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INTRODUCCTION

- Nuestro trabajo es un estudio verificado en cincuenta ninos con
sindrome purpfirico. El objetivo primordial del trabajo es el -

estudio funcional de las plaquetas, especialmente.

En base a la sintomatologfia presentada por los pacientes, se --
leccionamos técnicas hematoldgicas para el estudio de la funcidn
plagquetaria, que ademds de ajustadas a la capacidad de nuestro -
medio, dieran margen para el estudio cualitativo y cuantitativo
de las plaquetas, las cuales en mayor proporcidn esté&n involu -

cradas en los sindromes hemorrigicos.

Las técnicas seleccionadas fueron montadas y probadas con anterio-
ridad, es decir, fueron aplicadas a suercs, plasmas y sangre comn-
pleta de personas supuestamente sanas, para verificar los resulta-
dos con los rangos de los valores normales que da cada técnica -

seleccionada. Los resultados obtenides fueron satisfactorios.

Con las técnicas, asi probadas, fueron analizados, el suero, el -
plasma, la sangre completa y las plaguetas en 50 ninos con sindro-
me purpfrico. Con el propdsito de informar del papel cgue juegan -
las plagquetas en los sindromes purplricos hicimos uso de técnicas
hasta ciertoc punto poco utilizadas en nuestro medio, las cuales,

a la par de las técnicas convencionales pueden conducir a una mejor
evaluacién de estos sindromes.



MARCO TEORTICO

Las plagquetas o trombocitos se derivan de la fragmentacidn
del citoplasma del megacariocito trombocitSgeno en la médula -
Ssea. Las plagquetas son elementos que no pueden reproducirse,
pués carecen de 4cido nucléico, sin embargo, tienen un complica-
do mecanismo y un metabclismo con mds de ochenta reacciones en-
zimdticas, ademids de gue poseen ciento cincuenta veces més ATP
que el eritreocito. La vida media es de siete a diez dias, su
diémetro es de dos a cinco micras, susceptibles a variaciones
en su forma que comprenden los microtrombocitos ( 2 micras ) y
los macrotrombocitos ( 5 micras o més ).

Las plaquetas desempenan un papel decisivo en el fenfmeno de
la hemostasis y es necesario mencionar, auhque de una manera -
breve, la fisiologfa plaquetaria, la cual se desarrolla de la si-
guiente manera: en la hemostasis, posteriormente a la injuria -
del endotelio de un vaso, se inicia la fase plaquetaria, la colé-
gena entra en contacto con las plagquetas liberando el ADP, el cual
estimula la agregacidén en el sitic mismo donde la plagueta contac-
t6 con la coldgena (funciones de achesidn y agregacién), produ-
ciendo un pequeho tapdn o trombo plaguetario en el punto de la
lesién (Coagulo blanco). Ademds del trombo de plaguetas o hemos-
tatico, con sus propiedades de adhesividad, agregacibén y reaccidn
de liberaci6n, incluye la liberacidn de trombina, coldgena, ADP,
serctonina y enzimas.

Las plaguetas tienen entre sus funciones:

La procoagulante por medio del factor 3 plagquetario; la de
contraccién vascular por medio del transporte y liberacidn de se-
rotonina; la de retraccidén por medio de la accibén de la tromboas-

tenina y la funcidén de fagocitesis.



Siendo la adhesividad y la agregacibn plaguetaria fundamenta-
les en el mecanismo de hemostasis nos parece conveniente, comen-
tar separadamente algunas propiedades de estos fendmenos.

Los investigadores han demostrado que la adhesividad plague-
taria est& condicionada por varios elementos como son la fibra
del coldgeno y la membrana basal de los endotelios. EL1 colé&ge-
no act@la como un polimero de cadena peptidica el cual asociado
a un factor plasmético, con propiedades semejantes a las del fac-
tor VIITI del plasma, producen la adhesividad plaguetaria. Diver-
sidad de agentes son capaces de provocar agregacifn.

La agregacién es la capacidad que poseen las plaguetas de
unirse unas con otras hasta formar grumos y es la mfAs importan-
te propiedad porgue se producen reacciones fisiolSgicas propias
y caracteristicas.

