INH")
libera 0.1 microeguivalentes de tirosina /minuto del lote que ese sub-
comnité sefiala como esténdard de referencia.

REACTIVOS;

1.~ Regulador TRIS (0.06 M) - NaCl (0.09 M) pH 7.5.

2.~ Acido perclérico (0,8M) .

3.~ Alfacaseina 1.4 g, disuelta en 100 ml.fdel.regulador TRIS-NaCl,
lote GC1-16 de Worthington Biochemical Corp. E1 valor del blanco para -
la caseina debe ser 0,04 (onc) 0o menos, ’

" 4.~ Estreptoguinasa (Vapidagé-de Lederle), solucifn que contiene.2000 u.
por ml, conservada a menos 20 grados C y en el momento del ensayo a 4 —
grados C.
5.~ Plasmina esténdard en glicerol al 50%. Las muestras contienen 10 u
CAT por ml., se mantendrd a -20 grados C mientras no se utilice y en
bafio con hielo en el momento del ensayo. ’
M&todo: Los componentes anteriores se mantendrfin en bafio con hielo.

a) Preparacién de la plasmina: diluir 10 unidades (CAT) en regulador -

TRIS~NaCl y colocar en una serie de tubos volﬁménes de 1.0, 0.8, 0.6 =
O.A y 0.2 ml. de esa solucién. ) _

b) Agregar 0.2 ml, de la solucién de estreptoquinasa ytllevar a un vo--
lumen de 2.5 ml. con el regulador y agregar 2.5 ml. de la solucién de -
la alfacaseina. Se mezclan ambos contenidos invirtiendo loé tubos 3 o 4
veces con papel parafilm.

¢) Incubacién de los tubos a 37,5 grados C. marcando el tiempo.

d) Tomar alfcuotas de 2.0 ml. en el minuto 2 y 32 de cada una de las di-
luciones y agregar 3.0 ml. de &cido perclérice 0.5, mezclar por agita—
cién delicada unos cuantos segundos. Las muestras del minuto 2 se toma-—

rdn como el valor O.



e)

)

g)

.h)
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Dejar precipitar a temperatura ambiente durante 30 minu-
tos y centrifugar a 3500 rpm por 15 minutos. Filtrar el
contenido del tubo con papel Whatman # 42 y leer absor -
bencia a 27% milimicrons en espectrofotdémetro Beckman --
utilizando como blanco las muestras del minuto dos,
Graficar en papel milimétrico la densidad éptica contra
las concentraciones de plasmina de las diferentes dilucio
nes, obteniendo asi una recta.

A continuacién determiner la plasmina de la muestra pro-
blema con una o dos diluciones del plasma en estudio y -
repetir el resto del procedimiento anterior.

Calcular la cantidad de plasmina del plasma problema in-
terpolando la densidad déptica obtenida con esa muestra -
en la recta estandard. 4

Resultados: normales de 2 a 2.5 unidades caseina/ml,

11.~ PROACTIVADCR PLASMATICO ( 19 -)

(g

oy —

FRINCITIO, .-
El plasma bovino desprovisio de proactivador es insensible a
1la accién de la esirepioquinasa. Ya adlcidén de diferentes -

diluciones de un plasma humano normal o problema en presen=-

cia del plasma bovino ¥y de estreptogquinasa hacen aparecer -

una actividad fibrinolitica donde la intensidad estd en fun

cidn de la cantidad del proactivador aportado.
REACTIVOS:

a)

b)

Plasma bovino citratado (citrate de sodio 3.8%, 1 volumen
de éste para 9 de sengre), obtenido por dos centrifugacip
nes a 6000 rpm durante 30 minutos. Se congela en peque-

fias fracciones a -20 grados C.

Plasma humanc obtenido de sangre citratada en la misma re
lacidn que el anterior, y centrifugada a.3600 rpm durante
30 minutos en centrifuga refrigerada y mantenido a 4 gra-
dos hasta el momento de la prueba y durante ella. .
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) Estrethﬁuinasa (Chosy) solucidén de 10,000 u, por mi;‘
en regulador de fosfatos pH 740

4) Trombina solucién con 30 unidedes INH/ml. en regulador
de fosfatos,

e) Regulador de fosfatos pH 740

METODO ¢

a) En baflo con hielo preparar diluciones del plasma testl
go y del plasma problema 1:10, 1320, 1:40 y 1:80 en re
gulador de fosfatos.

b) En una serie de tubos de 10x75 mm. en bafio con hielo -
introducir sucesivamente: Ol ml. de plasma bovino, -~
0,05 ml. de plasme testigo o problema de las dlferen -
tes dilucicnes y 0.05 ml. de la solucién de estrepto -
quingsa.

¢) Afadir répidamente 0.1 ml, de trombina marcendo el crg
németro., Agitar, llevar los tubos a bafio de 37 grados,
veriticar la coagnlacidn y vigilur el viempo Ge la ai-
solucidén del codgulo. Anotar los tiempos de la lisis
de las diferentes dilucicnes.

RESULTADOS:

Se considera arbitrariamente como el 100% del Proactive -

dor al tiempo de la lisis del plasma testigo dilufdo 1/10

y que caen entre 160 y 230 segundos.

Tios tiempos obtenidos por las diferentes diluciones de es

te plasma corresponderén al 100, 50, 25 y 12.5% de Proac-

tivador y permite obtemer una curva estindard en papel bi

logaritmico anotando los tiewpos de la lisis en las orde-

nadas y los porcentajes del Proactivador en las abscisas,

Los valores normales del Proactivador varian entre 80 y -

120%. - .

12,~ MEDICION DE LOS COMPIEJOS SOLUBLES EN PLASMA POR PRE
CIPITACION CON ETANOL (METODO DE TULLIS) (23), O CON
SULFATO DE PROTAMINA (METODO DE KOWALSKI) (24).

/

N
M)



PRINCIPIO: \

E1 mondmero de la fibrina y los fragmentos X y Y formen -
complejos solubles con el fibrindgeno que se disocim en -
presencia del etanol o con sulfato de protamina formando
geles y precipitados varios. A géte fendmeno se le cono
ce como "Paracoagulacidn" y es @til su préctioca en los -
Sindromes de Coagulacidén Intravascular Diseminada con fi
brinolisis secundaria y tembién en la fibrinolisis prima
ria.

REACTIVOS:
a) Plasma citratado obtenido igual que para el tiempo de
B protrombina pero con centrifugacién de la sangre a --
temperatura ambiente.
b) Hidréxido de Na 0.1 N,

¢) Sulfate de Protamina al 1% en regulador TRIS,
a) Rogulcdcr TRIS-Na 01 pH 7.3

pegaraty "

e) Etenol al 50% preparado extemporaneamente.

METODO: Con el Etanol. A

a) A temperatura ambiente agregar a un tubo de 10x75 0.9 ~
ml. de plasma problema y practicar lo mismo con un ---
plasma testigo.

b) 0.1 ml. NeOH O.IN

¢) 0.3 ml, de etanol y esperar un minuto.

Si aparece un gel se toma el resultado como p051tivo com-

parendo con la negatividad del testigo normal.

d) Si aparece un gel tardfo se agregard 0,1 ml. de NaOH y
se disolverd el gel, si éste no es especifico, ¥y se to
mard como resultado negativo.

METODO: Con el Sulfato de Protamina,
a) Depositar en un tubo de 10x75 0.9 ml. de plasma pro -
blema y repetir lo mismo para un plasma testigo.

