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I NTRODUCC! ON

Las plaquetas son }a princlpal fuente d; fosfolfpi-
dos que son necesarlos para 1a activaclén eficiente de los -
factores X y |1 del mecanismo Intrfnseco de la coagulacldn .
Estos fosfolfpidos estdn disponlibles sélo cuando las plaque-
tas son activadas por un estimul'o apropiado ya sea in vivo o
In vitro y se les ha asignado el nombre de Factor 3 Plaqueta

rio.

Una medida directa de la actlyldad de} Factor 3 Pla
quetario se puede hacer suministrando un estimulo estindar -
con caolfn y adrenalina a un plasma que contenga una concen-
tracidn conocida de plaquetas para ser examinadas y saber --

que su actividad en ia coagulacidn es normal.

Las plaquetas intervienen en forma Importante en el
mecanismo hemostitico de dos maneras principalmente: Una es
formando aglomerados que constltuyen el trombo primario, que
tapona de inmedlato la pared del vaso lesionado y otra es ==
aportando una superficie fosfollpfdica, necesaria para la in
teraccidn correcta de los factores de 1a coagulaclén del me-

canismo Intrlnseco.

Debido a que los trastornos en !a coagulacidn no sé
lo son debidos a deficlencias en los factores plasmiticos, -
sino también a deficienclas plaquetarlias y alteraciones vas~
culares, se pretende en este estudio evaluar la funcién pla-
quetaria, cuantificando e} tiempo en que el Factor 3 Plaque-
tario actlva y promueve la formacidn del codgulo, Por lo -~
que de lo anterior se establece que el objetivo de este esty
dio es estandarizar una técnica, que nos valore la funciona-
1idad plaguetarla, para que se incluya dentro del ﬁerfll de

rutina de pruebas de coagulacién y de esta manera valorar la



fase plasmatica y plaquetaria conjuntamente.

Adem3s, es importante la determinacidn del Factor 3
Plaquetario en algunas sfituaclones en que las plaquetas fa -
Vlan al tratar de hacer disponible fosfolfpidos de su membra
na, como en algunas condiciones flslopatoldgicas, tal es el
caso de insuficiencia renal, uremja, anormalidades en protel
nas séricas y en la [ngestidn de algunas drogas como anticon
ceptivos, aspirina y fenllbutazona, ibuprofen (motrin), cor-
ticoesteroides, cafefna, papaverina, carbenicilina, cloroqui

na, reserpina, fenotlazina,

Para el presepte trabajo de investigacidn, primero
se valoré el sistema de coagulacidn en conjunto, tomando co-
mo muestras elegibles aquellas que resultaron normales en la
valoracién general del sistema de coagulacién. La valora ==
cién se reallzdé con las pruebas de Consumo de Protrombina, -
Tiempo de Protrombina y Recuento Plaquetario; tales pruebas
nos valoran el sistema de coagulacién en conjunto, la via ex
trfnseca de la coagulacidn y el nimero de plaquetas disponi=-
bles, respectivamente.
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CAPITULO i

CENERAL I DADES

1.1 LAS PLAQUETAS
1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

El descubrimiento de la existencia de -las plaquetas -
en la sangre data desde el sjglo XIX en que los {nvestigado=
res de esa &poca asociaron unas pequedas partfculas de aspec
to globular con la coagulacidn de la sangre, ya que ohserva-
ron que al disminuir la canti{dad de estas estructuras desco-
nocidas, se desencadenaba un proceso hemorrigico y gque al ha
cer una transfusi6n sanguinea, con sangre de una persona sa-
na, el proceso hemorriglico se detenfa observindose un aumen<
to significante en ia cantidad de estas estructuras,

Corresponde a 8rohm y Krauss el mérito de haber esta-
blecido en 1833 la relacidén entre Ja disminucidon de piaque -
tas en sangre y la presentacidn de cuadros hemorrigicos y en
1842 Donné describlé a las plaquetas con el término de globu
linas debi{do a su tamado y aspecto globular,

En 1882 Bizzozero las describib con el términe de ~--
"plaquetas' y establecié en forma definitiva su independen =
cia de los otros elementos figurados de la sangre, adhesivi-
dad, participacidon en los trombos y papel en la coagulacién
sanguinea. En 1906 Wright aflirmé que las plaquetas eran por
ciones desprendidas del citoplasma de los megacariocitos de
la méduia Ssea. Estudios posteriores hechos por Glazman en
1918, demostraron la existencla de un fen6meno hemorragico =~
explicable no por disminucidn en el nimero de plaquetas sino
por una alteracién en la funcién de las plaguetas.



1.1.2 MADURACION ¥ LIBERACION PLAQUETARIAS

En médula Gsea se encuentran célutas primitivas plurl
potenciales, es decir, provistas de ta capacidad de diferen*
clarse en miltiples }Ineas hematopoydticas; conforme se van
diferenclando, esta capacidad se hace cada vez mds limitada,
de tal forma que su progenie da tugar sdlo a 1lneas mis dife
renciadas que se }imitan a una médula primitiva megacariocl~
tica unilineal., Esta cé&lula prolifera en precursores megacy
riocfticos diploides pue pierden 1a capacidad de divisidn ce-
lular y adquieren la capaclidad de endorreduplicacion del ADN;
este fendmeno es exclusivo de la linea megacariocitica, suce
de sincrdnicamente y consiste en que el valor p\ofdfco priml
tivo se duplica hasta que se consigue el valor final, Enton
ces estas células polipleides aumentan de tamaho hasta el =~
punto de que se transforman en megacariocitos, los cuales sy
fren una maduracidn posterior, hasta que llegan a ser célu -
tas formadoras de plagquetas,

La maduracidn citoplasmitica incluye varias etapas:

ETAPA CELULAR t: £} sistema membranoso de la célu~
la Indiferenciada se demarca y algunos grénu{os densos carag
terfsticos de la !fnea megacariocitica se hacen presentes. -
En esta etapa la sintesis protélca es muy activa y son noto-
rios los ribosomas y el retfculo endoplidsmico rugoso.

ETAPA CELULAR I}: £sta etapa se caracteriza por una
sfntesis protéica mids pronunclada, Auments el tamabo cely -
lar y se encuentran presentas todas tas estructuras de la cg
lula madura. A} final de est3a etapa cesa ja sfntesis del ==
ADN y se consigue as? la ploidfa midxima., €1 nficieo va es ~-
multiiobulado.

ETAPA CELULAR t1i: El megacariocito madura. Los or-
ganelos citoplasmiticos se distribuyen y organizan, ¢! siste

i
i
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ma membranoso de demarcacian divide al citaplasma en zonas =
de plaquetas preformadas., La sfntesis protelca continfa y =

aumenta el volumen celular,

Como la megacariopoyesis tiene lugar en ia médula ==~
dsea, las plaguetas deben atravesar el endotelio medular pa-
ra poder teper acceso a los sinusoides de la médula que comu
nican con el torrente circulatorio, para esto las células de
sarrolian seudfpodos citoplasmiticos romos que se [(nternan -
entre tas células del revestimjento endotelial y posterior =
mente cada seuddpodo se fragmenta para formar plaquetas inde
pendlentes. Este proceso de fragmentacidn citoplasmatica ~~
“tlene lugar en los sinuscides medulares, en sangre periferl-

ca y en menor grado en e} sistema vascular pulmonar.

Se ha comprobado que megacariocitos enteros pueden pa
sar a través de las aperturas endoteliales de & mm de didme-
tro, por 1o que se pueden encontrar megacariocitos en sangre

periférica.