Fase de Agregacidn:

Las plaquetas aisladas se adhieren entre si para formar pegue-
nos agregados gue a su vez se adhieren entre si, formando agre-
gados mayores.

Explicacidn del fendBmeno: Induccién por ADP, reversible momenté-
neamente; mientras se libera ADP, y colégeno, luego pasa a ser
irreversible,

- Fase de metamorfosis viscosa:

Al unirse a otras las plaquetas forman un conglomerado sin
estructura por lo que se llama "Metamorfosis Viscosa”™, en esta fa-
se el ADP liberado actda sobre la tromboastenina, proteina plaque-
taria, que al recibir el estimulc del ADP se contrae, se forman
pseuddpodos, puentes de calcio y proteina entre las plaguetas, for-
mando un codgulo irreversible, con lo cual la fase de agregacidn

concluye.



Fase de liberacibn:

Es la liberacitn de los compuestos contenidos en las plaque-
tas, para gque entren a reaccionar con el medio externo, comoc el
ADP, Serotonina, calcio, enzimas y el fibrinSgenc intraplagueta-
rio; todos importantes para la formacidn del trombo.

En la formacién del trombo plagquetario hay que reconocer la
importancia que tienen los lipidos plaquetarios en el proceso de
coagulacién. Hasta el momento el mads importante de ellos el fac-
tor 3 plaguetario, el cual interviene como procoagulante en la
coagulacidén intrinsica, contribuyendo esencialmente a la hemosta-
sis, Esta sucesifn da hechos en los cuales las plaguetas tieren
un papel importante en la hemostasis, determinan la formacidn cde
un colgulo en el lecho de un vaso injuriado, consolidado por el
cruzamiento de filamentos de fibrina gue atrapan eritrocitos y
leucocitos.

Estos trombos de plaguetas, dentro de la hemostasis y la.coa-
gulacidn, para evitar su propagacidén en la luz de los vasos, in-
terreaccionan con ciertos factores para avtolimitarlos y destruir-
los después de cumplida su funcién, y entre ellos podemos mencio-
nar las reacciones vaso constrictoras y fibrinolfticas, condicio-
nes éstas que proceden después de la retraccién del colgulo acti-

vada por la tromboastenina.



MATERIAL

Material humano:

Cincuenta nifios estudiados, pertenecientes a la Consulta Externa
de Hematologia y a los servicios de Escolares y Lactantes del --

Hospital Benjamin Bloom.- Sus edades oscilan entre seis meses y

doce anos,

Material de laboratorio:

Para el presente trabajo se utilizd tubos y pipetas siliconiza-
das y jeringas plésticas.
Como anticoagulante utilizamos citrato de sodio que es el anticoma-

gulante de eleccidn.

Eguipo de laboratorio:

Centrifuga
Bano de Maria

Cron&metro



METODOS

. Tiempo de Coagulacién

Método de Lee-White

Principio :
Material :
Procedimiento:

(12)
Esta prueba mide de una manera muy general,
los factores gue intervienen en el Sistema in-
trinseco de la coagulacidn.
Tubos de ensayo 12 x 75 mm, crondmetro, barno
de Maria a 37 grados centigrados, jeringas y
agujas descartables.
Se obtiene sangre venosa, la puncién debe ser
perfecta pues la contaminaci®n con linfa modi-
fica los resultados. En el momento gue la san=-
gre penetra en la jeringa se pone en marcha el
crondmetro.
Verter cuidadosamente en tres tubos de ensayo
un centimetro de sangre, mantenerlos en bano
de Marfa a 37 grados centigrados.
El tubo nimero uno se inclina cada 30 segundos
hasta gue el co&gulo aparezca, los tubos dos v
tres se tratan a continuacifn similarmente y -
el tiempo de coagulacién lo define la forma =--
cidén de un codgulo s8lido formado en el tercer
tubo.

Valores normales de 4 a 10 minutos.



Retraccién del Codgulo
Métode : de Mac FARLANE, R.G. (12)

Principios

Material :

Procedimiento:

La retraccién del codgulo depende de la activi-
dad trombodinamica de la plagqueta, la tromboas-
tenina es 1la responsable de esta funcidn.