60 5 i
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i

B) 0.1 ml, ke sulfato de Protamina, agitar suavemente y
leer a2 los 5 y 30 minutos la aparicidn de un gel que
se tomard como positividad para la prucba.

Se pueden hacer también diluciones serimdas 1:5, 1:1C,-
1:20 y 1:40 del sulfato de Protamina en el mismo regula
dor TRIS NaCl, y de cada dilucidén agreger 0,2 ml. a 0.2
ml. de plasma y dejar 30 minutos a temperatura amblente.
Se calificarén las positividades como sigue: g-gelacidn,
fa-filamentos de fibrina, P-precipitado y O-sclucidn --
clara. )

Nota: el plasma en estudio nunca se debe dejar a 4 gra-
dos por fécil precipitacidén de los complejos y error de
la prueba.

e

" .
§.ve i

)



II.~ DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.



TABLA I. RESULTADOS DE LQS ESTUDIOS DE COAGUIACION Y FIBRINOLISIS EN 7 CASOS DE LEUCEMIA

PROMIELOCITICA
|
| CASO 1 Fem., | CASO 2 magc| CASO 3 magc| CASO 4iasc)
|. . 26 73 10 68
I Cuenfa plaquetas x mn3 | 20 30 40 |40 30 20| 80 20 20 | 15 20 |
| Fadlor v 56 100 100 | 80 100 100 100 100 65 87
Factor VII y X % | 67 100 so | s9 59 77 55 46 | 62 57 |
! Factor II % | @2 100 100 | 68 75 70 100 100 | 80 82 |
I Factor VIII % I : 120 280| 30 140 150 210 200
| Factor IX o | 1175 330] 150 130
Tiempe Trombina(segun- | 21/19 19/17 ZO/IT 15/14  17/15 | 15/15 |
f dos) .
| | | I |
| Fibrindgeno{mm./100 ml) |125 215 550 |170 400| 180 150 330 |260 260
! Productos Deg.Fibrin. | | | | |
| mcg./ml. 38 54 108 76 153 64 256 12 140 76
| kisis euglobulinas Plasm| 2.15 4 4 | 4 4| 4 3 41 4 l
| e
| Plasmindgenc unid.case-~ | 1.1 1.35 1.6] 1.4} 1.5 2.4] 1.2 ]
| $PBactivador % ] [ % a4 | 40 110 45} 65 55 |
| Comp.Sol. Etanol, - | neg. + + 1+ + | neg. + neg| + neg. |
| Comp.Sol. Protamina | neg. precip. | | neg. prec.neg + precip.|
1 TraTAMiENTO | Rubidomicina  |Rubidomicina |Rubidomicina |Rubidomicina
Transf.leucocit.|Conc.plaq. |Fibrindg. |Transf.leuc. |

l : i ! [ |Conc.plag.  |Sangre.




TABLA I (CONTINUACION) RESULTADOS DE LOS ESTIDIOS DE COAGULACION

7 CASQS DE LEUCEMIA PIOMIELOCITICA.

Y FIBRINOLISIS EN

I ESTUDIOS PRACTICADOS Y RESUL-

I
l
|
|

|CASO 5  Ilasc. | CASO 6 Masc.| CASO 7 Masc.|
TADOS. | 43 | 8 39 |
Cuenta plaguetas por mm3.x10° | 30 50 12 |65 80 22 | 25 l
Factor V % | 37 100 100 |52 53 55 | 39 l
Factor VIIy X % | 80 100 77 |100 8 65 | 70 !
Factor II % | 80 100 87 | 80 72 40 | 100 ]
Factor VIII |180 108 200 | 115 - - 1 - - 1

Factor IX | - - - | - - - | 415 570
Tiempo Trombina segundos | 17/16 16/15 18/17| 19/15 30/16 22/16 27/19 |
Fibrindgeno mg./100 ml. |335 250 210 |1l0 80 250 | 85 66 l
]
Prod.Degrad.Fibrin6g.-Fibrina |281 64 9 | e6a 32 4 | 307 150 |
meg./ml. : |

lLisis Eug.Plasm. Horas | 3.0 4 4 | 2 1.5 3 | a4

Plasmindgeno unid.caseina. [ - - - - - | - -]
Proactivador % | 70 45, 75 | = - - | - -
, Complejos Solub. Etanol | neg. nez. neg., | + + neg. | + neg!
Complejos Solub.Protamina ] nez. prec. | + precip., neg. | + + !
1

TRATAMIENTO | Rubidomicina [Rubidomicina |Rubidomicina
Heparina | L-asparaginasa |L—aspnraginasa|

| Transf.lsucoc. Transf.leucoc. Hepar.T.Leuc,




TABLA II PERFILES HEMATOLOGICOS INDIVIDUALES EN 33 CASOS DE PACIENTES TQXEMICAS

!

17

*¥= Defuncion
D= Desc onocido
0= Fibrinbgeno no medible,sumamente bajo

12.5

40.0

. NUM. |EDAD|CTA.PLAQ. |FIBRINOG. | TP TPTA TT | . {LISIS
CASO| lporammS. ‘mg/100ml. [Prob.| Cont.|Prob.| Cont.|Prob.|Cont.|Prota |Eta-}EUGLO
|x10 ] | segundos segundos segundos mina |mol {BUL.
1 15 143 270 11.8 12.0 35.0 38.0 22,5 15.5 + - -
2 16 127 D . D D 59.0 45.0 16.0 15.0 + - D -
3 17 63.5 460 13.2 13.4 47.0 46.0 13.0 13.8 + - -
4 17 230 330 12.4 13.0 33.0 47.0 19.0 19.0 + - -
5 18 142 460 12.2 12.8 27.5 27,0 29.0 18.0 + v+ -
6 18 135 380 11.5 13.4 27.0 33.0 22.0 16.5 - - -
7 19 263 433 13.0 13.0 46.0 34.0 25.8 20.0 - - -
8 19 75 275 13.6 12.8 43.5 40.0 21.8 14.8 =+ - +
9 21 220 183 11.2 10.5 45.0 45.0 21.0 18,5 + + -
10+ 21 36 320 14.0 12.8 35.0 39.5. 52.0 19.0 - + -
11 22 185 220 12,5 13.0 35.0 40.0 15.4 16.5 + P
12 22 78 550 11.8 13.4 27.0 30.5 24.5 16.0 - - -
13 23 94 300 14.0 13.5 47.0 40.0 25.0 18.5 - - -
14 23 44 197 17.0 11.0 46.5 32.0 23.4. 17.0 + - -
15 23 20 300 12.4 13.2 34,0 37.0 26.0 17.5 - - -
16 24 134 D 12.0 12.2 40.0 47.0 29.0 20.0 - - -
25 108 125 15.0- 40.0 30.0 16.0 + - -



