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La medicidn de Beta-tromboglobulina (B-TG) y Pactor 4 pla
queterio (P4P); son utiles para identificar la activacidn pla
quetaria "in vivo®, part{cularmente en pacientes con estados
pretrombéticos y contromboaie de repeticionjcon la obeervacidn
de trombosis en pacientes con Anemie megalobldstice en treta-
miento,se disefia el presente estudio con objeto de conocer
los niveles de estos productos de la segragacidn plaquetaria;
previamente se estudid un grupo control de 22 personas norma-—
les y un grupo probleme formedo de 24 pacientes,en los cuales
se les determind estas dos proteinas plaguetarias;antes,duran
te y posterior al tratamiento;ge cuantificéd 1a B~TG por Redip
“inmunoensayo (RIA); y P4P por la Actividad neutralizente de
la heparine (A.N.H); con el grupo control,determinamos los va
lores normales de referencia,encontréndose de esta forme: la
B-TG con promedio de 35.7 ng/ml,la A.N.H. con promedio de
33.7 seg (0.97 en expresidn mim.); a los ocho dfas de iniciado
el tratamiento,la B-TG alcanzd valores con promedio de 78,3
ng/ml y 1la A.N.H, con promedio de 30.4 seg (1.18 en expresidn
nim. ); estos valores tienden a mantenerse altos en un 64% de
los pacientes,a elevarse en unl6% y solo un 20% recuperaron
los valores normales al término de 30 dims de estdio; esto
indica,oue una deficiencia severa de vitamine B12,puede oca -
sionar alteraciones funcionales de les placuetes,mismes Aque
se corrigen despues del tretemiento; en este etapm existe una
hiperactividad plaqueterie con riesge de trombosis,nue puede
ser identificada con le determinecidn de estos dos productos

de la activacidn plaquetaria.



INTRODUCCION.

La Anemia megalobldstice es una enfermedad oue se origina
por unag marcada deficiencis de vitamina B12 ¢ de dcido fdlico,
estos compuestos,intervienen en forma co-enzimatica para la
sintesis del DNA; especificamente en la reduccidn del agdcar
Ribosa a Desoxirribosa,(52)

Bl DNA contiene el material genético necesario para la
divisién celular ,de cada una de las series celulares sanguf-
neas en la médule Jdsea,Cuando falta algune de estas co-enzimas
por lo general habra alteraciones morfoldgicas y funcionales
de las célules,de la serie EBritrocftice,Granulocitica y Mega-
cariocftica.(24,60)

Ia Anemia megelobldstica se carscterize por un aumento en
el tamafio celuler,tanto del nicleo como del citoplasma, pero
de maners m€s intensa del citoplasma, &8 lo cuel se le denomina
"Agincronismo micleo-citoplasmdtico™.(20,51)

Los hallazgos pricipales en los frdtis ssngufneos sen 1B
observacidn de Macoovalocitos y neutrdfilos hipersegmentedos.
Cuando se efectuan los conteos celulazres encontramos:
Eritrocitopenia,leucopenia y trombocitopenia, lo cual indica
una lente maduracidn celular a nivel de médulz dsee,originan-

dose lo que se llame "“Pancitopenia®,(12,31,60)

Lag planuetas son células sangufness susceptibles & snor-
malidades metabdlicas por deficiencia severa de vitemina B12
y de decido f£41licojen estudios previos se determind oue el con=
tenido de vitasmine B1l2 en planuetas es tres veces mds alta

que en suero ¥y seis veces mfs alta que en eritrocitos.(38)



En 1973 Peter H, Levine,realizd una gerie de estudios
sobre defectos plaoueterios cualitativos en pacientes con de-
ficiencis de vitemina B1l2;observidndose une disminucidn de la
segregacidn placuetaris con estandares de Epinefrina y colégena,
tiempos de sangrado prolongado e incremento del P3P , mlgunos
pacientes desarrollaron trombosis(nue es la extensidn patolé—
gioce de sgregados plaguetariog);sin haber un aumento evidente
en la cantidad de las plmouetas {38)

REatas observaciones noa indican una anomalfa cualitativa
de las plaguetas por deficiencia de vitemina B12, por lo tanto
se plantea un estudio lonmgitudinal de 1la concentracidn de dos
-prote{nas plaguetaries eapecftiﬁas que son: la Beta-tromboglo-
bulina (B~TG) y el factor 4 plaquetario(P4P)., (43,53,59,61);
pars determinar la actividad plaquetaria y el {ndice de acti-
vidad plaquetaria dede por relacidn B-TG/P4P; en ceda una de
las etapas de evolucidn: ante,durante y posterior el trata - .
miento de la anemia,siendo en la segunda etapa cuando se pre-
senta un mayor riesgo de trombosis venosa‘6 arterinl, lo cual
puede originar un Inferto al miocerdio 6 un accidente vascular
cerebral y es cuando es necesario proporcionar un mayor con -~

_trol médico individual de cada uno de los pacientes. en estu -
aio, (33,34,38)



) Y.~ GENZRALIDADSES.
1.1.~ plaquetas,
Les plaguetas se originan al fragmentarse los megacario =
citos de la médula ésea,posesn una forma discoide con un dia~
metro de 2-3 micras; con citoplasma grénuloso sin micleo,con

mitocondries,vacuolas y pert{culas densas.(fig 1) (2,7)

NCSISTEMA CANALICULAR
CONECTADO A LA SUPERFICIE

GRANULOS ALFA

GRANULO DENSOD

Pig.,1  ESTPRUCTURA PLAQUEPARIA Y SUS GRANULOS .(62)

Se observan las distintas estructuras plaquetarias,el sistema
caniculer constituye un sistema conectado a la superficise,
los microtubulos forman la estructura discoide,en tanto que
las mitocondrias proporclonan le energia del glucogéno,nue es
una forma de almacenamiento de glucosa,los grénulos densos y
grénulos alfa contienen diverzas sustancias que sc liberan
en la activacidn plaquetaria,
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Una vez liberades & la circulscidn sangufnea,las plaguetas
tienen une vide medis de 10 dfes,si{ no han sido consumides en
algun procesc hemorragico;jno obstante muestran un metebolismo
muy ectivo en la segragacidn & cuendo se estimulen por una
lesidn vascular é por un sgente inductor,observandose un cam-—
bio de forme con emisidn de pseudopodos,lo que fAcilite su

desgranulacidn y unidn con otras planuetas.(fig 2) (24)

Pig.2 CANBIO DE FORMA DE IAS PLANUZPAS.(62)

Lag plagquetas aparecen como discos eplanados de contornos
ligos,despues de ser estimuladas con ADP,las planuetas se
hinchan y se transforman en uns esferas erizada,las prolonga -~
ciones se adhieren & la superficie vagscular 6 & otres plaque=~
tas.,



Estos corpisculos juegan un pepel importante en le deten -
cidn del flujo sangufneo en les heridas; sus interecciones
con sustancias plasmdticas y de los tejidos desempedan multi-
ples funciones,tanto en condiciones fisioldgicas como patold-
gicas.(62)

‘Iag plaguetas tienen tres funciones principales que son:

a) Agregacidén y formacidn de un tapdén hemostdtico.

b) Actividad trombopldstice.