La retraccién del coigulo depende del nGmero de
plaguetas, de su actividad funcional y de la
concentracidn del fibrindgeno.

Tubos de centrifuga graduada.

Aplicadores de madera.

Extraer uno a dos mililitros de sangre del pa=-
ciente y colocar cantidades alicuotas en tubos
de 10 % 75 mm.; incubarlos en bano de Maria a
37°C.; observarlo en una hora exactamente, vy a
la manana siguiente, lo gue permite evaluar las
condicicnes fisicas del codgulo como apariencia,
dureza, tamano, estabilidad y porcentaje da --
retraccidn,

La técnica que utilizamos en nuestro trabajo -
fué una Modificacién del M&todo MacFarlane he-
cha por el doctor Javier Pizzuto, (13) vy es la
siguiente:

Extraer 1 ml, de sangre del paciente y colocar-
lo en un tubo de 10 x 75 mm.: incubarlo en baho
Maria a 37°C. durante una hora exactamente; sa-
car el tubc y con un aplicador de madera des -
prender el co&gulo; el suero pasarlo al tubo de
centrifuga graduado y anotar el volumen; este tu-

bo centrifugarlo a 3,000 R.P.M. durante 5 min. --—-



y medir el suero libre y el pagquete globular;

agregarle el codgulo y medir el total. Efjemplo:

Gldbulos rojos + Suero Libre 0.6
Suero Libre 0.5

paguete gldbulos rojos 0.1

Total 1.2

Por otra parte, se toma el hematb6crito del pa-
ciente y se resta de (100 - 46) = 54 por lo --
que, si fué de 46 tenemos 0.54, cifra que mul-
tiplicamos por el total 1.2; lo que nos d& --
0.648,

El suero libre lo dividimos entre esta cifra

v el resultado lo multiplicamos por 100, obte-
niendo asf el porcentaje de retraccién, por 1lo
gque en nuestro ejemplo tendremos: 0.5 entre-

0.648 = 0,771 x 100 = 77.1 %

Valores normales : de 40 a 94%



» Tiempo de Protombina
Método : OQUICK (12)

Principio:

Material:

Procedimiento:

En el tiempo de protombina intervienen los facto-
res de la fase extrinsica de la coagulacidn acti-
vada hasta convertir la protombina, en presencia

de la actividad de la protombinasa, en trombina

y ésta convierte el fibrinbgeno a fibrina.

La cantidad de formacidén de fibrina depende de la
concentraci6én de los factores V. VII, X protombi-
nasa y fibrindgeno y-la prueba mide la actividad

total de dichos factores.

Copas de plastico
Pipetas de 0.2 ml. terminales

Tromboplastina con Cl Ca.

En una copa de pléstico poner:

0.2 ml. de tromboplastina con Cl Ca

0.1 ml de plasma. En el momento de agregar el plas-
ma contar el tiempo con el fibrindmetro.

Valores normales: Se toman dependiendo del valor

que den los plasmas controles de coagulacién.
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Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada. (Utilizando trombofax
Activado) (12)

Principio : La Variabilidad del Contacto plasmético puede

ser controlada por exposiciédn del plasma o un
activador soluble, contenido en el reactivo pa-
ra el tiempo parcial de tromboplastina. La -
presencia de un Activador acortard el nfimero de
segundos regueridos para gque el plasma normal
coagule, y estrechard por tanto leos limites del

rango normal,

Reactivos:

a)

Reactivo para el tiempo de tromboplastina parcial con activa-
dor (trombofax activado)

) Cloruro Cllcico 0,02 M

c) Plasma Normal

MEtodo:

1., Calentar en bano a 37° C. durante 5 minutos un tubo gue contenga
trombofax activado, y un tubo que contenga cloruro calcio 0.02 M.
No incubar el plasma.

2.

En un tubo de 12 x 75 mm ahadir 0.1 ml del plasma a estudiar y
0.1 ml de trombofax activado. Agitar el tubo para mezclar el
reactivo y el plasma.

Colocarlo en bano a 37°C de 3 a 5 minutos.