TABLA II PERFILES HEMATOLOGICOS INDIVIDUALES

EN 33 CASOS DE PACIENTES TOXEMICAS

33%

NUM. | EDAD |CTA.PLAQ|FIBRINOG. | TP | TPTA | TT | ] ILISIS
"CASO | |porgmm3 mg./100mle iy b cent, | Prob. | Cont.| Prob.| Cont. ProtalEta-—lEUGLO
x10 segundos segundos ) sepundos mina nol BUL.
18 26 263 550 11.6 11.8 31.0  39.4 17.4 15.0 - - -
19 27 ‘72 300 10.8 12.8 40.0  35.0 15.0 20.0 - - ="
20% 27 290 5 13.2  13.2 30.0  39.0 20.0 16.8 =+ - D
21 27 98 220 13.2  13.0 34.0 42.0 25.0 18.0 + + -
20% 29 49 133 16.5 13.0 35.0  40.0 55.0 20.0  + - +
23* 32 160 370 2.2 12.4 43,0 34,0 20.5 18.0  + - -
24 32 30 140 18.8 11.8 55,0 36.8 13.4 15.0  + + +
25* 32 76 320 12.8 12,2 46.0 39.0 30.6 21.6 4 + -
26* 33 23,7 433 14.0 12,5 41.0 36.5 55.5 18.5 - - -
27 34 153 590 16.0 12.2 43,0 39.3 20.5 14.5 - -
28 34 70 240 D "D D ) 20.0 14.0 ¥ = -
29 34 49 495 11.8 13.4 35,4 33,0 19,5 17.2 - - -
30 39 55 150 15.5 13.2 57.0 48,0 23,5 16.0 + - =
31 39 56 116 11.9 11.0 27.4 27.0 550 23,0 - - +
32 a1 125 0 18.0 12,0 72.0 33.0 45.0 21.0 + D
42 69 0 20.0 13,0 103.0  35.0 =20.5 16.0 + -

* = Defuncidn
D = Desconocido

O= Fibrin6geno no medible, sumamente bajo.



TABLA III PRINCIPALES DATOS CLINICOS, HUMATOLOGICOS Y MORFOLOGICOS EN LAS

OCHO MUERTES MATERNAS DEL ESTUDIO.

| NECROSIS

l | DIAGNOSTICO |HS.POST {CAUSA PRINCI|LESION GLO-}- CAPILARES
NUM. I B . 'PAL DE MUER-|MERULAR TOJF.br.na | Trombos IHEMORRAGICA
CASO |EDAD|CLINICO|HEMATOLOGICO |MORTEM |TE. IXEMICA +ord PERIPORTAL
rifisn  Jen pulmdr
8 19 EA D NO Hemorragia + - - - -

cerebral

10 21 EA c NO Hemorragia + - - - -
cerebral

20 27 T/H sSC 3.0 Hemorragia intensa No st No*
cerebral

22 29 T|H D 5.3 " Hemorragia intensa No ~-~No . _ Marcada
cerebral

23 32 EP/H D . Bronconeum. intensa No Si Marcada

25 32 EA/H sc Hemorragia intensa No s{ Si

. cerebral ’
26 33 EP SC 1.0 Hemorragia intensa No No 51
. cerebral

33 42 T D 2.2 Ruptura intensa No Si Marcada
hepética ’

A = anteparto P = postparto E = Eclanpsia H = Hipertensidn crénica

T = toxemia C =Coagulac.Intravascular Gompensada D= Coagulac.Intravas. Descompensada i

B
SC=~ Coagulacidn Intravascular Sobrecompensila. *= Cambios degenerativos periportales unicamente

+= Diagnéstico Clinico

o

LN

o
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TABLA IV. CARACTERISTICAS INDIVIDUALES DI LOS PERFILES HEMATOLOGICOS DE 15 CASOS DE
MOLA HIDATIDIFORME.

o
0

TIEMPO DE TO-

I

| : MA DE MUES-- | ASPECTO . } | — ! TPTA !
CASC|EDAD TRAS. | DEL PLAS- | HamATo- | PLAQ.x mm3|FIBRINOG.lProb.ICont.lProb.ICont-ﬂl
} IAntes dg;'|Después“?e| MA. |CRITO. % lO3 }mg'/loomllsegundos | segundgg,__lzr

| Ievacuac1on|evacuaq%on| % l ‘ | | |

1 23 49 .Ictérico 31 274 350 13.6 12.8 282. 32.0
3 Normal 30 201 510% 12.8 12.6 31.5 34.0
2 29 25 Normal 33 178 350 12,5 11.5 31.4 34.0
0.5 Normal 35 165 350 11.5 12.4 40.0 42.5
2.5 Normal 32 170 345 11.8 12.4 39.0 42.0
3 41 24 Normal 39 209 320 12.4 13.1 | 30.0 42.0
1.3 Normal 38 180 300 12.6 13.0 31.2 31.9
4 21 7dias Normal 38 244 330 13.0 \\I2.0“|-31.0 43.5
5 26 48 i Normal 31 ‘ 269 400 13.6 12.9 31.6 30.7
2.0 Normal 30 210 360 13.6 13,0 | 31.5 40.0
6 22 23 Normal 32 190 445 13.4 12.4 31.3 36.0
: ‘ 2.0 Normal 32 226 372 13.2 12.2 |29.8 4l.6
7 26 h Normal 28 226 580* 13.2 14.2 | 31.0 38.5
8 27 0.3 Normal 39 169 400- 13.4 12.8 32.4 34.5
l ‘2.0 Normal 37 139 400 13.5 12.8 - 30.0 34.5

* = Anormal | = Prolongade |= acortado  STiempo de toma de las muestras excepto cuando se

indico.
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. TABLE IV CARACTERISTICAS INDIVIDUALES DE LO3 PERFILES HEMATOLOGICOS DE 15 CASOS

DE MOLA HIDATIDIFORME.
°TIEMPO DE TOMA DE|ASPECTO|

- MUESTRAS. DEL ____gg_____l !LISIS]gizzia:e
- CASO! EDAD|Antes de|Despuds deIPLASMA lProb.|Cont.|Prota.|Eta[ laltera—
] Igzggua_ i:g:?a_ | segundos |mina |nollEUGL.|das.
1 23 49 _ Ictérico 19.5 18,8 neg. <+ neg 1 "
3 - normal  17.7 18.5 =+ +  neg "3
2 29 25 normal |24.0 18.5 neg neg neg 1
0.5 normal |19.4 13.8 neg neg neg 1
2,5 normal [21.0 13.8 neg neg neg 1
3 41 24 ’ normal 15.2 14.5 neg neg neg 1
’ 1.3 normal °[20.0 15.5 + neg neg 2
21 7dfas normal 18.5 19.0 neg +  neg 2
26 48 normal 15.9 13.8 neg neg neg o]
2.0 normal 15.6 15.2 neg neg neg 1 T -
6 22 23 normal 18.4 15,0 neg neg neg 0
2.6 normal 19.4 17.0 neg neg neg 1
26 3 normal }23.0 16.2 neg neg ‘neg © 3
27 0.3 normal 17.¢ 15.5 neg neg neg ]
: 2.0 normal 14,4 14.2 neg neg + 1
*=fnormal |=Prolongado |=acortado o Tiempo de toma de las muéstras excepto
Co crando se indicé.
s
-



HOJA 2

TABLA IV. CARACTERISTICAS INDIVIDUALES DE ~0S PERFILES HEMATOLOGICOS DE 15 CASOS

DE MOLA HIDATIDIFORME . .