La regulacién de la trombopoyesis es mediada por una
hormona similar a ta erltropoyetina, llamada trombopoyetina,
de la cual dependen diversos aspectos de la maduracién' mega-
carfocitica y de la liberacion plaquetaria de la médula dsea,

to existe evidencla de que exista algin 6rgaﬁo en es~
peclal productor de la trombopoyetina o de algin factor estji
mulante de la produccidn de ta misma, pero se supone que tal
factor es producido por un tipo celular comin a muchos &rga~
nos, como las células endotellales u otras de la pared vascy
lar que estdn ep cgnstante contacto con las plaquetas circu~
lantes o bien macsrSfagos que iIngleren plaquetas senescentes
que pueden estar relacionados con el mecanismo sensor y con
el productor de factores estimulantes trombocitopoyéticos co
mo son fa UFC-H (Unidad Formadara de Colonias de Megacarloc)
tos } y ia UFC~granulocita~macrdfago; los cuales inducen los



primeros fendmenos proliferativos de las células progenito -

ras.,

1.1.3 ULTRAESTRUCTURA PLAQUETARIA

La ultraestructura celular de la plaqueta se divide -
en tres regiones distintas: A) ZONA PERIFERICA; B) Z0NA SOL-
GEL; y C) ZONA DE ORGANELOS. (Ffg. 1).

A)  Z0NA PERIFERICA

A esta zona la constituyen la pared plaquetaris y las
Invaginaciones, que comunican el Interfor con el medio que =
rodea a la plaqueta, formindose el sistema canalicular abler

to o superficie de conexidn.

Esta zona estd relacionada con el mecanismo de adhe -
sién de las plaquetas a los lugares de alteracidn vascular.
Ademds, mantiene la integridad de las plaguetas, proporclona
receptores para diversos agentes estimulantes o Inhibidores,
es determinante de la especificidad inmunoldgica plaquetaria,
facilite las Interacclones plaqueta-plagueta y plaqueta-super
ficie y proporciona la superfici? fosfolipidica que acelera

la coagulacidn,

La zona periférica se compone de tres zonas morfoldgf
tas: a) Capa exterlor (Glucocdliz); b) Unidad de membrana;
y ¢) Area submembranosa,

a) Capa exterfor (Glucocdliz):

Es el componente de |la zona periférica que estd en --
contacto con el plasma, Tiene un grosor de 150-200 . Sir
ve de proteccidn a la membrana y delimita el sistema canalli~
cular, Es el lugar de adhesion de las plaquetas.



Figs 11 'Dlagrama de microfotografia electrénica de un corte
transversal de una pltaqueta. C.E., capa externa; ==
M.C., membrana celular; §.0., sistema de conexidn -~
superficial; H.T., microtibulos; 5.T.D., sistems ty
bular denso; G-a, grdnulos alfa; £.D.,, cuerpos den-
sos; Mlt,, mitocendria; G.G., grénvios de glicégeno.



Ests compuesta por mucopollsacdridos 8cidos y gluco -
protefnﬁs, que contlenen moléculas de 3cido sidlico terminal
que contribuyen a proporcionar cargas negativas en la sdper-
fleie que ayudan por repulsidn electrostdtica a evitar la ad

hesidén de plaquetas entre si o al endotello vascular intacto.
b) Unldad de membrana:

Es la capa media de la zona periférica y es una tipi~
ca membrana trilaminar que es esencial para la Integridad In
terna de la célula, Ademds participa en otras funciones co-
mo adhesién, contraccién y fuente de fosfolfpidos activado -

res de la coagulacidn sanguinea,
¢)  Area submembranosa:

Es el espacio entre la unidad de membrana y la banda
circunferencial de microtGbulos que contlenen un sistema de
elementos fllamentosos que son los que dan y mantlenen la --
forma de la plaqueta, forman seudépodos e intervienen en la

retraccién del codgulo. .

B) ZONA SOL-GEL . .

Esta zona comprende la matriz viscosa intracelular; -
estd compuesta por proteinas que se agrupan en elementos ff-
brosos como Microtibulos y Microfilamentos; difieren unos de
otros en su estado de polimerizacidn, agregacidén y localiza-

cién en la célula,

Los movimientos orlentados de la plaqueta, la contrac
clén de los seuddpodos y la retraccién del codgulo, que son
esenciales para el funcionamiento normal plaquetario, depen~
den de los elementos fibrosos de esta zona, por lo que se le

considera como la encargada de la funcidén contrictil.



C)  ZONA DE ORGANELOS

En la matriz sol-ge) de la plaqueta se encuentran flo
tando una gran variedad de elementos formes y partfculas, co
mo: los grdnulos, cuerpos densos, mitocondrias, particuias -
de glicdgeno y sacos aplastados que son los aparatos de Gol-

gi.

Los grdnulos son redondeados y envueltos por una m;m-
brana, contlenen substancias que son secretadas por la pla -
queta durante la metamorfosis viscosa, como: fosfolipidos, -
enzimas hidroliticas como la fosfatasa dclfda, B-glucoronida-
sa, catepsina, ATP-asa, ademds ATP y AOP.

Los cuerpos densos son §rganos secretores que durante
la transformacién Interna que ocurre después de }a exposi -~
cidn a los agentes agregantes, se mueven a la superficie pla
quetéﬁla y liberan substanciass como serotonina ADP, catecola

minas y Factor & Plaquetario.

Las mltocondrias son el depésito metabGlico de ATP y
calclo, se aimacena energla para que cuando sea bloqueada la
glucblisis enzimdtica, las funciones celulares no paren.

Ademds de estos elementos ljgados a las tres zdnas -
funcionales, las plaquetas poseen tres sistemas meeranosos:
El sistema canallcular ablerta que consiste en un extenso =--
sfstema de canales que comunican con el exterior; estos cana
les agrandan el 3rea de superficie de Ja plaqueta, lo que =-
permite que los nutrientes plasmiticos sean mis accesibles a
la ptagueta. Un segundo sistema es el aparato de Goigi. ¥ =
el tercero es el sistema tubular denso, que es el principal
tugar de aimacenamlento de calcio, que se moviliza para regyu
Yar el fendmeno contrdctil. También e! metabolismo de las -

prostaglandinas se localiza en este sistema.



1.1.4 CONSTITUYENTES BIOQUIMICOS PLAQUETARIOS

Las plaquetas poseen constituyentes bloquimicos que -
son sintetizados por ellas mismas, como el glucdgeno, adenin
nucleStidos, protefnas, aminodcidos y el ortofosfato, que se
hallan distribuidos heterogéneamente en las plaguetas y la -
tantidad de dichos constituyentes varfa segin la edad de la

plaqueta. ¢

Los carbohidratos representan el 1,9% del peso himedo
y estdn formados principalmente por oligo y polisacaridos, -
entre ellos el glucdgeno, glucosamina, galactosamina, con =--
droftin-k-sulfato, dcido hialurénico y dcido N-acetilneuraml
nico,

Las protefnas son los principales const]tuyentes y re
presentan el 12% del peso himedo y el 52% del peso seco. Las
principales proteinas constituyentes son: ATP-asa, tromboste
nina, miosina, actina, trompomiosina, fibrindgeno, albdmina,

Factor XI1l y los factores 2 y &4 plaguetarios,

Los !Tpidos constituyen el 2.9% del peso himedo total
de ta plaqueta y los fosfolfpidos constituyen el 76% de los
Ifpldos totales y consisten en lecitina, fosfétldlletanolaml

na, esfingomiellina y el Factor 3 Plaquetario,

Entre los minerales y vitaminas presentes en las pla-
quetas en mayor cantidad son el sodlio, potasio, calcio, mag-
néslo. zinc, fosforo, ortofosfato, dcido félico, vitamina -~
B-12 y cantidades elevadas de écido ascérbico. Estos const|
tuyentes no son sintetizados proplamente por la plaqueta si-

no que son tomados del plasma.