3. Tras el perfiodo de incubacifén anadir 0.1 ml de cloruro célci-
co en la mezcla plasma=trombofax activado; simult&neamente en
marcha el crondmetro., Agitar para mezclar el contenido. Dejar
a 37°C de 20 a 25 segq, '

4, Tras la incubacifn de 20 a 25 seg. eliminar el tubo del bano
y observar la formacién del cofgulo, deteniendo entonces el

cronfmetro y midiendo el tiempo de coagulacién.

5. Debe utilizarse siempre un Contrcl Normal.

RESULTADOS:

Los rangos normales utilizando trombofax activado estfn comprendi-

dos entre 25 a 40 segundos,



' Tiempo de Sangria
Método: de DUKE

Principio :

Materiales:

Procedimiento:

(12)

Mide el tiempo que tarda en detenerse la sali-

da de la sangre provocada por una herida estan-—
darizada que dana los pequenos vasos capilares

de 'a piel, su objetivo es medir la funcidén --

plaguetaria independientemente del mecanismo

de cocagulacibn.

lLanceta descartable est8ril.

Papel filtro. Crondmetro.

Con una lanceta se practicea nsuncién de unos
3 mm,, de profundidad, en el nific puede usarse
la yema del dedo a modo que corten perpendicu-
larmente la direccién de las huellas digitales,
o el 1lébulo de la oreja, A intérvalos de medio
minuto, se aplica cuidadosamente sobre la gota
de sangre, el borde un pequeno disco de papel
filtro. Se toma como punto final, el momento
en el cual el papel filtro ya no absorve la -
sangre,

Valores normales : de 1 hasta 4 minutos.



Cuenta de Plaquetas.

13.

Método : de BRECHER y CRONKITE Modificado (8)

Principio:

Material:s

Procedimiento:

Se basa en la cuenta de plaguetas en sangre ca-
pilar obtenida por puncién directa a través de

la piel.

Pipeta de Thoma para gl8&bulos rojos, oxalato de
amonic al 1%, citrato de sodio, Acido etilendia=-

minotetra acético (EDTA) vy solucién de Hayen.

Se aspira sangre con una pipeta de Thoma hasta
la marca 0.5, luego se llena de ligquido de di=-
lucidn hasta la marca 101. Se agita durante
un minuto, luego se monta la camara - NEUBAUER
Y Se pone en una caja de petri sobre un disce
de papel filtro hiimedo, se tapa la cé&mara y se
espera de 10 a 20 minutos para que se depositen
bien las plaquetas, al cabo de este tiempo se
procede al conteo en toda el &rea Central, y se
multiplica el nGmero de plaquetas encontrados
por 2000,

Valores Normales: de 150,000 a 40000 plague-

tas por milimetro c@hico,
Método de fonio (Indirecto)

Este es un método no muy recomendado ya que el
margen de error gue nos proporciona es muy gran-
de, se puede utilizar solamente para tener una

idea de comc andan aproximadamente las plaquetas.
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De ambos mé&todos el que nos ofrece una mayor ventaja por su exac -

titud y confiabilidad es el Mé&todo directo.-
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Agregacifn Plaquetaria

Método: con adrenalina (13)

Principio:

Material :

Procedimiento:

La adrenalina ejerce o induce una accidn direc-
ta sobre las plaguetas y provoca una respuesta
de agregacibn primaria.

AGn cuando la adrenalina misma puede provocar
agregacidén, se observa una segunda fase origi-
nada por la liberacién de ADP de las plaquetas.
Medird por lo tanto, anormalidades en la res-—
puesta primaria, la liberacidn y la capacidad

de las plaquetas para responder al ADP.

Tubos de 10 x 75 mm. siliconizados
Pipetas de 0.2 terminales
Crontmetro

Adrenalina ( 10 U, gr/ml )

En un tubo de 10 x 75 mm., siliconizado colo-
car:
0.5 ml de plasma rico en plaquetas

0,2 ml de adrenalina

En el momento de agregar la adrenalina se mar-
ca el tiempo en el crondmetro, se agita el tu-
bo v se empieza a ver la aglutinacidn macros-
cbpica de las plaquetas, agitando el tubo sua-
vemente. En el momento en gque empieza la aglu-
tinacién, parar el cronémetro.

