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INTRCDUCCTIOCTH.

Bl desarrollo de este trab=zjo tiene por objeto ampliar un
punto del programa del curso de ANALISIS QUIMICO CLINICOS, ya
gue es de gran importancia y responsabilidad para aguellos que
se dedican a los andlisis clf{nicos, desde la antigliedad eran -
los médicos los que se dedicaban a esta disciplina, pero debido
al gran auge gque tenfa dfa a dfa y la importancia que represen

ta, para gue el enfermo logre un estado total de bienestar y -

salud, se fue separando y se form§ como una disciplina aparte,
pero siempre tendrd gran relacién con la Medicina.

Los objetivos de este trabajo son: la descripcibén anaté—-
mica de los sitios mds comunmente empleados para la obtencidn-
de muestras de sangre, tanto en sujetos adultos como en nifios-
pequefios, descripcidn del material adecuado para este propési-
to, el cual debe ser estéril para evitar alteraciédn en los pro
ductos que se van a analizar, as{ como la trasmisién de algin-
gérmen patdégeno al sujeto (ejem: hepatitis), después de obteni
da la muestra bajo condiciones asépticas se procede a su conser
vacibén, y ya que el tiempo y la temperatura son factores muy -
importantes, debido a gque ocasionalmente es imposible llevar a
cabo el andlisis rdpidamente, se emplean conservadores fisicos
tales como el almacenamiento de las muestras a temperaturas ba
jas, de ésta forma se retardan los procesos biogufmicos; o em-
pleo de conservadores gufmicos, los cuales son sustancias que-
interfieren con ciertos fendmenos metabdlicos como la glucéli-
sis o la contaminacién bacteriana, que implican serios proble-
mas.

El empleo de anticoagulantes es un factor esencial ya ==
gue hay ciertos productos en las muestras que son alterados o-
eliminados por determinados anticnagulantes, algunos de éstos-
son empleados no sélo in vitro, sino también in vivo siendo de
gran importancia en aguellos pacientes con trombosis, implican

do ésto el conocimiento del mecanismo de la coagulacién para-—
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delimitar en que fase va a actiar determinado anticoagulante-
as{ como su duracién en el organismo, su forma de eliminacién
Y las alteraciones posteriores que puede traer como consecuen
cia al enfermoe.

De los anticoagulantes que se emplean in vitro, existe-
una gran variedad, algunos son mds comunmente empleados en el
laboratorio, debido a que no producen alteraciones en ciertos
productos por analizar, pero ntros presentan ciertos proble-—-—
mas tales como alteracidn morfolégica de las células sanguf--
neas, y elevacién o decrecimiento en la concentracién de deter
minado producto, otros mds son muy costosos por lo que son po
co empleados.

La eliminacién de las protefnas de la sangre usando téc
nicas especiales, fue estudiada y empleada desde hace mucho -
tiempo siendo Folfn uno de los primeros que analizé las inter
ferencias gque surgfan cuando las protefnas se encontraban pre
sentes en las muestras que se analizaban, introdujo técnicas-
para evitar estos problemas y, alin a la fecha, siguen siendo-
empleadas en la mayorfa de los laboratorios. Con respecto a -
ésto se han introducido diversas técnicas y modificaciones =
realizadas por diferentes investigadores como Folin-Wu, Haden,
Somogyi etc., pero la finalidad de todas es la eliminacién de
las protefnas de la sangre y otros fluidos del organismo.



CAPITULO I.
Historis de los andlisis de sangre.

En alguna época la sangre fue considerada como un liqui
do de infinita comple jidad, la esencia misma de la vida.

En 1666 Mr. Boyle, le escribié al Dr. Lower reflexionan
dn los siguientes términns acerca de los efectns posibles de-
la transfusién cruzada: "si la sangre de un mastin transfundi
da frecuentemente a un sabueso no le perjudicarfia el olfato".

Si la sangre de cada persona fuera o tuviera tal indivi
dualidad, ciertamente la transfusién seria compleja y merece-
ria ser considerada como una de las ramas mds refinadas de la
Medicina (26)

Pero desde principios de este siglo los conceptos primi
tivos sobre la sutileza de la transfusién se vieron eclipsa—-
dos por el descubrimiento de que la sangre de todos los seres
humanos podfa ser dividida en cuatro grupos (27)

En 1901, Landsteirner, nbservé que la sangre humana mos
traba diferencias individuales caracterizadas por reacciones-
de aglutinacidn, pues los eritrocitos de una parte de sus co-
laboradores eran aglutinados por el suero sangufneo de solo -
algunos de dos demds, esto llevd al descubrimiento del sistema
ABO y contribuyé al conocimiento actual de todos los demds sis
temas de grupos sanguineos (21). La clasificacién de los gru-
pos sanguieos principales, estd basada en el hecho de que los
antigenos A y B pueden existir individualmente o juntos, 0 ==
pueden faltar ambos (27)

El andlisis clinico cuantitativo tiene menos de un si--
glo de antigliedad, uno de los primeros exponentes fue J.L.W.-
Thudichum, versdtil cientifico y prdctico en la obtencién de-
vinos, estudié problemas de tipo sanitario e ideé métodos ana
l{ticos para la quimica clinica, su época coincidié con el flo
recimiento de la patologia celular y la bacteriologia, lo que
ha hecho posible la moderna cirugf{a aséptica. En este perfodo



la Medicina, la Quimica Orgénica y la Fisicoquimica desarrolla
ron particulares conceptos hasta sentar los fundamentos de —-
ciencias bien organizadas(30)

Las contribuciones importantes efectuadas por Ehrlich -
pueden considerarse como el inicio de la hematologia moderna,
los métodos de tincidén que introdujo constituyen la base de -
la hematologfa morfoldgica y la citoquimica, utilizando &stos,
Ehrlich describié muchos detalles celulares y desarroll$ una-
clasificacién de los glébulos de la sangre. Sefiald que la se-
rie de las células granuloc{ticas nacen de un precurs»sr no —-—
granuloso en la médula osea,y considerd que los leucocitos =——
provenfan de las "gldndulas" linfdticas. Esto contribuyé a la
base de su teorfa sobre el orfgen dual de los glébulos blancos,
lo que también fue sostenido por Banti, Turk, Naegeli y otros,
Yy fue combatida por los monofilistas Maximow, Jordan, Bloom y
otros, quienes consideraban que el tejido mieloide podfa ori-
ginarse en la vida postembrionaria de los linfocitos. Otra tep
rfa, la polifilética, fue propuesta por Cunningham, Sabin y =
Doan, consideraban que cada tipo de célula adulta tenfa su ==
propio precursor plistico (26, 27)

En 1845, Buchanan, observé que durante la coagulacién -
se formaba una sustancia que luego, extraida del codgulo, cau
saba la coagulacién de ligquidos serosos, descubriendo que és-
ta era la trombina. En 1859, Denis, demostré que en el plasma
habia un material que era el precursor soluble de la fibrina-
del codgulo, el cual recibié el nombre de fibrinégeno. Schmidt
siguiendo lineas similares, en 1872, llegé a la conclusidn de
que la formacién de fibrina dependfa de la interaccién del fi
brinégeno y una globulina sérica en presencia de trombina (27,
30). :
En 1879 Hammarsten, utilizando un método mejor para la-
separacién del fibrinégeno, demostré gque podfa convertirse -
en presencia de trombina sin la participacién de albimina ni
globulina del suero (30)

En 1878, el gran hematélogo francés Hayem fue el primero
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en demostrar gue las plagquetas eran diferentes de los leucoci-
tos, y sefiald que probablemente desempefiaban algin papel en la
coagulacién, describié la estructura fibrilar como una tela de
araffa que se producfa al aglutinarse las plaguetas, y creyé —-
que ésta reaccionaba con el fibrinégeno (30)

En 1890, Arthus y Pages, demostraron que el calcio es ==
esencial para la coagulacién de la sangre, se demostré que las
sustancias que lo fijan o lo separan de la sangre, impiden que
se lleve a cabo la coagulacién.

A principios del siglo, Morawitz formulé la teorfa clési
ca de la conagulacién, y a medida que se descubrieron factores-
adicionales, resulté necesario ampliar su esquema, pero esta -
teorfa sigue siendo la base de la mayor parte de concepciones=
modernas snbre la cnagulacién (27)

Michael Somogyi, uno de los investigadores contempordneos
de amplio reconocimiento cientffico, en 1922 formé parte del -
profesorado del Departamento de Bioquimica de la Universidad -
de Washington, en San Luis en donde practicé sus tareas de ana
lista clinico en el Hospital de Jewish, hizo estudios sobre el
metabolismo y fisiologfa de los hidratos de carbono, los cuer-
pos ceténicos y la insulina.

La desproteinizacién de la sangre con zinc, se conocié -
en 1923 por Hagedorn y Jensen. Somogyi encontré que si las sa-
les de zinc se aumentaban el pH cambiaba a neutro o debilmente
alcalino y la precipitacién era completa a temperatura ambien-
te (3) 30)

En 1915, Greenwald, introdujo el uso de 4cido tricloroa-
cético para la precipitacidén de las proteinas, pero en ocasio-
nes ésta es incompleta (3)

En 1919, PFolin-Wu, introdujo el empleo del 4cido tings-
tico para la obtencidn de filtrados libres de proteinas de la-
sangre y liquido cefaloraquideo; Haden modificé este método, -
reversificando el orden de los reactivos, siendo la principal-
ventaja de ésto que la reaccién es prédcticamente inmediata, y-
su uso es casi universal (3, 30)



En 1944 Neuberg y col., introdujeron el uso del dcido per
clérico como sustituto del 4cido tricloroacético (30)

En 1913, Ivan Bang, de la Universidad de Lund, Suecia es=
cribié un tratado denominado Der Blutzucker, donde se proponfan
microtécnicas, comparables a los métodos microanalfticos de —=-
Pregl, para el rdpido andlisis de pequefias cantidades de san—-
gre, de tal forma gue podfan ser tomadas diariamente sin incon
venientes para los pacientes a investigar. No era mera coinci-
dencia que Bang fuera doctor de medicina, como Ehrlich inicia-
dor de la histogquimica e inmunogquimica, pero pronto el impacto
de la medicina sobre la qufmica se hizo tan marcado, que bio=-
guimicos como Folin y Benedict, Van Slyke y Bloor se dedicaron
por entero a los andlisis de sangre y orina y crearon la estruc
tura de la moderna quimica anal{tica clinica (13,30)

En 1911 Rona y Michaelis informaron acerca del empleo de-—
la tributirina como sustrato para la determinacién de la lipa-
sa pancredtica, midiendo el grado de hidrélisis por métodos es
talagnométricos. Cherry y Grandall en 1932, describieron la a-
plicacién del procedimiento del aceite de oliva al suero (30)

En 1925 Barkan, indicé que en el suero existe una peguefia
cantidad de hierro, mis tarde con la cnlaboracién de Schales——
observaron gue el hierro estaba unido a la fraccién globulfni-
ca de las proteinas séricas, y es separado acidificando ligera
mente, Barkan indicé que, probablemente el papel fisiolégico -
del hierro unido a las proteinas era el transporte de éste por
el organismo, teorfa que ha sido confirmada en su esencia por-
trabajos posteriores (12,30)

Hanger describid en 1938, una prueba cualitativa de flocu
lacién en la gue mezclaba suero diluido en solucién salina y -
una emulsién de lfpidos obtenidos de cerebros de carneros, ce=-
falina y colesterol.

En 1944 Neefe y Reinhold, comprobaron la influencia de la

luz y el calor en la reaccién de floculacidn, para evitar fal-



sas reacciones positivas y unificar los resultados se necesita
ba resguardar el suero diluido y la mezcla de éste con el anti
geno, de las exposiciones demasiado prolongadas a la luz, natu
ral o artificial (30)

Hace mds de 30 afios se introdujo el empleo de anticoagu-
lantes en Medicina, el descubrimiento de la heparina no se de-
bié a la investigacién en busca de anticoagulantes, sino en —--
realidad fue un subproducto de estudios cuyo objeto era descu=—
brir nuevos procoagulantes, fuctores que fomentan la coagula--
cién de la sangre. En 1916, Mc. Lean recibié el encargo de ex-
traer sustancias trombopldsticas de diversos tejidos, descubrid
que algunos de los estractos contenfan no solo actividad trom-
boplastinica, sino también un poderoso anticoagulante, Howell-
y Holt (1918) describieron las caracteristicas de éste, y lo -
denominaron heparina, para sefialar que abundaba en el higado,-
Best y col., demostraron su presencia en diversos tejidos del=-
cuerpo, y que la fuente mds rica era el pulmén, se mejoraron -
los métodos de extracciédn y purificacién de la heparina, y en-
unos cuantos afios, Charles y Scott, prepararon heparina sufi--—
cientemente pura para poder administrarse al humano. Las prime
ras investigaciones clf{nicas de la profilaxia de la trombosis-
se hicieron en 1937 y en esa época se averigué que la heparina
era el 4cido mucoitinpolisulfdrico (8, 29)

'La administracién de anticoagulantes por v{a bucal se re
monta a la época en que Schofield describié la "enfermedad del
trebol dulce" que asolaba al ganado vacuno, caracterizédndose -
por tendencia hemorrdgica grave, se demostr§ que era causada -
porque las reses comfan heno de trebol dulce mal curado, el —=
cual contenfa una sustancia téxica que interrumpfa los mecanig
mos normales de la coagulacidn, Roderick observd gque ésto se =
debfa a una deficiencia de protrombina, el agente téxico era -
probablemente un producto de descomposicién de la cumarina, en
1934, Link y Campbell, lograron aislar, identificar y sinteti-
zar el principio activo del trebol dulce podrido, la 3,3"'-meti
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leno-bis=(4-hidroxicumarina), primero se le llamé Dicumarina y
después Dicumarol. _
A partir de 1940, se publicaron los resultados de los es
tudios clfnicos con Bishidroxicumarina, pronto abundaron las -
publicaciones que hablaban de la aplicacién clinica de este an
ticoagulante en diversas situaciones médicas y quirirgicas(8)

Tiselius fue el primero en introducir el uso de la elec=-
troforesis para el estudio y separacién de las diferentes pro-
tefnas, junto con Kabat poco después de 1940, efectuaron diver
sos trabajos en los que dan a conocer la estructura qufmica de
los anticuerpos, demostraron que la fraccién de globulinas y -
de las protefnas del suero, cuya migracién es lenta en la elec
troforesis, contenfan la mayor parte de anticuerpos séricos; -
en 1950, Porter, traté a éstos con papaina, enzima proteolftica
que hidroliza las moléculas de anticuerpos en tres fragmentos,
dos de los cuales conservan la actividad de anticuerpo, mien--
tras que el tercero muestra las caracter{sticas antigénicas de
la globulina ¥ . Edelman demostré que las inmunoglobulinas es-
taban formadas por varias cadenas, y Porter presenté un modelo
de inmunoglobulina de 4 cadenas, que resulté coincidir satisfac
toriamente con resultados de estudios posteriores (35)

Debido a la gran importancia de las reacciones inmunolé-
gicas y, ya que para efectuarlas se emplea suero o plasma, és-
tas pueden llevarse a cabo y ser clasificadas de acuerdo a las
interacciones antigeno-anticuerpo en:

a)Primarias, b)Secundarias y c)Terciarias.

la interaccién primaria, o inicial, del antfgeno con el-
anticuerpo es el fenémeno de base, puede ser estudiada por va-
rias técnicas, incluyendo el método de precipitacién con sulfa
to de amonio (Técnica de Farr), la didlisis de equilibrio o la
observacién visual que se logra marcando el antfgeno o el anti
cuerpo con sustancias fluorescentes, opacas a los electrones,=-
radiactivas o enzimfticas. Estos métodos tienen gran valor cli
nico para el estudio de anticuerpos fundamentales en fenémenos
patolégicos. La interaccién primaria del antfigeno con el anti-
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cuerpo rara vez puede observarse directamente, debe estudiarse
a través de los fenémenos secundarios o terciarios.

Las interacciones secundarias incluyen la precipitacién,
aglutinacién, reacciones debidas al complemento, neutralizacién
y efectos citrotépicos, estas reacciones se utilizan para iden
tificar los ant{genos en fenémenos patolégicos, llevdndose a =
cabo in vitro (35)

Las interacciones terciarias tienen lugar in vivo, a ve-
ces pueden ser dtiles para el paciente; pero en otras ocasiones
producen enfermedad inmunoldgica: comprenden dos tipos de hi--
persensibilidad, la inmediata y la tardfa en funcién del tiempo
para que aparezca la reaccién después del contacto con el anti
geno (35)

Los fundamentos del métndo complejométrico para la deter
minacién del calcio se deben a Schwarzenbach y col. los cuales
investigaban la captacién de cationes di y trivalentes por me-
dio del tetraacetato de etilenodiamina (EDTA). En 1951 y 1952,
numerosos investigadores, independientemente, desarrollaron el
método complejométrico para la determinacién de cationes diva-
lentes del suero, por modificaciones del procedimiento ideado-
por Schwarzenbach para la investigacién de la dureza del agua.

Kay fue el primero que describié un método para determi-
nar cuantitativagmente la actividad de fosfatasa plasmdtica por
medio de un sustrato adecuado. Bell y Doisy idearon un método-
para medir el fésforo en sangre, gue no necesita el aislamien-
to previo de éste, se basa en el cnlor azul que toma en presen
cia de un exceso de iones de molibdato cuando se utiliza la hi
droquinasa como agente reductor. Bodansky modificé el procedi-
miento de Kay en sentido de gque utilizaha como sustrato glice-
rofostato con un amortiguador de Veronal ajustado a un pH de -
8.6.

Para la determinacién de yodo protéico en muestras de -—--
suero, Kolthoff y Sandell sefialaron que se podfa utilizar las-
sales de yodo para catalizar el proceso de reduccién de las de
cerio por el ién arsenioso, siendo esta técnica muy sensible.
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En 1957 se describié, por primera vez, un método de ani-
lisis qufmico colorimétrico totalmente automdtico, en el mismo
afio se introdujo un instrumento, el Autoanalizador, que aplica
los fundamentos de dicho método (30)

La inmensa mayorfa de los hospitales de Estados Unidos y-
otras naciones de Europa y América Latina, han adoptado en sus
laboratorios este método para una o varias determinaciones, co
mo consecuencia, a la gran experiencia se ha podido comprobar-
que los resultados obtenidos son por lo menos tan exactos y —-
desde luego mucho mé&s reproducibles gue los métodos manuales -
realizados con técnicas ordinarias, y lo que es m4s importante
son fidedignos (9,30)

La historia de la Quimica Clfnica fue realizada original-
mente por médicos, pero debido a su especializacién fue intro-
duciendo técnicas cada vez mds complejas en el laboratorio del
patélogo, la manipulacién de fotdémetros de llama, aparatos eleg
troforéticos, microanal{ticos y otros equipos diversos se van=-
haciendo cada vez mds necesarios, lo que refleja la creciente-
necesidad de utilizar en hospitales y laboratorios privados —-
personal quimico competente y responsable.

El analista es un competente profesional, responsable de-
la cuidadosa realizacién de las determinaciones analfticas que
se le encomiendan y de su posterior comunicacién, con objeto -
de ayudar al diagnéstico de la enfermedad y de la terapia del-
padecimiento del paciente (30) '
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CAPITULO II

ANATOMIA DE LOS SITIOS DE OBTENCION DE SANGRE Y TECNICAS
DE OBTENCION.

La principal diferencia quimica entre la sangre arterial -
Yy la sangre venosa es el grado de saturacién de oxigeno de la =
hemoglobina. La sangre se nxigena a su paso por los pulmones --
y es bombeada entonces del ventriculo izquierdo del corazén —-
a la circulacién arterial. En el extremo arterial de los capila
res existe todavfa una ligera presién hidrostdtica, por ende —--
la sangre recogida por puncién capilar es practicamente sangre
arterial. El ox{geno es, entonces, casi completamente separado
de la sangre por los tejidos que circundan el lechn capilar, —--
y regresa al chrazdn por la circulaciédn venosa.

Cuando se desea llevar a cabn varios andlisis cuantitati-—-
vos de sangre resulta preferible obtener sangre de una vena, ya
que el metodo de nbtencidn es mds fdcil y se obtiene un volumen
de ésta suficiente.

En personas adultas y en nifios mayores de seis afios la ob-
tencién de sangre se hace utilizando las venas del antebrazo es
pecialmente las del pliegue del codo, es decir, la mediana cefd
lica, la mediana basflica, la cubital comin y/o la radial. Tam-
bién pueden utilizarse la vena mediana, la cubital y la cefdli-
ca . Naturalmente sirve as{ mismo cualquier vena sobresalien-
te bien afirmada en los tejidns.

La vena cefdlica nace en el lado radial de la red venosa -
del dorso de la man», cnhn el nombre de vena radial superficial
cruza sobre la "tabaquera anatfmica" , recibe venas dorsales de
el pulgar y rndea el lado anterior del supinador largo. Pasa ha
cia arriba sobre el lad» extern» del pliegue del cHd» y, por =-
arriba del mismo, asciende por el borde externo del biceps has=-
ta llegar al surco deltopectoral. En el extremo superior del -
surco se intr-duce profundamente respecto a la porcién clavicu-
lar del pectoral may-r, cruza el pectoral menor y perfora la -
aponeurosis clavipectoral a 1.25 cms. por debajo de la clavicu~-

la para desemb-car en la vena axial.A veces cruza la clavicula
11



Yy llega a la vena yugular externa, recibe venas superficiales-
de la cara externa de la extremidad superior y, en el hueco sub
claviar, recibe tributarias gue siguen a las ramas de la arte-—-—
ria acromiotordcica (17,18)

La vena basflica, comienza con el nombre de vena cubital =
superior en el lado cubital de la red venosa del dorso de la ma
no, asciende por la cara interna del antebrazo, pero cerca del-
codo se dirige a la cara anterior y recibe venas superficiales-
del antebrazo, cruza sobre el pliegue del codo por dentro del -
tendén del biceps y asciende por el lado interno del misculo, a
compafiando al accesorio del branquial cutdneo interno, perfora-
la aponeurosis profunda a nivel de la insertacién del coracobra
quial, camina por el lado interno de la arteria humeral y en el
borde inferior del redondo mayor se chntinda con la vena axilar.

La vena mediana nace en el plexo venoso palmar y asciende-
por la cara anterior del antebrazo hasta el codo donde puede u-
nirse a la vena basflica, o bien se divide en venas mediana ba-
silica y mediana cefdlica, que van a las venas basilica y cef4-
lica, respectivamente (18, 19) (Fige 1)

A veces la vena radial es la que se bifurca en lugar de ==
oue lo haga la vena mediana; en estas condiciones, la vena me—-
diana basflica es voluminosa y parece continuar directamente a-
la radial.

La disposicién de las venas superficiales en el plano ante
rior del codo es extremadamente variable, existen con mucha fre
cuencia pequefias anastomosis y conductos longitudinales, de lo-
cual resulta un dispositivo plexiforme.

3 La obtencién de la sangre se hace por puncién venosa, debe
ser muy delicada, debe disponerse de buenas agujas, que tengan-
punta suficientemente afilada, debido a que la pared de la vena
es muy resistente y, ademds, mids o menos mdvil; tiene tendencia
a escaparse gue a dejarse penetrar, de aqui gue para las puncio
nes es preferible usar agujas especiales, las cuales no deben -
flamearse aun cuando sean de platino porque se embota la punta,
se deben de esterilizar mediante calor seco o calor himedo.

12



VISTA ANTERIOR. VISTA POSTERIOR.

Fig. 1 (Anatomfa del brazo y antebrazo). l.- Vena braquial cefh
lica. 2.- Vena mediana cefflica. 3.- Rama colateral radial. 4.- Vena
cefllica antibraquial; arteria radial, 5.-Vena basilica antibraquial
6.~ Arteria braquiale 7.- Vena basilica braquial. 8.- Vena mediana -
basilica. 9.- Arteria interbsea dorsal. 10.- Olécranon.



Las agujas pueden ser de platinn, niquel o de acero.Estas
dltimas tienen el inconveniente de nxidarse. Para evitar esto
después de emplearlas se pasa alc~ hol por su interior.

El calibre de las agujas varfamucho, las agujas muy finas-
tienen la ventaja de reducir al mfnimo la abertura de la vena,
pero para extraccién de sangre se deben usar agujas de mayor —-
calibre , es conveniente usar las de bisel largo, pues de lo ==
eontrario puede este penetrar parcialmente en la vena y la san-
gre derramarse fuera y a la vez en el tejid» subcutdnen.

Técnica de obtencién de sangre venysa.- La puncién puede -
practicarse estando el paciente sentado o achstado, se limpia=—-
la piel de la flexura del c»Hdn, frotdndola bien c-n alcohol de
70° y se aplica un torniguete a unos 5 cms. por encima del plie
gue del codo, el t-rniquete debe estar sujeto de tal forma que
de un pequefio tirén se suelte, si las venas n~ se ven facilmen-
te, se debe indicar al paciente que abra y cierre el pufio va——-—
rias veces o se le puede percutir ligeramente la regién .

El torniquete no se mantendrd por mds de dos minutons, pues
existe el peligrn de que se modifique la concentracidén de san—-
gre (31).

La jeringa y la aguja empleadas deben estar limpias y se-—-
cas, para evitar hémolisis, se snstiene firmemente el antebra--
zo del paciente con una mano; la piel que recubre la vena se =
estira con el pulgar mientras la aguja se introduce debajo de -
la piel con la ntra mann, la jeringa se mantiene en tal forma -
que el bisel de la aguja este vuelto hacia arriba, debe empezar
se por penetrar la piel algo por fuera de la vena, pues intere-
sa que la puncién de la piel y de la vena no coincidan.