Ademds de todos estos componentes antes descritos, --
las plaguetas poseen concentracliones relativamente elevadas

de serotonina y adrenalina. La serotonina es secretada por



las células argentdfilas del intestino y es transportada a -
circulacidn por las plaquetas, las cuales contienen la mayor
parte de la serotonina de la sangre. También captan y trans
portan adrenalina pero en concentracién menor que la seroto~
nina.

Las plagquetas estin constituldas ademds por varios ==
componentes del sistema de coagulacidn y que forman parte de
su estructura Iinterna, entre ellos los mas importantes son :
el fibrinégeno que forma el 10-15% del total de las protel -
nas plaquetarias, una parte se localiza en la membrana y ~=-=-
otra en los granulos secretores. Otro constituyente muy. im=
portante es el factor establlizador de fibrina que es esep ~
cial en el Gltimo paso de la formacidn del codgulo de fibri~

na.
La plaqueta también posee cuatro constituyentes sinte
tizados por ella misma y que tienen importante actividad en

ia coagulacién, son los 1lamados factores plagquetarios,

Factor 1 Plaquetério:

Se le llama as? al factor plasmatico V que ha sido ab
sorbido en |a membrana plaquetaria y tiene caracteristicas y

funcidn tdénticas.

Factor 2 Plagquetario:

Es una protefna relativamente de bajo peso molecular
y termoestable que acelera lfa reaccidn catalizada por la --~
trombina, es decir, aumenta el grado de |lberacidn de pépti-
dos desde e| fjbrindgeno, para formar el mondmero fibrinSge=~
no-fibrina. Acta como una enzima proteolitica que convier=
te el fibrindgeno en mis sensible a la accién de la trombina,
Adem3s, contrarresta los efectos inhibidores de la antitrom-

blpa (i1,  Agrega las plaquetas del plasma y potencializa el



efecto agregante del ADP, N

Factor 3 Plaquetario:

Es un fosfolipido constltuyente de la membrana.plaque
taria que es esencial para que se lleve a cabo el mecanismo
Intrinseco de la coagulacidn. Este factor es descrito en la

.

seccidn 1,2,

Factor 4 Plaquetario:

Se le da este nombre a la actividad neutralizadorarde
heparina de las plaquetas. Es una pro{efna |iberada por los
grdnulos de bajo peso molecular., Ademis, neutraliza los ---
efectos Inhibidores de los productos de degradacién del f} -

brindgeno y potencializa la agregacidon plaquetaria.

1.1.5 PAPEL EN LA HEMOSTASIA

Las plaquetas son Importantes para contener el sangra
do desde los vasos sanguineos lesionados. Su funcién es ===
principalmente en la hemostasis donde taponan literalmente -
hablando, cualquier agujero en la pared vascular y proporcio
nan fosfolfpidos que son esenclales para la coagulacldn san-

gufnea.

Se entiende por hemostasls "el conjunto de mecanismos
y procesos que mantienen la integridad vascular, evitan las
extravasaciones sangufneas espontdneas, cohfben las hemorra-
gias, mantienen la sangre 1Tquida en circulacién y circuns =
criben el proceso de la coagulacidn estrictamente al jrea --
donde se produjo la lesi6n del endoteilo vascular'. La he -

mostasis es un fendmeno complejo en que participan:

a) La pared vascular y sus propledades de reactivi -



dad y contractilidad (Factor Vascular).

b} La cantidad y capacidad funcional de las plaque -

tas (Factor Plaguetario).

¢} La integridad del sistema de coagulacidn plasmiti
co con su sistema de inhibidores y el sistema fl-
brinolftico (Factor Plasmdtico).

Ef papel de las plaguetas en la hemostasia puede sub-
dividirse en las siguientes fases: (Fig, 2).

FASE 1) Vasoconstriccién localizada a nivel del --
§rea afectada.

Después de un traumatismo vascular, se produce una va
soconstriccidn iniclial, como resultado de una estimulacidn =
por el mecanismo reflejo de terminaciones simpiticas en la -
musculatura lisa de la pared de los vasos. Este fendmeno -~
que dura aproximadamente 30 segundos, tiene como finalidad -
lograr una éstasis en la circulacidon y favorecer la forma ==
cién de un trombo plagquetario. Después de la vasoconsirlg -
cién refleja inicial ocurre una vasoconstriccidn secundaria
produc{da por adrenalina, serotonina, tromboxano Az que son
substancias liberadas por las plaquetas una vez que se han -

adherido al tejido conjuntivo subendoteljal.

FASE 11} Formacién de un trombo de plaquetas sobre
' ta superficle vascular lesionada,

: Las plaguetas ademds de aportar substancias vasocons-
trictoras, forman un tapén o trombo que evita un sangrado --
profuso., En la formaclidn de| trombo plaquetario ocurren dos
fenémenos muy importantes: La adhesidn de plaguetas al subenr

dotelio y la agregaci6n entre las mismas plaquetas.
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La adhesién de las plaquetas al coldgeno expuesto por
la pared vascular después de un trauma se explica por la in-
teraccidn de la carga positiva del coldgeno con la negativa
de tas plaquetas y por la fibronectina, que es una proteina
que actlia como receptor plaquetario superficial del coligeno.
Ademis de adherirse al coligeno, las plaquetas también pue -
den adherirse a las microfibrillas asociadas con la elastina
(pero no a Ja elastina), a !a membrana basal de los vasos pe

quefios y a la substancia amorfa de Jos vasos grandes.

Las plaquetas una vez adheridas a las estructuras de
la pared vascular, cambian ripidamente de forma discolde a -
esférica y emiten seuddpodos; este cambio de forma es impor-
tante para.la agregacidn ya que aumenta 1a frecuencia de co-
l1isidn entre las plaquetas, disminuye la repulsidn electros~
titica y facilita un contacto m3s estrecho entre Jlas plaque~
tas adyacentes,‘para de esta manera Jograr una mixima super=

flcle de adhesidn a la pared vascular daitada. .

Para que tenga lugar una adecuada adhesidn se requie=
ren varlas substancias como son: la glucoproteina | de la -~
membrana plaquetaria, el factor Wiliebrand del plasma y los
erftrocitos circulantes, La glucoproteina | es la mids’exter
na de las proteinas de ia membrana plaquetaria y es rica en
dcida sldlico que proporciona una carga negativa a la plaque
ta. El factor Willebrand es el llamado factor Vlll.que Jun-
to con la glucoprotenia | contribuyen a que el tiempo de san
grado no sea prolongado. EI papel o la necesidad de los er]
trocitos ‘en el proceso de adhes{dn es que ocupan el centro -
de la luz vascular en la sangre circulante por su mayor peso,
lo que desplaza a las plaquetas hacia la pared de los vasos
promoviendo as7 la adhesidn y también a que el ADP provenien
te de los eritrocitos |isados en el lugar de -la lesidn, acti
va a fas plaquetas y las transforma en adhesivas.

El otro fendmeno posterior a la adhesién y que no se
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lleva a cabo st no sucede la adhesién, es 1a agregacidn pla-
quetaria, E1 término '"agregaclén'" es el fendmeno Inducido =--
por varias substanclas o agentes qufmicos, y se le llama «==
agregacidn primarfia o de primera fase a la induclda por ADP,
adrenalina, serotonina, trombina y ristocetina; y de la s¢ -
gunda fase o agregacidn secundaria a la determinada por el -
ADP procedente de las plaquetas que participaron primero en
este fendmeno. De esta manera 13s plaguetas forman el pri -
mer tapdn que impide la salida de sangre y que serd reforza-

do por el codgulo de fibrina.