Correr un testigo de las mismas condiciones; la
prueba debe efectuarse no mis de 30 minutos de
extraida la sangre.

Valores normales: de 18 a 31 segundo.



‘Adhesividad Plaquetaria.

Método: de BORCHGREVINK (13)

Principio:

Material:

Procedimiento:

Las plagquetas tienen la propiedad de adherirse
al colageno, constituyente del tejido conec-
tivo y presente en las estructuras subendote-
liales de los vasos, iniciando una secuencia

de fendmenos que en el caso de una injuria vas-
cular culminaréd en la formacién del tapdbn pla-
gquetario.

El propdsito de la prueba es medir la propiedad

de adhesibn de las plaguetas.

Cronbémetro

Lancetas

Pipetas de Thoma
Torundas con alcohol

Oxalato de amonio al 1%

Efectuar las mismas operaciones gue para el tiem-
po de sangria; en el momento de aparecer la go-
ta de sangre marcar el tiempo en el crondmetro

y con intérvalos de 1 minuto tomar sangre con

una pipeta de Thoma hasta la marca 0.5 y llevar
hasta la marca 101 con el liquido diluyente.

Esta misma operacidn repetirla hasta gue la san-
gre deje de fluir. Se cuentan las plaguetas -
con el método habitual; se divide entre el ni-
mero de cuentas y el resultado se resta del nfi-

mero de la cuenta venosa y se efectda una reg¢la

de 3. Ejemplo:
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Suponiendo gque se hayan hecho 7 tomas:

1.~ 230.000
2.- 200,000
3.~ 222,000
4,- 178.000
5.- 177.000
6.- 130,000
7.- 142,000

Sumando el total tendremos: 1,279.000 que divi-
dido entre el nfimero de cuentas da 182, 714 y
suponiendo que el nlimero de la cuenta venosa a
tomar como 100% haya sido de 380.000 entonces
se le resta 182.714 por lo que nos queda --

197.286; efectuando la regla de 3 nos queda:

380.000 - 100%
197.286 - x %

x %2 es igual a 52 que es el porcentaje de ad-
hesividad.

Valores Normales : de 17% a 60%



Factor 3 Plaquetario (13)

Método: de HARDISTY, R.M. y HUTTON modificado

Principio:

Material:

El factor 3 plagquetario se hace disponible de
las plaguetas por medificacifn en la membra -
na, el cual se libera en contacto con el cao-
lin.

Un plasma rico en plaguetas se pre-incuba en
presencia de caolin; de esta forma se estimu-
la su presencia y sirve como medida de la dis-
ponibilidad del factor 3 plaguetario. La ac-
tividad del factor 3 plagquetario o sus deriva-
dos se manifiesta por un acortamiento del tiem-—

po de coagulacidn comparado con un blanco.

Tubos de 10 x 75 mm. siliconizades
" " 12 x 75 " "
Pipetas de 0.1 ml
Crondmetroc
Plasma problema, rico en plaguetas
Plasma normal, pcbre en plaguetas
Caolin al 2% en amortiguador de imidazole
Caclin al 8% en " " "
Solucibn salina

Cloruro de calcio al 0.025 M



M&todo:

19.

Al plasma rico en plaguetas del problema, deter-
minarle el nimero de ellas por milimetro c@bico
de igual manera gue se hace en sangre total; de
acuerdo con el resultado, ajustar a tener exac-
tamente 100,000 plaguetas por mm3 efectuando

las diluciones con solucifn salina; si el plas-
ma no tiene més de 100.000 plagquetas se efectdan
las diluciones necesarias a obtener 50, 25 & --
12,000; yva teniendo la dilucidén deseada se colo-
ca exactamente 1 ml. en un tubo de 12 x 75 mm.
siliconizado, y en otroc tubo igual se coloca

1 ml de solucién salina, la cual nos serviré de
blanco.