¢) Retraccidn del codgulo,(31)

El resultado de un daflo en la pared vascular,es la forme-
cidn de un tapén plaquetario,para evitar la pérdidas sangufnea
posteriormente se formard al rededor de este,un codgulo san =
gufneo estable.la extencidn patoldgica de agregedos plaqueta-
rios, puede contribuir sin embargo al desarrollo de 1la oclusidn

de algdn vaso,dando un cuedro severo de trombosis.(14)

La apariocidn en la circulecidn sangufnea de dos protefnas
especfficas secretedas por los grdnulos alfa; como son le
Beta-~tromboglobulina y el Pector 4 plaocuetario,dan una medida
de esta reaccidn y un fndice de la actividad plaquetaria dada
por la relecién B-TG/P4P.(14,16,18,21,27)



1.2.- Higtoria.

le existencia de las plaquetas,no se establecid definiti-
Vemente heste fines del siglo XIX, pronto se supo oue estaban
implicadas en la hemostasia y coegulacidn, pero su papel en
dicho proceso no se decifrd sino haste fines de la décede de
los_cuarenta ¥ en la décade de los cincuenta,desde entonces
se han descubirto muchos detalles sobre le fisiologfa y 1le
bioquimice de la funcidn plaquetaria.(62)

Al inicio de los cincuentes,Ven Creveld,usendo le precipi-
tacidén con sulfato de berio, aislaron una fraccidn residual
de las plaquetes,cue mostraba élevqpa actividad neutralizante
de 1la heparina; 8l mismo tiempo,investigadores independientes
fueron capaces de diferencier las distintas fracciones oufmi-
ces que mostraban actividad trombopldstica y ectivided anti -
heparinica;en 1955 Deutsch propuso que el factor entiheperi w
nico,fuera designado Pactor 4 planuetario.(59)

Bn 1975,Moore y otros reportaron una prote{na plaquetaria
que se enlaza a una columne de Agarose-hepasrina,solo que menos
firme que el P4AP;similermente Rucingki (53) y otros describie~
ron una protefna de baja afinidad por la hepasrina,nue le deno-
mineron Pactor 4 planuetario de baja afinidad (P4P-Bh)j;esatu -
dios posteriores mostraron sue la B~TG es un derivedo protei-
co del P4P-BA.(9,29)

En 1962 Grete y en 1978 Dawes (21) describieron la libe -
racidn de los constituyentes planuetarios,cuando se exponen
a la trombina; desde entonces el término de liberacidn pleque-
teria,he sido aceptado pare resumir 1le exocitosis de la secre-

eidn planuetaria,



Le B-TG y el F4P han recibido considerable atencién ac. —
tualmente,como mercadores moleculares de la cativacidn plaque~
taria,basada en su alte especificidad,susencia en el plasma
normel y determinables por un método de alta sengibilidad como
es el Radioinmunoensayo (RIA).(9,21,25)

1.3 Fisiologfa de las placuetas.

: _Las plaquetas se componen por tres zonas principalmente:

a) Una zonavperiférica llamada "glicocelix™,conatituida por
glicoprotefnes,cue participen en la recepcidn de estimulos,
una membrena con un sfsteme canicular asbierto,con las enzimas
necesarias para le sintesis de .prostaglandinas.(10)
'b) Una zona interior llamada "sol-gel®,que esta compuesta por
microtuibulos, que es un sistema canicular denso y una banda de
microfilementos contractiles de trombostenina, proteina respon-
sable de la contraccidn plaquetaria y cambio de forma.(24,31)
¢) Une zona de orgdnelos,que estd-compuesta por grdnulos den—
808,grénulos alfa,lisosomss y mitocondriaes; las plequetas cir-
culantes se adhieren a la coldgena expuesta en la zone vagou=-
lar lesionada,interviniendo el factor VIII freccidn Von Wille-
brend (VIII:VW).(62)

En la primera fase llamada vascular,ocurre primeramente
una vasodilatacidn como respuests a un dafio tisular,con la li-
beracidn de histamina,Pactor VIII:Ag y colégena;al enlace en-
tre plaguetas y endotelio vascular se le da el nombre de adhe-
sidn plecuetaria 6 sgregacidn primeris.(fig 3) (8)

La egregacidn primaris es reversible y esta dade por ADP



FACTOR
DE VON
WILLEBRAND'

FACTOR
TSULAR,
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ARAQUI-
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GLOBULD ROJO

Fig No.3 INTSRACCION Dr IAS PLAQUETAS CON OPROS SISTEMAS.(62)



10

FIG.No.3

El contacto de las plaquetas con la coldgena(l) en presen-
cia del factor VIII:VW (&) inicia una via (b) que estfmuls 1a
secrecidn de ADP a partir de los grdnulos densos (c); las pla-
quetas oue se sdhieren cambien de forma y plerden sus grdnu -
los (2) al mismo tiempo los fectores tisulares,iones calcio y
otroe factores de le cosgulacidn,transforman le protrombina
en trombina (d); la trombine est{muls tembién le secrecidn y
trensformecidn del fibrindgeno en fibrins.Bajo la influencia
de coldgene,ADP y trombine se produce la agregacidn plaquete~
ria (3).81 procesc puede detenerse en este momento o prose -
ghig,dando lugar a un trombo con globulos rojos atrepados (4). -

y iones calcioj;les pla%uetas ya activades liberan compuestos
como ADP y factores placuetarios,llevandose e cabo le egrege-
cion secundarie la cual es irreversible y es medieda por ADP
y trombine;sl mismo tiempo se produce una vasoconstriccidn(33).

Al estfmulo de ADP gse produce la liberacidn de los produc-
tos contenidos en los grdnulos densos y al est{mulo de trom -
bina 6 coldgens,la liberacidén de los grdnulos alfe.(tabla 1)

La agregacidn plaquetaria ls producen los siguientes com~
puestos: Acidos grasos de cadena large,Trombina,Coldgena, Sero-
tonine,ADP,Noradrenaline,Histemina y cinases,loe compuestos
anteriores se adhieren & los receptores de membrang y causan
una reactividad plecuetaria.(12,62)

Los anticosgulantes no inhiben la sgregacidn plaquetaria
a nivel de lesidn vascular,por lo tanto es independiente de
los factores de la coagulecidn,les plequetas edemas de coope-
rar con el cierre vascular,ayuda a la reparacidn continum de
la {ntegridad vasculer.(19,31)



TABIA No,l

DE L&S PLAQUETAS. (10)

11

LOCALIZACION DE LOS CONSTITUYENTES SUBCELULARES

Grénulos alfa

Grinulos densos Lisosomas {Sist.tubular
Pactor V ADP Hidrolasas | Tromboxano
Pidbrindgeno ATP A2
PAP Pirofosfato’ - Tromboxeno
BTG Serotonina B2
P VIlI:Ag Caleio
P VIII:VW

P orecimjiento DFP
Pactor XI1X

DP = dependiente de plaguetas.
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1.4.- Biogufmica de las placuetas.

Las membrenas de las células endoteliales,asi_como la mem-
brane de las placuetes,contienen fosfol{pidos,que 2l activar-
se el sistema vasculer,como el s{stema plaquetario,son conver-
tidos por la fosfolfpasa A2 en Acido aragquidonico (A.A.); que
es convertido en dos subsecuentes perdxidos: Prostaglandina
G2 (PGG2) y la prostaglandine H2 - (PGH2),(24)

La enzima responsable de esta conversidn es la Ciclooxi -
genaéa,que es inhibida por el dcido acetil salicilico y 1la
eulfilpirazona.las plaquetas sintetizan el tromboxano A2 que
es un potente vasoconstrictor y agente agregente y las células
endotelinles sfintetizan la Prostaciclina (PGI2); que es un
potente vasodilatador e inhibidor de la agregacidn plaocuetaria
ambos compuestos vienen de la misma endoperoxidesa y tienen
accionqs diametralmente opuestas.(d)

La clave médular de la bioquimica de 1las plaquetas estd
deda por el 3°5°AMPc,que por un mecenismo de inhibicidn de su
concentracidn determina la cantided de calcio libre,oue es
utilizado por la trombdstenina para producir su accidén con =
tractil.(fig 4)

1.5.- B-tromboglobulina y factor 4 plaguetario.