? |
° D DE - ASPECTO --- TP TPT
CASO IEDAD| TIEMPO DE TOMA DE } I ]PLAmemS‘ ! _ A
| | MUESTRAS. IDEL PLASMA HEMATG—|X1 3 |FIBRINOG. |Prob. |Cont.|Prob. |Cont
mg/100ml,
| | Antes de |Despuds de } CRITO. I I |segundos  |segundos
| | evacuacibnlevacuaci6n~l | % |
9 18 4 Dias Normal 39 221 500* 13.6 12.9 43,0 39.0
6.0 Normal 34 121 295 |12.8 10.8 31.8 34.6
10 34 1 Normal 32 259 330 12.0 13.0 |27.5 35.5
11 34 2 Normal 32 388 T 447 12.8 12.4 |34.5 43.9
12 22 39 Ictérico 17 168 300 14.0 12.4 |32.0 40.4
16 Ictérico 27 119 330 4.4 12.8 37.0 37.4
8.0 Ictérino 25 96* 159* 13.5 13.4 |33.0 40.8
i3 20 68 Normal 34 265 300 11.5 13.2 36.5 35.0
48 Normal .32 216. 360 12.8 13.6 |38.4 45.5
14 20 0.75 Normal 32 114 235 |12.6 10.4 |al.0 33.8
15 51 24 Ictérino 35 122 400 2.8 12.4 32.7 35.9
2.5 Ictérivo 33 157 420 10.4 11.2 20.0 22.0
o
*zAnormal [= Prolongado |= acortado °= “iempo de toma de las muestras excepto cuando se indicé



TABLA IV

HOJA 2A

CARACTERISTICAS INDIVIDUALES DE LO3 PERFILES HEMATOLOGICOS DE 15 CAS0S
DE MOLA HIDATIDIFORME

[
°TIEMPO DE TOMA DE

| ASPECTO | | |
g . ISIS
CASO|EDAD MUESTRAS DEL |P |LISIS|Total de
rob. |Cont |Prota~ Eta-{ |Pruebas
Antes de|Despuds |PLASMA l
| mina.|nol. EUGL.|alteradas.
evacua~ de evacua | segundos .
| |cidn. cidn. I |
9 18 4dias Normal 16.5 15.8 neg neg neg 1
6.0 Normal 18.2 14.6 neg neg neg 1
10 34 1 Normal | 27.8 20.5 neg neg neg 2
11 34 2 Normal 12,4 15.0 neg neg neg 1
12 22 39 Ictdrico| 27.4 18.4 neg neg neg 2
16 Ictérico| 25.2 18.0 + neg neg 2
8.0 Ictérico| 13.5 18.0 neg neg neg 4
13 20 68 Normal 18.5 17.5 + neg neg 1
48 Normal | 28.2 20.2 + neg neg 3
14 20 0.75 Normal | 24.2 17.2 + neg + 5
15 51 24 Ictérico| 52.5 17.0 + neg neg 2
2.5 " Ictérico| 26.5 17.4 neg neg  neg 1
[
*= Anormal |=Prolongado [=acortado ©° =Tiempo de toma de las muestras excepto

cuando se indicé.

L



TABLA V. RESULTADOS DE LOS PERFILES HEMATOLOGICOS INDIVIDUALES EN CUATRO CASOS
. DE MOLA HIDATIDIFORME EN MUESTRAS DE SANGRE DE VENAS UTERINAS Y DE -
SAHGRE DE VEMA PERIFERICA.

g CASO |EDAD {MUESTRA |HEMATO |_TP "“PTA TT | Plag. 3IFibrinagl
. DE SAN-— CRITO. sepgundos seyundos  sepundos mm3.x10" | mg. /100 |
| ] |eRe. | | Prob. | Cont. | Prob.Cont. | Prob.| Cont.] ml.

1 o . a p 01.5% 460 !
| 1 48 uterina 32 . 11.6 11.5 31,2 38.0 18.0° 14.0 g

periféric. 34 *' 11.6 11.5 32..% 38.0 19.0° 14,0 103 510P
!
2 45 uterina 39  10.8 11.4 35.5% 49 18.4 15.5 176 345 |
| periféric. 38  10.5 11.4 35.%% 49 19.0° 15.5 158 370 |
uterina i2. . o B 5, 33"
| 3 42 uter 3  12.2 11,0 42.n 43 27.8° 15,0 278 633° |
periféric. 35  12.4 11.0 41.0 43  26.0° 15.0 239.5 g00P |
| 4 36 uterina 39  1l.4 11.6 37.0% 42 23.0° 15.4 218 230 [
| periféric, 40  1l.2 11.6 39.0 42  21.0° 15.4 220 300 I

TP = Tiempo Protrombina TPTA=Tiempo Parcial de Tromboplaétina Activado T
T T= Tiempo Trombina

a = acortado d= disminuida p= prolongado ¢ aumentado



TABLA V. CONTINUACION. RESULTADOS DE LOS I ERFILES HEMATOLOGICOS EN - - -
CUATRO CASOS INDIVIDUALES DE MOL/ HIDATIDIFORME EN MUESTRAS DE SANGRE
DE VENAS UTERINAS Y DE SANGRE DE VENA PERIFERICA.

CASO EDAD HWUESTRA  FACTORES DE LA COAGULACION %
DE ]
! SANGRE [ 11 v vII X [
l 1 48 uterina 108 51 1186 94 ‘
periférica 104 51 132 100 l
| 2 45  uterina 136 136 400 184 !
periférica 112 90 280 104 |
| 3 42 uterina 110 86 - 150 a8 =
| periférica 88 89 144 106 |
4 36  uterina 205 - 110 108 |
| periférica 200 - 124 106 B |-

e i€ 4



SR/ /. E—

II.~ DESCRIPCICN DE 10S RESULTALOS OBTENIDOS

1.~ DESCRIPCION DE IOS RESULTADOS OBTENIDOS FN EL TRA
BAJO DENOMINADO "ANALISIS DE 10S RESULTADOS DE UN ESTUDIO
PROSPECTIVO DE LAS ALTERACIONES DE LA COAGULACION Y FIBRI-
NOLISIS EN IEUCEMIAS PROMIEXOCITICASH

Este estudio comprende los resultados de las pruebas de la
"hemostasls en siete casos de leucemia promielocitica. Al
parecer su nimero es corto, pero al tener en cuenta que su
frecuencia no es alta y la reunidn de estos casos para su
estudio abarcd casi un afio, el grupo estudiado, por lo tan
Yo, no es tan pegueflo, como aparece a primera vista.

En los resuliados de los estudios de 1la hemostasis del pri
mer caso, se revela una hipofibrinogenemia importante, dis
creta tendencia fibrinolitica y aumento moderado de los -~
productos de degradacién del fibrindgeno. Sin tratamiento
especifico con heparina {por la bajs importante de plaque- .
tas), se observa un ascenso del {ibrindgeno, pero con’posi
tividad de los complejos solubles., Posterlormente se obsep
va otra nueva alza de ese factor sun cuando hay un aumento
algoe importante de los productos de degradacidén del fibri-
négeno y positividad de los complejos solubles (Tabla I).
La paciente de este camo se egresa del hospital por mejoris
despuds de un mes de estancia.

En ol caso 2, los estudics de coagulacidén muestran al prin
eipio una hipofibrinogenemin moderads, awnento de los pro-
ductos de degradacidn del fibrindgeno y complejos solubles
positivos al etenol. Con la quimioterapia Unica y esterol
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des (no se administré heparina por la edad), (Tabla I), -
Be observa un ascenso notable del fibrindgeno, pero los -
productos liticos del mismo permanecen altos ¥y existe po-
sltividad a los complejos solubles, ,

Se observan algunas modificaciones de los feetores del -~
complejo protrombinico consistentes en ascenso de sus con
centraciones, asi como de los factores antihemofflicos —-—
VIII y IX, pero la cifra de plaguetas permsneccid alrede =
dor de 20,000, ZE1 paciente fallece en el curso de unm mes
de evolucidn del padecimiento.