Por otro lado :se coloca una serie de tubos de

10 % 75 mm. a los cuales se les pone:

0.3 ml de plasma pobre en plaquetas

0.15 ml de caoclin al 2%
Se coloca en baio Maria a 37°C.
En el momento de agregar al tubo de 12 x 75 mm.,
que contiene el ml. de la dilucién de plaquetas,
0.5 ml de caolin al 8%, se marca el tiempo en el
crondémetro; se agita el tubo y se coloca en bano
Maria a 37°C., durante 10 minutos exactamente; -
transcurridos los 10 minutos tomar 0.05 ml de la
dilucibn de plaquetas y colocarlos en el tubo -
gue contiene los 0.3 ml., de plasma normal pobre
en plaquetas; en el momento de agregarlos marcar

el tiempo en el crondmetro; agitar e incubar -

30 segundos; después agregar 0,4 ml, de Ca Cl -
0.025 molar; marcar el tiempo en el crondmetro:

agitar e incubar 30 segundos y sin parar el -=--



20.

cronfmetro empezar a ver la formacién del coé-
gulo; en el momento de su formacibn parar el -
crondmetro. Efectuar las mismas operaciones
para el blanco, Gnicamente gque al agregar el

Ca Cl colocar 0.3 ml, Ejemplo:

Después de 10 minutos de incubacidn:
Tubo problema (1lml con 100.000 plaquetas) 54" 56"
blance (Iml con solucién salina ) 67" 69"
Se restan los tiempos del problema a los de la
solucifén salina, lo que nos da:
68 - 55 = 13, por lo que:
68 - 100%
13 - x % de donde X = 20%
para 100\000 plaquetas por mm3 de 23 a 33
50,000 " " " " 15 a 25
25.000 " " " " 9 a 20
12,000 " " " " 3 a l6

de o oe

oo



‘Determinacidtn de

Método:

Principio:

Equipo:

Reactivos

5 4
¢

anticuerpos antiplagquetarios (8)

De Karvatkin S§. y Siskin, G.W.

El factor antiplagueta es detectado empleando
una fraccidn globulinica del suero del paciente,
plaguetas normales humanas y un producto de con-
tacteo, asi, en esta técnica se ensaya una iniu-
ria plaguetaria en la cual se prueba la habili-
dad de las plaguetas a hacer Gtil o provechoso
el Factor 3 Plaquetario (fosfolipido) en la cas-

cada de la coagulacién,

Jeringas, pipetas y tubos siliconizados
Bahic de Marfia a 37°C
Crondmetros

Tubos de celofé&n para diflisis.

a) Fraccibén globulinica (F.G.)

para la preparacidn de esta fraccidn del sue-

ro se utiliza:

1. Buffer salino de fosfato, que se prepara a
partir de un buffer de fosfatos 1 Molar, el
cual se obtiene mediante el agregado de una
sclucidn de Fosfato &cido de potasio 1 Mo -
lar (PO4H2K) a una solucién de fosfato di-
pdtasico 1 Molar (PO4HX2) hasta alcanzar
un PH 7,40 + 0.05.

El Buffer salino de fosfatos se obtiene z-—
gregando 8.77 gr. de Cl Na a 10 ml. de =-—
Buffer de fosfatcs diluyéndolo a 1000 ml,
con agua destilada, PH f-nal 7.40.

Tt ;
.....




Matodo:

22,

2. Solucidn saturada de Sulfato de Amonio.

-b) Producto de contacto (P. C.)

Para la preparacidén de P.C. se requiere:
Celite, agua destilada, solucifn de Cl Na
al 10% vy solucidn de Cl Na al 0.85%.

c) Para la determinacién de los tiempos de coa-

gulacidn se requiere Cl Ca 0.025 M.
Preparacidn de la fraccidn globulinica,

A un volumen conocido de suero se agrega un vo—
lumen igual de solucidn saturada de sulfato de
amonioc, se deija gue el precipitado sedimente a

4°C y“luego se centrifuga durante 30 minutos.

Se prepara una solucidn dé lavado mezclando vo
lGmenes iguales de soluyci®n saturada de Sulfa-

to de Amonio, con Buffer salino de fosfatos.

Después de descartar el sobrenadante se lava el
precipitado resuspendiéndole en 10 veces su vo-
lumen. Se repite el procedimiento 2 veces.