‘Dentro de las protefnas aue son secretadas por los grénu-
los alfa se encuentran l& B-iromboglobulina (B~TG) y el factor
4 plaquetario (F4P); los cuales son excelentes marcadores mo=-
leculeres.(43,45,53,59)

Ie B-TG primera protefna estudisda par 1la tecnica del
Radioinmunoenseyo; es secreteda por las placuetas como un te-
tramero con un P.M. total de 35,400 D,
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Ia B-TG parece ser un producto proteol{tico del factor 4
placuetario de bvaja afinidad.(34)

Bl P4P es tambidn un tetrémero;pero es secretado como un
complejo de dos tetrémeros y dos moléculas de proteingliceno,
que estd compueste por 4 unidades de 7,700 cade una y el com-
plejo con un P.M. total de 30,800 D.(34)

Dewes y colaboradores,reportaron la depuracidn de BTG
cuyo' tiempo de vida media fué de 100 min.,mientras que para
el PAP fué de aproximadamente 20 min.,la rdpids liberacidn de
P4P es debide a que esta enlagada a las células endoteliales;
estos enlaces han sido demostrados "in vitro" en cultivos ce-
lulares. (21, 34,35)

As{ mismo se ha demostrade que el F4P y la B-TG son meta-
bolizadas en el rifion y se encuentran niveles elevados en pa-
oiente‘.a con Insuficiencia renal crénica (IRC).(6,21,28)

Los estudios en los cuasles,solamente una de las dos pro -
tefnas es determinade,son diffciles de interpretar, porque neo
hay un control de liberacidn "in vitro™.Por lo cual es impor-
tante determinar ambas protefnas as{ como el Indice de la ac-
tividad plaquetaria dada por su cociente B-TG/F4P,(33,34)
-2.1.- Clasificacidn de las anemias,

Se entiende como enemia,a un descenso de la concentracidn
de hemoglobine por debajo niveles normales;aceptandose hasta
12 g/d1 de Hemoglobina para mujeres adultas y 13,5 g/dl para
varones adultos.(19)

le anemia no constituye un diagndstico,sino que se consi-
dera como un signo de una enfermedad a disgndsticar y que estd
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dada por: a) Valoracidn del descenso de hemoglobina.

b) La rdpidez del cuadro clinico.

¢) 21 estado general del paciente,{37)

Une forms de clasificar las anemias es segén el tamafio de
loa eritrocitos (clasificacidn morfoldgica)jque se da & con -
tinuaeidn: l.~Mecrocftica (VCM mayor de 99 micraas).

2.~Normoc{ticas (VCM de 83-99 miores’ ).

‘3,-Microcftica hipocrdmica (VCM menor de 83 micras3).

le Anemis megalobldstice es del tipo mecrocitica y normo-
crémica,e menos que exista una deficiencia de hierro.
2.2.~ Anemis megelobldatica.

Bl término de Anemia megaloﬁléstica es utilizado para de-
terminar unes serie de altsrsciones,que tienen como caracteris—
tica comin: Anomalfas morfoldgices y funcionales de las célu-
1as sangufneas y de 1la médula Gamea,.(60)

Se stribuye la causes a un defecto en la sintesis del DNA por
deficiencia severa de vitamina B12,dcido fdlico 4 deficiencie
mixta (tabla No.2);estos compuestos intervienen en forma co-~
engimdtica en la sfntesis del DNA,especificamente en la reduc-
cidn del azudcar Ribosa a Desoxirribosa; en donde la Ribomd -~
cleotido~reductasa es la enzima y la vitamina B1l2 es la co-
enzime.(52)

Para le adsorcidn de vitamina B12 tambidn se requiere de
une glicoproteina secretada por las células parientales de la
mucosa gdstrica llamada "Factor intrinseco”.(26)

El factor 1ntg{nseeo ge combina con la vitemine Bl2 y el

complejo es captado en presencia de iones calcio por



TABIA No.2 CLASIFICACION DE LAS A.MEGALOBLASTICAS.(60)

1.~DBFICIENCIA DR VITAMINA Bl2.
Disminucidn en el eporte.
Diete pobre.
Melebsorcidn,
Deficiencia del factor intrinseco.
anomalia del factor intrinseco.
tMalabsoreidn selectiva femiliar,
Melabsorcidn inducida por fdrmacos.
Parasitisis intestinal
Aumento de las necesidedes.
Bmberazo.
2.~-DEPICIENCIA DE ACIDO FOLICO.
Disminucidn en él aporte.
Rieta pobre.
Malebsorcidn
Auﬁento en las necesidades.
Activacidn bloqueada por antagonistas,
4lcohol
3,~DEPICIENCIA MIXTA DE ACIDO POLICO Y VITAMINA B1l2
Inhibidores metdbolicoa.
Nedicementos emtrinsecos.
Brrores congénitos.
Trastornos de etiologim desconocida,

Adouiridas.
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receptores espec{ficos del Iledn; transportada por une globu—
line Beta llamada Transcobalamina II y almacenada por una glo
bulina Alfa llamada Transcobalemine I.(52)

En cuanto a los trastornos celulares; los precursores me—
galoblénticos,abarcan tanto ls serie Eritroc{tica,Granulocfti
ca como Megacarioc{tica.El Promegalobldsto es el estadfo mds
immaduro de los eritrocitos y el mds fdoil de identificar,se
obse}va de un tamafio superior al normal,con un citoplasma bd-
sofilo.(Pig No.5)

A1 sumentar la sintesis de hemoglobine,le madurez de cito
plasma contrasta con la inmadures del micleo;a ests razgo se
le denomina: "Asincronismo nicleo-citoplasmdtico®.(52)

Los precursores Granuloc{ticos,también muestran asinero -
nismo y el estadio mfs representativo es el Metamielocito.lLos
Megaeﬁéiocitos megelobldstitos no siempre presentan caracte -
risticas morfoldgicas distintivas.(19)
2.3.~ Datos del laboratorio.

Todos los elementos formes se hallan afectados; los eri -
trocitos presentan variaciones en cuanto a tamafio y forma e
iﬁclusiones tales como: cuerpos de Howell~Jolly y enillos de
cabot.(19,20,52)

a) Sangre perifdérica y méduls dsea,-existe anemia macro -
cftica y normocrdmica,e menos que exista un déficit de hierro
con morfolog{a de los eritrocitos ya descrite,leucopenia con
neutrofilos hipersegmentados (mds de cinco); & veces con trom
bocitopénia y le méduls dsea con maduracidn megalobldstica.

b) Andlisis de jugo gdstrico.-la cantidad es escasa,
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PIG.No.5

La célula mds joven de la serie eritrocitica normel es el
pronormoblgato de 14~19 micres; el ndcleo es de color pirpura
¥ grénular con densificacidn de 1lm cromatina,el citoplasma es
grinular y de color ezul,

Zn la evolucidn desde pronormobldsto a normoblésto orto -
erdmico tiene lugar aproximadamente unas tres divigioneas mi -
téticas,esta dltima célule ea incapaz de llevar a cabo la
s{ntosis del DNA,por lo cue no puede efectuar divisiones pas—
teriores;ls cédlula tiene un diametro de §-~12 micras.

El reticulocito es uneritrocito joven originzdo por 1a
salida del nieleo cesluler § por destruccidn del mismo; vunque
retiene restos de RNA,lo que explica sus propiedsdes policré-
nftofilas en le tineidn de Wrigth; los eritrocitos normales
tienen una forma de disco biconcaboage color rojiso de €-B
micras,

En ls mzduracidn eritrocitica mnormel por deficiencie de
vitamina B12,lae célules son de mayor temaiio ¢ lus normeles
én todas sues feses del desarrollo,debido & que crecen durante
lergos periodos,sin sufrir mitosis, por lo que se retrasa su
salida & circulacidn.

Zn la fase de maduracidn de estas célules se observe mito
sis anormal y mayor centidad de citoplesme con respecto al
nicleo {Asincronismo nicleo-citoplasmdtico).