No debe quitarse la aguja antes de soltar el torniquete =
para evitar la formacién de un hemat-ma, la salida de sangre se
suprime comprimiendo a un nivel de la puncién mediante un algo=-
d%n » gasa esteril , la sangre recogida se vacfa en un tubo de
vidrio, antes de vaciar la jeringa debe guitarse la aguja , ya
que si se hace salir la sangre a presién a través de la aguja
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puede producirse hemélisis. En lugar de usar jeringa se pueden

emplear otros aparatos para efectuar la puncién, tales como —-

los tubos de vacio de Keidel, consistentes en una ampolleta ce

rrada a la ldmpara, una aguja con conexién de goma y un pPeque

flo tubo de ensayo que sirve como cubierta protectora, después-

de gue la aguja ha penetrado en la vena, se rompe la punta de-

la ampolla dentro del tubo de goma, y la sangre penetra gracias
al vac{o interior, también se puede usar una aguja unida diregc

tumente al tubo de cristal, que estd{ esmerilado para que se a=-

juste bien (Cummer), con lo que no hace falta el tubo de goma.

Se puede insertar la aguja en el tapén de goma, en vez de hacer
lo al tubo de vidrio (Woolley) (1,11)

Existe una variedad de tubos de diferentes tamafios y con
tapones de diferentes colores lo cual sirve para clasificarlos,
estos tubos son llamados Vacutainer B-D, ejemplo: los tubos ==
que no estdn estériles, el color del tapén es rojo, verde y na
ranja, los que contienen solucidén salina isoténica son de co=-—
lor amarillo, los né estériles que contienen anticoagulantes -
como oxalato de amonio y potasio son de cnlor azul, los que ==
contienen EDTA son de color lavanda, los gue tienen heparina -
sédica son verdes y as{ sucesivamente, estos tubos tienen la =
ventaja de que evitan la pérdids de sangre cuando se quiere to
mar m4s de una muestra con una sola puncién venosa, la aguja -
para muestras miltiples, tiene una delguda cubierta en forma -
de acordebdn, la cual envuelve al adaptador de la aguja con un-
guante cuando se cambia de tubo; se abre de nuevo automdtica-—-
mente tan pronto como el nuevo tubo se coloca en su lugar, la-
aguja debe usarse una sola vez (1,13)

Otros sitios de muestreo de sangre venosa: la vena femo=-
ral es empleada cuando el paciente por alguna circunstancia, -
tal como guemadura u otra lesién en los miembros superiores -
impide la obtemcién de sangre de dichos miembros.

Anatomf{a de la vena femoral.- Es la continuacién de las-
venas popliteas por el paso del aductor mayor, su posicién in-
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ferior suele ser doble. Asciende por el conducto de los aducto
res, y se sitda primero posteroexterna y después posterior a =
la arteria femoral, luego pasa por el tridngulo femoral, poste
rior primero, e internz después respecto a la arteria femoral,
entra en la vaina fempral externamente al conducto crural, y -
termina por detrds del ligamento inguinal convirtiéndose en ve
na iliaca externa, generalmente tiene dos o tres vdlvulas: una
situada en la parte superior de la vena y otra inmediatamente-
por encima de la desembocadura de la vena femoral profunda, =--
sus colaterales principales son: la femoral profunda, las cir=-
cunflejas interna y externa y las venas safenas magmas, una a-
nastomosis plexiforme entre la wvena femoral y la femoral pro--
funda suele establecerse en el conducto de los aductores(17,19)

Técnicas de obtencidn de la sangre de la vena femoral.-
Se inmoviliza y se extiende perfectamente bien el miembro qgue-
se va a puncionar, se coloca una mano en la rodilla y la otra-
un poco por encima del arco crural, se localiza la espina ilig
ca anterosuperior y la sinfisis pibica, en el punto equidistan
te a dichas referencias, y un poco por debajo del pliegue ingui
nal se localiza por palpacién el latido de la arteria femoral.
Se limpia la regién con alcohol, y se introduce la aguja por -
dentro de la zona del latido arterial y perpendicularmente a -
la piel, el acceso a la vena se identifica por la entrada brug
ca y espontdnea de la sangre en la jeringa, se retira la aguja
después de obtener la cantidad necesaria de sangre y se pone -
en el sitio de la puncién una torunda de algodén con alcéhol =
para que se produzca hemostasia (2) (Fige 3)

Extracciédn de sangre venosa en nifios.- Por lo general en
nifios menores de seis afios o en personas gue no tengan venas-
superficiales adecuadas en otros sitios, para la obtencién de-
sangre vennsa se recurre a la vena yugular externa, vena yugu-
lar interna o a una temporal.

En nifios menores de un afio, puede extraerse sangre del se
no longitudinal superior.

Anatomfa de la vena yugular externa.- Nace en la superfi
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cie del esternocleidomastoideo, por la unién del tronco tempo-
romaxilar y la vena auricular posterior, ésta dltima es de pe-
quefio calibre, desciende por detrds de la oreja desde la por—-
cién posteroexterna del cuero cabelludo, la vena yugular exter
na desciende cubierta por el cutdneo del cuello en la fascia =
superficial, adosada al esternocleidomastoideo, siguiendo una-
li{nea trazada del dngulo del maxilar inferior a la porcién me=
dia de la clavicula, atraviesa la aponeurosis profunda del --
tridngulo supraclavicular, aproximadamente a 1.25 cm por arri=
ba de la clavicula y desemboca en la vena subclavia; recibe. ==
las venas cervical transversa y supraescapular, que siguen a -
las arterias homénimas, y también la vena yugular anterior(18)

Técnica de obtenciédn de sangre de la vena yugular exter-
na.- Se coloca al paciente en una mesa de exploracién, si se =
trata de un niflo, es preferible envolverlo en una sébana y que
una persona le sujete la cabeza para evitar lo m4s posible que
se mueva, se coloca en posicién decdbito dorsal, de modo que =
la cabeza y el cuello cuelguen completamente y que la persona-
no tenga ningin movimiento, se localiza la vena, se limpia la-
regién con alcohol, y con el dedo pulgar de la mano izquierda-
se fija perfectamente para evitar que se mueva y se hace la ==
puncién, una vez gue se ha tomado la cantidad suficiente de --
sangre, se retira la aguja y se pone una torunda con alcohol =
en donde se hizo la puncién y se sienta al paciente (1,13) ®g2)

Anatomfa de la vena yugular interna.- Esta vena recibe =
sungre de los senos venosos del créneo y también de la cara, -
por la vena facial, comienza en la porcién posterior de aguje-
ro rasgado continuando a la porcién vertical del seno lateral;
desciende en el cuello, envuelta en la vaina carétida junto ——
con las carétidas interna y primitiva ¥y el nervio vago, cubier
ta por el esternocleidomastoideo y por las demds estructuras =
superficiales al sistema carétido, se aprecian ganglios linfé-
ticos cervicales profundos a lo largo del trayecto de la vena,
principalmente por su cara superficial, en la base del crédneo,
por delante del recto lateral de la cabeza y de la apbfisis =
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transversa del atlas, la yugular interna presenta una dilata-—--
cién, el golfo de la yugular, por debajo de la caja del timpa-
no; la vena estd situada posteriormente a la carétida interna-
¥ los cuatro dltimos pares craneales, de los cuales el espinal.
la cruza dirigiéndose hacia atrds y afuera, en la mayor parte-
de su trayecto, la vena desciende por fuera de las arterias y-
por delante del angular del oméplato, el escaleno medio, el =
Plexo cervical y el escalemo anterior, en la base del cuello =
se inclina algo por delante de la vena vertebral, el tronco ti
rocervical y sus ramas; cruza la primera porcién de la vena ==
subclavia, presenta una segunda dilatacién, llamada seno de la
yugular y se une a la vena subclavia por detrds del extremo in
terno de la clavicula, en el lado izquierdo del conducto tori-
cico describe una curva hacia adelante y afuera para desembo-—--
car en la unién de las venas yugular interna y subclavia; del
lado derecho, la gran vena linfdtica termina de manera anflo--
ga ( 18,32)(tig. 2)

Obtencién de sangre de la vena yugular interna.- Se colo
ca al paciente en una mesa de exploracién en decibito dorsal =
de modo que la cabeza y el cuello cuelguen completamente, es -
necesario exagerar la hiperextensién y torsién del cuello, por
gque el borde posterior del esternocleidomastoideo es el punto de
referencia, ya localizado, se sefilala con tinta el hueco supra-
esternal y el vértice de la apéfisis mastoidea se traza una 1j
nea imaginaria sobre el borde posterior del misculo mencionado,
se introduce con cuidado la aguja por detrds del misculo, diri
giéndola hacia el hueco supraesternal, cuando se trata de nifios
muy pequefios, existe el peligro de gue se pueda lesionar la cé
pula del pulmén, por lo que se recomienda introducir la aguja-
en direccién del mentdén, la direccién del vaso, por su calibre,
hace posible el llenado espontdned de la jeringa. Se retira la
aguja después de obtener la cantidad necesaria de sangre, se -
pone en el sitio de la puncidén una torunda con alchhol y se =--
sienta al paciente (17,18)
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Fig. 2 .- (Posicibn adecuada para efectuar la punciém) l.- Porciém
superior del mfisculo esternocleidomastoidec, 2.~ Porcibn inferior del-
mlisculo esternocleidomastoidecs 3+~ Vena yugular externa. 4.- Vena yu-
gular interna. 5.~ Vema yugular anterior y nervio posterior supraclavi
cular, 6.~ Nervio vago. 7.- Trenco l;nrético yugular.



Fig 4o~ 1 Arteria peronea per

forante, 2.-Arteria peronea, -~
3.-Tendbn calcéneo. L,.-Arteria -
tibial anterior, S.-Arteria tar-
siana lateral, 6.-Arteria dorsal
pedia., 7.-Arteria tibial poste--
rior. 8.-Gran ligamento plantar-
y arteria plantar lateral,

Fige 3¢~ 1 Rervio femoral, arte-
ria y vena iliaca externa. 2.-lLiga
mento inguinal, 3.-Arteria y vena-
circumfleja il{aca superficial, -
4e= Gran vena safena; mfisculo pec-
tineo. S.-Arteria y vena femoral -
6.-Nervio safeno ; gran mfisculo a-

ductor. 7.-Canal aductor.




Anatomfa del seno longitudinal superior.-Esta dispuesto-
en la linea media desde la apdfisis crista galli hasta la pro-
tuberancia occipital interna, cursa por un canal poco profundo
en la cara endocraneal de los huesos y se dispone en el borde—
superior de la hoz del cerebro. Su porcidén anterior recibe las
venas cerebrales superiores, y en ambos lados hay orifioios se
me jantes a hendidura gque comunican el seno con las lagunas ve-
nosas de la duramadre, en las cuales sobresalen muchas granula
ciones aracnoideas, hacia la porcién anterior, el seno longitu
dinal superior puede commnicarse por el agujero ciego del etmai
des con las venas del seno frontal, y a veces con la cavidad -
nasal, en la protuberancia occipital interna, se une en un la-
do o en ambos con la porcién transversal del seno lateral.

En el seno longitudinal superior desembocan venas super-
ficiales que son de mayor calibre que las arterias cerebrales,
recibiendo éstasdltimas la sangre de las porciones superiores-
de las caras interna y externa de los hemisferios (18,32)

La obtencién de sangre se hace: Se envuelve al nifio en -
una sdbana y se hace gue un ayudante sujete la cabeza, la pun=-
cién se efectia sobre la linea media del 4ngulo posterior de -
la fontanela anterior, la piel se limpia con alcohol, se utili
za una aguja del mimero 18 de bicel corto, esterilizada y apli
cada a una jeringa de Record o Luer, de 5 c.c. de capacidad, =
la aguja debe de penetrar perpendicularmente a la superficie =
hasta una profundidad de 4 mm, se aspira, si la sangre no sale
se penetra la aguja unos 2 mm m4s, lo que generalmente basta -
en la mayorfa de los nifios menores de 1.5 meses, puede extraer
se sin peligro de 3 a 5 c.c. de sangre, después se limpia y se
tapa la regién con un colodién (13)

La obtencién de sangre capilar se emplea para realizar a
nilisis cualitativo y micrométodos clinicos de sangre, se prac
tica en lactantes, pacientes obesos, pacientes en choque o con
graves quemaduras, debido a gue solo se requiere de pequefios -
volumenes de sangre para efectuar el andlisis.
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La sangre arterial es obtenida mediante puncién del 1ébu
lo de la oreja o de la cara palmar del pulpejo de un dedo, en-
casos de nifios pequefios, puede efectuarse en la superficie plan
tar del dedo gordo o del taldn.

Anatomfa de la oreja.- Es una l4mina de fibrocart{lago e
14stico amarillento, cubierta de piel, modelada de manera que=-
las concavidades de su cara externa corresponden a convexida=-
des homénimas de la cara craneal, el 1lébulo de la oreja estd -
degprovisto de cartilago, puede ser libre o adherido. lLa irri-
gacién sanguinea del ofdo externo procede de las arterias auri
cular posterior y temporal superficial, la arteria estilomastoi
dea, rama de la auricular'posterior, emite algunas ramas a la-
cara profunda del timpano y se distribuye en la porcién poste-
rior de la cavidad del ofdo medio, las ramas auriculares de la
misma arteria se distribuyen en el chnducto auricular externa,
la porcién mastoidea y parte de la cara externa de la oreja. -
Las ramas auriculares aateriores de la arteria temporal super
ficial también se distribuyen en el conducto auditivo y en la-
cara externa del pabelldn del ofdo, las venas superficiasles =
del ti{mpano pasam a la vena yugular externa y las del conducto
auditivo externo (17,18)

Técnica de obtencién de sangre del lébulo de la oreja.-
Este sitio presenta menor dolor para efectmar la puncién, debe
evitarse gue se encuentre edematoso o congestionado, el tejido
debe estar tibio para asegurar que los vasos estan dilatados y
la sangre fluya libremente, para acelerar la circulacidn se fro
ta el 1l6bulo con una torunda con alcohol o xilol, lo cual tam=—
bién sirve para limpiar la suciedad o detritos epiteliales, se
deja transcurrir el tiempo para gue la circulacién se normali-
ce, se punciona la piel con una lanceta o con una aguja de Ha-
gedorn colocada en un corcho y conservada en un frasco con al-
cohol de 95%, esta aguja hace una puncién triangular que san--
gra en abundancia, son también Utiles las lancetas sencillas y
las de resorte, también se pueden emplear hojas de bisturi del
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nim. 22. Cualquier instrumento que se emplee debe estar comple:-
tamente estéril, la puncidn se realiza de un golpe firme y ré-

pido, la primera gota se deshecha y la segunda es la que se em

plea para el exdmen, no conviene exprimir el 1lébulo para que -

la sangre emane, porque con ello diluye la sangre con suero de

los tejidos, pero puede hacerse presidén moderada a cierta dis=-

tancia psr encima del punto puncionado, ya ~btenida la sangre-

se limpia la regién con algodén con aleohnl para provocar la =

cragulacidén (2,13).

Anatomfa de la cara palmar de la mano.- Los capilares for
man un red anastomdética en la cual se vac{an las arteriolas, -
las venulas recogen la sangre del plexo capilar y uniéndose con
otros vasos similares forman las venas, en ciertas zonas las -
arterias se anastomosan entre s{, la sangre nn siempre pasa a
través de una red capilar para ir de una arteriola a una vénu-
la, existen unos dispositivos llamados anastomosis arterioveno
sas, que forman un cortdcircuito respectn de los capilares, se
hallan ampliamente distribuidas en la piel de la narf{z, palma
de la mano etc. (17,18).

Las arterias de la mano son: la arteria radial, abandona
el antebrazo curvdndose hacia atrds, alreded»>r del ligamento -
radial colateral, hasta alcanzar el escafoides y trapecio, en=
el suelo de la tabaquera anatémica, llega a la palma de la mano
pasando entre las porciones del I interéseo dorsal, lo rodea -
por dentro y se sitda entre las porciones del aductor del pul-
gar; se anastomosa con la rama profunda de la arteria cubital-
y forma el arco palmar profundo (18).

La arteria radial proporciona las siguientes ramas:

l.- Rama palmar superficial. Originada en la parte inferior del
antebrazo y desciende hasta los misculns de la eminencia tenar
algunas veces se anastomosa c¢on la arteria cubital completandn
el arco palmar superficial.

2.- Rama dorsal del carpo.Se dirige hacia adentro, dorsal a los
tendones extensores, y forma la red dorsal del carpo con una ra
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ma procedente de la arteria cubital, esta red emite principal-
mente tres o mds arterias dorsules metacarpianas, que después-
se dividen en arterias digitales dorsales para los bordes adys
centes de los cuatro dedos internos, las metacarpianag dorsa-—-
les y las digitales arteriales se anastomosan con los arcos —-
palmares por medio de pequefias ramas perforantes.

3.= Arterias dorsales digitales. Son dos para el pulgar y una-
para el borde radial de fndice, pueden originarse juntus, como
I arterial dorsal metacarpiana.

4.- Arteria principal del pulgar o dorsal del pulgar. Se origi
na al llegar a la mano la arterig radial, se dirige hacia abajo
Sobre el primer metacarpiano y se divide en dos arterias palma
res digitales para el pulgar, puede originarse en comin con la
colateral externa del {ndice como primera arteria palmar meta-
carpiana; con mayor frecuencia la colateral externa es una ra
ma de la arteria principal del pulgar (18,32)

5.- Arteria colateral externa. Se dirige hacia el borde radial
del dedo medio, es a menudo rama de la arteria dorsal del pul=-
gar o puede originarse en los arcos arteriales superficial o -
profundo, cuando se origina en el primero, se distribuye por -
el borde radial del dedo {ndice.

6.- Arco palmar profundo. Se apoya en los interéseos, profundo
con respecto a los tendones flexores, proporciona tres arterias
metacarpianas palmares, que descienden aplicadas a los interé-
seos, y se unen a las arterias palmares digitales del arco su-
perficial destinadas a los bordes adyacentes de los cuatro de=
dos internos.

La arteria cubital, llega a la mano ventralmente al reti
ndculo flexor, por fuera del pisiforme, entre este hueso y la-
apb8fisis del ganchoso, después se divide en dos ramas termina-
les, arco palmar superficial y arco palmar profundo.

l.- Arco palmar superficial. Su continuacién por el lado radial
es extremadamente variable, suele ser complementado por la ar-
teria colateral del indice, por la rama palmar superficial o =
por la arteria propia del pulgar, emite tres arterias digitales
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palmares comunes que se dividen para irrigar los bordes adyg—-——
centes de los dedos (18,32).

Técnica de obtencién de sangre de la cara palmar del pul—--
pejo de un dedo.- El dedo que se elije para la puncién no debe
presentar edema, congestién o inflamacién, debe estar caliente
Yy en buen estado circulatorio , cuando la mano estf{ frfa y sudo
rosa se introduce en agua caliente durante algunns minutos o =
se fricciona vigorosamente, la puncién se practica en la dltima
falange, de preferencia en la cara palmar o dorsal, o bien en -
la cara lateral de la yema del dedo medio, efectudndose en sen=-
tido perpendicular a las lineas de la piel mejor que paralela =
a ellas (2, 13).

La piel se limpia frotando con una torunda con alcohnl y -
se deja secar, ya que si la puncidén se practica cuando esta hi-
med» el dedo, la sangre se extiende formando una capa delgada =
en lugar de formar una gota grande, por otra parte el alcohol -
coagula las proteinas de la sangre, haciendo imposible aspirar-
la con la pipeta. (13).

Se comprime la yema del dedo y se hace la puncién firme ,
completa y profunda, de manera que la sangre brote con ligera -
presién, para hacer la puncién se emplea cualquiera de los ins-
trumentos mencionados anteriormente, se deshecha la primera g0=
ta, cuando es necesario se exprime ligeramente para que broten
nuevas gotas, después de obtenida la muestra se limpia el dedo =
con alcohol para prrducir hem-stasia.

Anatomfa de la superficie plantar y del talén.- En la plan
ta del pie hay ciertas znnas de arterias que se anastomosan en-
tre s{ , la arteria plantar interna es la de menor calibre de =
las ramas terminales de la arteria tibial posterior, y se origi
na bajo el retiniculo flexor, es prnfunda primeramente al abdugc
tor del pulgar y luego se dirige hacia adelante en la planta =
del pie , para situarse entre el abductor del pulgar y el fle—
xor corto de los dedos, una rama superficial continda ventral-
mente e irriga el borde interno del dedo gordo, durante su tra-
yecto, emite ramas cutédneas, ( 17, 18 ), su rama profunda origi
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na tres ramas digitales superficiales, gue se anastomosan con-
las tres arterias metatarsianas plantares internas.

La arteria plantar externa se origina también bajo el re-
tindculo flexor, es generalmente la de mayor calibre de las ra
mas terminales de la arteria tibial posterior, se dirige ha—-
cia delante y afuera por la planta del pie, entre el flexor —
corto de los dedos o flexor corto plantar, por debajo, y el-
cuadrado plantar de Silvio, por arriba, después se sitda entre
el flexor corto de los dedos y el abductor corto del dedo peque
fio, desde la base del V metatarso, .cambia de .direccién, se di-
rige hacia adentro y alcanza el arco plantar.

La arteria pedia es un vaso extremadamente variable, es -
la continuacién de la arteria tibial anterior a partir del pun
to medio entre los maléolos, cruza por el retindculo extensor-
inferior y por el extensor corto d@el pulgar, se aplica sucesi-
vamente a la cédpsula de la articulacién del tobillo, cabeza —-
del astrdgalo, escafoides y cuneiforme intermedio, la arteria-
pedia termina en una rama plantar profunda en el extremo proxi
mal del primer espacio intermetatarsiano y alcanza la planta =
del pie entre las porciones del primer interdseo dorsal. Forma
el arco plantar, descrito con la arteria plantar externa.

La arteria externa del tarso se origina a nivel de la ca-
beza del astrdgalo y se dirige hacia afuera, profunda a los ex
tensores largo y corto, se anastomosa con la arteria arqueada-—
y con la rama perforante de la peronea, las ramas tarsianas -
de menos calibre proceden del borde externo de la pedia, la
arteria argueada se origina al nivel de los cuneiformes y tam=-
bién se dirige hacia afuera profunda a los extensores largo y--
corto, proporciona tres arterias dorsales metatarsianas (II,III
y IV) se dirigen hacia adelante aplicadas a los interéseos, ca
da una de ellas se divide en dos arterias dorsales digitales =
para los bordes adyacentes de dos dedos , la primera arteria-
metatarsiana dorsal es la continuaciédn ventral de 1la arteria
pedia y se aplica al I interéseo dorsal, proporciona arterias-
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dorsales digitales al borde interno del dedo gordo y a los bor-
des adyacentes del I y II dedos(17,32) (Fige 4)

Técnica de obtencidén de sangre de la superficie plantar del
dedo gordo y del talén.- La parte que se va a pinchar no debe -
estar cianftica ni edematosa. Si se halla cianética o frfa debe
sumergirse en agua a 38° 8 40° durante 3 a 5 minutos.

El sitio se limpia bien con alcohol para eliminar la sucie
dad y los detritos epiteliales, y para aumentar la cantidad de
sangre en la parte . Después se deja secar y se punciona con ——
cualquiera de los instrumentos mencionados anteriormente . La -
puncién se realiza con un golpe firme y répido, la primera gota
de sangre se limpia con un algodén , usando para el andligis ——
las siguientes gotas, posteriormente se limpia la regién con al
cohol y se colocard sobre la herida una torunda empapada en al-
cohol, que se deja-hasta que la sangre no fluya (13).
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CAPITULO III

MANEJCO APROPIADO DE LAS MUESTRAS PARA DIFERENTES PRODUCTOS
POR ANALIZAR. .

La preservacién de la integridad qufmica de las muestras
desde el momento que se recogen hasta el momento en que se ana-
lizan es de médxima importancia para que los resultados tengan =
un sentido real y no ficticio.

En general, la sangre para andlisis qufmico ha de extraer-
se mientras el paciente est{ en estado de posabsorcién, el ayu-
no durante la noche es el procedimiento usual, aunque es sufi-—
ciente un ayuno de seis horas, durante este tiempo no es necesa
rio restringir la ingestién de agua. Los componentes comunes —-—
que son afectados de modo significativo por la ingestién de ali
mentos.son: glucosa (se eleva), fosforo inorgédnico (disminuye),
turbidez con timol (aumenta), y trigliceridos (aumenta) entre -
otros, ademds, la lipemia, causada por un ascenso transitorio =
en quilomicrones después de una comida que contiene grasa, cau-
sa gran interferencia en varios andlisis qufmicos debido a la
turbidez que produce. .

Se ha observado que tanto como la fatiga y el ejercicio mg
derado pueden elevar la excresién de catecolaminas y 17-hidroxi
corticosteroides, disminuir las cifras de aclaramiento ureico,
de hierro sérico y ocasionalmente incrementar las tasas de co=-—
lesterina sérica. Para ciertas pruebas funcionales gdstricas, -
renales y hepiticas estd contraindicado el tabaco, el té y el -
café.

El paso de posicién decdbito a la erecta se prnduce una =—-
contraccién temporal del volumen plasmdtico, y en consecuencia
aumenta tanto el nivel de hemoglobina como la concentracién de
protefnas plasmdticas.