" En el caso 3 ohservamos dos fases en la evoluocidn de las

pruebas de coagulacidén. 4 su ingresc existe trombocitopg
nia, hipofibrinogenemin y presencia de complejos solubles
on el plasma. Clinicamente hubo Hémorragias cuténeas ¥y -
meningens., Las transfusiones plaquetarias y de fibrinégg

ne zzesislos con Ao Mopox

azesicing oo lo hopoving ordgingrom meiordin hematelA-
gica y clinica., Se observa un ascenso del fibrinégeno -
(Tabla I), desapericién de los complejos solubles, pero -
persisten discretamente elcvados los productos de degradg
- cifn del mismo. Ia remisidn fue transitoria y al parecer
wna crisis de aplasis y datos de infecciébn originan san -
grado y el paciente fallece.

Il caso 4 muestra desde el ingreso datos hemorrdgicos y -
las pruebas de coagulacidn sefialaron fibrindgeno con con-
centracién normal, productos de degradamcidén del mismo ele
vados y complejos solubles positivos. Rl enfermo tradujo
poca respuesta de mejoria en las pruchas de copgulacidn a
pesar dol tratamiento instituido y fallece después de cin
co dfas de evolucion.

El caso 5 presenta dos fases distinguibles en 1a evolu' -



cién de las pruebas de hemostmsis: en la primera ocurre -

una trombocitopenia importente 24 hores despuds de inicia

da la quimioterapia, elevacidén de los productos de degra-~

dacidén del fibrindgeno, disminucién del Factor V, asf co-

mo del nivel del Proactivador. Se instituye la heparina.

En una segunda fase gparecen nvevas alteraciones consig -

tentes en aumento de los productos de degradacidén del fi-

brinégeno y disminucidén de este Mltimo, asi coimo descenso

de los Factores II, VII y X. Todo esto va asociado a un-~

cuadro infeccioso agregado del cuasl se recupera el paciegl
te y es dado de slta por mejoria después de un mes de es-

tancia en el hospltal,

En el caso 6, se observan también dos Zases en las prue -

bas de coagulecidn. En la primera wune trombocitopenia, -
disminucidn moderada del Pactor V,'hipofibrinogenemia im--

portante y tendencia fibrinolitics subeguda. Fruebas del

etanol y de la protemina positivas (Webla I). Se obtlene

una mejoria después @el tratemiento con heparina donde se

inicis la segunda fase al aumentar el fibrindgeno, dismi-

nuir los productos de degradacién del mismo, pero pernang,

ciendo avn bajas las concentraciones de los Factores I, ~
V, VIT ¥y X,

El aumento observade en las plaquetas se relaciona con --
las transfusiones de estas cédlulas. Aparecen posterior -~
mente Signos hemorrégicos y el pacionte es trasladado a -
otro hospital después de desarrollar una hemorraglias cere-
bromeningea.

EL caso T revela a un paciente con s{ndrome hemorrdgico -
al ingreso, déficit del Factor V, hipofibrinogenemia im -

portante, concentracidn elta de los productos de degradau'
cién del fibrindgeno y complejos solubles positivos.
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¥Yejora al administrarle heparina y transfusiones de plague
tas ¥y los productos de degradacidn del fibrinbégeno disminu
yen. Se negatlivizan los complejos solubles pero el pacien
te fallece con hemorragia de tubo digestivo después de 4 -
d{as de estancia hospitalaria.

_n'\*\
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2.~ DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL TRA
BAJO DENOMINADO "ANALISIS DE 1OS RESULTADOS DE UN ESTUDIO
PROSPLECTIVO DE LAS ALTERACIONES DE LA COAGULACION Y FIBRI~
NOLISIS EN GESTOSIS"

Este estudio incluye los resultados de las prucbas de la -

hemostasis (Coagulacidn y Fibrinolisis) en tres goeupos de
paclientes con gestosis:

2.1.~ Coagulacién y Fibrinolisis en Eclampsia (33 casos).
2.2.~ Goagulacién y Fibrinolisis en Embarazo Molar.

2.3+~ Perfiles de Coasgulacibn y Fibrinolisis en san -
gre de venas uterinas y periféricas en embarazo molar,

2.1.~ Coagulacidn y Fibrinolisls en Eclampsia.

Descripeidn de los Resultados.
En el embarazo en estudio, cinco pacientes presentarcn una
“toxemis agregada (es decir, sntecedente de enfermedad con -
daflo vascular mds toxemia), una de las cuales presentd rup-
tura de higado, Dos tuvieron ecolampsla enteparto y dos pog
parto. Ocho paclentes mirieron, y la mitad de estas mertes
se presentaron en el pequeflo grupo de pacientes con enferme
dad subyacente previa.

EDAD.~ E1 valor promedio fue de 26.4 afios ¥ 7.7 Ia edad -
gestacional promedio fue de 35.5 semanas £ 5.6 Tres pa --
cientes ingresaron al hospital oson produsto muerto ¥y ung de
ellas murid con el producto in dtero, Se atendieron para -
evacuacidn del dtero por medio de parto 11 pacientes, y 21
por operacién cesarea.

Los estudios que integreron el perfil de coagulacibdn y fivri
nolisis se reficren en la pigina 41-B,as{ como la metcdologia
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utilizada en esos ensayos.

Los resultados de esa serie de estudios individumles se en

globan en la Tabla II.
TIEMPO DE TOMA DE LAS MUESTRAS

PREPARTO O PRIECESAREA ' POSTPARTO O POSTCESAREA
[ ]
1 caso 2,8 horas ' 4 casos entre el primeroc
10 casos con promedio de 6.9 hr, ¥ segundo dfa
]

17 casos con promedio de 9.4 hr.

1 caso 22 dims '
" DURACIOR DHL ZSTUDIO:r UW ANO. )
PLAQUETAS: Ia cuenta promedio fue de 113,401 & 71,521/mu3
Existleron 14 casos con cuentas por debajo de 75,000 y con
taron para 5 de las 8 muertes maternas.

FIBRINOGENO: Se obtuvo un valor promedio de 288.7 % 171.2

e A L (o) - -~
mb/.x.vv ae  LmLSWAlIIZ L 2GTCC e """‘“’"""""'"“" "‘%""" dn -

200 mg., incluyendo dos casos con una concentracibn ten ba
Ja que no pudo ser medida., Sels de los casos con fibring
genopenia presentaron también cuentas de plaquetas menores
de T75,000/mm3.

TIEHMPO DE FROTRCMBINA: E1 valor promedio de esta prueba -
fue de 13.7 ¥ 2,3 segundos, contra 12.6 £ 0,8 segundos-
de los plasmas controles. Este tiempo se encontrd prolon
gado al menos en 4 segundos con respecto a su conirol en

A casos (promedio 6.5 segundos), Tres de ellos tuvieron

plaquetas inferiores a 75,000/m3 y fivbrindgeno meror de

200 mg/ml, en cuatro casos, y uno de ellos incluyd a una

ruptura de higado.

TIEMPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA ACTIVADA: "Esta pruebe -
dio un valor promedio de 42.5 * 14.8 segundos, contra un
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valor promedio del testigo de 38.1 % 5.4 segundos. En 12
casos ge obtuvo un resultado con este tiempo por lo menos
de 5 segundos mds prolongado que su control, y en otros 8
cinco segundos mis corto que el testigo.(Tabla II),

TIEMPO DE TROMBINA: Se realizd en las 33 paclentes con =
un resultado promedio de 26,7 ¥ 11,9 segundos, contra un
valor promedio de 17.5 L 2.3 segundos del plasma control,
es declr, existidé una difcrencia promedio de 9.2 segundos.