La célula mds primitiva de este serie,es el Promegaloblds
to que mide 19~27 micras,le sigue el megaloblédsto basdfilo,
normoblénto megalobldstico policrometéfilo de 10-18 micras ¥y
por lo tanto de mayor tamsiio que su equivalente,le sigue el
normoblésto ortocromdtico,reticulocito megalobléstico y mega~
locito de 9-11 micras,tiene un color naranje azuludo y en ocg
ciones con variscidn de tamaiio y forma,

c) Anélisis hematoldgice,.~el nivel de vitamina B12 en
suero es bajo,el nivel sérico de folatos es normal o bajo, la
bilirrubina estd ligeramente elevada (1-2 mg/dl); la LDH rb -
sulta incrementeds (mayor de 1000 mU/ml);aebido é le eritro -
poyesis.(31).
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d) Pruebas de adsorcidn.-el procedimiento empleado es 1&
pruebe de Schilling,que mide la excrecidn urinaria de vitamina
Bl2 redioanctiva.(39)

e) Anticuerpos.-el 90% de los enfermos con Anemia perni -
ciosa fpresentan autoanticuerpos,contra el citoplesme de las
célules Parientales gdstricas.

2.4,~ Manifesteciones clinicas.

Bate tragtorno es raro entes de los 35 afios,los afectados
suelen cuejarae de debilided y fdtiga, pueden tembien destacar
elgunos si{ntomas gastrointestinales y diarreas; es tembién
frecuente el embotamiento y hormigueo de pies y manos;e menu-~
do el grado de nutricidén es bueno, pero los pacientes presen -
tan palidez e ictericia,la lengua tiene especto liso y en ocg
siones también aparscen petequigs.(26)

El‘diagnéstico lo determina el médico por medio de la ex-
ploracidn fisica,la historia clinica y con exemenes de labo -
ratorio y de médula dsea.(15,38,54,57)
2.5.~ Tratemiento médico.

A).-TRATAMIENTO DE VITAMINA Bl2.via I.M.

Durante el primer dfa 1,000 microgramos.

Durante la primera semana 100 microgramos. por dfa.

Durante el siguiente mes 100 microgramos ¢/3er die.

En los meses posteriores 100 microgramos c/mes.

B ).~-TRATAMIENTO DE ACIDO FOLICO. via oral,

5 mg disrios por 2 meses,

Tratemiento entitrombdtico: Heparina via I.V. 0.2-0.4 Ul; y
antisgregantes plaquetarios como la aspirine y el Dipiridamol
(Persantfn).(11,26,37)
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IX.- OBJETIVOS.

Con el antecedente de la observacidn de trombosis en pa -
cientes con Anemin megalobldstica(13,38);se plentes un estu =
dio longitudinal de los niveles de dos protefnas placuetarias
espec{ficas: 1a B-tromboglobulina y el factor 4 plaoueterio ;
&ntes,durante y posterior el tratamiento; haste 30 dfss de
evolucidn de este tratamiento.

En este periodo de estudio es cuendo tiene un mayor riesgo
de presentar trombosis y donde es necesario proporcionar un
mayor control médico individuel,

Por lo que se plentean los siguiWntes objetivos :

a) Determinar los niveles de embas protefnas,en un grupo
de pacientes con Anemim megalobldstica: entes, durante y poste
rior al tratamiento.

b) Demostrar la importancia de determinar estaep dos pro -
tefnes en el laboratorio de Hematologfe Easpecisl,como una me-
dida de le actividad plaquetarim,en pacientes en ocue se sos -

- pecha estados pretrombéticos como en el caso de le Anemia me-
galobldstica,

¢) Correlacionar los resultadoe con un grupo control de

de personas normales sanas,
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III,-~ MATERTAL Y METODO.
1.~ Materisl bioldgico.

Se estudiaron 24 pacientes hospitaslizados de mmbos sexos
con disgndstico de Anemia megalobldatica, corroborados clfni -
cemente ¥y con examenes previos de leboratorio y de médula
dsee; ‘se les tomaron tres muestras e cada uno de los pacien -
tes en este orden @ :

a) Ia la, muestra cuando se establecid el diagnédstico,

‘b) Is 2a, muestra a loa 8 dfas de iniciado el tratamiento.

a) La 3a, m, & los 30 dfae de iniciado el tratamiento.

Previamente se realizardn las determinaciones de las pro-
tofnas 2 un grupo control de 22. personas normales, para obtener
1os valores de referencia de 1a poblacidn estudiada,las carasg
ter{aticas de oste grupo fueron les siguientes ¢

&) Fueron donadores familiares.

bv) Edad entre 18-40 afios,

¢) Ko haber ingerido,durante la ultime semana,médicamentos
como antibiéticos,aspirinas ni anticonceptivos oralss. ‘

d) No haber ingerido alcohol ni ser fumadores crénicos.

2.~ Toma de muestras,

Las mueetras para le determinacidn de B~tromboglobulina
son obtenidag en tubos especiales, proporcionados por el equi-
po,que contienen EDPA como snticosgulents y un agente anti -~
agregante llemado Teofilina; las muestras sangufneas son cen-
trifugades en frio,el plasme es seperado y congeledo hasta su
determinacidn; las muestras pars la determinacidn del F4P son
obtenidas en trombotubos de 2.5 ml con eitrato de sodio como
anticoégulanﬁe; centrifugadaes y mantenidas en hielo pera su

determinacidn inmedinmta,
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3.~ Determinacidn del P4P por 1a A.N.H.

a) Pundemento: en el transcurso de le agregacidn inducida
por trombina,las plaquetas liberan F4P,el cual es suceptible
de ser medido en forme indirecta por su amctivided antihepar{-
nic_a(lz); la pruebe se realiza en dos etapas:

l). Tiempo de trombdine (TT).-este método mide el tiempo
durente el cusl,el fibrindgeno presente se transforma en fi -
brine,por la accidn de una cantidad estandarigzeda de trombi -
na,(12) )

B). Piempo de trombina-heparina (TT-H).,-la heparina inter-
fiere en le relacidén de trombina~fibrindgeno,pare la forma -
c¢idn de un complejo: Antitrombina IIl-heparina-trombina;aler~
gendo el tiempo de coagulecidn en el cual el fibrindgeno
libre se tranaforma en fibrina.{50)

b} Procedimiento: la sangre se recoge en trombotubos de
2.5 m1 con citrato de sodio al 3,8% como anticoa'gulanta,on
une relacién 1:10, se centrifuge le muestra la muestra a 3,000
T.p.m. por 30 min;pars obtener un plasma pobre en plaocuetas
(PPP); 1a cantidad de plaquetes de esté plasma se encuentra
entre 10,000 s 20,000 plaquetas/mm3.Se separa el plasma en
tubos de pldstico de 12 x 75 mm y Se mantienen en hielo pare
su determinecidn inmediata,

A). Tiempo de trombina (HARDISTY).-Se pone & incubar 0,1
ml de plasme normal en un tubo de ensayo de 12 x 75 mm,usando
un Pibrémetro (Clotec-hyalznd); se le agrega 0.2 ml de trom -
bina diluf{da y se pone en marcha el crondmetro ajustando el
tiempo de coagulacidn entre 18-20 seg;y se determina la con =
centrecidn de trombina dilufda.
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B). Tiempo de trombina-heperina(TT~H).-se incuba 0.1 ml
de plesma normal a 37°G por un min en un tubo de ensayo de
12 x 75 mm,en un fibrémetro (Clotec-hyland);posteriormente se
adiciona 0,1 ml de heparina dilufda y se cronometran 20 seg ,
ge adiéiona 0,2 ml de Trombine 2.5 U/ml y se pone en merche
el crdnometro,ajustande el tiempo de Trombina entre 30 a 35
sbg ,se determina la concentracidn de Heparine dilufga.