En relaci’n a la administraci’n de medicamentos al pacien-
te antes de efectuar el andlisis puede dar valores falsos, por
lo cual ha de suspenderse y repetirse el andlisis unos dfas deg
pués (2,16).
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¥l transporte de muestras al laboratorio de un hospital -
es, algunas veces, un problema, las muestras deben ser mane ja-
das por un eocuipo de técnicos o enfermeras perfectamente adies
tradas y cen conocimiento del problema, guienes tienen gue —==
transportarlas directamente de-los pabellones al laboraforio,—

la muestra se pone en un tubo de ensaye o en un frasco pequefio,
que debe rotularse claramente para evitar confusién o bien que
la muestra se pierda. Los problemas mds frecuentes son la hemd
lisis en los tubos con sangre, esto puede interferir en varios
métrdos ouimicos y por ello ha de evitarse./varios componentes
como transaminasa glutdmica oxalacética en suero, deshidrogena
sa ldctica, fosfatasa 4cida y potasio estan presentes en gran-
des cantidades en los eritrocitos, de modo gue la hemdlisis =
elevard significativamente los valores hallados para estas sus
tancias en suero, la hemoglobina puede afectar directamente en
una determinacién qufmica por inhibir una enizima ( la lipasa);
por interferir en la reaccién de la diazoacién de bilirrubina-
o por presentar cantidad importante de color y por ello alte-—-—
rar en alguna determinacién colorimétrica, en particular cuan=—
do la lectura se hace en la parte azul del espectro (2,9)

En suero fuertemente hemolisado ocurre efecto de dilucién
en los componentes de éste si la concentracién de los metaboli
tos en los eritrocitos es menor que en el plasma; as{, las con
centraciones de sodio y cloruro serfan bajas falsamente en un-—
suero en tales condiciones (30)

Algunas de las causas comunes de hemélisis son: humedad -
en la jeringa ( que se evitard empleando este tipo de instru--—
mental perfectamente seco ); destruccién mecdnica de células -
al forzar el paso de la sangre de la jeringa al tubo sin gui=--—

tar la aguja ( se dejard resbalar lentamente la sangre por la-
pared del tubo después de quitar la aguja de la jeringa ), el=-
uso de tubos de vacio ha resuelto muchos de estos problemas; la
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mezcla demasiado enérgica en el tubo después de extraida la —-
sangre ( la mezcla con el anticoagulante se consigue por inver
sién lenta, y no sacudiendo ) (1,31).

Los andlisis se deben realizar antes de las 5 horas a par
tir del momento de la obtencién, en caso de gue é3to no sea =—-
posible no debe dejarse la muestra destapada a temperatura am=
biente, se tapa y se guarda en refrigeracién entre 4 y 10°C. -
salvo si existen aglutininas al frfo, en cuyo caso es necesario
conservar la muestra en bafio tibio a 37°C (1,2).

Se debe tener cuidado, ya que los procesos ce congelacién

¥y licuefaccién producen la desnaturalizacién de ciertas protei
nas y disminuyen la concentracién de otros componentes, la des
congelacién se debe realizar rdpidamente en un bafio de agua de
37-45°C.
) Hay que estar seguros de que todas las soluciones con las
cuales se mezcla o diluye la sangre esten correctamente prepa-—
radas y resulten isoténicas, ya que las soluciones hipoténicas
producen hemSlisis.

Es preferible emplear reactivos de calidad analftica, aun
gue los criterins de precisién de éstos no son tan estrictos -
como en el caso cuando se emplean para la preparacién de patro
nes primarios, la principal fuente de error de los reactivos,
es la debida al deterioro o alteracidn de sus propiedades jue
pueden sobrevenir con el transcurso del tiempo.

Entre los factores que afectan a la estabilidad y carac—-—
ter{sticas de los reactivos se encuentran: pH, luz, temperatu-
ra, oxidacién, crecimiento de hongos, conservadores, evapora--—
cién, absorcién de dioxido de carbono o vapor de agua, conta=--
minacién con polvo, contaminacién por los tapones o corchos de
las botellas, impurezas en el agua destilada, deprendimiento =
de silicatos a partir de las botellas de vidrio o con el polie
tileno del frasco que lo contiene.

La estabilidad de lns reactivos se puede mejorar en ocacio
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nes modificando el disolvente, preparando soluciones més concen
tradas, o bien, afadidndole alguna sustancia c¢onservadora. lLa-

refrigeracién siempre aumenta la estabilidad, pero ha de evitar
se la cristalizaciédn de los compnnentes de la solucién, sobre-

todo aguellos que se emplean para el andlisis de enzimas, pH,-

o velocidad de f-rmacidn de color.

Se ha nbservado gue los frasc s de polietileno no son to-
talmente inertes, lo cual se comprueba por la captacién de. tin
tes, colorantes, yodo y 4cido picrico, también puede ocurrir -
gue capte reactivos incoloros de forma inapreciada, pero se ha
ce patente al comprobar resultados absurdos con las subsiguien
tes soluciones. Se ha comprobado que en soluciones conservadas
en frascos de polietileno se produce lenta reduccién de los —-—
iones cérico y cipricn, mientras que otras soluciones desarro-
llan evidente fluorescencia, por otra parte, las soluciones al
calinas conservadas en frascns de vidrio producen de forma gra
dual silicatos solubles que pueden interferir en ciertos méto-
dos de determinacién de calcio (1,2).

Obtencidn de suero: La sangre del paciente se pasa a un -
tubo colector ordinario, se mantiene en éste hasta que la san-
gre se chagule espontdneamente. Este proceso requiere normalmen
te de 5 4 15 min. a temperatura ambiente y, un tiempo mayor a-
temperatura de refrigeracién, el codgulo que se frrma se adhie
re a las paredes del tubo, se remueve con cuidado con un apli=-
cador de madera 6 con un agitador de vidrio, se efectda un ==
simple movimiento &alrededrr de la periferia del tubo, ya que
es necesario desprender el codgulo antes de centrifugar de es-
ta forma se puede evitar la hemélisis. Si el chdgulo se quita
después de centrifugar, éste se retrae y se obtiene un mayor -
volumen de suero, y esto ocurre mds rdpidamente y con mayor ex
tensifén a temperatura ambiente que a la de refrigeracién.

La decisién de »btener la mdxima cantidad de suero es per
mitiendo la retraccién del cndgulo, lo cual debe Ser manejado
con destreza para evitar cambios en los metabolitos del suero

28



a las células y viceversa, para evitar esto debe separarse el-
suero antes de una hora, sin embargo hay muchas excepsiones, -
el codgulo no debe ser removido una vez centrifugada la mues—-—
tra, el suero se saca por medio de una pipeta de succién.

La mayor parte de los andlisis clinicos son hechos en sue
ros mds bien gue con plasma o sangre total, teéricamente se ==
consideraba gue la unica diferencia entre suero y plasma era =-
la presencia de fibrinégeno en el dltimo, actualmente se ha de
mostrado gque existen otras sustancias por ejemplo: factor acla

rante, lipemia; gue aparecen como coprecipitados que se libé==
ran o consumen en el proceso de la coagulacién, la LDH y aldo=-
lasa son liberadas de los trombocitos durante este proceso, =-
también es liberado el CO2 del suero, a menos gue éste sea ob=-
tenido en condiciones anaerobias, el efecto resultante es un -
cambio en la concentracién de agua y electrolitos en el suero.

Obtencién de plasma y sangre total: La sangre es un flui=
do del organismo de color rnjo brillante en las arterias y ro=
jo obscuro en las venas, es un l{guido relativamente viscoso,=
siendo de 4.5 4 5.5 veces la del agua, su densidad esta entre-
1.041 y 1.067, siendo un poco mds densa en el hombre que en la
mujer, tiene olor peculiar, sabor salado, temperatura alrede—-
dor de 3800, estos valores incluyen tanto la sangre arterial -
como la venosa (2,12)

La sangre a simple vista se ve opaca u homogénea, al ob—
servarla al microscopio se encuentra formada por elementos fi-
gurados o glébulos en un lfquido intercelular, el plasma, el =
volumen de las células y del plasma es aproximadamente el mis=-
mo, siendo este dltimo un l{quido de color amarillo muy tenue,
en el cual se encuentran las protefnas, distinguiéndose tres -
fracciones diferentes:

Fibrinégeno: Es el precursor de la fibrina, es la sustan-
cia oue forma el codgulo sangufneo. Su peso molecular, osci-
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la entre 350 000 y 450 000, normalmente constituye del 4 al 6%-
de las proteinas totales del plasma, esta cifra puede aumentar-
en muchas enfermedades infecciosas, aunque no haya fiebre ni —-
leucocitosis, también aumenta cuando hay hiperpirexia producida
por la inyeccién intravenosa de la vacuna tifica (1,3)

Albdmina: Su distribucién en el plasma humano obtenida por
técnicas electroforéticas por Armstrong y cols. es de 55.2%, su
peso molecular es de 69 000, es la molécula de menor peso, po——
see la mayor difusibilidad (34)

Globulinas: Es una mezcla compleja, siendo los componentes
de particular interés: mucoprotef{nas y glucoprotefnas, se en-—--
cuentran en combinaciones de carbohidrato con globulinas princi
palmente en las fracciones alfal Yy alfaz_de las globulinas. Li-
poprotefnas, son combinaciones de 1l{ipidos y protef{nas que migram
con las « y @ globulinas. Gammaglobulinas, esta fraccién contie=—
ne la mayor cantidad de anticuerpos circulantes, son llamadas -
inmunoglobulinas, se han divido de acuerdo a estudios electrofo
réticos, inmunolégicos y de ultracentrifugaciédn en cinco grupos:
IgG, IgA, IgM, IgE e IgD, constituyen el 44.9% de las proteinas
totales del plasma (1)

Muchos de los componentes de la sangre total estdn presen-
tes en comcentraciones desiguales en los eritrocitos y en la fa
se extracelular, en el plasma. = -

Para la obtencién tanto de plasma como de sangre total se-
emplean anticoagulantes, existen diversos tipos y dependiendo,-
tanto del tipo de andlisis que se va a efectuar como para los =
fines que se va a emplear la sangre, se seleccionan.

Una vez obtenida la sangre del paciente se mezcla en un tu
bo con el anticoagulante, lentamente para no producir alteracio
nes en los componentes de ésta, ni hemélisis.

Para la obtencién de plasma, una vez que se ha mezclado la

sangre con el anticoagulante se centrifuga, quedando los elemen
figurados en el fondo y en el sobrenadante se encuentra el plas
ma (10, 13)
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Manejo apropiado para la determinacién de enzimas.

Se ha discutido el problema de la estabilidad in vitro de=
estas proteinas, ya que la actividad enzimdtica puede desapare-
cer a cualguier temperatura, esto se puede evitar analizando ré
pidamente la muestra, o bien mamteniéndola bajo congelacién.

Las siguientes enzimas séricas permanecen estables a tempe
ratura ambiente durante 8 horas al menos, por una semana a 4°0
y un mes o mds bajo congelacidn: transaminasas glutdmico-oxala-
cética y glutdmico-pirdvica, leucin-aminopeptidasa, deshidroge=
nasa l4ctica, fosfohexoisomerasa, glutatién reductasa, aldolasa,
deshidrogenasa isoc{itrica, amilasa y lipasa. Algunas presentan-
perfodos de estabilidad mds largos a temperatura ambiente; no =
obstante, deben mantenerse las muestras refrigeradas de un dfa-
para otro, puesto que la disminucién de la actividad enzimdtica
en los sueros anormales muestran fluctuaciones que no obedecen-—
a norma alguna. '

Otras enzimas son menos estables, la ceruloplasminoxidasa-
se inactiva rdpidamente a temperatura ambiente, sin embargd pue
de permanecer estable durante dos dfas a 4°C, y durante una se-
mana si se congela, la fosfoglucomutasa es estable a temperatu-
ra ambiente durante mds de 8 hnras, su actividad disminuye des=—
pués de dos dfas bajo refrigeracidn.

Las fosfatasas alcalina y dcida difieren en estabilidad, =
la primera permanece estable a temperatura ambiente durante 8 -
horas, y por m4s de una semana si se mantiene congelada, la fos
fatasa 4cida por el contrario, es muy inestable a temperatura -
ambiente, a 25°C se pierde casi el 50% de su actividad en un =—-
plazo de 5 horas, si se separa el suero o el plasma rdpidamente
y se congela hasta el momento de someterlo a andlisis, no ocu-—-
rre cambio alguno perceptible en su actividad enzimdtica.

Para la mayorfa de las determinaciones enzimfticas se pue-—

de emplear indistintamente plasma o suero, la posibilidad de ==
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utilizar plasma depende del tipo de anticnagulante que se dis-
ponga, debe evitarse el uso de fluoruro sédico o gquelatos meté
licos del tipo EDTA, ya que contienen inhibidores enzimdticos,
la actividad amildsica queda inhibida por oxalatos y citratos-
pero né por heparina, también la deshidrogenasa ldctica y la -
fnsfatasa 4cida pierden potencia en el plasma oxalatado (30)

Se debe evitar la hemélisis en la mayoria de las determi=-
naciones enzimdticas, debido a aue casi tndas las enzimas sé--
ricas se encuentran en mayor concentracidén en el interior de =
los eritrocitos oue en el plasma, y su presencia produce gene-
ralmente elevacién de los niveles enzimdticos.

Adn no se ha aclarado la necesidad de emplear muestras ob
tenidas en ayunas para la determinacién de ciertas enzimas, pe
ro se ha observado que algunas son afectadas por la dieta y el
ejercicio fisico, los ejercicios violentos pueden causar incre-
mentos en la tasa de transaminasas, la determinacién de fosfa-
tasa alcalina debe efectuarse en muestras nbtenidas en ayunas-—
ya ocue se presentan variaciones muy marcadas en caso contra——-—
rio (30, 31)

Elementos quimicos y electrolitos.- Las concentraciones -
de sodio, potasio, yodo y cloro no se modifican si se mantiene
el suero a temperatura ambiente durante 8 o mds horas, bajo re-
frigeracién durante la noche, o bajo cnngelaciédn durante un -
afio al menos, una vez obtenida la muestra se debe separar el -
suero del codgulo, para impedir el intercambio de electrolitos
entre las células y el suero. Goodman, Vicent y Rosen observa-—
ron gque las cifras de potasio aumentaban mds rdpidamente en ==
sangres conservadas a 4% que a 2500, opinan due dicho fenéme-—
no es el resultado del retardo gue experimentan los procesos -
enzimdticos a 4°C, que hace gue se suspenda el transporte de =
potasio al interior de las células, con lo gue ya no se compen
sa el efecto superior de su difusién en sentido contrario.
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Es evidente gue para la determinacién de calcio no podrdn em—-—

plearse plasmas gue contengan sustancias eliminadoras de este -
ién (oxalatos, citratos, EDTA), de igual manera para la determi
nacién de sodio y potasio no deberd realizarse en plasmas gue =
contengan anticoagulantes en forma de sales sédicas y potdsicas
respectivamente, la heparina a una pequefia concentraciédn de =—--
0.5 mg/ 10 ml, contiene cierta cantidad de sodio o calcio gue -
pueden alterar los resultados, por el contrario, este anticoge-
gulante es muy empleado en la determinacién de diéxido de carbo
no plasm&tico, pH plasmitico y sanguineo.

Para las determinaciones de yodo no es preciso gue las ==
muestras se hayan obtenido en ayunas; la dieta no parece modifi
car los niveles de sideremia, pero se sabe gue existe una nota-
ble variaciédn diurna que oscila entre 15 y 100 Mg/ 100 ml., las
cifras mds bajas se obtienen por lo general, a iltimas horas de
la tarde o en las primeras de la noche.

Para la determinacién de magnesio, hierro y potasio, debe-
evitarse totalmente la hemélisis, debido a qﬁe estos componentes
se encuentran en niveles muy elevados dentro de los eritrocitos,
en comparacién con los correspondientes niveles plasmdticos.

Pruebas funcionales hepdticas (no enzimdticas).- De entre-
las inmumerables pruebas de floculacién, la mayoria de los la—
boratorios practican normalmente la de cefalina-colesterina, ==
la de sulfato de zinc y la de turbidez del timol, debido a gque-
éstas no hacen mfs que determinar anomalfas en las protefnas —

plasmifticas, cualguier técnica para la obtencién de muestras ==
que afecte a las proteinas séricas puede alterar igualmente —
los resultados, las muestras se deben de obtener cuando el pa=—
ciente se encuentre en ayunas, por cuanto la lipemia puede fal-
sear los resultadns. Las pruebas de cefalina=-colesterina y ==
las de turbidez del timol, es preferible realizarlas con sueros
recientes, si se guiere conservar el suero bajo refrigeracién -
para la prueba del timol, habra de estar en contacto con el -
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codgulo, para evitar obtener resultados erroneamente bajos, de
bido a que disminuye la concentracién de diéxido de carbono en
el suero separado.

Para la determinacién de bilirrubina conjugada y libre,-
el suero debe mantenerse resguardado de la luz directa, la bi=-
lirrubina no conjugada (soluble en alcohol) permanece estable-
durante 8 horas a temperatura ambiente, y su exposicién a la -
luz eléctrica, solar o ultravioleta produce una pérdida del —=—
50% de ésta, la hemdlisis interfiere en su determinacién por el

método de Malloy-Evelyn obteniéndose resultados inferiores a -
los reales, para la determinacién de bilirrubina puede emplear
se tanto suero como plasma.

En las determinaciones del tiempo de protrombina pueden-
efectuarse sobre plasma oxalatado o citratado, en el primer ca
so se demostrd que la actividad protrombfnica permanece esta--—
ble durante 18 horas, a una temperatura de 22 4 25°c, mantenien
do los tubos hien tapados, la hemélisis tiene influencia des=<
preciable cuando la determinacién se hace en un solo tiempo.

Los andlisis de retencidén de bromosulfoftalefna (BSP) se
realizan con el paciente en ayunas, ya gque la capacidad del hi
gado para eliminar el colorante se altera durante el perfodo -
posprandial, las muestras deben ser claras, no ictéricas y exen
tas de hemélisis y, puede emplearse tanto plasma oxalatado o -
heparinizado como suero.

Determinacidén de nitrégeno no protefico.- Es m4s apropia-
do el empleo de suero, pero también puede emplearse plasma o =
sangre total, cuando se recurre a técnicas que empleen ureasa,
la muestra se recoge en tubos excentos de inhibidores enziméti
cos y anticoagulantes cuya composicién formen sales aménicas.
Los componentes de la fracciédn de nitrégeno no protefco perma-
necen estables durante dos dfas cuando la muestra se recoge en
tubos con fluoruro y durante una semana cuando la sangre es re
frigerada.

Metabolitos hidrocarbonados.- La ingestién de alimentos-—
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modifica las cifras de glucemia, se debe someter al paciente a
dietas equilibradas durante varios dias antes de efectuar la -
determinacién de tolerancia a la gluecosa, en individuos en ayu
nas, las cifras de glucemia son casi idénticas en sangre capi-
lar, venosa o arterial, después de la ingestién de glucosa, la
sangre capilar presenta cifras mds elevadas que la venosa. Es=
to es muy importante a la hora de interpretar una curva de glu
cemia o el nivel de ésta posprandial en muestras de sangre ob=
tenidas por puncién capilar.

Cuando se emplee para la determinacién sangre total, se— <+
debe de afladir un inhibidor enzimitico -por ejemplo: fluoruro—
sédico- a la mezcla anticoagulante para impedir la pérdida de-
una cantidad sensible de glucosa por glucdlisis enzimdtica, pa
ra controlar estos efectos se puede preparar un filtrado libre
de protefnas de dicha muestra, o bien diluirla con agua (12,30)

Las cifras de 4cido ldctico y pirdvico pueden aparecer - «
falsamente elevadas como consecuencia de la hemélisis, dichos=
4cidos resultan inestables, debido a los procesos metabdlicos-—
gque ocurren después de extraida la sangre, para evitarlo se --
obtiene la muestra sin ayuda de torniquete, separando répida—-
mente el suero o plasma de las células y congeldndolo hasta el
momento de la determinacién.

Lipidos.- Debido a la relacién que existe entre los lipi
dos y las cardiopatias arteroscler8ticas, se ha aumentado y va
riado las técnicas para la determinacién de lipidos sanguineos,
entre éstas se incluyen las de colesterina libre y total, tri-
glicéridos, &cidos libres totales ( esterificados y no esteri-
ficados), PB-=lipoprotefnas y fosfolipidos, se puede emplear —=
tanto suero como plasma, ya que los anticoagulantes corrientes
no afectan la tasa de l{pidos, se debe prescindir de las mues
tras hemolizadas e ictéricas, ya que pueden dar valores falsos.

A excepcién de la colesterina, el resto de los l{pidos =
se altera rédpidamente a pesar de guardar las muestras en refri
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geracién, por consiguiente a menos que se vaya a realizar ele-—
anflisis inmediatamente, se separard el suero o plasma para =-—
congelarlo, los 4cidos grasos libres por ejemplo, aumentan a -
temperatura ambiente, ya que la lipasa protéica existe en el -
plasma normal, produciendo incremento de estos dcidcs por hi=-
drélisis de sus ésteres, la hemélisis altera la cifra de fosfo
1{pidos, debido a que los fosfatos orgdnicos se hidrolizan r4-
pidamente para adoptar la forma inorgédnica (3,30)

Preservacién de las muestras biolégicas.

Desde los principios de la historia de la quimica clIni-
ca, se hicieéron considerables investigaciones con respecto al-
problema de la preservacién de la glucosa y varios constituyen
tes nitrogenados de la sangre, orina y lfguido cefaloraquideo.

La preservacién de las muestras, no ha significado un ——
problema serio cuando son obtenidas directamente del paciente-
en el laboratorio clinico o en el hospital, ya que el tiempo -
para efectuar los andlisis correspondientes es de 4 4 8 horas,
Yy en algunos casos es de 24 horas. La wviabilidad de las mues=—
tras se conserva reduciendo la temperatura, comunmente se eme=
plean temperaturas bajas inclusive; 4°C (refrigeracién); -5 4
-20°C (congelacién); =70°C (hielo seco) (1,2,16)

Hay exdmenes adicionales gue se hacen por duplicado:

a) Si la muestra es conservada por un perfodo de tiempo deSw—-—
pués de efectuado el andlisis, permite que se repita éste si =
se considera prudente, y b) Si se hacen andlisis de las mues-—-—
tras a diferentes tiempos debido a que estan conservados, pue
den ser ensayados sin dificultad. ’

La alteracién en la.concentracién de un constituyente en
la muestra copia, puede resultar por la absorcién en las pare—
des de vidrio o de pldstico de los tubos colectores de sangre,
desnaturalizacién parcial de las proteinas durante la formaciém
de una pelficula monomolecular, evaporacién de constituyentes -
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voldtiles o de la fase acuosa del suero, cambios de permeabili
dad eritroci{tica, actividades de los constituyentes metabblie==
cos de los eritrocitos y/o leucocitos, incluyendo consumo de -
02 ¥ produccién de 002, alteracién de pH y potencial red-ox, -

hidrélisis prote6lisié, actividades fosforolf{ticas, glucélisis
y autodegradacién (pérdida de actividad enzimftica). Se han ==
efectuado estudios de estabilidad usando como pardmetros mues-—
tras normales y anormales (1,2)

Los cambios en la concentracién de sustancias voldtiles -
como 02 y 002 son impedidas o al menos prevenidas, por la co--
leccién de la muestra en condiciones anaerobias, que son diff{-
ciles de obtener y son mds bien molestas.

El problema de la accién microbiana es muy importante, y-
puede prevenirse siguiendo 4 caminos: A) Colececidén y manejo de
la muestra bajo condiciones estériles (no siempre posibles y -
son frecuentemente impridcticos en el procedimiento rutinario -
para todas las determinaciones); B) Adicién de agentes antibac
terianos; C) Alteracién del pH de la muestra; D) Refrigeracién
o congelacién de la muestra.

El empleo de la liofilizacién de muestras es estable con-
respecto a muchos constituyentes, algunos autores afirman gque-
componentes como la glucosa pueden decrecer considerablemente-
en un perfodo de un afio si la lofilizacién no fue total.

El problema de la estabilidad tiene un significado parti-
cular sobre todo cuando las muestras son mandadas por medio —--
del correo o via aérea a laboratorios de referencia mejor equi
pados, muchas sustancias son estables a temperatura ambiente,-
otras pueden ser estabilizadas por la adicién de conservadores
y otras mds no pueden ser estabilizadas excepto por congela---
cién (2,31)

El uso de pH de mayor a menor previene la accién microbia
na en orina ya gue este sistema es incompatible econ el sistema
de vida, la estabilidad de la fosfatasa £cida puede ser prolon
gada ajustando el pH a 6.2 con amortiguador de citrato.
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Conservadores Quimicos.

Pueden ser clasificados dentro de dos grupos, de acuerdo=-
a su funcién:

l.-Incluye inhibidores enzimfticos gue producen cambios =
qufmicos como en la glucdlisis, ejemplo: fluoruros.

2.- Incluye agentes bacteriostdticos que interfieren en =
el desarrollo microbiano.

Major, en 1923, introdujo el empleo de fluoruro de pota—
sio como conservador de la sangre, tiene actividad anticoagulan
te (formacidén de CaF, insoluble), y esto hace inecesario el =
uso de otros anticoagulantes.

Se encontr§ gque la glucosa, urea, nitrégeno no protefco,-
creatinina, colesterol y dcido drico son estables hasta 10 —
dfas a temperatura ambiente si la sangre fue esterilizada, pe-
ro el fluoruro no es suficiente antibacteriano, gue prevenga -
el desarrollo microbiano si la muestra estd contaminada. Sander,
en 1923, introdujo el empleo de una combinacién 10 mg de fluo-
ruro de sodio mds 1 mg de timol por ml de sangre, la presencia
de éste dltimo controla eficientemente el desarrollo microbia-
no aungue las muestras no esten estériles, son estables para -
todas las determinaciones excepto para nitrégeno no protefco,-
por cerca de dos semanas.

Otros investigadores observaron gque no obstante con los =
éxitos encontrados con respecto al perfodo de conservaciém, la
adicién de grandes cantidades de fluoruro de sodio causan un =
cambio significativo en la concentracién de agua y hay tenden
cia de producirse hemflisis, 1lo cual no sucede a bajas con--—
centraciones y por lo tanto puede ser usado, el empleo de tu——
bos colectores conteniendo timol y fluoruro son provechosos.

Una interesante posibilidad es el uso de antibiéticos que
prevengan el desarrollo microbiano, por ejemplo: lmg de estrep
tomicina base por 10 ml de sangre, que es empleado en la con=—-—
servaciédn de muestras para la determinaciones de Hb y urea.

Recientemente agentes bactericidas, tales como derivados-—
de mercurio-tiosalicilato son empleados ya que previenen el =
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desarrollo microbiano en el suero guardado en refrigeracién.