En 22 casos se encontrd prolongada esta determinseibn por

. 1o menos en custro segundos més que cl control (diferencia
promedio de 13.6 segundos). En siete pacientes se enocon=-
traron tiempos de trombina al menos 15 segundos més, prolon
gados que el testigo (diferencia promedio de 27.3 segundos).
De este dltimo grupo, cinco estudios tuvieron cuenta de ~.
plaguetas por debajo de 75,000 custro con nivel de Tibri
nogenov inferior a 00 wg., dus. von viempo parcisl dy —-—
tromboplasting activada prolongado y tres acortado.
COMPLEJOS SOLUBLES

PROT AMINA: Veintidna de las 33 determinmciones fueron po-

sitivas con sulfato de protamina, y simulténesmente sele
de ellas dleron positividad al etenol.

TISIS DE EUGLOBULIEAS PLASMATICAS: En cinco casos se en-—-
contrd actividad fibrinolitica sumentade (antes de 90 mi-
nutos)., Se considerd como normal igual o mayor a 3 norag.

ESTUDIOS WECROPSICOS: En esta serie se practicaron las ne
cropsias en las ocho defunciones, cuyos hallazgos en algu
nas de ellas fundementan los resultados de las pruebas de
coagulacién y fibrinolisis anormales encontrados.
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2.2.- Coagulacidn y Fibrinoliéis en Embarazo Molaxr.,

2.3+~ Perfiles de Coagulacién y Fibrinolisis en sangre de
venas uterinas y periféricas en embarazo molar.

La descripeidn de los resultados obtenidos en él'estudio -
de coagulacién y fibrinolisis en estos dos grupos de pg --
cientes se realiza simultdneamente, por tratarse de un es-
tudio desarrollado en material proveniente de enfermas can
el mismo tipo de gestosis, con la diferencia importante de’
que en la primera serie las muestras procedleron exclusiva
mente de sangre periférica, y en el segundo grupo los Plag
mas tuvieron doble origen: 1) de sangre obtenida de venas
dtero-oviricas durante la éirugia, ¥y 2) de sangre periféri
ca Ge vena antecubital obtenlda al (iismo tiempo que la an~
terior.

GRUFG 2 1o~ Gu.vuy.z"cudit‘) 15 vasos con livia nldaviaiforuwe y
edades gestacionales que varisron de 10 a 28 semanas, pro.
medio 16.33 ¥ 5.56 semanas. :

EDAD: Var16 de 18 a 51 afios, promedio 27.60 t 9,0 aflos.

Los perfiles hematoldgicos de coagulacién y fibrinolisis
se practicaron en 14 casos en etapa prelegrado e inclﬁyg
ron 19 estudios. En etapa postlegrado se estudid a una
paciente con un perfil, y a7 pacientes de la etapa prelegra
do se les practicé también estudios vostlegrado,

TIENPO DE TOMA DE LAS MUESTRAS: Varié de 30 minutos a 7 -
dfas antes del legrado, y en el postlegrado de menos de =~
una hora a 8 horas. .

GRUPO CONTROL: Ademés de les muestras de plasma testigo
obtenidas de banco de sangre, con las que simlténeamente
se practicaron los perfiles hematolégicos de las paclen ~



tes, se contd con plasma proveniente de un grupo volunta—
rio de 10 mjeres embarazadas del personal del hospital -
con edades gestaclonales muy parecidas. Este grupo sir -
vié, por o tento, como control.

TIEMPO DE DURACION DEL ESTUDIO: Nueve meses.

GRUPO 2.2.- Incluyd cuastro casos con embarazo molar en un
tipo especial de pacientes seleccionadas, como sigue:

EDAD GESTACIONAL: Mayor que en el grupo anterior{ y varid
de 16 a 35 semanas, promedio 23.50 ¥ 8.8 semanas,

EDAD: Se prefirid que el grupo estuviese integrado por |
cientes afiosas con paridad satisfecha y determinaciones -
hormonales de gonadotrofinas coridnicas muy altas, de tal
modo quo al existir el peligro de malignizacién a un ecorig
carcinoma, hubiera la indicacidn de histerectomia total ~
abdominal con consentimiento previo de la paciente. For
ese mobtivo se requiri6 de un tiempo mayor que fue de un -
afio, para poder integrar ese grupo pequefio de pacientes -
con las caracteristicas mencionadas.

PTEMPO DE TOMA DE LAS NMUESTRAS: Se reslizd transoperato-
riamente en la. histersctomia total abdominal. Se tomaron
simultineamente dichas muestras de venas antecubitsles ¥y
de venas Utero-oviricas.

Los estudids de coagulacidn y fibrinolisis realizados en
estos dos grupos de pacientes (2.1 y 2,2) se mencionan en
la pigina 41-B, as{ como la metodologfa y sus caracteris-
ticas snotadas en el capitulo correspondiente.

RESULTADOS: Para las dos serles estudindas aparecen en -
. las Teblas IV y V, respectivamente.



PLAQUETAS: en el estudio 2.1 el resultado promedio prelegrado fue de
199,852 + 11,903 /mm3. y en el grupo control de 234,000+24,852/mm3, es
decir que la diferencia no fue importante. Se observé un descenso de
un 21.4% en el resultado promedioc de la etapa postlegrado de este ~
grupo y que fue de 157,000+16,604 /mm3 ép 2 0.025).

En el estudio 2.2 en sangre periférica y de venas Utero-ovéricas los
resultados mostraron valores promedios discretamente mis bajos que -
el de la etapa brelegrado del estudio 2.1, 180,000+61,900 y 190,000
+ 78,580/mm3 respectivamente. ‘
FIBRINOGENO: los resultados promedio de los dos grupos 2.1 y 2.2 -
mostraron datos que revelan una hiperfibrinogenemia en el segundo,
con valores altos para la edad gestaciénal en que se realizd el es—-—
tudio y que fueron de 445 +135.2/100 ml. en sangre periférica y 414+
171 mg/100 ml. en sangre de venas Gtero-ovéiricas. En el caso del -—
grupo 2.1 prelegrado, la media tendié a ser también alta para dicha
edad gestacionel, awnnre =} grupe centzol giztonbe i€ wn valos siad
lar o cercano de 376+22.7 mg,/100 ml. y el prelegrado de 366+16.5mg.
/100 ml., :* en este grupo hubo tres casos con fibrinégeno mayor
de 500 mg./100 ml. (Tablas IV y V). '
En la etapa postlegrado del grupo 2.1, se observé un descenso de un
15.8% con respecto al valor promedio de la etapaprelegrado, el va-
lor promedio deé ilicha etapa postlegrado fué de 308i28.l mg/100 ml.

En esta Gltima etapa existid un sdlo caso con hipofibrinogenemia de
159 mg./100 ml. (caso 12). »

TIEMPO DE PROTROMBINA: no se observaron diferencias notables-ent;e

los tres grupos, 2.1, 2.2 y el control, con valores promedios de :
12.86/12.54 y 12.9 segundos en las etapas pre y postlegrado, 12,8/12.5
en el control, 11.5/11.38 en sangre periférica transcirugia y --
11.43/11.38 en venas (tero-oviricas durante esa etapa.

TIEQPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA ACTIVADA: las caracteristicas fun-
dameqtales er. los resultados de esta prucba en los dos grupos en re
lacibn al plasma testipo y al del grupo control gestante fueron a—-
cortamientos importantes de 4 a 5 segundos a favor de los plasmas —
problemas como se observa por ejemplo cn los valores promedios de

32.9/37.1 y 33.3/37.3 segundos en las etapas pre y postlegrado - -
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del grupo 2.1 comparados con los Qalores promedio de 33.6/35.9 segun-
dos del grupo control. )

TIEMPO DE TROMBIMNA: un alargamiento importante en los resultaéos pro-
medio de este ensayo en los plasmas problema,fue el hallazgo en los -
dos grupos comparado contra el plasma testigo y el control gestante.
El valor promedio de la etapa prelegrado fueron 2L.6/16.6 segundos
¥y en la embarazada normal de 17.6/15.9 segundos. En el grupo 2.2 -

con sus componentes central y periférico, los resultados mostraron
alargamientos similares.