La bioquimica de la agregacidon plaquetaria se resume

Cualquier estimulo mecinico o quimico de 1a membrana
plaquetaria activa a una enzima de esta estructura, la fosfo
lipidasa Ay,
araquidénico de la posicién 2 de la fosfatidilcolina y de 1a

esta enzima cataliza la hidrdllsis del 3cido --

fosfatidilnositina plaquetarias, asi el ic. araquidénico li-
berado, bajo la accidn de la clclooxigenasa plaquetaria, da
Tugar a la formacién de los endoperdxidos cfcl}cos 11amados
prostaglandinas P662 y PGHZ. En los microsomas de las pla -
quetas se encuentra una enzima, la tromboxano.slntetasa la -
cuval determina la transformacléi de la PGG2 y de 13 PGH2 en
un compuesto lnestable que es el tremboxano AZ' que ademds -
de ser un poderoso agregante plaguetario es un-vasoconstrice

tor muy activo.

El fendmeno de agregacidn plaquetaria es escaso o nu-
lo cuando la concentraclon de plaquetas es muy fnferior a --
50,000 plaquetas por mm3 de sangre, debido a que la 1lbera =--
cién de substanclas agregantes es inferior a la requerida pa

ra que se lleve a cabo este fendmeno.

La agregacidon plaquetaria es independiente de los fac
tores de coagulacidn plasmiticos ya que los anticoagulantes



no larlnhlben.

El control de la agregacldn plaquetaria estd requlado
por la cantidad de AMPciclico, esto es, si se incrementa la
cantidad de AMPciclico en la plaqueta, de inmediate se Inhi-
be el proceso de agregacién plaquetaria, con tendencia a la
disgregacidon. También la adherencia de las plaquetas a la -
coldgena es inhibida por el aumento de AMPciclico. En cam -~
bjo un nivel bajo de AMPcTclico significa la aparicidn de -~
agregacidn plaquetaria y adhesién de las plaquetas al colige

no.

El nivel de AMPciclico depende de un equilibrio entre
la actividad de la enzima ciclasa de adenlilo que cataliza la
transformacién de ATP en AMP 3°5°cfclico y la fosfodiestera~
sa que permite que ta reaccidn continde hasta obtener AMP cl
clico.

Las plaquetas sintetizan y liberan prostaglandinas --
cuando son sensibillzadas por algiin estimulo, una de ltas ---
prostaglandinas secretadas, la PGE,, ejerce un prbfundo efec
to inhibidor sobre la agregacidn y adherencia plagquetaria ay
mentado la concentracidon del AMPc, debido a que estimula la
actividad de la enzima clclasa de adenilao, Los endoperdxi -
dos clclicos plaquetarios (PGG2 y PGHZ), sen transformados -
enzimdticamente en prostaciclina (PGIZ) que es un potente in
hibidor de agregacion plaquetaria., Este inhibidor de la pro
duccidn de &dcido araquidénico tlende a aumentar automdtica -
mente el nivel de AMPcicllico por estimulacidn de la activi =
dad de adenilciclasa, con lo que disminuye o mejor dlchq. se

" mantiene en equilibrio el proceso de agregacidn.

El contacto de las plaquetas con el coldgeno estimula
la secrecién de constituyentes intraplaquetarios que estan =
almacenados en los granulos densas y tipo alfa. Este fendme

no llamado '"Reaccidén de Liberacidn'" no es sélo induclido por



el coldgeno, sino que puede ser inducido tamblén por ADP, ==
adrenalipna, trombina, tromboxano Az (TXAZ), virus, complejos

inmunes, vasopresina y cristales de dcido Grico,

Las substancias liberadas de los grinulos densos son
principaimente ADP, ATP, serotonina, calcio y prostaglandl -
nas y de los grénulos alfa el factor 4 plaquetario y un est]
mulante de crecimiento de misculo liso. Iniclalmente se =---
crefa que la salida del factor 3 plaquetario era parte de la
reaccidén de liberacidn, pero estudios reclentes demostraron
que la accidn de este factor se efectiia en la membrana pla -
quetaria y se vuelve disponible por cambios de permeabfilidad

de la misma.

La salida de substancias de los grdnulos se debe a la
fusién de la membrana de los grdnulos con la membrana plaque
taria y/o con la membrana del sistema canalicular abierto; =
fusidn en la que el calcio es esencial, el cual es determji -
nante de 1a formacidn de soluclones de contlnuidad que comu-

nican a los organelos con el medio que rodea a la plaqueta.

1.1.6 FISTOLOGIA DE LA HEMOSTASIA

Al existir un dado en la pared vascular, de Inmediato
surge una hemorragia, que es controlada pr}mero por una vaso
constriccidn del mdsculo liso y por un tapdén de plaquetas, -
que bastan para detener tal hemorragia de capilares y peque-
flas venas, pero la cohesidn del trombo plaquetario es insufi
ciente para detener la hemorragia en flujos mayores o para -
resistir 1a elevada presidn intravascular del sistema arte -
rial,y es en este momento cuando el tapdn plaquctario requiere
un reforzamiento, répldo y eficaz de fibrina, que es aporta-
do por el sistema plasmdtico de coagulacidn, por lo que al -
trombo plaquetario se le considera como un nido para la gene

racion local de fibrina.
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La coagulacién sanguinea es un procesc enzimdtico y -
sccuenclal, por lo que se le ha }lamado cascada de la coagu-
tacion. La coagulacidn sanguinea es e! resultado final de -
una serie de reacciones que invalucran proteinas plasmiticas
llamadas factores plasmiticos de la coagulacidn, que circu -
lan en la sangre como proenzimas gue son activadas y conver-
tidas a enzimas durante e} proceso, siendo su funcién la de

activar a la proenzima que le sigue en secuencia.

El resultado final de la fase plasmitica de Ja coagu-
lacidn es i{a conversidén de una proteina soluble, el flbeing-
geno, en una insoluble que es la fibrina. Esta reaccidn es
catal{zada por una enzima, i{a trombina, que es geperada a ==
partir de la protrombina por dos vflas diferentes: fa via o -
sistema intrinseco, Vlamada asi porque los factores que ip -
tervienen en esta via se encuentran en la sangre circulante;
y la via o sistema extrinseco, as? )lamada porque e! paso -~
inicia), necesarlo para }Ja activacidn de esta via, requiere
de un factor externo histico, el factor (i1 o tromboplastina

tisular,

Se pueden distinguir tres pasos importantes en la for

macién de) codguio:

1) *La activacion del factor X,
2} La generacién de la trombina, vy
3) La formacldn y estabilizacidén de Ja fibrina.

Para la activacidn del factor X existen dos diferen -
tes vias, la Intrinseca y la extrinseca, que terminan en una

via comin, que es )la activacién del factor X.

La vla intrinseca es activada por el contacto de la -
sangre con una superficie extrada o que tenga carga eléctri-
ca negat{va como el coldgeno, dcidos grasos, caolfn, celite,
vidrio, etc, Esta via requiere de la participacidn de sels
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factores coagulantes: XI! (Hageman), XI {Antecedente Trombo-
plastinico del Piasma), Precalicrefna (Fletcher), Cinindgeno
de alto peso molecular (Fitzgerald), IX (Christmas) y VIII -
(AntihemofTlico):

Los pasos iniciales de ta via Intrinseca son 1lamados
fase de contacto ya que son disparados por el contacto con =
una superficie extrafia, y estd constituido por cuatro prolel
nas plasmiticas: el factor XIl, XI, Precalicrefna y Cining-
geno de alto peso molecular., Esta fase de contacto se inl -
cia con la activacidn del F. XI| por su exposicibén a una su-
perficie extraia, este factor es una serinproteasa con una =
superficie cargada negativamente que sufre un cambio confor-
macional gque da lugar a una estructura mis sensible a la ac-
tivacidn proteolftica de la calicrefna, que convierte al ---
F. X!} en activado, que junto con el Cinindgeno y la Precali
crefna activan el F, XI| el cual activa al F. X en presencia
de fones calclo. El1 factor !X es una glicoprotefna sinteti-

zada en higado en presencia de vitamina K.