Nota: Be consideran valores normeles,hasta 5 seg mayor oue
el testigo,se realira 1z misme operacidn con los plasmes nor-

‘males y todas lae determinaciones se hacen por duplicado.
4). Tiempo de trombina (TT),
Pibrindgero + Trombing =—=—————> Fibrina.
B). Tiempo de trombina heparina (TT-H),
Pibrindgeno + Trombina + heparina + F4P -—.——-D[AT III—hep—tromJ
Fibrindgeno 1ib. + Trombina 1lib, —————> Pibrina,
Cuando el P4P & =& el TT-H (prob/test) & =2 Velor mim.(tes/pro)a
a= aumenta.
b= disminuye,
Por lo tanto el factor mimerico es directamente propor -

cional a la activided antihepar{nica del P4P y es proporcio ~
nal al aumento en 1la curva (fig No. 9).
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). TIEMPO DE TROMBINA (TT)

ﬁ,@ Ji

citrate £n hielo 37°C Trombins Trombina

3.B% dil, 2.5 U/m1
B) TIENPO DE TROMBINA-HEPARINA (TT-H)
;’*\0 1 ml £\ 2 ml
plaama
30—35"

<sn hielo 37 C Heparina 377C Trombina Heparina
ail. 2.5 U/m1 0,1 U/ml

Pig.6 TECNICA DEL PAD POR IA A N.H, (12)

En 1n agregucidn induocide por tromdina,lss plaquetas libe-
ran F4F,el cual es suceptible de ser medido en forma indirec-
ta por su aotividad sntiheparfnica;ls pruebs se realiza en
dos .etapes,
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3.~Determinacidn de B-tromboglobulina por RIA.

8 )Pundamento:El método de radioinmunoensayo depende de la com

petencie entre la B-TG marcada con 1125 ¥ la B-TG no marcede del
plesme problems, pare un admero lfmitado de sitios enlazantes en
ek nntiou;po Ant{-B-TG.Ja cantidad de B-TG marcada enlazade el
anticuerpo, serd inverzamente proporcional & la cantidad de B-TG
no marcada.ptesenio en el plasma problema. (12)

- b) Procedimiento:

Iﬁlediutamento despues de la coleccidn de la sangre,debe ser‘
transferide & uno de los tubos del equipo, que contiene EDTA como
anxicoﬂkulgnte y uns sustanoia antisgregente llamade Teofilina,
megolar suavemente y posteriorﬁente dejar que la muestra se en—
frie en hielo aprox. 15 min.;j;centrifuger le muestra & 3,000 rpm
por 30 min. en una centrifuge refrigerada (4-8°c);separar 0.5 ml.
de plasma en un tubo de plestico de 12 x 75 mm. y congeler la
-nestra:para su almecensamiento.Descongelar la muetras hasta su

deterainacidn, . . )
Nota:-Todas las determinaciones se hecen por duplicado,

lag muestras descongeladas,no se deben congelar de nuevo.
TECNICA.

Se colocan em una gradilla,tubos de pldstico de 12x75,se
pipetoa en cada uno de los tubos de ensaye 50 microlitros de
los estandares ( 9,19,47,97 y 215 ng/ml)respectivos y de.plas-
mAs problemas y un plasma normal; 8¢ adicionan elicuotaes de
200 microlitros (4 lambdas) de B-1G marcedo con I'2°
de los tubos de ensaye;pipetear alicuotas de 200 microlitros

,8 cada uno

de suero ant{ B-TG en cada uno de los tubos de ensaye; los tu-
boe de enmaye se mexclen en un Vortex y se dejan reposar duren-

te uns hora a temperatura ambiente.
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Se pipetean elicuotas de 500 microlitros de solucidn de sulfato

de amonio saturado e cade uno de los tubos de ensaye y centri-
fugar & 2,000 r,p.m., durasnte 10-15 minutos; posteriormente sme
sacan los tubos de la centrifuge,se decanta el sobrenadante y
ge invierten los tubos por 5 min sobre un pepel absorbente,

evitando los movimientos brusco;por Wltimo se pasan los tubos
a8 un contador de part{oulas Gema y se obtienen los resultedos

de les cuentes por min,

cpm

Anti B~TG B-TG enlazudo 1
N - N
-0J sy
R T ST
{7 510 a
[
(NH,),80,

: CONTADOR
—e ——» GLKA c.p.m,

BTG (ng/ml)

<
4

Fig.6 METODO DE RADIOINNMUNOENSAYO PARA IA B-TG.(4b,_41)

Este método depende de lea competencia entre la B-~TG marcade y
la B-TG no merceda del plesma problema, para un ndnmero 1{mita-
do de gitios enlezantes’ en el anticuerpo; los resultados obte-
nidos se contrepolan en el dimgrems de 1z curve; dadas por las
cuentas por min. de la B-TG marcada con lodo 125,contra la con
tentracidn de los estandares.
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IV.~ OBSERVACIONES Y RuSULTADOS PREVIOS,.

Bn estudios previos reslizados en pacientes con Anemia me
galobldstica en el H.de Bspecislidades C.M.R.,bejo la direc -
cién del Dr.J.Gonzalez Llaven, pe obtuvieron los siguientes
resultadoa (13): se reunieron 110 cesos de Anemia en edultos;
la edad promedio fuéd de 41.8 sfios,con un rango de 15-85 afios;
lag manifestaciones clinicea m€s frecuentesfueron: palidez,
astenin y adinamia, pérdides de peso,disrrea,ictericia y sinto-
mas neuroldgico.El peso se recuperd rdpidemente despues del
tratamiento y la fiebre desaparece deapues de algunos dfas,

la medicidndel dcido fdlico y 1a vitamina B12,ge realizd
B casi la mitad de los pacientes y la médula dsea fué con
medurecidn megelobléstica en todos los casos.in le mayoris de
los pacientes le etiologfa de la Anemie fud debida & deficien
cia de vitamina Bl2,pero también se observd deficiencia de
dcido félico y deficiencia mixta,

En relaecidn con los datos de laboratorio: el 100% de los
paclentes,tuvieron anemias con una ¢ifra media hemoglobina ade
6.2 g/d1,el 61% de los pucientes tuvieron cuentas de 4,000
leucocitos/mms,més de 18 mitad de lom pacientes tuvieron wmenoa
de 100, 000 plsquetas/mu3,con cifra medis de 120,000 plaa/mms,
el 47% de los pacientes tuvieron pancitopenia,

lag alteraciones morfoldgices mds frecuentes en los frd -
tis senguineos fueron: poiquilocitosis,macrocf{tosis,cuerpos
de Howell-Jolly y mecrogolicftos,

Ocho de los pacientes tuvieron recaidas de la Anemie megs
lobléstica y fueron debido a deficiencie de vitamine B12,
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V.- RESUITADOS,

Se reunieron 24 casos de Anemia megalobldstica en adultos
en ol Hospital de Especinlidades del C.M,R.;las principales
caracterfsticas de este grupo son les siguientes: la relacidn
entre mujeres/houbres es de 1.4:1.0 ,le distriducidn de los
pacientes por décadas fué bastante homogenea; la eded proma ~
dio fué de 42.7 afios,con un rango entre 18-72 afos.En el gru-
Po control de personas normales,ls edad promedio fué de 25
aflos con un rango entre 19 a 38 afioce.

Con el grupe control de personas normales,determinamos
los valores ds referencis de nuestras poblacidn en estudio;los
niveles de estas protefnas sonz'para B-TG,un promedio de 35.7
ng/ml con un rengo de 20 a 54 ng/ml.,para la A.N.H. un rango
de 30.7 & 36.7 seg;con un promedio de 33.7 ssg (valor mimeri-
co de 0.97).

En la tabla No.3 ae registran los resultedos obtenidos de
B-TG determinesdos por RIA y F4P por A.N.H.,en el grupo control
de personas normeles,con promedio,rango y desvimcidn Standard;
al comparar loas valores por sexos mediante la t~Student,se
obtuvo una t=0,15,con un valor de significancia menor de 0.0%;
que resulta no significativo y por lo cual no hay diferencie
significative de 1a poblacidn normal por sexos,

BEn la figura No.8 se muestrs grdficamente los velores de
B-TG plasmaticos,en los cuales se observa un aumento progresi
vo de los valores en el trnecurso del tratamiente; qué correg
ponde 2 un aumento en la actividad plequetaria,

En la figura No.9 se observa al inicio del estudio en la

primera etape "A" ,une activided disminuida de les plaquetas,



TABLA No.3, RESULTADOS DE B-TG y F4P EN EL GRUPO CONTROL DE
PERSONAS NORMALES.