El interés en biogufmica por la conservacién de los meta-
bolitos ha tenido gran incremento a tal grado que los investi-
gadores han desarrollado varias técnicas observando los cam=—=
bios sensibles en las moléculas, tales como los cambios en la-=
absorcién en el espettro visible y en el de luz ultravioleta,=-
en la movilidad electroforética, alteraciédn o desnaturalizacién
de lipoprotef{nas en el suero humano (1,24)
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CAPITULO 1IV.
LOS ANTICOAGULANTES, SU ACCION Y CLASIFICACION, SU EMPLEO
ADECUADO SEGUN EL TIPO DE MUESTRA.

Para casi todo el trabajo hematolégico y para muchos anéd-
lisis bioguimicos se requiere sangre sin coagular, por 1lo ==
cual se emplean los anticoagulantes y de este modo se obtiene-
sangre completa o plasma, se agrega a la muestra inmediatamen=—
te después de extraida, o bien se coloca en el tubo en que se-
recoge la sangre, se debe de asegurar gue su empleo no afecte-
el andlisis gue se va a efectuar, esto puede ocurrir de muchas
maneras, tales como el empleo de sal sédica o potdsica cue pro
duce un error significativo cuando se van a analizar electroli
tos, también puede ocurrir que el anticoagulante separe el com
ponente gue se va a analizar (23)

Como antecedente a la accién y clasificacién de los anti-
coagulantes se dard una breve descripcién de los factores gue-
intervienen en la coagulacién, de la biogqufmica y funcién de -
las plaguetas y de la teor{a mds comunmente aceptada para la=-
coagulacién.

Una vez derramada la sangre en los vasos pierde su fluie-—
dez y se gelifica, denomindndose coagulacién a este proceso, =
desde el primer momento, numerosos factores reaccibnan entre =
s{, en forma muy compleja para producir finalmente el coégulo-
de fibrina, o sea se forma una red filamentosa aue retiene los
elementos sanguineos; el codgulo formado se retrae y trasuda -
un 1{guido llamado suero sangufneo (20)

Produccién y bioguimica de los factores de la eoagulacién

El hfgado ha mostrado ser el mayor sitio de sintesis de -
los diferentes factores de la coagulacién, aunque en algunos =
casos no esta claro el sitio de sintesis, la evidencia de que-
este sea su origen deriva del estudio en sujetos humanos con =
enfermedad hepidtica o experimentande con animales hepatectomi-
zados o por medio de estudios "in vitro" de la si{ntesis en pre
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parados de tejidos (20,33)

A excepcibén del calcio, tndos los factores de la coagula=-
cién son protefnas, y la méyoria tienen dificultad para ser pu
rificadas, pero a través de grandes progresos efectuados en =-
los dltimos afios y utilizando técnicas biogquimicas se han logra
do grandes adelantos en este aspecto.

Fibrinégeno (Factor I).-~ Se ha demostrado por medio de =
estudios en cortes de tejido o por medio de perfusiones que es
sintetizado en el hfigado, esto se ha completado por la incor=
poracién de aminodcidos radiactivos o por técnicas inmunolégi-
cas que demuestran la si{ntesis de la nueva protefna.

Las técnicas de inmunofluorescencia han indicado que la =
célula parenquimal del hfgado es el sitio de sintesis del fiw-
brindgeno, en las células de Kupffer se encontraron huellas de
éste, pero bajo ciertas condiciones se ha incrementado la sin-
tesis en las células reticulo endoteliales que generalmente es
tan desprovistas de dicho factor.

Las plaguetas contienen fibrindgeno intracelular diferen-
te al plasmdtico, que puede ser sintetizado en el megacarioci-
to.

El fibrinégeno es una glucoproteina con peso molecular de
cerca de 340 000, puede ser purificado por procedimientos gue-
involucren la precipitacién con sales, solventes orgdnicos, =—--
crioprecipitacién y cromatograffa, el grado de purificacién ob
tenido es de 98%, es coagulada por la trombina, aproximadamen-
te el 3% esta en forma libre como fibrinopéptidos y, represen=
ta el mdximo de coagulabilidad. Recientemente se ha observado-
fracciones diferentes de este factor, por medio de electrofore
sis.

Nomenclatura.- La molécula de fibrinégeno esta compuesta-—
de tres pares de cadenas unidas por puentes disulfuro, siendo=-
la designacién mas usual:

o ("), B(B), v ¥,

41



o ("A") designa las cadenas mds sensibles de todos los tipos de
fibrinopéptido A, cuando es atacada por la trombina; B(B) es u
sado para indicar la cadena sensible de fibrinopéptido B, y ¥
se emplea para indicar la cadena que no es atacada por la tron
bina.

Subunidades y grupos terminales amino-libres.- Por medio-
de estudios se ha llegado a la cnnclusién de que el fibrinégenn
estd constituido por tres pares de éadenas, la separacién de -
éstas se hizo por electroforesis y con sulfito de sodio, obte=-
niéndose fraceiones con pesos moleculares de 50 000 4 65 000.

El anflisis de los grupos terminales demostré§ que habfa -
seis amino4cidos residuales por molécula: alanina ( cadena o -
("A")), &cido piroglutdmico ( cadena P(B)) y tirosina ( cadena
¥). E1 4cido aspirtico esta presente en pequefia cantidad en=
el N-terminal y aparentemente deriva de la cadena &("A").

" Contenido de carbohidrato.- Contiene cerca del 3 al 5% de
éste por molécula, consiste de hexosas y 4cido siflico y estd-
unido a la protefna por medio de enlace covalente, su funcién-
en la chagulacién sangufnea nn esta bien determinada (7, 33)

Fibrinopéptidos.- Cuand- el fibrinégeno es convertido a -
fibrina por la trombina, los péptidos son liberados, se ha ob-
servado que la trombina hidroliza la ligadura de arginilglicina,
liberando dos moles de fibrinopéptidos A y B de laé cadenas -
o ("A") y B(B), respectivamente.

La coagulacién visible ocurre solamente después de la apa
ricién de una cantidad apreciable de fibrinepé&ptido A, en adi-
cién de éste y del B, snn liberados en pequefias cantidades, du
rante la cnagulacidn, otros péptidos derivados del fibrinopép-
tido A, difiriendo solamente en uno de los aminodcidos.

El fibrinnpéptidn AP es idéntico al A, excepto que el residuo-
de serina esta fnsforilado; el fibrinopéptido AY difiere en el
N-terminal, ya gue contiene 4cido aspdrtico en lugar de alani-
na. Recientemente se ha encorntrado qgue las tres cadenas estan-—

constituidas por una secuenciz de 78 aminodcidos(33)
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Protrombina fFactor II}.- Se ha comprobado que es sinteti
zada en el higado, por medio de experimentos con suspensiones-—

de células hepdticas, su peso molecular encontrado por medio -
de anilisis de aminodcidos y datos fisicoquimicos es de 52 000
y 70 000, los preparados purificados contienen cerca de 10% de
carbohidrato cosntituido por: hexosamina y 4cido sidlico, debi
do a su migracién electroforética es una e&-globulina, su gru-
po terminal amino libre es alanina.

Una de las cuestiones mds difficiles en la quimica de la -
protrombina es su relacién con los factores VII, IX y X, debi-
do a que éstos dltimos tienen propiedades muy similares, parti
cularmente las relacionadas a su purificacién ya gue todos son
adsorbidos en compuestos inorgénicos insolubles como sulfato =
de bario o hidréxido de amonio.

Existe una relacién fisiolégica, en que los cuatro facto-
res decrecen en su concentracién tanto en el hombre como en ——
los animales con deficiencia de vitamina K o tratados con anta
gonistas de ésta, lo gue indica oque posiblemente estos factores
son derivados de la protrombina mds bien que entidades distin-
tas, se le considerada el precursor de la trombina, es una mo=-
lécula peguefia, es una enzima proteol{tica que ataca al fibri=-
négeno, fibrina, aminodcidos, amidas, ésteres, péptidos y otras
protefnas; comtiene 2% de carbohidrato y es inhibida por la —-=
diisopropil fluorofosfato (DFP) (8, 33)

Tromboplastina, Factor Tisular (Factor III).- Se encuentra

en muchos tejidos, especialmente en pulmén, cerebro y placents,
los complejos lipoprotefcos y el factor de activaciédn tisular-
estan compuestos por fosfolipidos, protefnas y colesterol, =--
cuando es calentado disminuye su actividad, debido a la desna=
turalizacién de las protefnas, sin embargo las preparaciones -
calentadas retienen su actividad en funcién de fosfolipidos en
reacciones que requieren de este factor.

Los extractos de fosfolipidos del factor tisular son una-
mezcla de esfingomielina, fosfatidil colina, fosfatidil etanola
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mina demostrando ser éste Wltimo muy eficiente en el sistema -
de la coagulacién, fosfatidil inositol y fosfatidil serina.

Los extractos de tejidos frescos o deshidratados con ace=-
tona aceleran la coagulacién del plasma recalcificado por dos-
mecanismos:

l.- Aceleracién relativamente menor, causada por la presen
cia de fosfolipidos o fosfoproteinas en los extractos ejemplo:
en los eritrocitos y plaguetas, estos compuestos estan involu-
crados en la reaccién entre los factores IXa, VIII y calcio, ¥y
entre los factores Xa, V y calcio.

2.~ Aceleracién mayor cuando reacciona con el factor IV y
el calcio (33)

I6n calcio (Pactor IV}.- Interviene en forma preponderan=

te en varias etapas del proceso de la coagulacién, la sangre =

de los vasos no coagula si se le afiladen sustancias descalcifi-

cantes que se combinan eliminando el idn calcio de la solucién.

Xactor V.- Existen evidencias que indican que es sintetiza

do en el higado, debido a que pacientes con dafio hepdtico pre-

sentan niveles disminuidos del factor, es destruido por la fi-

brinolisis y se ha observado su presencia en preparados de pla

quetas persistiendo despuéds de varias lavadas, lo que indica =

que es adsorbido en la plaguetas mds bien que sintetizado en =

ellas. Es un componente muy inestable, su peso molecular se ha

estimado de mds o menos 200 000 por medio de filtracién en gel,
el anflisis de aminodcidos justifica solamente el 73% de su -

peso seco cuando es purificado y la naturaleza del resto de la

molécula es desconocida, requiere la presencia de metales para

su estabilidad, es atacado por la trombina resultando un incre
mento en la reactividad y disminucién en su peso moleculay, -
un exceso de trombina destruye su actividad, la papafna en ba=
jas concentraciones la incrementa y en elevadas concentraciones
la destruye (6,7,33)

Factor VII.- Es un procoagulante y se purificé de suero,
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plasma humano y bovino por técnicas de cromatograffa y adsor--
cién, es una glucoprotefna contiene poco m4s del 50% de carbo-
hidrato, su peso molecular en suero es de 48 000 y en plasma=-
es de 63 000 migra electroforéticamente hacia '-globulina o en
la regién alfa, su concentracién en suero es de 8 £ 10 Mg/ml-
es activa durante la conagulacién espontdnea o en la inducida -
por el factor tisular o la trombina y por la exposicién al vie
drio u otras superficies (8,33)

Factor VIII.- El hfgado, bazo, sistema retfculo endotelial
¥ rinén sugieren un sitio posible de s{ntesis del factor pero=-
no ha sido firmemente establecido, se ha extraf{do con amorti—-
guador de citrato, sus valores se incrementan variablemente en
personas normales después de la aplicacién de una inyeccién de
epinefrina lo cual no ocurre después de la esplenectomfa, mani
festando que el bazo no es el sitio primario de sf{ntesis ya ==
que no conduce a la hemofilia. Experimentos recientes de trang
plantes sostienen la evidencia en favor de gue el h{gado es el
sitio de mayor sf{ntesis también se domostré por medio de estu=’
dios preliminares gue el factor aparece en pequefias eantidades
en cultivos de leucocitos y linfocitos, la administracién de -
células hepdticas a pacientes con hemofilia A causa incremento
significativo en los niveles del factor después de dos a tres-
meses, en experimentos de perfusifn con extractos de rififn se-
observ8 que contiene material con actividad de factor VIII pe-
ro difiere del plasmdtico en su estabilidad por medio de la =
adicién de cloruro de manganeso y requiere condicones especia-
les para su ensayo.

Es un factor muy inestable se obtiene por técniecas de pre
cipitacién, electroforesis y cromatograffa su contenido de pro
tei{na es muy peguefio, su peso molecular es de 200 000 a mayor-
de 2 millones parece ser una glucoprotefna o lipoprotefna pero
la diferencia no se ha establecido, en electroforesis en gel -
de almidén migra hacia ®-globulina y en papel hacia p-glo--
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bulina, es convertido a la forma mds reactiva por la adicién —
de una pequefia cantidad de trombina (6,22,33)

Factor IX.- Se ha obtenido parcialmente puro de material
humano y bovino por adsorcién y cromatograffa en columna, es -
una glucoprotefna y su migracién electroforética es hacia « 6-
B -globulina, su peso molecular es de 56 000 £ 110 000, es més
activo en suero que en plasma(33)

Factor X.- Se ha purificado del suero humano, es una glu
coprotefna de peso molecular de 50 000 £ 100 000, migra electzy
foréticamente hacia & =globulina o en el 4rea de albdmina preal
bimina, es estable y se ha activado por exposicién prolongada-
a soluciones concentradas de citrato de sodio y sulfato de amo
nio. El factor Xa es una enzima con actividad esterolftica, ac
tiva al zimotripsinégeno, siendo ésto muy importante en la coa
gulacién (7,33) '

Factor XI.- Se ha reportado que los niveles de éste dise
mimayen en pacientes cen dafio hap‘ticd, lo que manifiesta que-
puede ser producido por el higado, no hay supresién por el tra
‘tamiento con antagonistas de la vitamina K, también se ha enee
contrado aparentemente unido a las plaguetas, pero no hay evie-
dencia de que sea sintetigado en ellas ni en los megacariocie
tos, requiere del factor IX para su estabilidad, por lo que no
se ha podido purificar, es parcialmente adsorbido por sustan—-
cias como el vidrio, celita etc.El factor XIa proﬁahlennto -=
tiene actividad esterasa, pero no ha sido comprobade(33)

Factor XII.-Su origen no se ha confirmado pero decrecen-
sus niveles en enfermos con dafioc hepdtico, su peso molecular = -
estimado por ultrafiltracién es de 20 000, mientras gque por fi}
tracién en gel es de 100 000, lo que sugiere la existencia de-
subunidades en la molécula, es una sialoglucoprotefna, su movi
lidad electroforética es hacia @ 6§ ¥-globulina, es activado =
por exposicién al vidrio, tierra de diatomeas etc. 0 sustancias
como la homocistefna, coldgena o 4cidos grasos. El factor —-
XIIa tiene actividad enzimftica en la coagulacién sangufnea y-
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los inhibidores DFP la favorecen, este factor manifiesta estar
involucrado en la liberacién de sustancias del plasma, incre—-—
menta la permeabilidad capilar y calma la contraccién muscular,
por lo gue puede tener funcién enzimdtica en la activacién del
mecanismo fibrinolftico (8,33)

Factor XIII.- Es purificado de pulmén humano y plasma bo-
vino por procesos como precipitacién diferencial y cromatogra=-
f{a en columna, se ha encontrado en cantidades significativas-
en plaguetas por lo que puede ser sintetizado por los megaca—-—
riocitos, sus niveles decrecen en pacientes con dafio hepdtico,
lo gue indica gque puede tener su orfigen en el higado, su peso-
molecular es de 350 000 y puede estar disociade en subunidades
de peso alrededor de 110 000, los gupos sulfhidrilos son esen-
ciales para su actividad, la cisteina estabiliza la enzima pu-
rificada. El1 factor XIIIa es una transaminasa que cataliza la-
formacién de uniones entre £ (¥ -glutamil)-lisina y las ramas-
adyacentes del monémero de fibrina (33)

Plaquetas, su composiciém, biogufmica y funcién.

Lar placuetas humanas estan cosntituidas por componentes-—
celulares comunes, excepto DNA, son fragmentos heterogéneos de
citoplasma de megacariocito, tienen un rango mayor de 5 y me—-—
nor de 12;&3 por volumen, contienen glucégeno, aminodcidos, =—-—
proteinas, adenina y otros nucledtidos, ortofosfato y 1{ipidos.
La heterogeneidad de volumen y composicién es probablemente =-

debido a la edad plaguetaria (33)

Carbohidratos.- Representan el 1.9% del peso himedo de la pla-
gueta y 8.4% del peso seco. No se ha encontrado glucosa libre=-
en el lavado de plaquetas, contienen compuestos de poli y hete
rosacédridos, la hexosamina esta distribuida en el 75% de gluco
proteina y el 25% de mucopolisacdrido, la glucosamina es el =—
componente m&s abundante de la hexosamina y glucoprotefna, mien
tras la galactosamina proporciona el 96% de aminoazicar de mu-—
copolisacdrido, probablemente también esten presentes el 4cido
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hialurénico, el condoitin-4-sulfato y algo de polisacdrido sul
fatado.

La enzima nitrocatecol sulfatasa (aril sulfatasa) tiene-
gran significado en el metabolismo de los mucopolisacdridos, =
se ha encontrade en las plaguetas. Su dcido sidlico contiene -
predominantemente 4cido N-acetil murdmico, el tratamiento de -
plaguetas intactas libera el 60% del total de 4cido siflico ¥y
se ha sugerido que no todo es atacado por la accibén enzimfti-
ca o bien no todo esta presente en la superficie de la plagueta.

Proteinas.- Representan el 12% del peso himedo y el 52%-
del peso seco, un 15% del totl esta compuesto por contrictil =
ATP-asa, trombostenina qué es similar (en muchos aspectos) a -
la actomiocina del misculo, el 13% es fibrinbgeno, el 25% del-
cual se ha aislado de la fraccidn granular mientras gue el re
siduo es extracelular.

La albimina plaguetaria constituye el 2% de toda la pro-
teina parece ser intracelular, el factor XIII de la coagula-—-
cién esta también presente intracelularmente conteniendo del-
30 al 50% del total de este factor (33,34)

Otras proteinas asociadas con frecuencia a la membrana =
plaguetaria, pero no estan presentes intracelularmente y no —-
son eliminadas por el lavado son: IgG, IgM, plasminégeno y los
factores V, VIII y XI.

3e conoce como factor 1 plaguetario al factor V del que-
ya se mencionaron sus caracteristicas anteriormente.

El factor 2 o factor activador del fibrindgeno es una pm
tefina que acelera el catalizador de trombina en la reaccién de
fibrinégeno-fibrina, también actda como enzima proteolitica eg
pec{fica, transformando al fibrinégeno a un sustrato mis sensi
ble para el atague de la trombina, tiene efectos inhibitorios-
sobre la antitrombina III del plasma en la reaccidén trombina -
inducida en la conversién de fibrinégeno-fibrina.

E1l factor 3 plaguetario parece ser un componente lipopro
teico de la membrana que hace disponible a las enzimas coagu-
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lantes y cofactores del plasma para favorecer la adhesién, la-
acregacién y el trombo plaguetario, el componente activo est4-
en una parte del fosfolipido, acelera la coagulacién del plas=-
ma en la via intrinseca, probablemente porque actda como cata=
lizador de superficie, este componente es liberado durante la-
agregacién plaguetaria estd constituido de una fraccién sedi-
mentable y otra né (33)

El factor 4 plaquetario, o factor antiheparfnico es una
glucoprotefna que es liberada de las plaquetas después de la a
gregacién por ADP (?), trombina o epinefrina, puede ser un po-
tente agente especifico en la agregacién y en la coagulacién =
sangufnea in vitro.

El contenido de aminodcidos se ha analizado y comparado=-
con el de los aminodcidos del plasma, encontrdndose en concen-
traciones apreciables: 4cido glutdmico, 4cido aspértico, seri=
na y glicina, la taurina es la que se encuentra en mayor propar
cién y en cantidades pequefias se encontraron: cistina, histi=-
dina y metionina (33,34)

Los 1f{pidos representan el 2.98% del peso himedo y el 14%
del pso seco, el fosfolipido proporciona el 76% del total de -
1ipidos, el 20% corresponde a lfpidos neutrales y el 4% a lipo
protefnas, el total de fosfolf{pido estd constituido principal-
mente de fosfatidil colina (lecitina), fosfatidil etanolamina-
y esfingomielina, y pequefias cantidades de fosfatidil serina,-
fosfatidil inositol, lisilecitina, 4cido fosfatfdico y cardio-
lipina también estan presentes el l{pido neutro esti consti--
tuido de 85% de colesterol libre y pequeflas cantidades de tri,
di y monoglicérido, 4cidos libres y ésteres de colesterol(33)

Contienen nucledtidos con bases piricas de adenina, -
guanina e hipoxantina y bases pirimfdicas de uracilo y citosi-
na, encontrdndose los primeros en concentraciones similares a-
las encontradas en el misculo esquelético y otros tejidos re-
portédndose ATP, ADP, AMP-cfclico y adenil ciclasa, las plaque-
tas no son capaces de sintetizar nucledtidos de purinas ‘de =-
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precursores tales como glicina, pero utilizan bases de purina-
y nucledsidos para sintetizarlos también pueden sintetizar -
NAD a partir de 4cido nicotinico.

La serotonina (5-hidroxitriptamina) es una sustancia va-
soconstrictora, que estd presente en las plaguetas pero ausen-
te en el plasma y como resultado de la coagulacién o de la a-
gregacidn se lihera del 20 al 25% de esta sustancia, las pla—-
guetas la adquieren de células que la secretan y es concentra
da por un mecanismo activo que reguiere energia, su contenido-
normal es de 59.3)Lg/g del peso hiimedo las plaguetas contienen
enzimas capaces de metabolizarla.

las membranes plaguetarias son derivadas de vesficulas en-
doplédsmicas, posiblemente del retfculo endopldsmico o de mega-
cariocitos esta cosntituidg de dos capas externas; una gruesa
y otra delgada formadas de protefnas, y una bicapa interior de
lipidos hay evidencia histoquimica de la presencia de prote{-
nas y mucopolisacdridos (posiblemente condroitin sulfato) en =
la superficie de la membrana, su carga es negativa con un pun-
to isoeléctrico de 3.88 cuando estdn intactas y normales.

Las preparaciones de membranas plaguetarias contienen pro
tefna, 1ipido neutro, fosfolipido y colesterol, el fosfolipido
representa el 78% del total de la membrana lipfdica, el resto-
corresponde al lipido neutro representando el 90$.del coleste
rol, las membranas aisladas tienen actividad acetil-colina-es-—
terasa. Los gldicidos identificados son: glucosa, galactosa, ma
nosa, hexosaminas, &4cido sidlico y fucosa (33,34)

las plaguetas realizan una importante funcidn hemostdti-
ca, ya que forman tapones en la pared venosa y proveen de cons
tituyentes esenciales como fosfolipidos para la coagulacién, -~
la formacién de tapones puede observarse z través del microsco
pio de luz colocando una pequefia vena de un tejido transli-

cido gue puede ser del mesenterio, durante los primeros segun-

dos una cuantas plaguetas se adhieren al borde de la lesibn,-
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se deja transcurrir el tiempo y las plaguetas siguen adhirién-
dose alrededor como si estuvieran ancladas (33)

La degranulacidén es especificamente abundante alrededor -
del tapdén y la presencia de eritrocit®s y leucocitos es esca-
sa dentro de éste, si hay una regién dafiada hay formacién de-
codgulo y los filamentos de fibrina forman mallas dentro de é1
en las cuales quedan atrapados muchos eritrocitos, después de-
algdin tiempo la cantidad de fibrina se hace m4s evidente las-
plaquetas sufren cambios degenerativos y se unen m&s libremen-
te, se forma una masa plaguetaria cuando los vasos sangufneos-

sufren un dafio en el cual la pared no esta rota, esto no es -
propiamente llamado tapén plaquetario hemostdtico y se ha de-
nominado como cuerpo blanco, cuando el flujo sanguineo es len-
to y el dafio vascular es suficientemente severo, puede ser de-
sarrollado una mezcla de trombos con el cuerpo blanco y esto -
es llamado "cabeza". )

La funcién plaguetaria interviene en los siguientes proce
sos: Interaccién con las paredes venosas, con cualquier otra =
plagueta y su relacién en la coagulacién sanguinea.

l.- Interaccidn con las paredes venosas.- Cuando éstas se
encuentran afectadas hay contacto con las plaguetas y reaccio
nan con la coldgena alrededor de la pared venosa, las primeras
plaquetas se adhieren a la coldgena expuesta guando las venas-
son cortadas, los grupos amino de esta molécula inician su reac
cién con las plagquetas aun en ausencia del ién calcio; la adhe
sién puede realizarse in vitro en presencia de EDTA.

Bajo circunstancias fisiolégicas, las plaquetas de la hemo
rragia inicial entran en contacto con la coldgena (adhesién) -
las plaquetas posteriores sdélo entran en contacto con las pla-
quetas adheridas (agregacién) en ambos casos por la liberacién
de ADP, durante la primera fase hay una degranulacién con pér-
dida de otros constituyentes plaguetarios siendo este tiempo-
muy corto y no hay desarrollo de trombina, en los traumas vas-
culares sin ruptura de la pared pueden dafiarse las células endo
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teliales con dafio en la membrana basal; se adhieren pocas pla=-
quetas que permanecen morfolégicamente normales en las células
endoteliales lesionadas adheriéndose muchas m4s en la membra-
na basal, que llegan a la degranulacién y pueden ser el centro
de acumulacién de otras plaquetas y de fibrina, esta membrana=-
puede estimular la formacién de "cuerpos blancos" por contener
una protefna similar a la coldgena, sin embargo se ha demostra
do gue las microfibrillas no coldgenas son las responsables de
la adhesién y agregacién plaguetaria cuando se han eliminado =

células endoteliales de grandes vasos sangufneos (33)

La vasodilatacidén marcada hace que las células endotelia-
les se separen de las membranas, exponiendo su unién y provo--
cando exhibicién de fragmentos de éstas en forma de casquete -
que son cubiertos en todo o en parte por plagnetas, probablemen
te cuando esto ocurre la cuenta plaguetaria es baja, los eri—
trocitos en circulacién guedan en los casquetes gue si estan -
en la piel o membranas mucosas forman pequefias hemorragias lla
madas petequias.