Una vez activado el F. IX y en presencla de calcio, =
Factor 3 Plaquetario (fosfollpidos) y el F. VIII, activan al

F. X .y continda la vlia comin final de la coagulacién.

\

El paso (nico en la vfa extrinseca es la reaccign del
Factor histico (F. [11) con el F, VII, y éste complejo actda
enzimidticamente con el calcio como cofactor para convertir -

el F. X en F. X activado.

El factor X es una glucoproteina que depende de la vi
tamina K y se sintetlza en hfgado, ocupa un lugar primordial
en la coagulacidn ya que es el sitio de interseccién de am -
bas vias. Es el responsable, como enzima activada, de con -
vertir la protrombina en trombina, y el factor V, el Factor
3 Plaquetario y el calcio sirven como aceleradores de la =---

reaccién, a este complejo se le conoce como protrombi{nasa, -
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que actda en la cat.dlisis de la conversidn de protrombina a
trombina, en esta reaccidén casi toda la protrombina se consy
me de tal manera que ¢} suero estd desprovisto de este fac -

tor.

La trombina formada por ambas vfas, actda como una en
zima proteolftica qgque ataca al fibrindgeno y lo transforma -
en fibrina. En la formacidn de fibrina se distinguen tres -

pasos:

A) La separacién de cuatro péptidos de la molécula del fi -
brindgeno, que son los fibrinopéptidos A y B. Esta sepa
racién es mediada por la trombina, A la molécula del fi
brindgeno que se¢ |e han separado los fibrinopéptidos A ¥

B, se le denomiina monémero de fibrina.

B) Consiste en \a pol imerizacién de la fibrina que es ines=

taﬂle Ya que pwiede ser disuelto pér urea o plasmina.

€) Es la produccicsn de un polifmero de flbrina estable e in=
soluble y se re=quiere de {a particlpacidn del F. Xill e
lones calcio, El F. X11! que es activado por la trombi-
na produce enl.aces covalentes entre los polimeros inesta
bles de fibrima. La reaccidn del F. XI!| activado con -
la fibrina es '@l paso final de la coagulacian vy davorl -
gen a un codgulio fuerte y efectivo. (Fig., 3).

Una vez fornmado el codgulo estable se desencadena el
mecanismo fibrinol ¥tico, cuya principal funcidn es la de re-
mover el exceso de fibrina del vaso taponado y también ayuda
a la clcatrizacidn viscular, Este sistema estd compuesto ==
por un zimdgeno cl rculante (Plasminégeno), activadores, co -
factores e inhibidares. La protefna mis importante de este
sistema enzimiatico ey la Plasmina, que €5 una serinproteasa,

liberada del plasmiinégeno por proteolisis.
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La activacidn del plasmindgeno puede ser por tres di-

ferentes mecanismos:

A) Intrinseco, en donde todos los componentes se encuentran
circulando en sangre y son el factor XII, precalicrefina,
cinindgeno de alto peso molecular y un proactivador plas

mético;

B) Extrfnseco, en,donde el activador es liberado a la circy
lacién por tejidos como pulmén, prdstata, dtero, tiroj -

des y la orina; vy

‘C) Exdgeno, en donde las substancias activadoras son admi =
nistradas parenteralmente con fines terapéuticos como ==
urinasa y estreptocinasa, que difieren de los anterijores
en que éstos activan al plasmindgeno en fase |fquida, es
decir, en circulacién, y no tienen que unirse a la fibr}

na para su actlvacién, .

‘La plasmina una vez formada a partir del plasmindgeno,
hidroliza a la fibrina y al fibrindgeno. La disolucidn de -
Ta f(bfina ocurre en varlos pasos: primero ocurre una ruptu=
ra en los polimeros de la fibrina dando lugar a un fragmento
el X, que en una segunda etapa se degrada dando los fragmen~
tos Y y D y posteriormente la degradacién del fragmento Y da
lugar a un nuevo fragmento 0 y E,: (Fig, 4),

1.1v.7 MECANISMOS DE CONTROL DE LA HEMOSTASIA

Cuando un vaso sanguineo es lesionado se forma un trom
bo plaquetario iniclalmente y posteriormente un codgulo de -
fibrina; sin embargo, este codgulo no progresa ni se extien-
de a otras zonas ajenas a la lesidn, este fendmeno es promo-
vido y controlado por varios mecanismos de control que inclu
yen: E] flujo de sangre, la depuracidn hepitica, los meca -
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Flg. 4: Esquema secuencial del fenémeno de flbrinolisls,
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nismos de retroalimentaciGn en la coagulacidn, la fibrinoli=
sis y los mecanismos de anticoaguiantes naturales.

£l movimiento rdpido de la sangre dentro de los vasos
sirve para diluir y "lavar" los factores act{vados durante =~
la coagulacidn; ademds estos factores activados y los activa
dores del plasminééeno son retirados de la clirculiacidn por -
el sistema reticuloendoteiial del higado y en menor grado ==

por el bazo.

El sistema flbrinolftico es esenc{al para disolver y
remover el exceso de fibrina depositado en el §rea de }a le~
sién vascular. Ademds, los productos de degradacidn de 13 =
fibrina I(nterfieren con la polimerizacidn de ta fibrina y .-~
con la agregacién de las plaquetas.

El plasma humano caontiene una serie de agentes bioquf
micos que Inhiben Ja actividad de los factores de ia coagula
cion activados, la concentraclén de estos agentes es mayor -
que la de los factores hemostiticos y del plasmindgeno. Se ~
piensa que estos factores limitan la trombosis, la fibrinol}
sis y el proceso inflamatorio. Entre los factores o agentes
inhibidores se incluyen una serie de protefnas de las cuales
las mds importantes son la antitrombina (1! {AT-1t1}, la al~
fa-2-macroglobulina y o proteina €,

La AT-1l!l es una proteina plasmitica sintet{zada en =
el higado, inhibe a la trombina formando un complejo estable
y su accidn es aumentada clientos de veces por la heparina, -
ademds también inhibe a los factores activados X1, XI, X,

IX y a la plasmina.

La alfa-2macroglobulina es producida en el hfgado y -
tiene como principal funcidn inhib{r a la trombina, aunque ~
en menor proporcién que la AT-111},

N
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La protefna C es dependiente de 1a vitamina K. Clrcy
la en forma de proenzima y es convertlida a su forma activa -
por accién de la trombina, para su activacién requiere de la
presencia de la trombomodulina {protefna producida por el en
dotellio vascﬁlar) y su principal funcidn es la de Inactivar

a los factores activados V y VitI,
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1.2 FACTOR 3 PLAQUETARIO

1.2.1 QUIMICA

Las plaquetas proporcionan una superficie activa en =

"la que Interactian los factores plasmiticos de la coagula -=

cidn y que adem3s acelera la reaccidn entre éstos, tal super

flcie esta constituida principalmente por fosfolipidos., A =

esta actividad procoagulante provista por las plaquetas se =
le conoce con el nombre de "FACTOR 3 PLAQUETARIO"(FBP).

El F3P es una fosfollpoproteina termoestable asociada
con la membrana y los grénules de la plaqueta, que pasa a -=
disposicidn de las enzimas coagulantes y de los cofactores.-
del plasma después de la agregacidn o traumatismo de las pla
quetas. .

Los fosfolfpldos de membrana {nvolucrados con esta’ac
tividad plaquetaria son la fosfatidilserina y la fosfatidile
tanolamina.