COMPLEJOS SOLUBLES: Protamina y etanol. Existieron cuatro positivida-
des al sulfato de protamina en la etapa prelegrado del grupo 2.1 y dos
en la postlegrado. Existieron pocas positivades a la prueba del etanol.
LISIS DE EUGLOBULINAS PLASMAfICAS: Se encontrd escasa respuesta litica
global en este seguimiento. C

DOSIFICACION DE LOS FACTORES IIL,V,VII y X: éstos de determinaron en 7
casos en la preevacuacion uterina y otra en la postevacuacidn. Asimis-
mo se determinaron en § casos de las gestantes normales entre ia décima
y vigésima semana. En el grupo problema 2.1 se encontraron valores més
altos que en el control, particularmente en el Factor VII cuya concen
tracién en un caso llegd al 384%. Contrariamente el Factor V permane-
cid en valores bajos, alrededor de 44% y en el grupo control A7%.,

En el grupo 2.2, log factores II, VII y X volvieron a mostrar'conceg.
traciones a2ltas y destacd de nuevo el Factor VII. En el Factor V, su
concentracién mostrd un ascenso moderado con respecto a los valores -
encontrados en el grupo 2,1 tanté en sangre ﬁeriférica como central.

(Tabla V).



IIY.- DISCUSION

1.~ DISCUSIOR DE LOS RESULTADOS DEL PRIMER ESTUDIO: "COAGU
LACION Y FIBRINOLISIS EN LEUCEMIAS PROMIELOCITICAS"

Los siete casos referidos anterlormente correspondieron a -
los criterios hematolégicos habituales de leucemias promie-
lociticas, pero se discutirin aqui Unicemente las diversas
pruebas de coagulacién y fibrinolisis realizadas.

En los casos 1, 2, 3, 6 y 7, el valor de las pruebas practi
cadas fue innegable, ya que por s solas dan un disgnéstico -
de wna Coagulacién Intravasculer Diseminada, cuyo tratamien
to por la heparina se vio limitado por la baja de plaquetas
" secundaria a la leucemia en si. Pero al encontrar en dos -
casos (4 y 5), algunos cambios no entendibles como valores
normales de los Factores II, V, VII y X, asi como un aumen-
VO del Tadbor VIII, wds debucust 48) Troastivalsr, nss pers
cerfa de gran ayuds que el disgndstico podria descansar esen
cialmente en el estudio del sistema fibrinolitico y bs deri
vados del fibrindgeno (productos de degradacidn y complejos
solubles).

En el enélisis de 5 de los 7 casos estudiados en este aspec
to, el tiempo de lisis de euglobulinas habitualmente fue -~
normal (casos 2, 3, 4,5¥ 7) ¥y en los dos restantes se obser
vé un aumento de la ectividad 1litica, la cual desaparecid -
en 24 horas con el tratamiento por heparina, jJjustificando -
la hipbtesis de una lisis secundaria reaccional que habl —-
tualmente se presenta en los Sindromes de Comgulacién Intra
vascular Diseminada, La tasa del Proactivador se encontrd

igualmente disminuida en todos los casos donde se midid, y

esta disminucién fue idéntica en presencis o en susencia de
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la actividad fibrinolitica globml medida por la lisis de
euglobulinas, hecho que ya ha sido mencionado previamen-
te por Merskey y colaboradores ( 25 ),

De otro quo, los productos de degradacidén del fibrinégg
no constantemente se encontraron elevedos en todos los ~
casos y sufrieron cambios después del +tratamiento con he
parina. La presencia de los complejos solubles en el -
plasma én 6 de loe 7 casos (1, 2, 3, 4, 6y T7)y, ¥y la —-
probedble positividad en el restante (5), significa que -
la activacién de la coagulacién, cuelquiera que sea su -
mecanismo y que conduce a la formmeidn de la trombina, -
ha permitido la eparicién en la sangre circulante del mo
noémero de la fibrina, el cual es un constituyente indis-
pensable de los mencéionados complejose Por lo tanto, su
evidencia sutoriza el disgndstico de Coagulacion Intra -
vascular, sun en el caso 5 donde ademds existil una hipg
fibrinogenemia moderada aparte del dlscreto precipitado
con la protamina.

Debe hacerse notar, sin embargo, que la interpretacidn de
esta prueba puedé ser delicada, como lo sefialan Breen y -
Tullis ( 23 ), el examen debe practicarse lo mAs ripida-
mente posible después de la %toma del producto sin diferir
lo no después de dos horas.

Otro punto discutible en este tipo de estudios se presen-
ta ante la aparicién de una hipofibrinogenemia y su posi-
ble mecanismo de produccién. Su frecvencio en las leuce-
nias promielociticas es imrportante y en ella debe descar-—
+tarse un problema de sintesis del fibrindgeno en el higa-
do cugndo aparece dicha altermcidén durante el curso del -
$ratemiento con la L-asparaginasa. Bl cuadro bioldgico -
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{ome T
-

obgervado en efeato, es diferente, encontréndose una hipo~
fibrinogenemia aislada, 8in aumento de los productos de de
gradacidn del fibrinégeno en el suero y las pruebas del ==
etanol y de la protamina negativas. Se han descrito las -~
posibilidades de sindromes fibrinolfticos primarios en es-
tos casos ( 26 ),

Tl mecanismo mds frecuente reportado de la hipofibrinogeng

mia en la leucemia promielocitica es el de una Coagulacién
Intravascular, y que en esta casufstica parecié ser con -

temporénea a la fase inicial de la afeccidén y a la eitoli-

- gis inducids por la quimioterapla, teniendo en cuenta la -

riqueza de las células leucémicas en enzimas proteoliticas

( 27 ). Quigley ( 28 ) ha demostrado en particulaer la

existencia de un factor tromboplastico presente en las célu
las de las leucemiss promielociticas, gue pudiera ser capaz
de activar e iniciar la coagulacién in vivo.

-t
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2.~ DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO 2.

Los hallazgos dominentes en este estudio fueron gradds ai
ferentes de trombocitopenia, niveles anormalcs.de.fibriné
geno, que incluyermm valores inferiores a lo normel para
le edad gestacional promedio que portaban las pacientes -
toxémicas y eclémpticas. ELl tiempo de trombina prolonga-
do que se encontrd, no corrigié con la adicién de plasma
normal, revelando por lo tanto, la presencia de un proba-
ble inhibidor (productos liticos de la fibrina¥29)las ~-
pruebas de complejos solubles mostraron la presencia in -
vivo del mondémero de la Tibrina y de productos de degrads
oidn del fibrindgeno.