2.=- Interaccibén con otras plaquetas.- E1 ADP es efectivo=
en bajas concentraciones (1.0 MM) derivado in vivo de fuentes-
endbgenas o de eritrocitos, el estudio de éstos conceptos se -
ha efectuado por medio de andlisis in vitro usando plaquetas -
obtenidas de plasma citratado, el calcio ionizado ‘es necesario
para la agregacién, existiendo suficiente cantidad en el plas-
ma citratado permite gue proceda la agregacién, para esto se =
requiere plasma rico en plaquetas gue obviamente es un material
no fisiolégico, la agregaciédn difiere entre las especies de va
rios mamfiferns pero la mds estudiada es la conducta de las =-
plaguetas humanas solamente in vitro.

Para este estudio se emplea el agregémetro a temperatura
de 37°C,determina los cambios en la trasmisién de luz en plas-
ma rico en plaguetas después de la adicidén de un agente agre—-—
gante, la agregacién de las plaguetas en plasma es efectivamen
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te reducido y la trasmisién de la luz se incrementa o la densi
dad 4ptica decrece, si se dispersa el agregado la trasmisién -
de la luz decrece y por lo tanto la densidad Sptica aumenta.

Con ADP la agregacién puede ser reversible, ocurrir en -
dos fases o ser irreversible, esto depende de la concentracién
usadae.
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Fig. 5.= Agregacién plaguetaria usando diferentes concentra
ciones en el Agregdémetro. '

Con bajas concentraciones de ADP (0.75 muM) hay agregacién
reversible con una deflexidn inicial descendiente en el regis-—
tro seguido después se observa un regreso en la densidad 6ptl
ca, en esta fase sufren cambios las plaguetas adoptan formas-
de pequefias espirales y hay formacién de peguefios agregados, -
cuand~ la cnncentracién de ADP es mayor (1.0 sM) se observa —-—
una curva bifdsica, hay una cafda inicial en la densidad &8pti-
ca después hay un regreso hacia la l{nea de base, luego se —-—
produce un segundo descenso en la densidad éptica lo gque indi-
ca una completa extensién de la agregacién, esto es acnompafiado
por la liberacién de ADP endégeno, serot-onina radiactiva y fagc
tor 4 plaquetario, con una elevada concentracién de ADP (5.0 M)
la agregacién ocurre en un solo paso siendo marcada y prolonga
da. De las numerosas teorfas acerca de la explicacién de la a-
gregacién plaguetaria por ADP ninguna es ampliamente aceptada-
y el mecanismo molecular de la liberacién de los cnnstituyentes
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plaguetarios es descon-cido, la agregacién ADP-inducida es pre
venida por el blogueo de la gluc&lisis y la fosforilacién oxi-
dativa, pero no por uno solo, también puede ser inhibida por a
denosina y compuestos vasodilatadores siendo la prostaglandina
E, el més potente de éstos.

Las drogas pueden tener efectos tanto in vivo eomo in vi
tro, la ingestién de 650 mg de aspirina en una dosis dnica pue
de afectar la funcidn plaguetaria durante cinco dfas, ya que =

altera la segunda fase de agregacién y la liberacién de seroto
nina inducida por ADP o epinefrina, pero sin embargo si hay u-
na elevada concentracién de ADP causa agregacién marcada.

Otros agentes de agregacién.

En estudios in vitro, un gran nimero de componentes ade-
m&s del ADP pueden causar agregacidén y estos agentes se divi-
den en tres grupos:

I.- Materiales particulares como la coligena, agregados-—
de yY-globulina y complejos Ag-Ac la fibrina no induce la agre
gacién, pero c mplejos solubles de ésta y mediante digestidn -
con productos fibrinoliticos o con fibrindgeno, pueden inducirla.

II.- Algunas enzimas proteolf{ticas como trombina, tripsi
na y algunos venenos de serpientes.

III.- Algunas aminas biogénicas tales como la serotonina
y epinefrina.

Se ha observado que la adicién de una suspensién de cold-
gena provoca gue la agregacién sea irreversible después de un-
periodo latente, la trombina puede causar una agregacién bifé-
sica la epinefrina en un rango amplio de concentracién también
la causa, la serotonina provoca agregacidén reversible.

La trombina mostrd tener efectos profundos ya que no S0
lo libera pocas moléculas ‘como ADP, serotonina y potasio, sino
también moléculas grandes como ﬂ—glucuronidasa y otras protei-

nase.
Las enzimas mitocondriales y més significativamente las-

citoplédsmicas solubles no se liberan, lo gue indica que hay un
proceso més especifico y complejo que el aumento de permeabili
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dad de la membrana plasmdtica. La epinefrina en gran concentra
cién libera ADP y serotonina, la segunda fase de agregacién y-
la liberacién cuando es inducida por epinefrina o ADP requiere
de uno o més factores en adicidén al fibrindgeno; ¥-globulina y
el factor Hageman (factor XII) que parece estar también involu
crado.

3.- Relacién con la cozagulacién sanguinea.- Varias acti-
vidades de las plaquetas contribuyen a la coagulacién, ya se =
han descrito los factores plaguetarios, su funcién en los cod=-
gulos tanto in vivo como in vitro no es enteramente igual.

El factor 3 es necesario pero no suficiente para iniciar
la coagulacién en el sistema intrfnseco, se sugiere también ——
que la evolucién de trombina in vivo puede ser el gatillo en-
parte, para la liberacidén de ADP de las plaguetas, la retrace—-
cién del codgulo es en cierto modo un artefacto, sin embargo =
resulta probablemente de la contraceién de pseudSpodos de las—
plaguetas, que se unen con la fibrina estando en relacién con
las protefnas contrdctiles presentes en las plaquetas, la trom
bostenina es una de ellas requiere ATP y magnesio para funcio
nar como ATP-asa, la retraccién del codgulo ocurre sélo si las
fuentes de energia est4n disponibles y es inhibido por compo=-
nentes que interfieren con el metabolismo energético (33,34)

Qontrol de las reacciomes de la coagulacifm,

Control del mecanismo fisiolégicor

Flujo sanguineo.- El movimiento de la sangre en las venas
puede servir para la fragmentacién y distribucién de pequefios—
codgulos de fibrina formados y para diluir algunas concentracip
nes locales de procoagulantes, ésto puede involucrar todos los
factnres de la coagulacién, pero posiblemente tenga minima in-
fluencia sobre el complejo factor tisular-factor VII, de marca
da actividad coagulante y si el factor tisular es expuesto "in
situ" ejemplo en el endotelio, puede permanecer ain después de

reaccionar con el factor VII y proporcionar una actividad coa-
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gulante continua, E1l factor Aia puede estar unido a este comple
jo y aumentar su efecto local.

El efecto de estasis en la coagulacién intravascular se-
ha estudiado mediante la formacién de trombos después de inyec
tar suero, para la formacién de trombcs es necesario que se in=-
duzca un estado temporal de hipercoagulabilidad por medio de -
la inyeccién intravenosa de suero, y gque el flujo de sangre es
té detenido en un segmento de vena durante este perfodo.

El dafio de la pared vascular no es esencial para que ocu
rra la coagulacién, pero esto puede ser un factor determinante
en otras circunstancias.

Mecanismo de la coagulacidn.

La coagulacién sanguinea ha sido considerada por algunos
investigadores como un proceso enzimdtico y ha sido denomina=
da como cascada o catarata, cada uno de los factores circulan-
tes de la coagulacién son considerados como proenzimas 1los =—-—
cuales son convertidos a enzimas durante el proceso, excepto -
para el fibrinégeno que es convertido finalmente a fibrina in-
soluble. La funcién de cada enzima formada es activar la proen
zima siguiente en la secuencia de la coagulacién, de &ste modo
la preenzima A es convertida a enzima A, la cual cataliza la -
conversién de proenzima B a enzima B, as{ subsecuentemente has
ta la formacién del codgulo de fibrina. La cascada fue desarro
llada para el llamado Sistema Intrinseco, que es el aconteci--—
miento de la coagulacién como resultado de la interaccién de -
sustancias presentes en la circulacién (6,7,33)

La validacidén de este concepto requiere de la demostracih
de gque los factores activados convierten a otros factores a la
forma enzimdtica activa, pero sus experimentaciones pueden ser
diffciles, dado que en una determinacidn 1las dos proteinas se
encuentran en la mezcla de reaccidn, actuando una como enzima-—
y la otra como sustrato, esto puede ser realizado estudiando la
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cinética de la reaccién bajo condiciones controladas cuidadosa
mente, involucrando el estudio de la proporcién inicial de la-
reaccidn, debido a que ésta es directamente proporeional a la=
concentracién de la enzima por lo tanto al hacer el diagrama-
se obtiene una lfnea recta. La conversién de la razén de la pro
porcién inicial varfa con la concentracién del sustrato, de =
tal manera que el diagrama obtenido tiene la configuracidn de-
hipérbola.

La diferenciacién de las funciones de los componentes pue
de ser realizada por medio de la variacidén de la concentracién

de los reactivos mediante un rango apropiado . Otro mecanismo-
empleado para la diferenciacién de lé enzima y el sustrato es-
la relacidn en el rendimiento del producto la cual estd deter-—
minada por la concentracidn del sustraito, en un determinado =
tiempo en que el rendimiento del producto es independiente a =
la e~ncentracién de la enzima, lo cual ha sido demostrado que-
después de una reaccidn se ha perdido la adicidn complementaria
de mds sustrato, yua gque puede incrementar el producto, sin em
bargo la adicidén de la enzima no tiene efecto.

El sitema intrinseco.
Lz cnagulacidn en este sistema empieza con la activacidén-

del factor XII por la exposicién a una superficieAde contacto,

aungue dste factor es esencial para -la coagulacién normal in -
vitro, su funcidn in vivo es incierta, ya que se ha observado-
gue en individuos con deficiencia congénita de este factor no-
presentan desérdenes hemorrdgicos, in vivo puede ser activado=-
por sustancias como la coldgena o dcidos grasos; in vitro pue-
de ser activado por sustancias como el caolin, celita, vidrio,
ete (1, 3, 33)

La actividad del factor XII es causada por la adsorcién de
un inhibidor por el vidrio, pero trabajos recientes han indi-
cado que ésto es causado por una alteracidn del factor, o tal~

ver por laz adsorcién de 1= protefna en la superficie, exponien
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do sus grupos hidréfobos, siendo el centro activo de la enzima,
el calcio no es indispensable para su activacién (7,33)

El factor XIIa funciona como enzima en la activacién del=-
factor XI, no necesita calcio y la reaccién se efectia en la -
superficie, el consumo de este Wltimo factor durante la coagu-
lacién es minimo y la reaccién es completa si el plasma se —-—
expone a una superficie grande, es consumido en proporcién a -
la cantidad del factor XIa formado, y puede ser activado por -
cadenas de 4cidos grasos grandes.

La naturaleza del producto de la reaccién de los factores
£ITa y XI es desconocida, sin embargo tiene actividad enzimdt;
ca capaz de activar al factor IX; otra alternativa del factor-
XI es que,considerdndolo como cofactor o acelerador en la reac
cidn involucra a los factores XIIa como enzima y al IX como —-
sustrato para formar el IXa, se requiere la presencia de cal-—-—
cio y la reaccidén es inhibida por altas concentraciones de he-
parina.

En el esquema de cascada se observa, actuando los facto=—-—
res XIa como enzima y el IX como sustrato, el producto se con=-
sidera como factor IXa y tiene potente actividad coagulante, -
la cual no es inhibida por el DFP o por el inhibidor de tripsi
na, el suero contiene mayor actividad del factor IX gque el ==

plasma, probablemente por algo del factor IXa presente; éste -
dltimo participa en la reaccién que involucra al factor VIII,-
fosfolipido y calcio, reaccién gue es acelerada por restos de-
trombina. Los resultados de Earlier, indican cue ésta reaccién
da como producto el factor VIIIa, el fosfolipido es cedido =-
por las plaquetas en sangre completa, en donde la membrana li-
pfidica es la que tiene mds participacién en la coagulacién ( -
Fig. 6)

El Sistema Extrinseco.

Este término se refiere a la secuencia de las reacciones-
de la coagulacién debidas a la adicidn de extractos tisulares-
y calcio al plasma, el dnico paso en éste sistema es la reac——
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cibén del factor tisular (factor III) con el factor VII, y la -
incubacién de éstns con calcio revela una marcada actividad —-=
coagulante del complejo asi formado, gque actda enzimdticamente
con el calcio como cofactor y convierte el factor X a factor -
La. (Fig. 6)

El DFP inhibe la actividad coagulante del complejo, un —-
punto que aparece diferente entre el sistema extrinseco e in--
trinseco, es que el dltimo requiere de la adicién de fosfolipi
do, esta diferencia puede ser relativa, ya que se ha observa-
do que el factor tisular estd constituido de fosfolfpidos, pro
tefnas y colesternl, siendo él fosfolf{pido un complejo lipopro
tef{co capaz de inducir la formacién de protrombinasa, de &sta-
manera la funcién de los dos sistemas es idéntico después de -
la activacién del factor X, excepto por el origen del fosfolfi-
pido. La funcién del sistema extrinseco en la coagulacién in -
vivo es incierta, pero 'es importante porque provee un mecanisr
mo para la rdpida producciédn de peguefias cantidades de trombi-
na, la cual puede convertir a los factores V y VIII mds répida
mente a la forma activa y acrecentar la agregacién plagueta——-
ria (7,33)

El factor tisular parece estar relacionado al sitio de la
lesién, posiblemente se localiza en la {ntima de las venas, y-
puede reactivarse rdpidamente junto con el factor VII al plas=—
ma, siendo aumentada por el factor XIIa, que aparece en la con
versién del factor VII a la forma m4s reactiva (33)

Sistema comin.

El producto de la reaccidn que involucra los factores IXa
y VIII, actla como enzima que cataliza la activacién del factor
X con calcio como cofactor, durante la coagulacién normal se -
consume muy poco de factor X, pero si se adiciona factor VIII=-
al plasma hay mayor formacién de factor XIa y, el factor X es~-
consumido, lo que sugiere gue éste es suprimido en el suero -

debido a su insuficiente activacidn, gue puede ser a causa de
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la marcada inestabilidad del factor VII o a la activacién del-
factor X.

El factor Xa es formado tanto en la coagulacién extrinsg
ca como en la intrinseca, es el empiezo del paso final de la =
coagulacién y es también producto de la aceiédn del veneno de -
vibora de Russell en el factor X, su funcién es que puede cata
lizar la conversién de protrombina a trombina sin ningdn compo
nente adicional en la mezcla de reaccién.

Se ha observado que la c-mbinacién de fosfolipido, factar
V y calcio, incrementa la actividad del factor Xa, y es capaz-
de efectuar la conversién de protrombina en una razén mis répi
da.

La incubacidn del factor V con pequefias cantidades de ==
trombina, convierte al factor en una pequefia molécula con ma,
yor actividad es consumido durante la coagulacién normal y, =—-
est{ ausente en el suero.

La conversién de protrombina a trombina involucra una se
rie de cambios en el peso molecular, apariciédn de nuevos grupcs
terminales amino libres, y la ruptura proteolftica de la molé
cula de protrombina.

La trombina es una enzima protenl{itica que ataca al fi—
brindgeno y lo convierte en mondmero de fibrina por la hidréli
sis de cuatro uni-nes pept{dicas por mol, desprendiendo dos mo
les de cada fibrinopéptido A y B todo el fibrindgeno es con=-
vertido a fibrina en el plasma, éste puede ser atacado en au—-
sencia de calcio, pero su presencia acelera la reaccién.

La heparina inhibe la actividad proteolfitica de la trombi
na, y es incrgmentada por el cnhfactor heparina del plasma (anti
trombina III). La trombina tiene otras funciones importantes =
tales como, la activacién del factor XIII, la agregacién plaque
taria y liberacién de constituyentes plaquetarios.

Después de que se ha formado el monémero de fibrina sigue
una polimerizacién del tipo unién-hidrégeno para la formacién-
del codgulo de fibrina, cuando éste es formado después de la -
purificacién de fibrinégeno y trombina es mecdnicamente inesta
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ble y soluble en soluciones concentradas de urea, mientras que
el formado en el plasma normal es mecdnicamente estable e in-
soluble en soluciones concentradas de urea, esta diferencia-
se debe a la accién del factor XIIIa, que es una enzima forma=-
da por la accidn de la trombina sobre el factor XIII con cal-
cio como cofactor, es una transaminasa cataliza la formacién-
de uniones peptidicas entre grupos glutamina y lisina, en molé
culas adyacentes del monémero de fibrina en el codgulo, esto =
no sucede en el suero, esta reaccién es el paso final de la —-
coagulacibn, produciéndose un codgulo efectivo hemostdticamén-
te por la estabilizacién de fibrina (1,3,33)
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Fig.6-Esquema del mecanismo de la coagulacidn sanguineas

Las reacciones encerradas por la lfinea sélida, son las =
gue ocurren cuando la sangre es expuesta a una superficie ex—-—
trafia: es el Sistema Intrinseco. Las reacciones encerradas por
la l{nea punteada, son aquellas que suceden en el plasma, cuan
do es adicionado el factor tisular y el calcio: es el Sistema-
Extrinseco. El1 veneno de vibora de Russell se incluye en el
4rea del Sistema Extrinseco, pero estd entre paréntesis, debi-
do a que no se ha definido como parte de este Sistema.

PL indica la presencia de fosfolipido y, ca** indica la-

presencia de calcio (33)



Agentes Anticoagulantes.- Son aquellos que impiden o retar
dan la coagulacién sanguinea, hay dos o m4s sistemas de clasi-
ficacién atendiendo a su interaccién fuera o dentro del orga-
nismo, y de acuerdo a la etapa de coagulacién en gue actdan o
sobre que sustancia de esa etapa.

1) Anticoagulantes que actdan in vitro, es decir una vez-
obtenida la sangre: son esencialmente sustancias descalcifican
tes que eliminan el ién calcio de la sangre (7)

2) Anticoagulantes gue actlan in vivo, cuando se adminis=
tran al organismo: drogas hipoprotrombinémicas que provocan -
un descenso del nivel de protrombina en el plasma, lo cual se-
ha obtenido por la determinacién del “tiempo de protrombina".

3) Anticoagulantes fi{sicos que actfian-in vitro.

4) Anticoagulantes cue actidan tanto in vivo como in vitro.

Dentro del primer grupo, se encuentran los siguientes an-

ticoagulantes qgue son también llamados agentes descalcificantes,

Descalcificantes precipitantes.- Se encuentran los oxala-
tos siendo los mds empleados los de litio, sodio y potasio, -
remueven los iones calcio de la sangre y precipitan como sales
insolubles de calcio. .

El oxalato de potasio (K2 c, 04- HZO) es el mids comunmen—
te empleado se usa de 1 4 2 mg/ ml de sangre, en los procedi=-
mientos rutinarios se emplea 0.01 ml de una soluciédn acuosa al
20% por ml de sangre.

El oxalato cuando es empleado como sal, debe estar perfec
tamente seco, lo cual puede hacerse directamente en los tubos-
colectores de sangre reduciendo as{ la produccién de hemfli=-
sis, la temperatura de secado no debe exceder de 100°¢ para e=
vitar que el oxalato se descomponga y se forme carbonato, ac—-
cién que recibe el nombre de crepitacidén, el secado es actual=-
mente innecesario puesto que el error de dilucién es de 1%, y -
hay menor tendencia de hemdlisis con la solucién que con la ==
sal seca, este peligro se aumenta con el incremento de la con-
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centracién de oxalato y es casi inevitable a concentraciones =
mayores de 3mg/ml, dan resultados eficaces el empleo de tubos-
colectores conteniende una mezcla de oxalatos como sigue: Oxa-
lato de litio (12 mg), de sodio (14 mg), de amonio (4 mg), de-
potasio (6 mg) y fluoruro de sodio (17.5 mg) (1,2,9)

El problema mis frecuente del empleo de este tipo de anti
coagulantes es gue alteran las concentraciones de los componeh
tes del plasma.

El hematocrito usando oxalato de potasio es de 8%-13% me-
nor que el obtenido con heparina, esta disminucidén es debida a
un cambio en la concentrapién de agua en los eritroecitos. Obvia
mente los cambios son incrementados cuando se aumenta la con
centracién del anticoagulante, siendo este efecto inversamen-——
te proporcional al peso molecular, a parte de los cambios de a
gua es posible que haya otras alteraciones en la permeabilidad
eritrocftica, la cual puede explicarse debido a los efectos va
riables del oxalato y otras sales anticoagulantes.

Oxalato de sodio.- Se usa en una solucién de 0.1 M, la —-
cual es preparada disolviendo 1.34 mg de oxalato de.sodio gra-
do reactivo analftico en 100 ml de agua. Se emplea para prue-—-—
bas de coagulacién en una proporcién de 1 parte de oxalato por
9 partes de sangre total, esta solucidén no es isotdnica, el ——
oxalato se combina con el calcio y se forma oxalato de calcio-
insoluble, este anticoagulante tiende a incrementar la labili=-
dad de los procoagulantes.

Oxalato de litio.- Es muy empleado y, su accién es supe-—
rior a la de otros oxalatos, se emplea para la determinacién -
de iones potasio debido a que hace aparente su presencia rédpi-
damente ya gue también tiene la propiedad de ser aclarante, el
inconveniente que presenta, es que produce turbidez’ en la deter
minacién de 4cido drico por cualquiera de los métodos de fosfo
tungstato (1,3,9)

Heller y Paul introdujeron, en 1934, el uso de una mezcla
balanceada de oxalatos, -usando oxalato de amonio seco l.2gr ——
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y oxalato de potasio seco 0.8 gr en 100 ml de agua destilada—-
neutra, se pipetean 0.5 ml de la solucién a tubos de ensayo=—-
previamente limpios y secos, se tapan con algndén y se dejan -
evaporar en un esterilizador de aire caliente hasta sequedad,-
la cantidad de oxalato sirve para 5 ml de sangre.

La mezcla no afecta significativamente el volumen corpus-
cular y se puede emplear para la determinacién de hemoglobina,
hematocrito, tiempo de sedimentacién y recuento de células tam
bién se puede utilizar para frotes de sangre pero es limitado-
a los 5 primeros minutos debido a que produce crenacién deeclas
células rojas, vacuolizacidén en el citoplasma de los gramulo—
citos, fagocitosis de los cristales de oxalato, formacién de -

artefactos en el nicleo de los linfocitos, monocitos y otras -
deformaciones que aparecen rdpidamente. La sangre gque contiene
esta mezcla de anticoagulantes no se emplea para el andlisis =
de determinacién de nitrégeno no protefco, nitrégeno de urea =-
por el método de ureasa y determinacién de potasio (1,11,12)

El empleo de sangre oxalatada se utiliza para la determi-
nacién de:

Cantidad de hemoglobina; recuento de hematies; {ndice de-
color (valor globular); recuento de plaguetas; fndices de volu
men, saturacién e ictérico; reaccién de Van den Bergh; recuen-
to de leucncitos; frotes para recuento diferencial. (férmula —-
leucocitaria); reacciédn de peroxidasas; prueba de resistencia-
osmética; velocidad de sedimentacidri; determinacién de glucosa
etc. (9,13)

Anticoagulantes descalcificantes desionizantes.- En esta-
clasificacién se encuentran los fluoruros y los citratos gue-—-
forman con el calcio sales insolubles impidiendo as{ gque actie
en el proceso de la coagulacién.

Fluoruro de sodio.- Generalmente se usa como conservativo
para determinaciones de glucosa en sangre, pero actda también-
como anticoagulante debil; cuando se emplea como conservador =
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junto con un anticoagulante como oxalato de potasio es eficaz-
en una concentracién de 2 mg/ ml de sangre, ejerce su accién =
por inhibir el sistema de enzimas que intervienen en la glucé-
lisis, cuando se usa como anticoagulante la concentracién debe
ser mucho mayor por ejemplo: de 6 4 10 mg/ ml de sangre, pero-
puede producir un cambio significativo en la concentracién de=-
agua y por lo tanto hay presencia de hemélisis.

El fluoruro de sodio no es empleado cuando se determinan-
enzimas ni cuando se utilizan éstas en el andlisis ejemplo: —-
determinacién de urea por el método de ureasa (2,12)

Citrato de sndio.- Se utiliza para la determinacién del =
tiempo de protrombina, tiempo parcial de tromboplastina y otras
pruebas de la hemostasia, mantiene relativamente estable el ==
factor V en la sangre, se utiliza en solucién al 3.8% agregan-
do a cada tubo 0.5 ml del anticoagulante gue se mezclan suave-
mente con 4.5 ml de sangre. Cuando el plasma citratado es re—-—
calcificado los compongntes de la mezcla se aclaran, el punto-
final es la formacién de una pelfcula uniforme de fibrina en -
la solucién aclarada.

El citrato de sodio puede ser metabolizado por el organig
mo y es empf{ricamente mejor protector de los procoagulantes lé
biles que el oxalato, los que no son facilmente adsorbidos del
plasma citratado.

El uso de este anticoagulante es el mds difundido en Medi
cina Cli{nica, para efectuar transfusiones de plasma gue son ==
importantes en tres circunstancias principales:

1) Cuando el volumen sangufneo disminuye bruscamente como
ocurre en las hemorragias, la movilizacién de las protefnas <=
por el cuerpo requiere tiempo y en tal situacién, las transfu-
siones de plasma (o de sangre) snon de gran valor por suminisw—
trar la proteina en forma inmediata.

2) La transfusién es ﬁti; en la deficiencia protefca cré-
nica generalizada por ejemplo: en la producida por incapacCi=-
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dad para ingerir alimento por la boca durante un perfodo de ==
tiempo prolongado, el plasma citratado tiene una concentracién
protefca cerca de 4.5%.

3) Suministro de algdn constituyente particular del plas=
ma, del cual estd deficiente el paciente.