La plaqueta en reposo posee upa asimetria en la dis -
tribucfdn de los fosfolfpidos en su bioestrato lipidico, pe-
ro si las plaquetas son estimuladas por coldgeno o adrenali-
na, se lleva a cabo un flip-fiop de fosfolipidos en la mem =
brana, lo que origina un marcado aumento de fosfolipidos en
el estrato lipfdico exterior, los cuales proporcionan una sy
perficie catalitica para la activacién de factores plasmiti-

cos,

£l F3P puede ser substituido por algunas substancias
extrafdas de algunos tejJidos como los eritrocitos. También
una variedad de substancias extrafdas de fracciones crudas -
de cefalina o fosfdtidos de frijol de soya purificadas, pue-
den tener una actividad comparable, pero ninguno de éstos -~

puede actuar idénticamente que el F3P'
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La disponibilidad del FJP es proporclional al nimero =
de plagquetas, esto es, cuando las plaquetas estdn en menor -
cantidad que 50.000/mm3. el tlempo de coagulacidén se alarga,
ya que el efecto fosfolipidico es escaso o nulo a esta con -

centraclan de plaquetas,

1.2,2. ACCION DEL F,P EN LA COAGULACION

3

Normalmente el F3P no estd disponible en circulacién
pero puede ser aportado por las plaquetas cuando éstas han -
sido alteradas o 'activadas por algin estimulo apropiado que
puede ser in vive o in vitro, Puede ser provisto in vitro =
por la incubacién de plasma rico en plaquetas con caolfn, ==
adrenalina o coldgeno, por repetidas congelaciones y descon-

gelaciones y por fragmentacidn mecdnica de las plaquetas,

£l F3P es requerido en al menos dos pasos en el proce

so de la coagulacidn sangufnea:

1} En la interaccién de los factores IXa {Christmas) y VII!I
{Antthemofflico}; los cuales dan por resultado la activa
cién del factor X {Stuart);

2) En la interaccidn entre los factores Xa (Stuart) y el V
(Proacelerina), lo que conduce a la formacién de protrom

binasa. Ambas reacciones requieren de {ones calcio.

A Va reduccidn de la cantidad del F3P disponible en -
la coagulacidn se le ha denominado con el término “Trombopa-
tfa". La deficiencla de F3P alarga el tiempo deAcoagulacién
y se ha demostrado en una variedad de condiciones congénlitas
y adquiridas, tales como: en pacientes con dado renal, pa -~
cientes urémicos por diversas causas, en paclentes con tera-
pla de fenilbutazona y asplrina (firmacos antiinflamatorios}),
as{ como los estabtllzadores de membrana, como la imitripti=
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lina y la imipramina. Los alcaloides de la pervinca parecen
actuar sobre la funcidn de los microtdbulos, inhlbiendo la ~

iiberacién por este mecanismo.
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1.3 EVALUACION DE LA INTERVENCION DEL FACTOR 3 PLAQUETA -
R10 EN LA HEMOSTASIS. ’

1.3.1% CONSUMO OE PROTROMBINA

La prueba de! Lonsumo de Protrombina evalda el meca =
nismo de ta coagulacidn en genera)l y depende de la determing
cién de {a actividad procoagulante de los factores restantes

del suero después de que la coagulacidn ha teni{do lugar.

Durante la coagulaci{dn se consumen los factores V, ==
Viil, Protrombina y Fibrindgeno, asi como }as plaquetas; por

o tanto el suero normal carece de dichos factores.

£l tiempo de protrombina en este caso, se puede hacer
utilizando el suero como un sustrato, en lugar de! plasma, y
se )e agrega el fibrindgeno y el factor V; si consideramos -
que el suero problema contlene Jos factores V y VI{, enton -
ces la Gnica variable a estudfar es la protromhina presente

en ese suero.

El fibrindgeno y el factor V pueden agregarse al sue-
ro problema por medio de un plasma adsorto con sulfato de ba
rio, que sustrae del plasma los factores VII, IX, X y Pro =~

trombina.

Para tener }a seguridad de que el suero del paciente
tsuero problema), contiene tos factores VIl y X, se determi-
na el tiempo de protrombina en el plasma y debe resultar nor
mal, lo cual elimina }a posibiiidad de Una deficiencia del -
factor V como causa de un mal consumo de protrombina. Por -
o tanto, esta prueba estudia solamente deficiencias de los
factores XI1{, XI, iX, VI}I y Factor 3 Plaquetario.

Si la cantidad de protrombina presente en el suero es
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baja (que es lo normal), la coagulacidn del! suero se efectua
rd en mas de 30 segundos; y sl es alta (anormal), el tiempo

de coagulacidn serd menor a los 20 segundos,

1.3.2 TIEMPO DE PROTROMBINA

El Tiempo de Protrombina (TP), es una prueba que eva-
lda el mecanismo de la coagulacidn iniciada por la via inp -=
trinseca, Esta prueba se ve afectada por la concentraclén -
de los factores V, VI{, X, Protrombina y Fibrindgeno.

El Tiempo de Protrombina es el tiempo necesario para
que el plasma coagule después de la adicidn de calicio y fac-
tor histico (extracto de cerebro o cerebro-pulmén). Asi el
compiejo formado por el factor V1} del plasma y el factor ~-
histico, en presencia de calcio, activa de forma directa el
factor X. Por lo gue, como anterlormente se sefald, el Tiem
po de Protrombina determina ia Integridad del sistema extripn

seco del mecanismo de la coagulacidén plasmitica.

Los vajores de referencia para esta determinacidn va-
rian de acuerdo al origen de la tromboplastina y el sistema
sensor utilizado. En general, los valores de referencia co-
rrespondientes al Tiempo de Protrombina varfan de 12 a 15 se

gundos.

1.3.3 RECUENTO PLAQUETARID

El recuento plaquetario es una prueba Gtil para eva -
luar a la coagulacidn en general, debido a que la mayor par-
te de los trastornos en la coagulacidn son por trombocitope-

nia, mds que por otras causas.

b Ademd3s, es importante su determinacidn debido a que -
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las plaquetas actdan como la primera Ifnea de taponamiento,
después de la vasoconstriccidn y al existir en poca cantidad
no interactdan debidamente vy el efecto de los qufo\fpidos -
{Factor 3 Plaquetario) es escaso o nulo, produciéndose un --

tiempo de sangrado prolongado.

los valores de referencia son de 150,000 a 350,000 -~

plaquetas por nm3 de sangre. (113,
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cCAPITULO .2

MATERIAL Y METODO

2,1 MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS
a} MATERIAL ‘

- Aguja para sistema Vacutaliner 21x32 mm

- Capuchdén para slistema Vacytainer

- Tubo de vidrio siliconizado Vacutainer

- Tubo de vidrio con EDTA V;cutainer

-~ Tubo de vidrio sin anticoagulante Vacutaliner
- Tubo de pldstico 13x75 mm

- Cubetas de plistico para fibrémetro

- Puntas de plastico para pipeta automitica
b} "EQUIPO

~ Pipetas automdticas de 100, 200 y 500 %

- Centrifuga con graduacidn de revoluciones

- Bafio Maria

- Sistema de calentam{ento por calor seco (Thermg
block}.

- Crondmetro

'~ Fibrémetro electrdnico BBL Mod. §

- Contador automdtico Coulter Counter Mod, S-880

¢) REACTIVOS

Adrenalina 1:1000 (PISA)
~ Citrato de Sodio al 3,8%
- Cloruro de Calcio 0.020 M
- Oxalato de Sodio al 3.8%
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- Sulfato de Barlo (BAKER)

- Suspensién de Kaolin al 1,52

- Equipo de diagndstico para la determinacion de
Tiempo de Protrombina: Tromboplastina (ORTHO).