VALOR DB VALOR DE P4P| VALOR Di FdI’f

No. [SsXO{ EDAD |B-TG(ng/ml)| seg Prob/tes| exp mim t/p
1 P 27 50 31.8/33.6 1,05

2 ? 20 48 32.9/30.5 0.92

3 r 28 46 33.3/32.1 0.96

4 ? 33 46 31.9/31.5 0.98

5 F | 2 32 35.9/33.1 0.92

6 P 25 - 29 34.8/34.2 0,98

i P 33 28 36.7/34.2 0.93

8 bid 19 28 34.6/32.1 0.92

9 P 27 24 35.9/33.6 0.93
10 r 26 24 35.9/33.9 0.94
11 ¥ 27 54 31.3/34.2 1,09
12 | u 16 50 32.4/30.5 0.94
13 M 38 45 32.3/30.2 0.93
14 N 30 44 31.4/33.1 1.05
15 | u 29 5 32,9/33.6 1.02
16 | M 27 38 30.7/30.4 0.99
7 N 27 34 31.4/33.6 1.07
18 N 27 33 32.7/33.9 1.03
19 M 23 29 34.6/30.4 0.87
20 N 28 24 35.3/35.3 1.00
21 M 24 20 36.4/32.3 0.88
22 M 30 20 36.4/33.6 0.92
Promedio 25 35.7 33.7 geg 0.97
Rango 9-38 | 20-54 30.7-37.7" | 0.87-1.07
Desv, Std, 2.1 0,06

t-Student  +<0.05 = n.s.

30
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B-T¢ (ng/ml)

100 ¢ : —3= 1014
t : .
8o 4 : —X78.3 .
60 )
. t .
o —Xw 44.3 .
40 4 v H
- Xe 35.7 . .
[ s : *
20 L :o.
o A B c
Rengo (20-54) (09-81) (30-134) (42-152)

Pig No.8  DISTRIBUCION DR LOS NIVELES DR BTG 2N PERSORAS
NORMALES Y EN PACIZNTRS CON A, MEGAIOBLASTICA.(CNwgon~
trol normal,A=antes,Bedurante,Q=despuss del tratamionto )

Distribucidn gréfica de los valores de B-TG,obtenidos por
Radicinmunoensayo; en que se observe e¢n sumento de los veloe
Tes por el aumento de la actividad glaqueteria,
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P4P (A.I.Ht) (fact .mim, )
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Rango (0.87~1.07) (0.40-1,17) (0.58-1.91) (0.91-1.74)

Pig Ko.9 DISTRIBUCION DR LOS NIVBLES DB P4P EN PERSONAS NORMALES
Y BN PACIZNTBS OON A.MEGALOBIASTICA.(CN=control normal,
Awantes,B=durante, Cedespues del trdtamiento).

Bn la etape "A" ge observe una sctividad disminuida de las
plaquetas,que concuerda con le trombocitopenia presente antes
del tratamiento,pero en "B" tienden a mantenerse elevados los
valorea de P4P,con riesgo de trombosis.
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que concuerdan con la trombocitopenia presente antes del tra-
temiento, pero durante el trenscurso de este en "B;,los valores
de B-TG y F4P tienden a mentenerse altos,con un probable
riesgo de trombosis.

A 2os ocho dfas de inicimdo el tratamiento le B-TG aumen-
ta on un 91% de los cesos y lacanze velores con un promedio
de 78.3 ng/ml,con un rango de 30~134 ng/ml; le A.N.H.,tambidn
auménta en un 79% ,con un rango de 0.58 & 1,91 ¥y con prome—
dio de 30.4 seg (1,16 en expresidn ndm,).

A los treinta dfes con. término del tratamiento: 20% de
loa casos (5 pacientes);logrérop recuperar los valores norma-—
les de B-TG (20~54 ng/ml) y de F4P (30.7-36.7 seg); en 64% de
los casos{ 15 pacientes); tienden a mantener velores altos
dé ambas proteinas,lo cual {ndica un riesgo de trombosis y
#8010 en 16% de los camos (4 pacientes); se elevaron los velg
res plaméticos de B-TG por arriba de 140 ng/ml y por arribe
de 1.6 en expresidn nim.para el P4P, con una trombosis que se
debe controler inmediatemente con heparing ¥ con un tratamien
to de medicementos antitrombdticos.Estos velores se grdfican
en las figuras 10 y 11.

Bn la teble No.4 se hace una relacidn de los valores de
ﬁ-TG obtenidos por RIA y P4P por A.N.H.,durante las tres eta-
pes de evolucidn; indicando la edad y sexo de cada uno de los
pacientes,con promedio,range y desviacidn estgndard.en los

valores globalea.



TABIA No,4 RBSULTADOS DE B-TG y P4P EN EL GRUPO DE

PACIENTES EN LAS TRES ETAPAS DEL TRATAMIENTO.

L Pro-trat, Trans-trat. Post~trat,
Ho. [Sexo [Rdad | B=2G ng/ml B-TG ng/ml B-TG ng/ml
1] 46 9 30 96

2 ) 4 45 55 88 109

"3 P 41 9 55 42

4 |? 135 36 134 140

5 P 32 T4 93 50

6 » 25 40 66 150

T r 26 Al 110 151

8 4 18 54 63 86

9 r 40 10 N 97
o}{r 46 54 87 108
mnlr |38 1 57 44

12t ¢ a7 34 132 138
3P 28 42 111 152
u|r o0 53 62 85

15 1 X T2 28 55 17

16 | ¥ 64 80 106 124

17 1 & 63 19 90 97

18 I K 36 27 50 96
191 38 41 67 151
20 | ¥ 43 3 92 49
211K 70 29 56 78

22 | M 61 19 105 123
23 |1 & 65 25 48 98

24 1 ¥ 37 81 92 95
Promedio| 42,7 44.3 78.3 101.4
Rango n8-72 09-81 30-134 42-152
Des,St, 24.0 29,1 34.8
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Continue TABLA No.4

Exp mim=seg tes/prob.

Pre-tratamiento Prans-trat Post-tratamient o
F4P por ARH exp ANH exp ANH exp
No.| seg p/t nim seg p/t nim seg 5/t ndm
1 36.6/33.6 0.87 } 27.1/30.5 1.12] 28.9/33.6 1.16
2 29.0/32.1 1.11 | 16.3/31.5 1.9} 22.6/32.1 1.43
3 64.8/33.6 0.51 | 41.7/34.2 0.82} 36.4/35.3 0.97
4 29.0/34.2 1.17 | 19.3/32.1 1.16] 21.0/30.5 1.45
5 34.2/33.6 0.98 | 28.8/33.9 1,18] 31,5/33.9 1.08
6 49.6/34.2 0.69 | 17.7/30.5 1.7 20.1/33.6 1.74
7 54.9/30.4 0.55 | 29.1/33.1 21.14| 19.7/36.4 1.5%
8 62.1/33.6 0.54 | 37.3/30.5 0.81] 27.2/33.6 1.23
9 32.4/31.5 0.97 | 26.3/32.1 1.22| 26.7/33.6 1.26
10 |} 33.8/34.2 1.01 | 18,2/33.6 1.81} 25.2/33.6 1.33
11 | 45.0/32.1 0.71 | 33.5/34.2 1.02] 27.2/32.1 1.17
12 | 35.0/33.9 0.97 | 22.8/33.6 1.46] 27.3/34.2 1.2%
13 | 46.8/30.5 0.65 | 27.2/33.6 1.24}19.2/31.5 1.65
14 | 76.9/33.6 0.44 | 47.3/33.6 0.71] 28.2/32.1 1.13
15 |} 35.0/33.6 0.96 | 32,9/33.6 1.03] 36.4/33.6 0.91
16 }38.3/30.5 0.79 | 31.0/35.3 1.13]19.9/30.5 1.51
17 }35.8/32.1 0.90 | 29.2/33.6 1.15}19.5/30.5 1.56
18 176.2/30.5 0.40 | 57.7/33.6 0.58 | 34.2/34.2 1.00
19 |38.4/30.5 0.79 | 18.8/34.2 1.81}18.4/34.2 1,84
20 | 37.7/33.6 0.88 | 28.1/30.5 1.08 1} 33.7/33.6 0.98
21 |33.2/35.3 1.06 | 26.7/30.5 1.13 | 30.5/30.5 1.00
22 148,7/33.6 0.69 } 34.2/35.3 1.03 }23.8/33.6 1.41
23 }52.1/31.5 0.60 } 47.4/32.1 0.68 | 27.0/32.1 1.36
24 148.3/33.6 0.70 | 32.7/34.2 1.05}25.1/34.2 1.29
Prom.]  44.8" 0.79 30.4" 1,18 26,2 1,29
{Rangodl (0.40-1,17 (0.56-1.91) (0,91-1.74)