Las transfusiones de plasma han sido utilizadas para pro=-
porcionar a quienes no lo estan, formando adecuadamente o lo es
tan perdiendo por algunas vi{as, se usa también como antes se =
mencioné, para proporcionar factores de la coagulacién y sumi
nistrar anticuerpos bacteriales o virales (8,20,23)

Existen factores téxicos en la mezcla plasma=citrato; du=-
rante transfusiones voluminosas de sangre o plasmas citratados,
la concentracién de citrato en el plasma aumenta considerable-
mente y en presencia de lesién hepdtica, las cifras de éste -
por lo que la remocién de citrato inyectado se realiza con ma-
yor lentitud.

Se ha sugerido gue cuando la concentracién de citrato en-
el plasma aumenta, al disminuir la cantidad de calcio ionizado
durante la exangufneo transfusién se debe temer que se presente
tetania y convulsiones.

Anticoagulantes descalcificantes; secuestrantes o quelan=-
tes.- En este grupo se encuentran las sales disédica y trisédi
ca del 4cido etilendiaminotetraacético, en 1945, Schwarzenbach
propuso la accién de aminas terciarias con grupos carboxilos=—-
sobre diversos iones metélicos,-para la formacién de complejos
guelantes.

Acido Etilemd&iaminotetraacético (EDTA), HlSClOOBNZ‘

HOOC—Cﬂb\\N ’///CH2—COOH

H/// —CHQ-CHQ-N
HOOC~CH,, CH,~COOH

Su férmula indica que a los cuatro electrones correspon--

67



dientes a los hidrégenos de los grupos carboxilos se pueden —-
sumar dos electrones de cada nitrégeno, por lo gue la molécula
posee seis ligandos covalentes para unirse al ién metdlico, es
por lo tanto un agente quelatégeno exadentado.

En la prdctica no se emplea directamente el 4cido en la -
preparacién de soluciones debido a su baja solubilidad, la sal
tetras8dica tampoco es apropiada en virtud de tener una gran -
tendencia a hidrolizarse, de lo que resultan soluciones de al-
calinidad elevada gque pueden interferir en algunas determing—-
ciones, comunmente se emplea la sal disédica con dos moléculas
de agua de cristalizaciénf

Su férmula empirica es: H1401008N2Na§ 2H,0

Na,H,Y * 2H,0 este anién es denominado por la férma H2¥=
en solucién a un pH cerca de 10 y cuando reacciona con el ién-
calcio se tiene:

+
HQY + Ca

CaY + 2H
La sal de EDTA potdsica es conocida comercialmente con el
nombre de solucién Sequestreno (28)

El EDTA se usa en una concentracién de 1 4 2 mg/ ml de —
sangre, es empleada para el estudio de andlisis morfolégicos =
porque previene la formacidén de artificios; ademds, su estabi-
lidad es constante y prolongada, su empleo para la preparacién
de frotes es muy aceptada ya que se puede preparar después de-
2 § 3 horas y las células contindan sin alteracién después de-
12 horas.

E1 EDTA puede emplearse para realizar los mismos anilisis
que se llevan a cabo con el uso de oxalato, también se emplea-
para andlisis de conteo de plaguetas y funcién plaquetaria ya-
gue previene su aglutinacién (2,16)
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Férmula del EDTA cdlcico.

Dentro del segundo grupo se encuentran los anticoagulane
tes que generalmente actdan in vivo; su accién es contra algdn
o algunosde los factores de la coagulacién, se clasifican en:

Antitrombfnicos ( actdan contra la trombina).

Antiprotrombinicos (actdan contra la protrombina).

Estas dos clasificaciones son espec{ficas; la que se hace
como inhibidores es mds general, ya que actdan contra uno o va
rios factores, no determindndose especificamente contra cual.

Anticoagulantes antitrombimi¢os.=-Dentro de este grupo se
encuentran: la heparina, las cumarinas, las indandionas etc.

Heparina.- Su descubrimiento no se debié a la investiga-
cibén en busca de anticoagulantes, sino que fue un subproducto-
de estudios cuyo objeto era descubrir nuevos procoagulantes (8)

La heparina es un mucopolisacdrido compuesto de D=gluco-
samina y 4cido D-glucurénico con grupos de ésteres de &cido sul

firico, una caracter{stica de ésta molécula es su potente car=-
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ga electronegativa, se ha aislado de higado y pulmén de algu--
nos animales, y se ha observado que no coagula la sangre tanto
in vivo como in vitro, debido a que interfiere en la transfor-
macién de la protrombina en trombina ( antitrombinico) para ——
ello es necesario la presencia de un cofactor (albdimina Xl) -
del plasma.

Se ha establecido que el sitio de formacidn de la hepari
na en el organismo animal, es principalmente en las células —--
cebadas (mastocitos) del tejido conectivo, especialmente en hi
gado y pulmén; las granulaciones que presentan estas células =
son de heparina como lo demuestra la reaccién metacromftica —-—
purpurea que se efectda con azul de toluidina.

Se c-nsidera que normalmente existe cierta concentracién
de heparina en la sangre, algunos investigadores la consideran
como el anticoagulante que es el responsable de mantener la =-
fluidez de la sangre en el sistema vascular intacto (6,7,22)

Estructura quimica de la heparina.

/ CH0H COON N

\ H HN=—SO3H H OH /"l

Las dos hexosas estan en cantidades equimoleculares y se
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alternan en la cadena del polisacdrido, el peso molecular en -
varios preparados y fracciones varia de 6 000 4 20 000, tiene-
analogias estructurales cnn la amilasa y después de la desulfa
tacién y reduccién puede hidrolizarse con la beta-amilasa, se-
distingue de otros mucopolisacdridos en gue posee grupos sulfu
ro en enlaces aminicos, un tipo de ligadura rara en la natura-
leza, su contenido de dcido sulfirico es muy alto lo cue hace
que esta molécula sea el dcido orgdnico mds fuerte del organis
mo. Los polisacdridos sulfatados con propiedades anticoagulan-
tes (heparinoides) se sintetizaron con objeto de producir un =
sustituto barato de la heparina, su actividad depende del gra-
do de esterificacidn con dcido sulfdrico,

Los extractos de heparina obtenidos de diferentes anima--
les y de diferentes 8rganos varian en potencia, de manera cue-
lés preparaciones finales deben ser estandarizadas biolégica--
mente, estas pruebas se basan en la comparacidn entre la acti-
vidad de los preparados con el patrdn de referencia U.S.P., en
relacidn con la capacidad para prevenir la coagulacién de una-
mezcla de plasmas citratados de ovejas, a la que se le ha agre
gado calcio. La farmacopea de los Estados Unidos, especifica =
que las preparaciones de heparina sddica deben contener no me=
nos de 110 unidades U.S.P. por miligramo, pero al mismo tiempo
permite a los fabricantes un 10% de error. Una unidad represen
ta la actividad presente en aproximadamente 0.0l mg de heparina.

Los grupos fuertemente 4cidos de la heparina reaccionan -
con ciertos compuestos bdsicos, por ejemplo: la protrombina, -
azul de toluidina, bencidina, hexadimetrina y la guinina que =-
destruyen as{ la actividad anticoagulante (6,7:12)

Los trabajos publicados indican que la heparina inhibe en
orden de eficiencia creciente; la trombina, la tromboplastina,
el factor V, 1la generacién de tromboplastina, los factores IX-
v XTI, también la propiedad de reducir el grado de adhesividad
de las placuetas, lo oue tiene particular interés en relacién

a su uso, debido a aue ésta propiedad se ve aumentada en perig
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dns puerperales y en enfermedad de Buerger ( 5, 6 , 22)
Heparina e hiperlipemia: Hahn, en 1943, fue el primero en
seflalar gue la turbieded del plasma lipémico posprandial podfa
"clararse" inyectando heparina, pero né affadiéndolo al plasma-
lipémico in vitro. Anderson y Fawcett, en 1950, demostraron =
gue el plasma lipémico no heparinizado se depuraba in vitro =
afiadiéndole plasma de un individuo heparinizado, lo que proba-
ba la presencia en la sangre de un factor depurador producido-
por la heparina, se ha demostrado que es una lipasa que hidro=-
liza los triglicéridos de los quilomicrones y libera los 4cidcs
grasos, pasando éstos dltimos con rapidez a los tejidos, este=-

factor se ha denominado lipasa protefca, se encuentra en casi-
todos los drganos salvo higado y cerebro, se la supone situada
en la pared vascular o cerca de ella, porque, después de la in
yeccidn intraarterial de heparina, puede demostrarse su activi
dad en sangre venos4 a lo8 pocos segundos que tarda en pasar-
por el lecho capilar, aparece también en linfa y es inactivada
en el higado del hombre y de los animales (6,7,23)

No se conoce el papel fisiolégico que tiene la lipasa 1li
poprotefica cuand~ falta la heparina exégena, su localizacién -
en la pared de los capilares o junto a ella, sugiere gque tie=
ne un papel en el transporte de los 4cidos grasos libres por -
las paredes vasculares, aungue se carecen de pruehés concluyentes.

Propiedades Farmacolégicas.— Sus principales acciones se
limitan casi por completo a la sangre, incluso grandes dosis =
intravenosas de heparina, no tienen otros efectos mis gque en-
la coagulacién y en el metabolismo de los 1{pidos sangufneos.

El primer efecto de 1la heparina y el de mayor importancia
clinica, es su habilidad para interferir la conversién de pro=
trombina en trombina por la accién de la tromboplastina, a és=
to se le ha denominado accidn antiprotrombinica o accién anti=-
trombnplastinica de la heparina la cual fue descrita por Ho=-
well y confirmado después por Brinkhaus, guien ha sugerido que
actiz antagonizando la tromboplastina manifestdndose cuando -
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hay plasma presente (5,6,8)

El efecto inhibidor de la heparina sobre la trombina re=-—
guiere la accién de una alfa-globulina plasmitica, conocida co
mo cofactor de la heparina, posiblemente idéntico a la antitrom
bina plasmidtica normal, aungue se ha sefialado cierta separacién
entre las dos actividades, basadas en diferencias de estabili=-—
dad.

Acciones diversas.— Su administracidén no altera la veloci-
dad de sedimentacién de los eritrocitos, pero su empleo in vi=-
tro, produce cifras distintas de las obtenidas con oxalato o ci
trato los estudios quimicos de la sangre no son alterados por-
la heparina, aunque deben efectuarse cuentas leuconcitarias den-
tro de las dos primeras horas ya cue hay tendencia de los leu-
cocitos a desaparecer de la sangre, no es utilizado para efec—-—
tuar pruebas en las gue intervienen el complemento o isoagluti-
ninas, tampoco se emplea para pruebas de fragilidad debido a ==
gue inhibe la hem8lisis, sin embargo se usa para la determina-—-—
cién de hematocrito, pH, p002 y pO2 debido a gue no causa alte-
racibén. De ordinario se usa aproximadamente 20 unidades de hepa
rina por ml de sangre es empleado a menudo en solucién, algu—-—
nos inconvenientes de su empleo es su alto costo, su accidn —-—
transitoria y el hecho que d4 fondo azul a un frote de sangre -
tefiido con Wright (5,6,20)

Anticoagulantes Cumarinicos.- Prolongan el tiempo de pro-—
trombina, mediante la supresiédn de su formacidn y de los facto
res VII, IX y X por el higado, requiriendo la presencia de la -
vitamina K, debido & la similitud de su estructura con la de —--
los compuestos cumarinicos han sugerido que estos dltimos ac=-
tdan como antimetabolitos blogueando la utilizacién de la vita=-
mina K por el hfgado, y son denominados "hipoprotrombinémicos"-
o "antitrombinicos".

Via de administracién y excresidn.- Los compuestos son bien
absorbidos después de su administracidn oral, difiriendo en el-
tiempo necesario para producir hipoprotrombinemia y en el que -
los factores de la coagulacidn retornen a su actividad normal,-
en base a la determinacién del tiempo de protrombina una vez -
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suspendida la droga, aunque con dosis suficientemente altas -
la sintesis hepdtica de los factores vitamina K-dependientes,-
resultarfa probablemente disminuida casi inmediatamente después
de absorbida la droga, -e requiere determinado tiempo antes de
gue caigan los niveles de los factores como resultado del con-
sumo normal para que haya rdpida accién, las dosis iniciales-
de estas drogas deben ser mds altas que las dosis subsecuentes,
estos anticoagulantes no aparecen como tales en cantidades im=
portantes en la orina, pero sf se excretan productos metabfli-
cos no identificados de ellos (5,8,20)
Los derivados principales de la cumarina son:

Bishidroxicumarina (Dicumarol).- Fue la primera droga es
tudiada, posee ciertos inconvenientes (absorcién irregular, =-
larga duracién de accién que impide su control adecuado)

Su férmula es:

Bishidroxicumarina-(Dicumarol) 3,3-metilen-bis-(4-hidro-
Xicumarina).

Biscumacetato de etilo (tromexé4n).- Se diferencfa del an
terior porque este compuesto tiene acetato de etilo a nivel del
puente metileno del anterior; ambas drogas poseen dos grupos -
derivados de la 4-hidroxicumarina.

Su férmula es:
C00Cz2 Hg OH

OO0

Tromexén 3,3-carboximetileno-bis=—(4-hidroxicumarina)etil
eter.
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Warfarin sédico (Cumarfn sédico).- Tiene un solo grupo -
de hidroxicumarina, puede ser administrado parenteralmente.
Su férmula es:

ONe.

CH

° |

CHz=Co~CH,

warfarin sédico 3(acetonil-bencil)-4~hidroxicumarina.

Acenocumarol (Sintrom).- Tiene un solo grupo de hidro—-
xicumarina, su sal sddica es muy soluble y estable, puede admi
nistrarse por via intravenosa, se diferencia del anterior por-
poseer un grupo nitro. l

Su férmula es:

NOy

OW

Acenocumarol 3-(acetonil-p-nitro-bencil )-4-hidroxicumarina

Ciertos compuestos de la indandiona tienen efectos simi-
lares a los compuestos cumarinicos, actdan mediante la disminu
cién de la formacidn de proteinas de la cozgulacién vitamina -
K-dependientes, su estructuta qufmica estd muy relacionada con
la de los derivados cumarinicos.

Fenindrona (Danilone, Hedulin)

2-fenil-1l, 3-Indandiona.
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Difenandiona (Dipaxin).

2-difenilacetil-l,3-Indandiona.

Usos terapeiticos de las drogas anticoagulantes (cumari-
nas e Indandionas):

l.- En el tratamiento de enfermedades tromboembélicas, -
para prevenir el crecimiento de los codgulos y los embolismos-
subsecuentes, este tipo de tratamientos también deben ser admi
nistrados en las tromboflebitis, las cuales pueden desarrollar
se espontdneamente a consecuencia de cirugfa, trauma o proce-
sos patolégicos como la oclusiédn coronaria y la insuficiencia=-
cardiaca congestiva.

2.- Profildcticamente para prevenir las complicaciones =
tromboembblicas después de la cirugfa, en ciertos casos de trau
matismos tales como fracturas, en pacientes con trombosis core
naria aguda.

E1l uso de estos anticoagulantes depende de muchos facto=
res tales como la edad del paciente, el grado de reposo en ca

ma, la historia de enfermedades tromboembdlicas previas y la -
ausencia de contraindicaciones especificas (5, 8, 29)
Este tipo de anticoagulntes sélo tienen accién in vivo.

Dentro de la segunda clasificacién tenemos los anticoa-—-
gulantes antiprotrombinicos, encontréndose a la heparina como=-
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representante de éstos, pero este anticoagulante ya se traté =
ampliamente .

Dentro del grupo de los anticnagulantes que tienen accién
contra algin o algunos de los factores de la coagulacién se en-—
cuentran los inhibidores, y pertenecen 2 este grupo: productos-—-
l{ticos de la fibrina y los adsorbentes.

Productos liticos de la fibrina.- El depdsito de fibrina-—
ya sea intravascular o extravascular frecuentemente ocurre tan-
to en personas sanas como en enfermas, el mecanlsmo por medio -
del cual estns depésltos son disueltos iﬁ~;I;b e 1nvolucran la-
dlsolu016n enzimdtica de polimeros insolubles de fibrina se co=-
noce cnHmo f1br1nolls1s. Esto fue explicado por medio de la Ob==—
servacidn en la circulacién normal del plasma de la actividad-
de un sistema proteol{tico denominado Sistema plasminégeno- pl=s

minz, una proenzima denominada plasminégeno ( p-globulina) es =
convertida en plasmina por medio de la accidn de activadores —-—

( o cinasas) liberadas de fuentes de tejidos.

La plasmlna es una enzima que es activa a un pH neutral,-
Yy €s capaz de d1ger1r la fibrina en un nimero de fragmentos so-
lubles.

Componentes del Sistema enzimdtico fibrinolitico.

Plasminégeno. —-Abunda en el plasma en una cnncentracién -
de 10 4 20 mg/ ml, cuando es convertido en plasmina posee una -
actividad de 2.5t 1.0 unidades de caseina / ml de plasma.

Se encuentra también presente en pequefias cantidades, en=-
fluidos y secresiones m4s o menos de tndo el cuerpo. La relacidn
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de éste con el fibrindgeno es de gran consideracidén, ya que el
plasminégeno tiene tendencia a coprecipitar, siempre que la fi
brina disminuye, cantidades significativas de éste son incorpo
radas en tales depdsitos.

En estudios bdsicos de inmunofluorescencia se ha sugerido
que el plasminégeno es sintetizado en los eosinéfilos del hue-
so y es transportado a la circulacién y tejidos cuando es nece
sario, muchos investigadores han sugerido aue el higado es el-

lugar de mayor produccién y mantenimiento de este componente.

Se ha efectuado el aislamiento, purificaciédn y caracteri=-
zacién del plasminégeno humano mediante técnicas de extraccién,
cromatografia y fraccionamiento, se ha observado gue es una —-
proteina monomérica con peso molecular de 89 000.

Plasmina.- Tiene mucha semejanza con la tripsina, es una-
endopeptidasa suceptible de hidrolizar las cadenas de arginina
v lisina de las proteinas a un bH neutro, también actvya con al
gunas proteinas y sustratos sintéticos los cuales son sucepti-
bles a la accién de la tripsina, 1a plasmina digiere al fibri=
négeno en una cantidad similar a la accién de la fibrina, tam=- -
bién hidroliza varias proteinas gue se encuentran en estado na
tural particularmente los factores V y VIII de la coagulacién,
pero incluye componentes del suero, ACTH, gran hormona y gluca
gon entre otras.

La activacién del plasminégeno a plasmina ocurre enzimdti
camente y cuando es catalizada por urocinasa, implica la sim=-
vle apertura de la cadena arginina-valina en la molécula de —-
plasminégeno, manteniéndose unidas estas dos cadenas por un —-
puente de disulfuro. Algunos estudios sugieren que la plasmina
tiene el mismo veso molecular oue el plasmindgeno, pero como -
resultado de la apertura de la cadena, la molécula se vuelve =
mfs compacta.

Activadores del plasmindgeno.- Ya cue éste es un constitu

vente normal en el plasma, se ha dado macha atencién a los ac-
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tivadores biolégicos que ocurren naturalmente del plasminégeno
los cuales son enzimas proteoliticas capaces de hidrolizar ar-
ginina y/o uniones de lisina, son espec{ficas para la activa--—
cibén de plasmindgeno, tienen pocos efectos demostrables en o=—
tras protef{nas, pueden encontrarse en pequefias cantidades en =
todos los fluidos del cuerpo (el nivel de activador en plasma-
asciende bruscamente con la actividad fibrinol{tica aumentada-
en la sangre), en la orina el activador es llamado urocinasa,-
en los tejidos es probable gue los activadores se encuentren -
en los grdnulos lisosomales y en las células endoteliales de =
los vasos sanguineos, encontrdndose en éstas \ltimas en forma-
soluble y difusible, estando listo para ser liberado a la cir-
culzcidn en respuesta al estimulo vasoactivo, mientras que en-—
los grdnulos lisosomales es dificil de extraerse.

la urocinasa, por su potencial como agente trombolitico,
ha sido estudiada y se ha podido cristalizar, es una cadena po
lipept{dica de peso molecular de 53 000, tienen un centro enzi
m&tico activo capaz de hidrolizar uniones de lisina y argininae

Proactivador.- Hay poca evidencia de la existencia de ég
te en el plasma como una entidad distinta y separada, su pre—-—
sencia tiene gran relacién en el sistema "intr{inseco", para -
la aparicién de un activador ademds del liberado por los teji-
dos. Se ha usado para explicar la activacidn del p;asminégeno-
la estreptoquinasa bacterial (S-K), siendo el proactivador del
plasminégeno y/o la plasmina, la cual reacciona con la enzima-
antes mencionada en una relacién 1:1 molar para formar el com=-
plejo SK-plasmina, siendo un potente activador del plasminége-
no humano y animal.

Se ha observado que el factor Hageman genera actividad -
fibrinolftica incrementads, lo que indica una fuente endégena-
del activador del plasma, esto se ha observado durante la incu
bacién de un precipitado de euglobulina bajo condiciones no fi
siolégicas, pero no ha sido aclarado (6,33)

Inhibidores.— E1 plasma contiene grandes cantidades de -
actividad antiplasminica, suficiente para inactivar 10 veces =
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toda la plasmina existente en el plasma, su actividad es de dos
tipos =accién inmediata y lenta- y probablemente reside al me=-
nos en dns componentes de e«-globulina o separados en ayglobuli
na (inhibidor de rapida accién), muy parecida al «~antitripsina
¥y una A;macroglobulina.( inhibidor de aceién lenta).

Las plaquetas también contienen actividad antiplasminica,
su accibn parece ser solo inmediata, similar al inhibidor de -
rédpida accién del plasma.

Mecanismo fisiolégico de la fibrinolisis.

Puesto que la accién de la plasmina sobre fibrina produce
fibrinolisis, inicialmente se aceptd gue la regulacién de los-
niveles de plasmina era un mecanismo utilizado por el organis-
mo para el control y regulacién de la fibrinolisis, la activi=-
dad fibrinolftica era medida en los fluidos circulantes (lisis
del codgulo de sangre completa y de euglobulina) y era eguiva-
lente a la actividad de plasmina.las c-ndiciones bioquimicas e
fectuadas para esta explicacidén no son muy claras, sin embargo
se encontratanen el plasma grandes cantidades de inhibidor, pe
ro la actividad de la enzima in vitro, no tienen selectividad-
para la fibrina, e hidroliza fibrinégeno y otras proteinas su-
ceptibles del plasma, esto significa gue el organismo utiliza-
un mecanismo muy complejo para la lisis de los depdsitos de fi
brina, durante estudio fisiolégico (ejemplo: ejercicio intenso)
y estados farmacoldgicos ( ejemplo: administracidén intravenosa
de 4cido nicotinico) hay incremento notable de la actividad fi
brinol{tica aparentemente, durante estados hiperplasminémicos-
ocurre una extensiva protedlisis en el plasma y se presentan =
defectos graves en la coagulacién, frecuentemente asociado con
una didtesis hemorrdgica catastréfica, esto fue aclarado cuan-
do el factor responsable de la actividad fibrinol{ftica fue i--
dentificado como activador del plasminégeno.

Mecansimo de disolucién de trombos in vivo.

La observacién de que la actividad fibrinol{ftica es medi
da en el plasma,reflejé gue &ste contenfa activador de plasmi=-
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ndgeno, y es depositado en pequefias cantidades en trombos, o =
bien en el codgulo de fibrina cuando es formado, la activacién
del plasminégeno en los intersticios del codgulo es el mecanig
mo m&s sensible para su disolucién.

Se han efectuado trabajos in vivo de este sistema, donde
se emplean cantidades adecuadas de los factores con actividad-
moderada, gue es rdpidamente reprimida por los inhibidores de-
plasmina y los activadores de plasmindgeno en el plasma, sin -
embargo en trombos, se aumenta su actividad y se prolonga con-
secutivamente bajo condiciones diferentes: la plasmina es acti
vada en relacidn con la fibrina siendo un sustrato viable,'la
reaccién aparece siendo inicialmente pequefia 1lo cual es inde-
pendiente de los inhibidores circulantes en los fluidos del =
cuerpo.

Se ha observado que existe un sistema de dos fases, sien
do la primera en gel donde hay depdsitos de fibrina y trombina
y la segunda es una fase soluble (plasminégeno-plasmina) que -
es dtil como reserva mévil para el depbésitosin fibrina eon =—-
plasminégeno (5,8,29)

El efecto de los activadores en las dos fases y en conse
cuencia de la activacién de plasmindgeno en los dos sitios es=-

desigual.

LAS TROMBO

PLASMINGGENO A e
[ J
PLASMING .
i— AWTIPLASMINA S
[ ] (] L ] e 9

FIBRINOGENO — FiBRINOSSWOLISIS civeinenlsls

Activacién del plasminégeno en el plasma y en un tromboe.
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El mecanismo por el cuzal el activador entra al trombo ==
preformado o 21 depésito de fibrina mis rédpidamente que la an-
tiplasmina u otros inhibidores, ha sido aclarada por Wolf,que=
provee'evidencias que sugieren las diferencias en relacién de=-
gue la difusién puede ser la responsable.

La presencia en el plasma de grandes cantidades de acti=-
vador, particularmente cuando la concentracidn es sostenida la
activacidén r4pida del plasminégeno sobreviene con la produccié
de hiperplasminemia, con actividad proteolftica excesiva y de-
gradacién extensa de fibrinégeno.

El activador de plasmindgeno juega un papel clave en la-
medicién de fibrinolisis y su concentracién regula el fenémeno
fibrinolftico en el organismo, bajo circunstancias fisiolégi-—-
cas y por medio de un estimulo activador apropiado es répida—-
mente liberado en la circulacién, y actda en la disolucién del
codgulo pero involucra una incrementada protedlisis en el ==
plasma.