2.2, PROCEDENCIA Y SELECCION DE MUESTRAS

El presente estudioc se 1levd a cabo en 42 personas vo
luntarias, tomadas al azar y de edad variable, de ambos sexos,
aparentemente sanas y sin antecedentes de trastornos en la -
coagulacién, en base al examen ffsico e interrogatorio clinj

co hecho en cada paciente,

A cada persona se le determing e! Consumo de Protrom-
bina, Tiempo de Protrombina, Recuento Plaquetario y la Dispo
nibjlidad del Factor 3 Plaquetario. Realizdndose sélo tres
estudios completos por dfa en el Laboratorio Ciinico del Hos
pital Dr. Angel Leado,

2.3 TOMA DE MUESTRA

Después de haber practicado una asepsia sobre el 3drea
de puncion ‘en el antebrazo, con alcohol etflico de 96°, se -
extranjeron mediante el sistema Vacutainer, cuatro tubos de
vidrio con diferentes anticoagulantes, requeridos para las =

pruebas especificas, en la forma siguiente:

TUBO* ANT ICOAGULANTE m]_SANGRE PRUEBA

) . 3 CONSUND OF
PROTROMBINA

RECUENTO

PLAQUETAR!D

CITRATO DE SODIO (3.83)| 4,5 ;Ag?:gMgENA -

2 EDTA (2.52) 3

. 3 b
(Si1fconizado) 3

b OXALATO DE S0DIO (3.8%) 3 PLASMA ADSORTO

* E1 ndmero de} tubo indica el orden de la extraccién durante la toma de
muestra,
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Al emplear en la extraccidn de sangre e) sistema Vacy
talner, se impiementa la técnica de la doble jeringa, que es
la indicada para las pruebas de coagulacidn, ya que elimina
las substancias liberadas durante e| trauma al epitelio vas-
cular, como el coligeno; asi de esta manera elliminamos la po
sibilidad de una agregacidn plaquetaria en el momento de la
puncidn.

NOTA: Se debe tner un cuidado especial en tubo 3 de que no
haya llsis de eritrocitos porque liberan fosfolfpidos,
lo que nos darfa resultados falsos positivos en la de

term. F3P.

2.4 PROCESAMIENTO Y SEPARACION DE LAS MUESTRAS
Jubo # 1

a) Colocario en Bafio Marfa a 37°C por | hora.
b) Centrifugar a 3500 rpm por 5 minutos.

¢) Separar el suero y colocarlo en tubo de vidrio.
Tubo # 2 ..

a) Deberd ser procesado después de la extraccidn, de
bido a que el EDTA afecta a las plaquetas aumen =
tidndolas de tamafio, lo que podria afectar la cuen

ta de plagquetas en el contador automitico.
Jubo # 3

a} Centrifugar a 1000 rpm por 10 minutos.

b} Separar aproximadamente 0.8 ml del plasma sobrena N
dante con una pipita automitica de 500 )\ y colo -
carlos en un tubo de plistico de 13x75 mm; ident]

ficar este tubo con PRP (Plasma Rico en Plaquetas),
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c)

d)
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Centrifugar sangre restante a 4500 rpm por 20 mi-
nutos.

Separar el plasma sobrenadante con una pipeta au-
tomdtica de 500 y colocarlo en un tubo de pléis-~
tico de 13x75 mm; identificar este tubo con PPP -

{Plasma Pobre en Plaquetas).

NOTA: Se recomienda el uso de los tubos de plis-
tico para evitar la adhesidon de las plaque
tas a la superficie del tubo, como es el -

caso del vidrio.

Tubo # 4

a)
b)

c)
d)

Centrifugar a 4000 rpm por 15 minutos.

Separar 1 ml de plasma sobrenadante y adadir 100
mg.de Sulfato de Bario; mezclar y colocario en un
Bado Marfa. a 37°C por 15 minutos, mezclando cada
5 minutos, para una mejor adsorcidn de los facto-
res.

Centrifugar a 4500 rpm por 15 minutos.

Separar 0.5 m! del sobrenadante con una pipeta ay
tomdtica de 500 A y.colocarlo en un tubo de plés-

tico de 13x75 mm,.

DETERMINACION DEL CONSUMO DE PROTROMBINA

PROCED IMIENTO:

a)

b)

Separar 0.9 mi del suero con una pipeta automati-
ca de 500 A y otra de 200 A y colocarios en un ty
bo de vidrio de 13x100 mm.

Agregar 0.1 m) de Citrato de Sodic con una pipeta
automitica de 100 N . Incubar la mezcla en un 82

fio Marfa a 37°C por 15 minutos.
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c)

Después de transcurridos los 15 min, de Incuba --
cién, practicar el Tiempo de Protrombina en el -~
suero de la forma sligulente: '

- Colocar en diferentes cubetas de pl3stica (de}
(fibrémetro) el plasma adsorto, la trombaplast]
na y el cloruro de calcio, e incubarse a 37°C -
por 5 min, en el termoblock.

- Colocar el suero, él plasma adsorto y ls trombo
plastina, en este orden, en una cubeta del ff -
brémetro en cantidades de 0.1 ml de cada uno, -
coh una pipeta automitica de 100 N\ y tomar el -
tiempo de coagulacibén de esta mezcla en el f[ -
brdmetro.

- Regllzar la prueba por duplicado y el resultado
final serd el promed[o.de las dos determinacio-

nes.,

DETERMINACION DEL TIEKMPO DE PROTROMBINA

PROCEDIMIENTO:

a)

b)

c)

Temar 0.1 ml de! PPP (Plasma Pobre en Plaquetas),

‘con una pipeta automdtica de 100 A y colocarlos =

en una cubets del fibrémetro & Incubar a 37°C en
un termoblock por | minuto.

Al término del minuto, agregar 0.2 ml! de trombp -
plastina, previamente incubada a 37°C, con una pi
peta automitica de 200 W; e inmediatamente tomar
el tlempo de coagulacifn del plasma en el fibréme
tro,

Realizar cada prueba por duplicado y el resultado

final serd el promedio de las dos determinaciones,
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2.7 RECUENTO PLAQUETARIO

El recuento de plaquetas se llevd a cabo en el conta-
dor automiti{co Coulter Counter Mod. S-880,

2.8 DETERMINACION DEL FACTOR 3 PLAQUETARIO

Para la determinacidn del F3P, usamoF una técnica que
hace la medicidon directa de Ja actividad del F3P, en la que
se suministra un estimulo estindar con caolin y adrenalina,
a un plasma que contiene una concentracién conocida de pla =
quetas, al cual se le determina el tiempo de recalcificacién,
tal tiempo dependerd de la disponibilidad del F3P.

PROCEDIMIENTO:

a) Una vez separados el PRP y el PPP, practicar un -
recuento ﬁe plaquetas a cada uno, por medio del ~
Coulter Counter Mod., $-880.

b) Una vez conocida la concentracidén de plaquetas en
ambos plasmas, diluir el PRP con el PPP, hasta ob
tener una cuenta aproximadamente de 50,000 plaque
tas/mm3 t se desecha el PRP y el PPP.

c) *Tomar 0.1 m} del! Plasma con 50,000 plaquetas/mms,
coh una pipeta attomitica de 100 y se colocan =
en una cubeta de plastico del fibrdmetro, en un =
termoblock a 37°C por 5 minutos,

d) Después de 5 min, de incubacién, adicionar 0.1 ml
de una suspensidn de caolin y 10 A de Adrenalina,
previamente incubadas, con plpetas automiticas de
100X y 10 X\ respectivamente. Mezclar perfecta -

mente y dejar incubar a 37°C, exactamente 10 minu

tos, en el termoblock. EI tiempo deberd ser toma

do con un crondmetro.
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e} La prueba se realiza por duplicado y el resultadq
final serd el promedio de las dos determinaciones.

NOTA: Se recomienda que el tiempo sea lo mds exac
to posible, para evitar variaciones consi~

derables en 1as determinaciones.