{Pesv.5ta. 0.23

0.37

0,26
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Promedio (78.3) (101.4)

Fig No.10 VARIACION INDIVIDUAL DE LOS NIVELES DB B-TG EN CADA
UNO DE LOS TRES &STADIOS EN ESTUDIO.

Representacidn grdfice del estudio lineal de B~TG de cads uno
de los pacientes,con un aumento progresivo & los & dias del es~
tudio y una respuests variabls & log 30 dfas del tratamiento.

L 2
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PAP (A.N.H. )(fact.ndm. )

DIAS
+ A
8 30
Promedio (1.18) (1.29)

Fig No.1l VARIACION INDIVIDUAL DE LOS NIVELES DE P4¥ EN CADA
UNO DE LOS TRES ESTADIOS BN ESTUDIO,

Representacidn grifica del estudio linee) del P4P ,1a ectividad
antiheparinics es proporcional al Sumento de 1a gurva.
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En la tabla No,5 se registren los valorea del Indice de
actividad plaquetaria;dadda por le relacidén B-TG/F4P del gru
Po contol de personas normales y grupo de¢ pacientes en cadae
una de les etapas de estudio con su promedio,rango y desvie -
cidn éstandard.

En la figura 12,se observe gréficamente un comportemiento
1fneal iddntico de las curvas de los valores promedio de B-TG,
F4P'y de 1a relacidn B-TG/FP4P yintegrando de esta forma las
figuras anteriores; 9,10 y 11,

En la tabla No.6 se hace une comparacidn estedistica de
la poblacidn en estudio,comprendido en dos grupos: el grupo
‘control "C" de personas normales ¥y el grupo "P®" de pacientes
en cada una de les etapas de evolucidn en estudio,con el ta -
mafio qe la poblacion, promedio y el sistema paramétrico de la
t-Student como prueba de comparacidn de la media de dos po -
blaciones,.Como es de esperarse,difieren mucho los valores de
los dos grupos en las determinaciones de B~TG,P4P y su rela-
cidn B~TG/P4P; presentan una desviacidn significative (d.s.)
con una p meyor de 0,05,por lo cual caé fuera de los valores
dé significaﬁcia y de la_distribucién Gaugsiena del grupo
control “C",



TABLA No.5 INDICE DE LA ACTIVIDAD PLAQUETARIA B~TG/P4P DEL
GRUPOQ CONTROL NORMAL Y DE LOS PAJIENTES IN TRAT.

ucn -Pu nPn npn
No, | Normel}Pre~trat. trens-trat. post-trat.
1 47.6 10.3 26,7 82.7
2 52.1 49,5 46.0 76,9
3 47.9 17.6 67.0 43.2
4 46.9 30.7 80.7 96.5
5 34.7 75.5 78.8 46.3
6 29.6 57.9 38.5 86.2
7 30.1 74.5 96.5 97.4
8 30.4 100.0 7.7 69.9
9 25.8 10.3 25.4 76.9
10 25.5 53.4 48,0 81.2
1 43.5 15.5 55.8 37.6
12 53.2 35.0 950.4 110.4
13 48.3 64.6 89.5 92,1
14 41.9 120.4 87.3 75.2
15 40.2 23.1 53.3 84.6
16 | 8.3 101.2 93.8 82.1
17 31.7 87.7 78.2 62.1
18 32.0 67.5 86.2 96,0
19 33.3 51.8 37.0 82.0
20 24.0 82.9 85,1 50.0
21 22.7 27.3 49.5 77.2
22 21.7 114,4 101.9 87.2
23 41,6 70.5 81.6
24 115.7 b7.6 69.8
Prom} 36.7 59.7 68.8 76.8
Rango}21-53.2 (10,3~120.4} ] (26.7~101.9)§(37.6-110.4)
Des S§. 10.3 34.6 23.2 18.1

39
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TABLA No,6 COMPARACION #STADISTICA ZNTHE L GRUPO CUNTROL "g»
Y EL GRUPO “P* DE PACIZNT#S,EN CADA UNA DE IAS
BTAPAS 2N £STUDIO.
- GRUPOS
nge npn t-Stud npn t-Stud] "p» t-Stud.
Normal Pre~traf trang-t poat-tr
B-TG n 22 24 t==1.6 24 t=-6.8 24 t=-8.9
ng/mlfx | 35.7] 44.3 78.3 101.4
S 9.1 24.0 n.8. 29,1} d.s. 34.8 | d.s.
F4P n 22 24 t= 3.7 24 t=-2,7{ 24 t=-5.9
Pact. | x | 0.97] 0.79 1,18 1.29
ndm, | 8 0,06{ 0,23 d.s. | 0.37 d.8. | 0.26 d,s,
B-TG n 22 24 t=3.1} 24 - Rt=-6.1 24 t=~3.3
PaP 15| 36,7 -59.7 68.8 76.8
S 10,31 34.6 d.3. }23.2 d.8. 18.1 4,8,
p= 0.05 c= 1.7 (tablas) (~c{t {c ) = n.s.
B~PG/P4P = Indice de mctividad plaquetaria.
¢ = valores or{ticos {tablas).
d.s. = deaviaoidn significativa.
n.s, = desviacidn no significativa,
p. = valor de significancia,
S = Desviacidn Standard.
t = T~Student.
n = tamafio de la muestrs,
X = promedio de la muestra,




5n -

B-TG(ng/ml)
4
r4 B-1G/P4P
4
1.6 ¢16G
-
1.2 4124

J DIAS
-~ L + —y
8 30

Pig No,12 VALORZS FROMEDIO D8 LO3S VALORIS D B-TG,P4P,y B-TG/P4P
EN CADA UNO DE LOS TRES BSPADIOS 3N BSTUDIO.

Se observa el comportamiento linesl identico de las curvas,de
los valores promedio de las proteinas en estudio,ss{ eemo el
indice de eaotividad placuetaria,integrendo les grdfioms 9,10 y 11)
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Vi,- DISCUSION.