Otros factores que influyen en la fibrinolisis in vivo =
son: la edad de la fibrina, ya que se ha demostrado que después
de 5 4 7 dfas, in situ, la coagulacidn experimental en anima—
les le guita la resistencia a la lisis por medio de agentes —=
trombolf{ticos, una consideracidn a este conepto es la reaccién
de estabilizacién de fibrina, en la cual la trombina-activada-
y el factor XIII (factor fibrinoestabilizador) catalizan una =
transaminacién entre los polfmeros de fibrina, uniéndose junta
mente producen una fuerte estructura integral para el codgulo,
pero es mds resistente a la lisis, también los factores hormo-
nales, nutricionales etc. pueden ser una fuente de influencia-
en el fenémano fibrinolftico.

Anticoagulantes Adsorbentes.- Este tipo de anticoagulan-
tes se emplea relativamente, ya que ayuda a detectar la defi—-
ciencia de algin o algunos factores de la coagulacién.

El sulfato de bario es comunmente usado, pero no es muy-

efectivo como adsorbente cuando se emplea citrato como anticoa
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gulante, la adsorcidén elimina esencialmente toda la protrombina,
los factores VII, IX y X asf{ como apreciables cantidades del -
factor XI, de este modo el plasma adsorbido es una fuente de
los factoresI, V, VIII, XI y XII.

En el suero adsorbido con sulfato de bario, se encuentran
todos los factoresexcepto la protrombina, el factor XI que es-
parcialmente adsorbido, de tal modo que una mezcla de suero y-
plasma adsorbido provee todos los factores de la coagulacién -
excepto la protrombina (25,33)

Entre los factores esenciales para el sistema "intrinseco"®
se halla el factor antihemof{lico (AHF), es consumido durante-
la coagulacién por lo tanto solo se encuentra en el plasma,--
no es adsorbido por compuestos inorgdnicos precipitantes.

El principio de la mezcla de reactivos tiene aplicacién -
en las pruebas de generacién de tromboplastina, debido a que =
el plasma contiene los factores antes mencionados el cual es-
mezclado con suero normal, plaguetas o un sustituto plagueta--
rio y calcio, de este modo la mezcla contiene todos los facto-
res del sistema "intr{inseco" excepto protrombina, el factor —--
VII esta presente pero no participa en el sistema mencionado,-
similarmente el fibrinégeno no participa en el primer paso de-
esta prueba siendo el producto final la protrombinasa (trom—-
boplastina plasmdtica) la cual puede ser ensayada por su habi-
lidad en la coagulacién normal del plasma. Si una anormalidad-
es detectada en esta prueba, los reactivos normales pueden ser
sustituidos por aguellos derivados del paciente en un orden de
terminado en el cual se observe la deficiencia de determinado-
factor (12)

Procesos fi{sicos o mecdnicos.(desfibrinacién).- Se lleva-
a cabo en un Erlenmeyer, utilizando perlas de vidrio o un tubo
cerrado con un agitador central de vidrio oue lleve pegado vari
1litas o tubos capilares, el extremo superior del agitador se-
suieta 2 nivel del cuello del matrdz con un tapén perforado o-
con algodén, 1la sangre se pone en éste imediatamente después-

de extraida, el matrdz se sujeta por el cuello y se hace girar
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describiendo ochos durante 5 4 10 minutos, al cabo de los cua-
les tnda la fibrina se habrd pegado a las perlas o al extremo-
"erizado" del agitador, se obtiene una buena cantidad de suerg
se conserva la morfologia de los glébulos rojos y blancos, la-
sangre asi obtenida es muy empleada para varios andlisis en ==
el laboratorio (12)
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CAPITULO V.

TECNICAs DIVERSAS PARA LA DESPROTEINIZACION. SUS FUNDAMEN=-
1CS. CUANDO?, PORQUE?, Y PARA QUE?, SE USA CADA UNC DE LOS SIS-
TEMAS .

La preparacidn de filtrados libres de proteinas es de im=—
portancia particular para los andlisis quimicos clinicos.

Numerosos métodos analiticos para la determinacién de va=—
rios de los componentes de la sangre, nrina y el liquido cefalo
raguideo, necesitan un tratamiento preliminar de la muestra pa-
ra obtenerlo libre de protefnas, esto es para prevenir el entur
biamiento y la formacién de precipitados o la interferencia di=-
recta en algunas de las reacciones de color.

Cualquiera de estas consecuencias puede provocar errores =

en la determinacidén clinica. E1 término "filtrado libre de pro-

teinas" es relativo, ya que todas las proteinas frecuentemente-
no se eliminan dejando residuos de éstas en concentracién de -=—
145 mg/ar. (1, 4, 31)

Las protefinas plasmiticas.

La sangre es un sistema bifdsico frrmadn por una suspen——-—
sidn de eritrocitos en una solucidn acuosa conloidal, al pH san-
gufneo, los eritrocitos estan cargadns negativamente ( su pI es
de 6.6 4 6.78) pudiendo ser descargados, aglutindndose por —-—-
los iones H' y CH , las sales neutras no eliminan a los eritro-
citns de sus cargas, en éstos se encuentra la hemoglobina en so
lucidén cnloidal como particulas esferoidales de unas sox,.

En la fase plasmidtica el 90% es agua, en la gue ce encuen—
tran prote{nas en forma coloidal.

Para zislar las protefnas del plasma se precipitan de é1,-
no pudiendo considerarse las precipitadas como si tuvieran las-
mismas propiedades que las disueltas en el plasma. (4, 31)

Las proteinas pueden ser .precipitaduas por medio de procedi
mientos fisicos, gufmicos y fisicoqufmicos.

A continuacién se dan en aspectos generales los fundamentos
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oue se tienen para cada sistema.

las protefnas contienen cargas positivas y negativas y -
la eficiencia del proceso de precipitaciédn depende del pH fi——
nal de la solucidn, en soluciones de 4cidos fuertes son carga-
das positivamente, en la misma forma son cargadas negativamen-
te en soluciones alcalinas fuertes.

Existe una atraccién de moléculas del solvente para las-
protefnas, la cual es m&xima en el punto isoeléctrico encon—-
trdndose en forma de idn anfotérico con carga electrostdtica -
cero, a este pH la mayorfa de las protefnas estan libres y féd-
cilmente precipitables. '

Fuera del punto isoeléctrico, las moléculas adquieren u-
na carga neta positiva o negativa, gue aumenta la solubilidad,
el pH sin embargo debe ser controlado con mucho cuidado en ca=-
da procedimiento en el cual participe la prccipitaciédn de pro-
tefnas (1,4,34)

Procedimientos fisicos.- Smvarios procesos como: la ul-
trafiltfacién, la adsorcién en compuestos tales como el caolfn;
ultracentrifugacién; microdifusién; la desnaturalizacién por -
medio del calor; la didlisis de muestras bajo condiciones con-
troladas de temperatura, tipo de membrana, agitacién y renova-
cién de los componentes difundidos; y 1la cromatografia que =-—
tienen gran aplicacién debido a su potencialidad ya que en pe
quefias colunmas con o sin presién, permiten una buena separa——
cién de las protefnas. .

Procedimientos gquimicos.- La precipitacién qufmica de ==
protefnas seguida de filtracién o centrifugacién, generalﬁente
resulta de la deshidratacién de las protefnas y/o la formacién
de sales insolubles.

Procedimientos fisicoqufmicos.-Algunos de los métodos fi
sicoquimicos para la separacién de las proteinas del suero, —-
considerando entre las propiedades f{sicas: el fndice de refrac
cién, los sélidos totales; la densidad espec{fica; la absorcidn
de las proteinas por luz ultravioleta.

Ultrafiltracién. A
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Este método consiste en la filtracién a través de una =-
membrana semipermeable es el principio de la difdlisis, la pre
sién diferencial positiva o negativa debe aplicarse en forma =

de permeabilidad baja de la membrana y separa a los componentes

de alto o bajo peso molecular en el fluido fisiolégico, el sol
vente y los componentes de bajo peso molecular pasan a través—
de la membrana, los de alto peso molecular se guedan en ella =
dependiendo también de la medida de la porosidad de la membra-—
na, recientemente el tamafio de la membrana selectiva se ha for
mulado en configuracién de cono, para su fabricacién se utili-
zan materiales poliméricos insertados siendo capaces de rete-—
ner moléculas con un peso de 20 000 o mayores.

Farese y Mager han analizado los filtrados obtenidos por
técnicas convensionales para glucosa, N de urea, creatinina y-
4cido drico sus datos muestran pocas diferencias entre los -
dos métodos, la técnica de ultrafiltracién también se ha emm==
pleado para la determinacién de calcio difusible y unido a pro
tefnas, y para la separacién de carbohidratos por medio de un=-=
agente filtrante delgado.

La simplicidad del principio de ultrafiltracién ha sido=
de gran aplicacién para la ciencia quimica clinica, también ==
presenta varias desventajas sobre la desproteinizacién por pre
cipitacién de protefnas:
(a) No hay técnicas precipitantes especificas para los procedi
mientos individuales necesarios.
(b) No hay cambio significativo en la concentracién de los so=-
lutos del suero.
(c) Las membranas estan inertes, asi que no se le debe adicio-
nar iones a la muestra.
(d) No hay coprecipitacién de los componentes ultrafiltrables.
(e) Se emplea un pequefio volumen de muestra, es dWtil en andli-
sis pedidtricos (3,31,34)

Precipitacién por adicidn de solventes miscibles,

Las protef{nas pueden precipitarse de una solucién acuosa

por medio de un aumento de solventes orgdnicos miscibles en a=—
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gua como metanol, etanol, acetona y &ter etf{lico debido a sus
solubilidades las precipitan de una solucién polar mucho més-
alta, parece que existen dos factores que toman parte en este-
fenémeno:

l.- Las moléculas de solventes no acuosos forman hidra=-
tos, que compiten con las protefnas por moléculas de agua, si—
ésta es satisfactoria las protefnas se deshidratan y por lo =
tanto precipitan.

2.~ La constante dieléctrica de las soluciones acuosas -
disminuye por aumento de solventes miscibles y no acuosos, de
bido a que las fuerzas de atraccién y repulsidn electrostdtica
entre las moléculas solubles es inversamente proporcional a la
constante dieléctrica, la fuerza de repulsién entre las moléecu
las de protefnas cargadas decae, mientras menos polaridad haya
en el solvente hay mayor precipitacién pero hay riesgo de que
se desnaturalicen las protefnas, pero en este caso esto no es=-
importante ya gue el objeto es la obtencién de una solucién 1i
bre de protefnas.

Técnica de separacién por medio de sales.

Al adicionar sales neutras disminuye la atraccién de las
moléculas proteficas entre sf{, lo gque aumenta su solubilidad se
le llama "salting in" y a la adicidén de sales gue compiten —-—
con moléculas protefcas por las de agua gue estan dentro de la
protefna (poder oncdtico) y las extren dejdndolas deshidrata-
das para provocar su precipitacién, se llama "salting out™ (3)

Las sales gue contienen aniones polivalentes son muy efi
caces como agentes precipitantes, las m&s usadas son: sulfato
de sodio ,en concentracién variable o en'mezcla de sulfatos y-
sulfitos; sulfato de amonio; sales de magnesio; fosfatos, y ci
tratos. En esencia la hidratacién de la sal se suma progresiva
mente a 1los movimientos de las moléculas de agua para que la -
protefna se deshidrate dando como resultado la disminucién de-
la solubilidad, por este procedimiento tienden a redisolverse -
cuando la concentracién de sal ha disminuido por la adicién de

un disolvente =zcuoso apropiado, la concentraciédn de sal gue se
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reouiere parzs la precipitacidn, depende de la proteina particu
lar y su pH, en pocas excepciones la solubilidad minima ocurre
en el punto isoeléctrico (1,31)

Precipitacién dependiente de la formacidn de sales insoly
bles.

Es el m&s comunmente usado puede llevarse a caho por la
adicién (a) Precipitantes aniénicos tales como 4cido tingstico,
fcido tricloroacético, &cido perclérico & (b) Precipitantes ca

2+ 2+’ Fe3+ v Pb2+

tidnicos tales como: Zn“ ", Hg . Estos métodos se

llevan a cabo de la siguiente manera: los precipitantes 4cidos

forman sales insolubles de protefnas con la forma catiénica de

dichas moléculas, se necesita gue el pH esté por debajo del pun
to isoeléctrico de la protefina; la combinacién de los metales—

pes:idos con la forma aniénica forman proteinatos insolubles, el
PH de la soluciédn debe estar por arriba del punto isoeléctrico

de la protefna, implicando que la sal se une a ésta a través =

de grupos aminos cargados positivamente, en el caso de preci

pitantes aniénicosy através de grupos carboxilicos cargados ne

gativamente en el caso de metales pesadose.

Los metales pesados son precipitantes, pero né§ como re—=-
sultado de una combinacién con grupos carboxiles cargados nega
tivamente, se demostré gue los iones de cobre, zinc, cadmio y-
plomo mezclados con albimina bovina se unen a través de grupos
imidazol de los residuos de histidina de las molécﬁlas protef{-
cas y solo debilmente con los grupos carboxilos. .

Sin considerar a los precipitantes y al mecanismo que si
guen hay dos variables criticas para llevar a cabo la méxima-
precipitacién:

l.- E1 pH de la mezcla de reaccidn.

2.- Concentracidn del precipitante.

Debe haber suficiente reactivo para combinarse con las =
pr-tefnas presentes, generalmente se usa un exceso de &ste, si
se desea obtener los precipituntes de las protefnas de la solu
cidn se hace por medio de acidificacién en el caso de metales-
proteinates y por medio de una mezcla alcalina en el caso de =
sales de protefnas (3,31)
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Precipitantes aniénicos.

Entre los dcidos precipitantes que se estan empleando en
quimica clfnica estan: pfcrico-molfbdico, fosfotungstico, sul-
fosalicflico, tingstico, tricloroacético, metafosférico y per-
clérico.

Acido tingstico.- Este precipitante fue introducido por=
négrde agua, un volumen de tungstato de sodio al 10% (Na WO4
2H20) Yy uno de sto4 2/3N dando una dilucién de 1:10 de la —-
muestra, la mezcla se mueve y se deja _reposar hasta que cambie
a un color chocolate (aprox1madamente de 15 4 30 min.) poste-
rlormente se filtra o se centrlfuga, ademids del cambio de co=-
lor hay una conversién significativa de la hemoglobina a meta-
hemoglobina, la completa precipitacién se indica por medio de-
la ausencia de espuma y la presencia de un sonido como peque==—
flos estallidos cuando la mezcla se mueve, cualquier error al -
conseguir el color chocolate puede ser remediado aumentando el
10 % de 4cido sulfdiricc, de gnta en gota y moviendo vigorosa—-
mente después de cada adicién hasta completar el cambio, esta-
técnica es probablemente la mis vieja de desproteinizacién de-
la sangre, que actualmente se usa, fue originalmente usada pa-
ra determinar glucosa y nitrégeno no protefco en la sangre.

Procedimiento para suero o plasma.=- Estos contienen menos
material protefco gue interfiera a diferencia de la sangre —--
completa, por lo tanto se necesita m4&s o menos la mitad de los
reactivos.

se usa un volumen de suero o plasma mds 8 volumenes de a
gua, 0.5 volumenes de tungstato de sodio y 0.5 de dcido sulfi-
rico se mezcla bien y se deja reposar unos 10 min. después =
se procede a filtrar o centrifugar (12,13,31)

El procedimiento para lfquido cefaloragufdeo o para otros
fluidos del cuerpo como orina que contengan solamente pequefias
cantidades de protefnas se usardn las proporciones siguientes:
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1 volumen de muestra mis 8.5 volumenes de agua, 0.25 volu-

menes de tungstato de sc?io y 0.25 vol de solucidn de HZSO en-

algunos de los procedimientos para los filtros de Folin-Wu4pue-
den ser usadas diferentes cantidades de agua para obtener una -
dilucidn de 1:10.
-~we Haden modificé el métodn de Folin-Wu invirtiendo el orden-
de adicidn de los reactivos, é1 ;§i929§§,9fi93?9.?1,59}@0 y des
pués el tungstato de sodio, la p;incipal ventaja de esta“;odifl
cucidn es qﬁe ( se usa casi universalmente hoy en dfa) la reac-
cidn es practicamente inmediata y no hay necesidad de una fil—-
tracidén tardada, también se obtiene un volumen mayor de filtra-
do.

Haden modificé también la concentracidn ael H2504, emplea—
8 volumenes al 1/12 N de éste mds un volumen de tungstato de =
sodio al 10% eliminando con esto una adicidén, la combinacién -
de agua, tungstato de sodio y #dcid» da un agente de dcido tﬁngg

tico el cual es estable durante dos semanas solamente, y requie

re un periodo de espera para que el precipitado llegue a un co=
lor chodadate.

Se han propuesto modificacinones en las cuales la solucién-
de dcido tingstico se amortigue y de esta manera no precipite -
el 4cido y se estabilice el reactivo. ( 2, 3, 11)

Abrahamson propone las siguientes adiciones:

Preparaczgn del reactivo adicionando 11.11 g de tungstato-
de sodio y 5g de citrato de sodio en cerca de 700 ml de agua, =
disolver 1l3.0g de NaHSO4 6 15.6 g de NaH’SO4 'HZO en cerca de —=
200 ml de agua, se hace una mezcla con las dos soluciones y se-
afora a 1 litro con agua, -se deja reposar por una semana y se -
filtra si se torna de consistencia arenosa se puede afladir 2g =
ae 4cido benzoico por litro de reactivo, pero los filtrados ob-
tenidos de esta manera contienen dcido benzoico, no pueden ser-
utilizados para la determinacién de urea por el método de la ==
ureasa, debido a que el 4cido inhibe la enzima. (3, 9)
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Caraway recomienda el uso de dcido ortofosféyigg en lugar
de citrato de sodio como amortiguador, aumentando la estabili-

dad del reactivo por cerca de cuatro meses.

Goldenberg desarroll$ un reactivo de 4cido tidngstico que-
es estable por cerca de dos afios a temperatura ambiente, dié -
las siguientes instrucciones:

Disolver 1.0g de alcohol polivinflico (Elvanol 70 05 Du==
pont) en 100 ml de agua manteniendo una temperatura suave, ya=
frio se pasa a un matrdz volumétrico de 1 litro que contenga -
1l.1g de tungstato de sodio, teniéndolo previamente disuelto =
en 100 ml de agua, por separado se mezcla en un vaso 2.1 ml de
4cido sulfirico concentrado con 300 ml de agua; se mezcla con-
la solucidn anterior y se diluye a 1 litro con agua.

El H2504 2/3 N se prepara pesando 35g de 4cido A.R.+0.lg
y se diluye a 1 litro con agua destilada en un matrdz volumé—-
trico, posteriormente se titula la solucién.

Las instrucciones primarias dadas por Folin-Wu incluyen -=
varias pruebas y la neutralizacién de 4lcalis extrafios (Naecos)
que se encuentran en productos comercialmente disponibles, en-
la actualidad las especificaciones para el grado Reactivo Ana-—
1ftico para el tungstato de sodio permiten un miximo de 0.4 ml
de 4cido 0.1N para neutralizar los alcalinizantes extrafios que
se presentan en 2g de sal esto es a un pH de 8, dichas sales=-
dan a las soluciones un pH de 9 4 9.5 no es necesario en la =
pridctica neutralizar la pequefia cantidad de NaQCO3 gue se pre-
senta, la solucién de tungstato de sodio es estable indefinida
mente, pero espec{ficamente si se guarda en un frasco de pare-—
des de vidrio delgadas se acumula el reactivo en el fondo (1,3)

Si se mezclan cantidades iguales de H2504 2/3 N y tungs=-
tato de sodio al 10% se encuentra un exceso de H2SO4, que es=—
debido al 4cido tidngstico que no se combina con las protefnas-
causando la obtencidén de un filtrado 4cido, habiendo un error-—
en los trabajos originales de Foli-Wu que hablan de gue el —-
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"filtrado se acerca mucho a la neutralidad", esto no se refe-—--
rfa al pH de las determinaciones, sino al hecho de que la aci-
dez titulable debfa ser pequefia (10 ml del filtrado requieren-
0.2 ml de NaOH para neutralizarse usando fenolftaleina como in
dicador), el estudio de la precipitacién de las protefnas por-
medio de la adicidén de 4cido tungstico ha llegado a las siguien
tes conclusiones:

a) El1 pH promedio de los filtrados de sangre completa y-
suero es cerca de 4.1 con un rango de 3.2 4 4.7.

b) E1 mismo pH del filtrado se obtiene si el 4cido o el-
tungstato se adiciona primero.

¢) La precipitacién mdxima de protef{nas ocurre solo si =
el pH del filtrado es de 5.1 o menos, cuando es mucho menor el
filtrado es turbio y es demostrado por el efecto Tyndall.

c) El1 pH de los filtrados aumenta de la misma forma que-
que el contenido de protefnas de la sangre se aumenta, pero la
. precipitacién de éstas es mdxima (su concentracién en el fil-—
trado es menor de 2 mg/ 100 ml) y los filtrados claros sobre =-
este rango, pueden hacerse clinicamente (por arriba de 27g/ —
100 ml). '

e) Si el 4cido se adiciona primero a la sangre completa-
y el pH estd por debajo de 3, el filtrado puede ser turbio y a
marillento y da positiva la prueba de bencidina, probablemente
sea debido a la formacién de hematina £cida en esos valores ba
jos de pH, como lo sugiere Haden. ,

f) Al contrario de lo que ha legado Folin, la presencia=-
de 10 veces la cantidad recomendada usualmente de anticoagulan
te no tiene efectos significativos en el pH del filtrado.

la principal ventaja de esta precipitacién es la obten——
cién de un filtrado claro y cristalino, ciertas modificaciones
a estas técnicas se han empleado para la determinacién de crea
tina, creatinina, 4cido drico, cloruros y glucosa (3,31)

— Acido tricloroacético CclB—COOH (TCA) .
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tste reactivo se usdé por vez primera en 1915 por Green-wald,
en el método original se usd 1 volumen de muestra mds 9 volu-=-
menes de solucién al 2.5% de 4cido, pero debido a que ocacional
mente era incompleta la precipitacidn de protefnas, se sugirié-
m&s tarde cue la concentracidn del dcido se deberfa aumentar—-—
al 5%, dejando reposar la mezcla por 20 min. antes de la filtra
cién o centrifugacién, el pH de los filtrados es cerca de 1.0,-
siendo mds voluminoso gue el obtenido con el 4cido tdngstico.

A menudo, el filtrad- obtenido de la precipitaciédn con Zci-
do tricloroacético no es claro, si el componente gue se va a -
determinar puede resistir una temperatura dada, el aclaramiento
se puede obtener por medio de una elevacidén de ésta, la cual —-
debe ser de 90 4 95°C mds o menos durznte 15 min. untes de la -
filtracidn, cuando el filtradr hierve en un pH 4cido no tiene -
efect s negativos para lograr la conservacidn de los constitu—-—
yentes deseados. '

El 4cido tricloroacético puede descomponerse por tratamien
to con cloroformo y 002, sin embargo el 70% de éste es elimina-
do por este tratamiento, una alternativa es la extraccidn del -
dcido con eter, pern se dificulta debido a que el cneficiente -
de reparto es desfaborable.

Al adicionar el dcido tricloroacético a las proteinas, la-

unidn ocurre en los grupos terminales de cationes y en los en—-—
laces peptidicos, ia eliminacién de agua y su remplazo es por -
medio de un radical de fuerza no polar CHB—C—C—, destruye la so
lubilidad de Yas proteinas en agua y tieade hacerse soluble en-
solventes no polares tales como el cloroformo y el benceno, al-
gunas proteinas no precipitan por medio de la adicidén de este -
dcido ejem: los albuminoides, peptonas algunos aminodcidos y el
4cido seromucoide ( 3, 31)

El 4% de las proteinas de la orina que se presenta en pro-
teinuria no se precipitan.
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CC.....HO/ Unién del 4cido tricloroacé-
tico y la protefna.

Este filtrado se usa para la determinacién de fésforo —-
inorgdnico y procedimientos que requieren un filtrado 4cido.

La solucién de dcido tricloroacético es muy estable ain-
cuzndo no se mantenga en refrigeracidn, es preferible diluirlo
segin se vaya necesitando, eas muy corrosivo e higroscépico por
lo cual dificulta que se pese exactamente.

Una forma conveniente para preparar la solucién concen—-—
trada es disolver el contenido de una botella gue no haya stdo
abierta de 1/4 de libra de grado R.A. en 315 ml de agua, esto=
dard una concentracién de la solucién al 30% (p/v) (1,3)

Acido perclérico HCIO4.

La desproteinizacidén con el empleo de este 4cido se intro
dujo en 1944 por Neuberg y col., como sustituto del 4cido tri-
cloroacético ya oue interfiere menos en la reaccién.

Se adiciona a un volumen de sangre, suero o plasma; 9 vol.

de HC1l0, 1.11M para dar una concentracién de 1M, la mezcla se-

4
agita y se deja reposar durante 10 min., la filtracién debe ha

cerse a través de un papel de poro muy cerrado, debido a que -
la parte final de la precipitacién que se obtiene esta formado
por particulas muy pequefias.

Pura conseguir que la precipitacidén sea mds rdpida y com
pleta el reactivo debe enfriarse a temperatura de congelacidn,

el pH del filtrado es cerca de O.
El exceso de dcido puede removerse del filtrado mediante
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la neutralizucidén con KOH, K2003 , CH3COOK 8 adicionando al=—-
cohol, el KClO4 puede removerse de la mezcla mediante filtracidn
El seromucoide ( muc~rproteina ), «-glicoprotefna 3.5 S, --
haptoglobina, P-globulina ( MP, de Winzler ), las peptonas y -
albuminosas no precipitan corn el Acido percldrico, pueden apare
cer algunas veces, en el filtrado residuos de sero-albimina (1,3)

Acido metafosférico.

El empleo de este dcido para la desproteinizacién sanguf--
nea fue introducida por Horvath en 1816 en Europa y se introdujo
en la literatura gquimica clinica en Estados Unidos a través de-
Folin y Denis en 1916.