Esté conjunto de altergcilones difie%e marcadamente de —--
aquelles camblos tipicos en la coagulacidén materna en los
3a800 de (esprendindenvo preématkro (e placenva y de lous -
sindromes de feto mierto y retenido por largo tiempo, que.
son lo,. modelos cldsicos obstétricos de Coagulacién Intrg
vascular Diseminada répida (forma aguda) y Coagulacién In
travasculsr Crénica (forma lenta)s. Sin embargo, el meca-
nismo de accién y su consccuencia basicamente son los mlg
mos: el consumo de las plaquetas y del fibrindgeno en la

mierovasculatura formendo los depdsitos de fibrina, hemo-
rragias miltiples y disminucidan de los drgenos afectadose

Paré algunos autores, se ha implicado la Coagulacién Intra
vascular Disemingda ( 30 ) en la génesis de la eclampsia
y precclampsia, y para otros, la tromboplastina 0 factor
tisular liberado de la placenta daflada, invade la clrcula
clén motorna a diferentes velocidades, pera producir une
coagulacién intravascular lenta, o sea la encontrada en -
1la preeclampsia,; o la répida, la observada cn la eclampsia.
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Los hallazgos de las ocho necropsias con los depboitos de
fibrina en pulmén en algunos casos y la necrosis hemorra-
gica periportal, més_la ruptura hepdtica gue revela las -
microtrombosis y hemorragias en ese drgano, ofrecen datos
que fundamentan el Glagnédstice en sengre de Coagﬁlacién -
Intraevascular Diseminada, donde las enzimas, trombina y -
plasminae, activadas en forma muy anormal, conducen por un
lado la primera, a la formacién de mondmeros de la fibri-
na, y por otro, la plasmina a la degradacién proteolitica
del fibrindgeno y de la fibrina con resultados de sangra-
dos.

Ia evidencia de esa sctividad estuve dada por pruebas tan
sencillas como la cuantificacidén del fibrindgeno en las -
condiciones de ensayo debidas, en ?a determinacidn del --
tiempo de trombina, de las pruebas de paracoagulacibn —--
(etanol y protamine) yen forma agregada la cuenta de pla
quetas. ' ‘

3.~ DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL TERCER ESTUDIO. COA
GULACION Y FIBRINOLISIS EN EMBARAZO IMOLAR.

4 .~ DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LOS PERFILES DE COAGU .
LAGION Y FIBRINOLISIS EN SANGRE DE VENAS UTERIKAS Y
PERIFERICAS EN EMBARAZO MOLAR. '

La-discusién de los resultados de estos dos estudios se
reallza al ignal que en la descripeidn de sus resultados,
en forma simlténea por los motivos expuestos en ese inciso.
{(material de estudio muy similar pero con diferencias que
permiten hacer una comparacidn de utilidad, ya que no -—-
existen datos en la literaturs mundial de este tipo de eg
tudios con muestras tomadas & nivel ds venas uterinas).



Dos alteraciones fundesmeniales se encontraron en estos es-
tudios: una fue el acortemiento del tiempo parcial de trom
boplastine activade; y otra el alargamiento del ticmpo de
trombina ante un fibrindgeno normal comparado con ¢l grupo
control en el primer estudio, y alpo superior a lo normal
en el segundo, gunque mmadialmente existen diferencias al-
rededor de este valor (que mlgunos autores sefialan aproxi-
madamente en 290 y 340 mg/100 ml. en el segundo trimestre
de wn embarazo normal, que fue la edad gestacional prome -
dio aproximada en los dos estudies) ( 15 ).

La interpretacién dada a la primera alteracidn es gue mi -
diendo el TPT4, la via intrinsece de la cosgulacién y fun-
damentalmente los Factores IX y VIII, el encontrarlo acor-

tado nos revela un sumento importente en las concentracio=- .

nes de esos factores y con poco consumo de los mismos. Se
gren entonces um cetnde hiperssagelabls qus Jaciimeute pre

dispone a la trombosis o al consumo sl activarse esa via.

En cusnto gl slargemiento del tiempo de trombina en susen-
cia de correccidn con plasma normal, muestra probablemente
la presencia de un inhibidor que no puede ser la antitrom-
" bine III, puesto que ésta habitualmente disminuye en el em
barazo y mis blen ce trataria de presenciam de productos 1f
ticos de) fibrindgeno, ya que cinco de los 1% casos del ~-
primer estudio mostraron positividad a esta prueba (31).

Te medicidn de la via extrinseca por el tiempo de protrom-
bina, aparentementc con poca diferencia contra su testigo
normal, indudsblemente define alteraciones cuando se deter
minan los Pactores que la integran, y fundamentalmente el
Pactor VII que dio los niveles més altos. .

Integrando la discusién de las anormanlidedes encontredas
se pueds inferir la presencia de un estado hipercosgulable
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latente, con poca activacién del mismo o casl nula, perec
que ente un estimulo importante podria traducirse en una
peligrosa actividad, como se tradujo en uno de los casos
del primer estudio (caso 12), sl pasar meterial trombo--
pléstico de la mola a la circulacién cusndo se efectud ~
el legrado.



CONCLUSIONES

l.- Tos estudlos de Coagnlacién y Tibrinolisis se conside-~
raron ser indispensgbles en 4 sevuimientOﬁ prospectivos pa
ra la investigecidn de un grupo de alteraciones englobadas
bajo el nombre de Coagulacidén Intrevascular Diseminada en
las dos primeras series de este trobajo, asl como en otro
grupo de alteraciones denaminadas estado hipercoagulable -
asociado al EmbaraZo Molar.

" 2.~ De lbs diferentes métodos utilizados, resaltan por su
importencia en el efecto que tuvieron en la investigacidn,
la determinecifn de la concentracién del fibrindgeno en el
plasma, proteina clave cuys disminucibn o mumento nos tra=

Agr  2lpmoe de epos Ana eatpdns entoes menniongdos.

18 demostraciln in vivo del mondmero de la fibrina por me-
dlo de la determinacién de los complejos polubles en el ~—-
plasma, orientd grandemente en los dos primeros estudios -
hacia la existencis de una Comsgulacidn Intrsvascular .

3.~ La cuantificacidn de los productos liticos del fibri-
ndgeno nos permitieron afirmar que la actividad proteolitl
ca e la plessmina aumentada cuendo dichos productos se en-
contraron elevados, formaba pario de una lisis secundaria

o reaccionel. :

4.~ Si en elgunags circunstanciss no es posible reallzar to
das las determinaciones deseadas en estos casos, la préctl
ca de algunas pruebas .mis sencillas, como las reglizadas -
en los ecstudios 2 y 3, syudarédn grandemente a descubrir la
existencia de esas alteraciones y perﬁitirén el control de
las wismas durante su tratamiento. '
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i

5.~ Un solg resultado no serda suficiente para afiimar o

negar la existencia de un estado hipercoagulable o de =
un Sindrome de Comgulacidn Intravescular, como en el ca
80 de encontrar una hipofibrinogenemia aislada. Se re-
guerird de la accidn conjugada de 2 6 3 ensayos distin-
tos y de su correcta interpretacidén, que repercutiri en
le conducta a seguir.

6.~ En algunds estados fisioldgicos normalmente altera-
dos en el mecanismo de la coagulacidn ¥y fibrinoiisis, -
comp es el embarazo, los resuliados obtenidos deberin =
éer transportados & la normalidad del mismo para hacer
comparaciones, ya que no es lgual valcrer una concentrs
cibn de Pibrindgeno normal en una mujer no gestante, --
que en aquélla que lo €3, donde la sintesis de lae pro-
telnas de la comgulacidn se encuentra a esu méximo.

7.~ Los ensayos para el estudio de la coagulacidn y fi-
brinolisis, deberdn realizarse en las condiciloncs dpti-
mas requeridas para cualguier enzima, ya que muchos de
sus factores bloquimicemente traducen gctividad enzimé-
‘Tica.

-
) B Ao
C. et

Si)
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