En el presente estudio,se muestra los niveles elevados
gue pueden alcanzar la Beta-tromboglobulina y el Factor 4 pla
queterio (9,21,41,43,59);as{ como de le relacidn B-TG/F4P ,
como {ndice de activided plaquetaris,en pacicntes con Anemiea
megalobldstice en tratamiento (fig.12).(34)

Las plequetes son células susceptibles & anormelidades
metdbdlicas por deficiencia severa de vitamina Bl2 y de doido
£3lico,le cusl se puede corregir administrendo une terapia
edecuade {Cap.I)(38,57)estd correcién se refleja con un acor-
tamiento en el tiempo de coagulgcién a sus valores normelea y
una buena respuesta en la agregacidn secundaria; provocads
por estandares de ADF,Epinefrine,Coldgena ¢ Trombina.(12,16,36)

Un eaumento en la actividad plaquetaria,incrementerd 1a
concentracidn plasmdtica de productos de secrecidn plaquetarie
como el P3P,que junto con factores tisulares; activerd la via
Intrinseca de 1a cosgulacidn sangufnea y producird la conver-
8idn de Protrombina a Trombins,estd dltima estimulerd la acti
vidad plaquetaria en forme cfclice.(figs.3 y 4).(8,38,62)

la sgregacidn plaquetaria, junto con depdsitos de Pibrine,

. desarrollard evidentemente una trombosis venosa ¢ arterial, si
no es detectada oportunemente con la determinacidn de Trombi-
ne y de los productos de segregacidn plequetaris; que se debe
controlar en los casos grdves con la administracidn de hepari
ne y antisgregentes plaquetarios; como el dcido acetil salic{
lico § el Dipiridamol (persantin) (11,26).Por 2o cual la fun-
e¢idn plaquetaria es imporitante en la patogenia de la hemorra-

gfa y le Trombosis.(10,12,19)
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La B-TG y el P4P han recibido considerable etencidén como
marcadores moleculares de la actividad plaquetaris; basade en
en su alta especificidad,su ausencis en plasma normal y deter
minacidn por el Radioinmunoensayo (RIA).(18,21,23)

Estas dos protefnas estan sumentadas en varies condicio -
nes clinices como: Inferto al miocardio,Bnfermedades corona -
rias,Trombosis venosa & arterial}Arteriosclerosis,Diabetes
mellitus, pre~Eclampsia,CID,IRC y migrefia entre otras.(1,3,4,6
22,28,29,34,42,58)

Los valorea de referencie obtenidos en laboretorics hos -
pitelarios de 1la Unidn Americane para el RIA reporteron valo-
res normeles de 150 personas con un rango de 10-65 ng/ml y
un promedio de 30.8 ng/ml; comperando los resultados obteni -
dos en nuestra poblacidn del D,P, caen en estos valores; con
un valor promedio.de 35.7 ¥y una desviacidn estandeard de 9,1 ,
Por lo tanto no hay diferencia en lom valores normales de las
dos poblaciones.(40)

Antes del tratamiento,los pacientes presentan niveles nor
males pera le B-TG con un promedio de 44.3 ng/ml y disminuidos
para el F4P(A.N.H.); con un promedio 44.8 seg,teniendo dife -
rencias significetivas con respecto a los valores normales
(Tabla No.6); ¥ gréficados en las figuras 8 y 9,esto indice
baja en la actividad plaoguetaris,nue concuerda con la dismi -
nucidn de las plaguetas presente antes del tratamisnto,
(13,38).
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A los ocho dfas de iniciado el tratamiento,los valores de
awhas proteinas aumentan en este forma: un 91% para B-TG con
un velor medio de 78.3 Ng/ml y un 79% pars el F4P (A.R.H,);
con un valor medio de 30,4 smeg (1.18 en expresidn mim.)

Debpues de 30 dfas de inicisdo el tratamiento, encontramos
una marcades diferencim en la respuesta de los pacientes,suje~
tos al mismo tratamiento; en un 20% de los casos,los pacien =
tea }ocuperaron los valores normales (B~TG de 20~54 ng/ml y
de F4P de 30.7-36.7 seg); miantfas que & la mayoria de los pa
cientes, que corresponde & un 64% de los casos,tienden a mante
ner niveles altoas con riesgo de trombosia y en un 16% de 1los
‘caeos, 5e elevan los valorss por arriba 140 ng/ml par B-TG y
1.6 para el FMP ; con un necesario tratamiento antitrombdtico
pars egtos pacientes.Con respecto a le t-Student,de loa doa'
grupos;existen diferencias estadisticas significativas(Tabla
No.6 ).(36,56)

la tendencia a presentar trombosie venosa ¢ arterial en
forma repetitiva de ciertos pacientes,se debe probablemente a
alguns alteracidn & nivel de sistema fibrinilftico ¢ alguma
alteracidn funcional de las plaquetes llemada_trombopatfas,
.siendo el numero de plequetas normal & diminuido; por lo que
ge sugliere estudioa complementarios con la determinacion de:
Pibrindgeno, productos de degradacidn de fibrindgeno (PDF);de-
terminacidn de P3P y pruebas de agregacidn plequeteria con
estandares de ADP, coldgens o epinefrina,(12)

Ap{ mismo se suglere un estudio complementario de la admi-
nistracidn de vitamina B12 y fdélatos en personas normales, para

observar cual es su repuesia plequetaria.
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Uno de los defectos sobre el tratamiento dado a los pa =
cientes; es que se edministran amdbss vitaminas,ain distinguir
cuel de laa dos es deficiente.(13})

B interezante el hecho de observar,que hay uns tendencia
a8 presentar fendmeno trombdtico en el perfodo de recuperacidn
Y no antem, cuando hay una dismipucién en la produccidn pla -
quetaria; lo cual fndica oue es ddbido probadblemente,a una
Prombocitopis de rebote y a un acortamiento en el tiempo
de madurecidn plaquetaria intraméduler, seliendo s circula -
cidn sangufnes, planuetass inmaduras y con una disminucidn en
la calidsd plaquetaria. ( 24,38)

Con el presente estudic no podr{dmos implicer,si 1la hiper
segregacidn plaaqueteris es uns respuests expontanes ¢ induci~
da por le administracidn en altes ddsis de vitamina Bi2 y
fletos dades al inicio del tratamiento.

la mayories de los pacientes estudiados,fueron dados de a}l
te del Hoaspital,despues de un mes de tratemiento y recupere -
eidn; por 1o que es df{ficil dar un seguimlento posterior
extrahospitalario.
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VII.~ CONCLUSIONES.

1.~ Esté estudio,demostrd el incremento progresive de los
niveles de B-TG y de F4FP, aa{ como de su relacidn B-TG/F4P
(como {ndice de actividad plagueteria);en relacion con el trg

tamiento, comparandolos con un grupo control normal.

2.- 1a deffciencia de vitamina B12 y dcido fdlico, pueden
ocacionar deffciencias funcionales de les plaguetes,mismas
que deseparece con el tratemiento e inclusive pueden aumentar
-los productos de segregacidn placuetaris,con riego de trombo-

ais,

3,- Bs de noter la importancia de determinear embas protei
nas en el lsboratorio de Hematologfa Especial; en estados pre
trombéticos como en el caso de la Anemis megalobldstica ¥ sn
estadas trombdticos en general,

4,- No podemos implicar as{ ls hiperactividad plaguetaris

.

es una respuesta expontenea ¢ es inducida por altes ddsis del

‘tratenmiento.
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1.~ Métodos estadfsticos,

Se realiza una compzrecidn estadi{stice de le podlacidn en

dos grupoai entre el grupo "C" de personas normales ¥y el gru-~
Po "P" de pacientes,estableciendo lus siguientes variables:
Tamafio de la poblacidn (n), promedio (X),rango (R),Desviacidn
eatandard (S) y la t-Student; que es une aplicncidn & siste-
mea perdmetricos(Teble no.6).(36,56)

La medin (x) = es el promedio de le pums de los valores

encontrados en una serie de observaciones,

Desviacidn estandard (S) = es una medida de la dimpersidn
de los valores alrededor de le medis de la distribucidn y se
define como la rafz cuadrade del medio de lag desviaciones
de la diferencia entre las observaciones y su medis,su expre~

sidn es:

5= \|E §x—§12

n-1

Pruebas de significancia.- Si dos medias ¢ doe proporcio-~
nes,difieren por mds del doble,el error estandard de la dife-
rencis son significativoa y mo por factores de la casualidad;
esta medida & nivel convenoional de significancie es :p=0,05

Le fdrmule para estas pruebes de significancia pera dos

poblaciones por medio de la t-Student es:

< §1= media de la poblacidn 1

;2= medis de la poblacidn 2
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