El 4cido metafosfdérico en solucidn acursa forma varios —-—-
polimeros de (HPO3 )x .

Los 4cidos ortofosféricos no precipitan proteinas, las so-
lucinnes de &cido metafosférico retienen su actividad, mis o me
nos durznte una semana a temperatura de refrigeracidn.

Casi todos los estudios sobre precipitacidn de proteinas -
han sido incrementadas con el uso de 4cido metafosfdrico glacial
de composicién variable, este es comprado en pequefias pildoras-
las cuales estan formadas de una mezcla de HPO3 y NaPO3, se le-

adiciona un preservativo, el 4dcido glacial es actualmente ———-
Na20 - H20 —-P205 y tiene consistencia de vidrio debido a la=

gran variedad de ramificaciones gque enlazan a los fosfatos, aun
que en forma glacial la superficie de las bolitas tienen una co
bertura blanca ( forma orto ) y entonces el producto pierde su=
poder de precipitar las proteinas, la Asociacién Quimica Ameri-
cana ha establecido para el grado R.A. del 4cido metaf~sférico-
que es de 34.0 4 36.0 % de HPO3 mids 58.0 4 62.0 % de NaPO3, de-
acuerdo como sigue: se pesan 5g, se dsuelven en 100 ml de agua-
y se agregan tres gotas de bromocresol ( indicador verde ), se-
titula con NaOH 1N hasta que vire de color verde a azuly, 1 ml =-
de NaOH 1N es equivulente a 0.07998 g de HPO3, para llegar a la
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‘mayor precisidén en el proceso de la titulacibén depende casi de
la completa ausencia de otros fosfatos, para estimar la presen
cia de orto, piro, meta y polifosfatos en presencia de orto, -
se ha hecho titulando y usando fenolftaleina como indicador ya
gue mediante ésta no dard la concentracién del 4cido meta, el-
pKl y el pK, del H3 son de 2.2 y 7.2 respectivamente.

La titulacién con bromo cresol cormo indicador titula los
primeros H+, Y ya que 1 mol de HPO3 se convierte en 1 mol de -
H3P04, si se tuviera suficiente HPO, precipitarfa las protef—-
nas por si solo esto seria entonces, que el 4cido libre gque -
esta presente en los productos comerciales es la forma orto -
as{ mismo la sal de sodio es la forma meta, si este es el caso
la solucién de la mezcla glacial serfa todavia POS por combina
cién con protefnas.

Un estudio de este método de precipitacién ha revelado -
que como el pH desciende, la precipitacién empieza en un pH de

5.2,

El c4lculo para la determinacién de precipitacién de las
protefnas de la sangre y del suero revelan que la cantidad de-
4cido metafosférico glacial recomendada es aproximadamente —-
0.6g de éste por gramo de protefna presente, para un exceso se
guro se usan tres volumenes .de 4cido metafosférico glacial al=-
5% para un vol. de sangre completa y un vol. de 4cido por vole
de suero y plasma, también se le adiciona agua y la mezcla se-
mueve durante 30 seg. més o menos y se deja reposar durante 15
min. antes de centrifugarla o filtrarla, el pH de los filtra-
dos as{ obtenidos varfa de 2.1 4 2.6 (2,3)

Se ha mostrado que una solucién de metafosfato sédico a-
justado a un pH de 8 £ 9 por adicidn de Na2003 § NaOH es précti
camente estable a temperatura ambiente, el Na2PO3 se prepara -
mediante calentamiento del NazHP04- H20 en una placa de pla=--
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tino, a 700°C durante 1 hora, la mezcla se enfrfa hasta un pun
to en el cual el reactivo flote y pueda separarse mediante un-
alambre de platino, para la precipitacién de las protefnas se-
usa una solucién equivalente a 0.2g de Na2P03 por gramo de pro
tefna, y se adiciona suficiente 4cido ya sea clorhfdrico o acé
tico para obtener un pH de 2.5 4 3.0 (3,9)

El 4cido metafosférico no precipita a los aminodcidos y-
peptonas, solo precipita una pequefia porcién de albuminoides,
adn con reactivos preparados en ese momento es frecuentemente-
imposible obtener filtrados o sobrenadantes que presenten el -
efecto Tyndall, este reactivo debe evitarse 1o m4s posible en-
los anflisis fotométricos (3)

Reactivo de Krautman.

Para la preparacién de este reactivo se ponen 23.8g de =-
fosfato de sodio y 50 ml de solucién de dcido fosférico glacial
(0.56g/ 100 ml de agua) en un matrdz volumétrico de 1 litro, =-
se mezcla y se le adicona lentamente con agitacién 29 ml de 4-
cido sulfirico cnncentrado, se enfrfa a 40°c y entonces se le-
afiade 370 ml de tungstato de sodio al 30% se calienta hasta -
que se vuelva claro, posteriormente se enfrfa a temperatura am
biente y se afora a 1 litro con agua, esta soluciédn de acuerdo
con Krautman es estable por lo menos durante 5 afios si se al=
macena en una botella cnlor ambar y se tapa con un tapén de hu
le, el corcho puede reaccionar con el reactivo mientras que =
el hule né, la acidez de la solucién puede comprobarse o ajus=-
tarse mediante la +titulaciédn usando como indicador alizarina:
1 ml de reactivo requiere 0.39 4 0.5 ml de NaOH 1.0 N (1,3)

Para usar este reactivo es necesario diluirlo para obte-
ner una solucién de 1:10.

La desproteinizacién se efectda mezclando un vol. de san-
gre u otro fluido con 9 vol. de este reactivo, la mezcla se de
ja reposar durante 5 min. o en el caso de sangre hasta que se-
convierta en color café, los pH de los filtrados de suero y san
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gre completa son de 2.3 y 3.0 mé&s o menos, respectivamente.

El propdsito del empleo del pirofosfato de sodio y del 4-
cido metafosfédrcico es amortiguar el reactivo para que el 4ci-
do tuUngstico no precipite, ciertas dificultades pueden ser en-
contradas corn respecto a dicho reactivo, debe haber suficentes-
sustancias reductoras en los productos gquimicos o se puede u-—-—
sar agua para producir en éste un color amarillo que se vaya =
decolorando con el tiempo.

El reactiv~r de Krautman es en efecto una modificacién del
reactivo para 4cido drico de Folin-Denis, el cual es una solu-
cidn de 4cido fosfotingstico que da color azul en presencia de
4cido drico ( 1, 3)

Precipitantes catidnicos.

Los mds frecuentemente usados son: Hg2+ ’ cd2+ » Fe2+ y =

Cu y Zn2+, también las combinaciones tales como: ng+- Ba2+ -
2+

y Ba 2t in" .

Zinc (zZn).

El uso de este metal para la desproteinizacidn de la san-—
gre, se conocié en 1923 por Hagedorn y Jensen, se adiciona una
mezcla de ZnSO4 y NaOH a la muestra, para obtener la completa-
precipitacidén es necesario calentar la mezcla y este procedi—-—
miento puede debilitar algunas sustancias que se van a determi
nar, Somogyi encontré que si las sales de zinc se aumentaban =
y se adicionaba a la sangre lagueada, se cambiaba el pH a neu-
tro o ligeramente alcalino y la precipitacién es completa adn-
a temperaturaambiente ( 1, 3, 9)

- Plltrado de Somogyi.

SR s s s s

a) Un volumen de sangre mds 7 volumenes de zgua mds un vo
lumen de ZnSO « 7 H0 al 10% més un volumen de NaOH al 0.5%,
la sangre puede ser laqueada antes de la adicién de sulfato de

zinc, y se completa la mezcla antes de la adicidén del élgali,-
si los reactivos son muy fuertes, entonces ' se& usan 10 ml de la
"srlucién de zinc diluida con 50-70 ml de agua y 10.8-11.2 ml -
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de 4lcali, entonces se titula usando como indicador fenolfta——
leina y agitando constantemente hasta obtener como punto final
un color rosa (1,3,11)
w—3=-Para plasma o suero Somogyi, recomendd una mezcla de 1 -
vol. de muestra mds 8 volumenes de agua mds 0.5 volumenes de =
sulfato de zinc mds 0.5 volumenes de NaOH.

~— b) 1 vol. de sangre mds 8 vol. de sulfato de zinc ( se =
disuelve 12.5g de ZnSO,- TH,0 en agua, se adiciona 125 ml de-
H2504 0.25N y se afora a un litro) m4s 1 vol. de NaOH 0.75N,=-
los reactivos deben titularse en presencia de fenolftalefna y-
deben medirse 50 ml de sulfato de zinc, que necesitan de 6.70-
4 6.80 ml de 41lcali para obtener color rosa con el indicador.

El método b), da una filtracién mds rdpida y mayor pro--
ducto del filtrado que el método a).

Somogyi presentd dos métodos para la precipitacién de =
muestras pequefias de sangre.

c) A 5.8 ml de agua se el adiciona 0.2 ml de sangre y ==
1.0 ml de ZnSO4' 7H20 al 1.8%, se mezcla y se adiciona 1 ml de
NaOH 0.1N.

10 ml del reactivo se diluyen con 60 ml de agua, y se ne
cesitan 12.0 4 12.2 ml de 4lcali para titularlo y obtener come
punto final un color rosa usando como indicador fenolftalefna.

d) A 6.8 ml de reactivo de zinc (2.95g ZnSO¢° TH0 y -
29.5 ml de H2804 0.25N por litro) se adiciona 0.2 ml de sangre
y 1.0 ml de NaOH 0.15N 1los cdlculos de la titulacién formula-
dos con anterioridad son confrontados y revelan que las canti
dades de 4lcali en forma tedrica son las gque se piden para ob-

tener los puntos de equivalencia en las titulaciones.

Aparentemente los complejos de zinc son formados y las =
cantidades de 4lcali empleadas son empfricas.

El pH del filtrado de sangre completa del método a) en--
contrado en el laboratorio es de 7. 4 y su contenido de protef
nas por turbidez con 4cido sulfosalicilico es menor de 2mg/dl.
el pH de los filtrados de suero obtenidos usando la mitad de -
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la cantidad que se sugiere de agentes precipitantes es cerca =
de 7.4 pero los filtrados estan algo turbios y el contenido =
de proteinas es cerca de 150 mg/ dl.

Si la cantidad completa del reactivo es usado, el filtra
do generalmente es claro con un rango de concentracién de pro-
tefnas de 1 £ 25 mg/ dl y el pH continda de 7.4 (1,11)

Bn la precipitacién de las protefnas por el zinc, hay —-
una completa coprecipitacién de glutatién, ergotionina, &cido=-
drico hay pérdida de creatinina pero né de urea, se ha mostra-
do que el zinc se combina espec{fica y reversiblemente con las
protefnas del plasma. '

El conocimiento de que el complejo protefco de zinc es =
parcialmente insoluble con una fuerza iénica de 0.15 y un pH -
de 7, ha sido aplicado para la formacién del sistema de frac—-
cionamiento protefco (2,3)

Zinc mé4s Bario.

Somogyi noté que el zinc por si solo falla para dar una-
precipitacién completa de proteinas del suero o plasma y obser
vé que al remplazar el NaOH por Ba(OH)Q, el resultado era una-
precipitacién completa que se le atribuye a la capacidad de =
adsorcién del BaSO4 formado, los agentes precipitantes son: sg
lucién de ZnSO,- TH,0 al 5% y solucién de Ba(OH),, que actual-

mente se prefiere preparar al 0.34N, por ejemplo: 5.36g de ==
Ba(OH),* 8H,0 por 100 ml. (para evitar las impurezas se adicig
na BaCO3 insoluble), el grado de esta concentracién no es dema
siado importante, pero el 4lcali debe neutralizar la solucién-
de sulfato de zinc de manera muy precisa de volumen a volumen,
cuando a la titulacién se le adiciona fenolftale{na como indi-
cador. Se colocan 10 ml de la solucién de sulfato de zinc en
un matrdz y se le adiciona mds o menos 10 ml de agua y unag ==
cuantas gotas de fenolftaleina, el 4lcali se gotea con conti——
nua agitacién hasta que vire a rosa y el color persista por lo
menos un minuto, una titulacién rdpida 44 un pumto falso.
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Las soluciones de sulfato de zinc y de hidréxido de bario
se diluyen 1:5 y 1:2.5 con agua hervida respectivamente, su ==
contacto debe ser minimo debido a la absorcién de €O, con for-
macidn de BaCO3, y se debe almacenar en una botella bien tapa-
da si hay formas precipitantes muy visibles, el reactivo debe-
ser retitulado y de acuerdo con esto ya no hay formacién de -
sales. ‘

Henry sin embargo ha analizado los filtrados de suero pre
parados con Zn2+ Yy Zn2+-Ba2+ ¥y encontré de 176 y 60 Mg/ml de -
Zn respectivamente (1,3,9) .

Los filtrados obtenidos por esta técnica se utilizan para
la determinacién de glucdsa, as{ como para las pruebas de glu-
cosa oxidasay para la de N de urea (11) ‘

Cobree.

_ La desproteinizacién con cobre, es superior a la precipita
cién obtenida con zinc de dos maneras:

Da mayor y m&s completa precipitacién de protefnas del ==
plasma y suero, el exceso de reactivo se elimina con las protqi
nas, al adicionar CuSO4 seguido de NaOH, pero en este caso el-
exceso de cobre aparece en el filtrado, y para eliminar este -
problema puede usarse tungstato de sodio para reemplazar 8l =-
NaOH. .

Somogyi presenta el siguiente método para esta precipita-
cién: se pone un volumen de sangre en 7 vol. de agua y se le =
adiciona 1 vol de CuSO4°5H20 al 7%, se mezcla continuamente y-
se le agrega 1 vol. de Nazw04- HZO al 10% se agita bien y se-
filtra o centrifuga después de unos cuantos minutos, para sue-
ro o plasma se usan soluciones de CuSO4 -5H20 al 5% Y'Na2w04-
2H,0 al 6% (1,14)

Precipitacién por medio de agitacién con cloroformo.

Las protefnas pueden eliminarse de una muestra, adicionan
do 0.25 volumenes de CHCl3 mids 0.1 vol. de cualquier sustancia
preservativa como alcohol am{lico, se agita de 15 £ 60 min. --
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posteriormente se centrifuga, la mezcla se separa en dos capas
la superior acuosa y la inferior constituida de un gel de ===
CHCl3-proteina ¥y si hay un exceso del reactivo se forma una —-—
tercera capa de CHCl3 en el fondo.

Actualmente ésto constituye una prueba muy sensible para-
las protefnas, pero cuando la capa de cHCl3 esta en agua clara
no muestra la precipitacién en forma tersa en la interface.

Se ha observado que la concentracién de protefnas en la -
solucién original acuosa es menor de 3mg/dl (3)
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RESUMEN DE LOS CONCEPTOS INDISPENSABLES.

Este trabajo establecié la topografia de los sitios de 02
tencién de sangre tanto venosa como capilar, los diferentes ti
pos de material empleados para efectuar la puncién, ventajas y
desventajas de cada uno de ellos la importancia de su asepsia-
para evitar la contaminacién de las muestras y la inoculacién-
de gérmenes patdgenos al individuo, las técnicas seguidas para
la obtencién de sangre, la forma en gue debe estar la regién -
gue se va a puncionar, ya que zonas edematosas pueden alterar-
los resultados en las muestras.

El manejo de las muestras para el anilisis de diferentes-
productos, las condiciones en gue debe presentarse la persona-
para hacer la puncién, los cuidados que se tienen para evitar-
alteraciones en las muestras ya obtenidas, las técnicas de ob-
tencién de suero o plasma as{ como la variacién de su empleo -
dependiendo del tipo de andlisis que se va a realizar, las pro
piedades de los reactivos que se emplean.

Se establecié el uso de conservadores tanto fisicos como-
gufmicos para la obtencién de muestras reales, las causas m4s-
comunes que las alteran tales como la adsorcién de los produc-
tos en las paredes de los tubos colectores, hemblisis, des-
naturalizacién de las proteinas y otros compuestos etc.

La obtencién de sangre sin.coagular es empleada en diferen
tes anflisis por lo que se establecié cuales son los anticoagu
lantes mds empleados, su forma de actuar y de acuerdo a ésto =
se clasificaron en varios grupos, se describié§ en forma general
el Mecanismo ‘de la Coagulacién mds ampliamente.aceptado, citan
do el lugar de origen, bioquimica y funcién tanto de los facto
res como de las plaquetas ya que intervienen en dicho mecanis-

mo, (este punto se ve ampliamente en el curso de Hematologfa -

que se estudia en el semestre .posterior).
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la meta en la preparacién de filtrados libres de protefnas
es precipitar solo éstas sin embargo hay ciertos componentes-—
gue se adsorben o precipitan con las prote{nas, esto depende de
la naturaleza de los componentes, del reactivo precipitante es-
pecifico, del pH y de la temperatura los procedimientos més em
pleados se dividieron en tres clases:

Procedimientos fisicos: entre estos se encuentran la ultra
filtracién cuyo principio es la separacién de los componentes-
en relacién a su peso molecular, desnaturalizacién por medio de
calor, adsorcién de compuestos usando adsorbentes determinados
etc.

Procedimientos quimicos: la precipitacién por adicién de
solventes miscibles en cuyo caso hay una competencia de las mo
leculas protefcas por las de agua por lo tanto se deshidratan -
¥y precipitan, o bien en funcién a la constante dieléctrica, dis
minuye en soluciones acuesas por el aumento de solventes misci
bles y no acuosos.

Separacidn por medio de sales, precipitantes aniénicos(su
empleo fue introducido por Folin-Wu y hasta la fecha se siguen
usando en el laboratorio),precipitantes catidnicos (fue intro-
ducido por Somogyi).

Las precipitaciones se consideran completas cuando el fil
trado es claro, si hay duda se pueden examinar por andlisis fo
tométrico o por el efecto Tyndall, la presencia de espuma in—-
dica que la precipitacién fue incompleta.
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ANALI SIS

QUIMICO CLINI

COS§

CLAVE:036-Q -10

TE MA: Toma de muestras sangufneas min.60

ANTECEDENT Es: No hay.

CONCEPTOS

HABILIDRDE s

MATERIA

CONCEPTO/S

)
)
)

HABILIDARDE S

Puncién venosa

Puncién capilar

Componentes
sangufineos

Conocimiento de los sj]
tios aproplados (venas-
del antebrazo especlalw)
mente las del pliegue =
del codo; venas de los=-
miembros inferiores; ve
nas yugular externa e &
interna; del seno longi
tudinal superior, sitio
empleado solo en nifiog=
muy pequefios)

Conocimiento de los sji
tios apropiados (pulpe=-
jo del dedoj 1lébulo de-
la oreja, superficie ==
plantar éel dedo gordo=-
o del talédn del pie en=-
nifios psquefios)

Conocimiento de la copg
posicién y propiedades=-
de la sangre, los ele==
mentos figurados, prot
nas plasmiticas, compo
nentes nitroienados no=
protefcos, 1 pidos,,géﬁ
cidos, electrolitos,
olor, color etc,

Anatomf{a

Y
Fisiologis

Anatomfa

y
Fisiologis

Biologfa
Celular

Quimica
Inorgénicd

Quinica
Orgénica

Estudio topogré-
fico de los sitios
de puncién y técnj
cas de puncién,

Estudio topogré=
fico de los sitios
de punciédn y técni
cas de puncién.

Conocimiento de
los organelos ce-
lulares,

Estudio de los
electrolitoss Na,
K, Ca, Mg, P, 8,-
Fe etc. .

Estudio de macrg]
moléculas deriva--
das de carbohidra=-
tos; lizidos; pré=
tidos; &cidos nu=--
cléicos,

Conocimiento de la -
red venosa que se punci
na en cada lugar, insg--
trumentos empleados pa-
ra efectuar la puncidn.

Conocimiento de la =
red vascular, nerviosa
etc. de cada lugar, ing
trumentos empleados pa-
ra efectuar la puncidn,

Conocimientd de los -
organelos su funcién y-
composicién,

Conocimiento de la eg
tructura, comportamien-
to electrolftico, fun--
ciones quimicas y fisi=
coqufmicas de estos elg
mentos.

Conocimiento de la eg
tructura y funcién de -
dichos compuestos,
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CLINICOS
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TE MA: Toma de muestras sangufneas min.6

ANTECEDENT ES:No hay,

CONCEPTO S

HABI LIDARDE S

MATERIR

CONCEPTOS

HABILIDRDE S

Componentes
sanguineos,

Enzimas

Elementos quimi-

cos o eiectrolitos

Pruebas funcionaleg
hepticas ( no en-
zimfticas)

LOT

Conocimiento de las=
propiedades de las ene
zimas séricas que integ
vienen en el fenémeno =
de la coagulacién o né,
ya que se incluye &l mg
nejo de muestras para -
estudios enzimfticos,

Conocimiento de lag=
concentraciones de los
compuestos quimicos y-
electrolitos en sangre,
su equilibrio electros-
tdtico; difusién, anti=-

poaiulantes espec{ficos
empleados en la determj
nacién,

Conocimiento de los=-
cuidados que se deben=-
tener para la consere-
vacién de la muestra y
determinacién de los =
compuestos (luz, tem
ratura, separaciGn ré-
pida del suero, empleo

Bioquimica

General,

Bioqufmica
Iy II

Fiskcoquf
mica,

Fisicoqui
mica

Anatom{a
b 3
Fisiolog{a

Inélisis T
Quimica
Orgénica

Conece

Estudio de macro=-
moléculas deriva--
das de carbohidra-
tos; ligidos; pré-
tidos; &cidos nu--
clefcos,

Estudio in vitro-
de las propiedades
de las enzimas sé-
ricase

Estudio in vitro
de los compuestos
quimicos y electrg
litos, en sus aspe
tos ggimicos y risi
coquimicos, su cuag
tificacién por ing
trumentos analfti-
cose

epto nuevo,

Conocimiento de la =
estructura, vias meta-
bélicas y sus funcio--
nes como molécula vi--
va.

Conocimiento de los
factores para lograr -
su cinética enzimftica
( pH, temperatura, luz,
tiempo de vida media
concentracién de enzimal
y/o sustrato)

Conocimiento de los
elementos quimicos y =
electrolitos presentes
intra y extracelular--
mente, conocimiento --
del manejo adecuado del
instrumental de cuantisé)
ficacién, sus técricas,

[

e anticoagulantes etc.)
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te se determinan, sus=- tizan dichos com--| aparato de Golgi etc,
- propiedades y culdados, puestos,
empleo de anticoagulap
tes, separacién de pla Anatom{a Estudio de los 4 Degradacién, absor--
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las ferentes etg | consumo de roducto o
Fisi°1°g£‘pas de su metaboli; sus derivadog.
mo,
Bioquimi Vias metab8li-- | Mapejo apropiado de -
cae cas de los carbohj | las diferentes vias, -
dratos. sus esquemas, las enzji
mas que intervienen, -
los productos que sir-
ven de sustratos y los
que se producen en ca=-
da etapa o seccién.
Li{fidos. Conocimimnto de los--| Biologfa Estudio de los-| Conocimiento de la --
compuestos lipfdicos-- organelos en que - | funcién de las mitocop
que generalmenté se de | Celular. |se degradan o sin- | drias, aparato de Gol-
terminan, sus propiedg tetizan dichos com | gi etc.
des y su manejo apropia puestos,
do( pH, temperatura, =-
anticoagulantes ) Anatomf{a Estudio de loe- | Degradacién, absorcién
* |érganos y aparatds | transporte, sintesis,--
¥ en que se realizan | Almacenamiento, consu--
Fisiologfy las diferendes e- | mo, excresién de produg

tapas de su metabg
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tos o derivados,
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pas de su metabolig
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de las protefnas,

Manejo apropiado de
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que se producen en ca=
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Conocimiento adecua-
do de la funcién del -
nficleo, ribisomas, mi=-
tocondrias, lisosomas-
etce

Degradacién, absor-
cién, transporte, sin-
tesis, almacenamiento,
consumo, excresién de-
productos o sus derivg
dos,

Conocimiento de la-
sintesis protefca, sus
esquemas, las enzlmas-
que intervienen, los =
productos que sirven =
como sustratos y los =
que se producen en ca=-
da etapa.
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Conservadores

Coagulacién,
(Factores de la
coagulacién)

Mecanismo de =

la Coagulacién.

Anticoagulan=

tese

- i

rio cuando las muestrag
no pueden ser analiza--
das inmediatamente (an-
tibidticos, antibacte=-
rianos, reduccién de -
temperatura, alteraciéy
del pH, lofilizacién,-
adicién de compuestos-
inoggﬁnicos, bactericy
das

Conocimiento de los
factores de la coagulg
cién y de las plaque=--
tas; su origen, funcién,
composicién y bioquimi
ca contenido de car=
bohidratos, 1l{pidos y-
aminoécidos)

Conocimiento del =
mecanismo seguido en=-
el Sistema Intrinseco,
Extrinseco y la via ==
Comfin para ambos (se--
cuencia de las reacci
nes en la coagulacién

Conocimiento de los
anticoagulantes ms --
comunmente empleados,e
su clasificacién depep
diendo st actfian in v,
tro (sustancias desc

Conec

Conc

Conec

Conec

pptonuevo,

ppto nuevo,

ppto nuevo,

P pto nuevo,
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CONCEPTO/S HABI LIDADE S MATERIAR|CONCEPTOS HABILIDARDE S

Anticoagulantes fificantes); in vivo=-

drogas hipoprotromb}
némicas); los que ac=- Concelpto nuevo,
tdan tanto in vivo cg
. mo in vitro.
Degproteiniza- Conocimiento de las =
técnicas més empleadas
cién sangufnea. | para la preparacién de| . sacepto nievos

Procedimientos
Fisicos.

Procedimientos
Quimicos.

filtrados libres de ==
protefnas de la sangre,
orina y 1lfquido cefalo-
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Conocimiento de las =
téenicas de desproteini
zacién por medio de pro)
cedimientos f{sicos.

Conocimiento de los ==
procedimientos qufmico
en la desproteinizacié
(reactivos, concentraci
nes empleadas, pH, tep
peratura etc.3
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