2.9 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para la determinacidn de los valores de referencia y
de la precisién de la medida de la actlividad del FBP' los re
sultados se evaluaron estadfsticamente para demostrar que la

medicidn de la actividad del F3P por este método es preciso

y confiable.

2.9 VALORES DE REFERENCIA

Antes de evaluar los resultados cabe describir los pa

rimetros empleados para este estudio:

MEDIA (X) . Es el promedio aritmético de un grupo de -
observaciones o mediciones experimentales.

>
3
:I:

Donde: X! = Valor de la | observacidn

n = Nimero de observaclones

DESVIACION {s) Es un fndice muy Gtit de varlacién

ESTANDAR —
_ |2 (xi-X
s _l___~_____
n=1

Donde: Xi = Valor de la | observacién
X = Media de la poblacién

n = Ndmero de observaciones
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2.9.2 PRECISION

La precisidn del método se exterioriza en la reprodus
cibilidad de sus resultados. Para ta} determinacidn, se re-
pite 10 veces la medicidn, en la misma muestra y bajo las -
mismas condiciones de trabajo,
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CONSUMO DE TIEMPO DE
PRUEBA PROTROMB INA PROTROMB [NA? PLAQUETAS
(SEGUNDOS) (SEGUNDOS) CEL/mn> (X1000)

i 140 13.0 270
2 36 10.5 . 400
3 Lo 10.7 274
b 35 12.7 286
5 38 1.7 332
6 30 13.4 290
7 115 12.5 350
8 31 10.5 220
9 ] 12.0 225
10 28 12.5 260
1" 102 12.4 305
12 90 11.0 251
13 72 12,5 250
1h 4o 13.5 310
15 50 . 12.0 480
16 105 13.0 by
17 70 13.5 248
18 125 1.0 320
19 77 11.5 272
20 90 12,1 298
21 87 10.5 339
22 140 11.3 255
23 60 1.0 305
24 75 12.5 220
25 65 1.5 393
26 139 11.5 289
27 90 : 12.0 390
28 70 11.0 342
29 37 1.4 251
30 69 12.1 300
3 76 10.9 250
32 47 S 12k 325
33 55 11,0 307
34 1] 10.5 298
35 4g 12.0 386
36 . 70 11.0 293

& TP Control = 12 sequndos.

CUADR® -t: Valores obtenidos de Consumo de Protrombina, Tiempo de Protrom
bina y Recuento de Plaquetas, para las 36 muestras que resulta
ron normales en las tres determinaciones.
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CONSUMO DE TIEMPO DE
PRUEBA PROTROMBINA PROTROMB INA PLAQUETAS

(SEGUNDOS) {SEGUNDOS) CEL/mm3 (X1000)

37 .-- -—-- PR LV

38 16 11.0 197

39 15 10.5 23

4o 18 23.4 189

] 47 12.0 245

42 38 10.9 210

CUADRO 1a: Muestras descartadas por anormaldades en alguna de las tres

determinaciones.
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CUADRO 2: Valores obtenidos del Factor 3 Plaquetario.

PRUESBA FyP PRUYEBA Fyp
(SEGUNDOS) i {SEGUNDOS)
1 35 19 42
2 36 20 42
3 37 21 43
4 37 22 43
5 18 23 43
6 38 24 4y
7 39 25 by
8 33 26 4
9 "39 27 hs
10 4o 28 45
1 ko 29 46
12 4y . 30 46
13 L1 31 b7
1y LY ] 32 48
15 bt 33 49
16 b2 34 50
17 42 35 50
18 b2 36 53
X = 42,55
D.5. 4,20




CUADRO 3: Precisién,

Valores obtenidos para una sola muestra (segundos)

1)
2)
3)
b)
5)

by
43
LE!
43
43

‘D.S.,

6)
7)
8)
9)
10)

42.4
0.84

43
42
42
n
41

'h7
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GRAFICA "AM:

CURVA DE DISTRIBUCION NORMAL EN LA CUAL SE
GRAFICARON LOS 36 VALORES OBTENIDOS.
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RA EL ESTUDIO.
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CAPITULO 4 ,

ANALIS1S DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES,

ANAL1S)S DE RESULTADOS:

€n el cuadro #) se presertan los resultados obtenidos
de Consumo de Protrombina, Tiempo de Protrombina y Recuento
de Plaquetas (Pruebas de seleccidn), en 36 Individuos que re
sultaron normales en estas pruebas y que se sometferon a la

determinacidn de la actividad del FSP'~

El cuadro #la presenta las muestras del estudio que -
no se tomaron ep cuenta para el andlisis estadistico deblido
a que resultaron con un Consumo de Protrombina menor a los -
30 seg. o un Tlempo de Protrombina mayor a los 15 seg. y/o =
un Recuento Plaquetario inferior a las 200,000/mm’., Descar-
tdndose las muestras 37, 38 39 y 40 por esta causa.

Dos de las muestras, la #41 y #42, se descartaron de-
bido a que, a pesar de haber pasado las '‘pruebas de selec --
_cidn", resultaron con un tiempo de recalcificacidn superior

a los 55 seg..en la determinacldn de 1a actividad de!l Fsp.

El cuadro # 2 muestra los resultados de los tiempos -

de recalciflicacidn para la medicién de la actividad del‘FaP.

" S6lo se realizaron 36 determinaciones, en base a que estadis

ticamente tiene validez el estudio y para la curva de distr}
bucién normal una poblacidén mayor a las 30 muestras resulta

confiable,

La medida obtenida fue de 42.55 con una desviacidn es
téndar de 4.20. '

Los resultados para el F3P Junto con su X y su desvia
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cién estdndar estdn representados en la grafica "A'"., Se oh-
serva que la media no coincide exactamente con el mayor niime
ro de frecuencfas y ademds la presencia de un pico al final

de la grdfjca, altera ta distribucidn normal de los valores.

Se descartaron los Gltimos tres valores mayores (muei
tras #34, 35 y 36) para evitar el pico, y se observa clara -
mente en Ja grdfica "B8" que la media se acerca mucho mis al
valor de mayor frecuencia y que ademds la desviacidn estén =
dar disminuyé en una unidad, resultando una media de 41.8 y
una desviacién estindar de 3.44, siendo los valores de refe-

rencia de 35 a 49 segundos.

El cuadro #3 presenta las 10 determinaciones hechas =
en la misma muestra, obteniendo una. desviaclén estdndar de -
0.84. ’
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CONCLUSITONES

En base al andlislis anterlor, se concluye que:

Los valores de referencia para la determinacidn de la
actividad del F3P. por la técnica de caolln y adrena~
lina san de 35 a 49 segundos.,

El método es preciso.

El método es sencillo, no requiere de mucho tiempo y

disponiendo del contador automitico de plaguetas y -~
del fibrémetro electrénico, la confiabilidad del méto
do y de los valores de referéncia, apoyan que deberd

ser una prueba de rutina obligatoria, Junto con el --
Tiempo de Protrombina, Consumo de Protrombina y Re --
cuento Plaquetario, para obtener un perfil de coagula
cién, en el que resalte cualquier anomalfa en las di-

ferentes fases de la coagulacidn.

En caso de no contar con el equipo automitico y elec~

trénfco utillzados para este estudio, de acuerdo con los re~

sultados preliminares (no reportados), puede apoyarse que -~

{gualmente confiable serd la determinacidn del F3P por técni

cas manuales, y se recomienda que cada laboratorio determine

sus propios valores de referencia.

que las

De acuerdo con lo anteriormente expuesto se propone -
investigaciones subsecuentes a este estudio, estén =

encaminadas a evaluar la utilidad y especificidad de este =~

grupo de pruebas en los diferentes sTndromes patolégicos de

coagulacién,
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