El precipitado es luego disuelto en Buffer sali-
nc de fosfatos en un volumen igual al inicial del

sSUuero,

Postericrmente se dializa el mismo contra Buffer
salino de fosfatos en una proporcién de 100 a 1,

efectuando 3 cambios del mismo cada doce horas.

Preparacidn del producto de contacto (P.C.)

El mismo se prepara por la absorcifn de plasma
pobre en plagquetas (P.P.P) citratado usando ce~
lite en una proporcién de 20 mg. por ml. de plas-

ma .
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La susrensién de incuba 10 min. a 37°C mezclén-
dola cada 2 min. por inversifn del tubo. Se
centrifuga a 4000 G. durante 20 min. se elimina
el sobrenadante, lavandc el celite con agua des-
tilada en un volumen igual al del P.P.P inicial.
Este procedimiento se repite 5 veces.
Eliminando el sobrenadante en el filtimo lavado,
el celite es resuspendido en solucidn de Cl Na
al 10%, utilizando la mitad del volumen inicial
del P.P.P. la suspensidn se incuba 10 min. a
37°C mezcléndola por inversidn cada 2 min.

Este método separa el P.C. del celite.

Se elimina el celite por centrifugacidén y se dia-
liza el sobrenadante en solucibn del clorurc de
sodio al 0.85% en una proporcidn de 1.75 a =-

4°C, durante 24 horas.

Después de la didlisis se fracciona el P.C. en

pequenas cantidades congeldndolo a 20°C.
Preparacién del plasma rico en plagquetas (P.R.P)

Nueve vollmenes de sangre se extraen con equipo
siliconado en un volGmen de Citrato Tris&dico -
al 3.8%. El plasma rico en plagquetas es obteni-
do por centrifugacidn a 150 y 200 G. durante 10

minutos separéndolo cuidadcsamente.



Desarrcollo del
Método:

El €1 Ca al 0.025M es mantenido a 37°C en el
baho mientras que los otros reactivos ===—=-—-
(F.G., P.C., P.R.P.) son mantenidos en hielo, y

en un tubo se coloca:

0.1 ml de F.G.
0.1 ml de P.C.
0.1 ml de P.R.P.

Todo lo anterior se incuba a 37°C durante 5 min.
y se agrega 0.1 ml. de Cl Ca, se dispara el cro-
németro, se agita suavemente el tubo midiendo

el tiempo de aparicibn de un cofdgulo de fibr.na.

Con la fraccidn globulinica el control de tiem-
po de cocagulacién debe oscilar en 90 seg. apro-
ximadamente. Este métodc se realiza en dupli-

cado v los tiempos deben coincidir con diferen-

cias no mayores de 5 seq.

Los controles scon comparados con muestras de pa-
cientes, considerando actividad antiplagquetaria
(test positivo) una reduccidn de 10 segundos o
mé&s en la muestra del paciente, con respecto al
contrel.

Interpretacifn:

El m&todo demuestra la propiedad de los anticuer-
pos plaguetarios de activar el Factor Plaqueta--

rio IIT (Pf3). Este interacciona con los facto-

res V, Xa, y calcio promoviendo la activacién

de la Protrombina.
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Es asi que la presencia de aglutininas plaque-
tarias séricas se evidencia por un acortamiento

en los tiempos de coagulacién con respecto a los
valores control.



RESUODLTADOS

Hemos estudiado 43 casos de ninos con trastornos hemorrégi-
cos de tipo purpfirico.

Trabajando con un grupo de técnicas, cuya finalidad como di-
jimos al principio, es la de evaluar el papel o funcién de la
plagqueta.

Para una mejor comprensién y exposicibédn de nuestro trabaio,
analizamos los resultados por medio de diferentes cuadros y asi
los resultados en nuestro trabajo son como siguen:

Cuadro 1, 2, 3 y 4. Fn estos cuadros hemos anotado las prin-
cipales pruebas que se interrelacionan entre si, tomando siempre
como paré&metro principal la cuenta de plaquetas. ILas otras prue-
bas son: tiempo de sangria, retraccidén del coadgulo, agregacidn
plaquetaria, adhesividad plaquetaria, factor 32 plagquetario, veri-
ficadas en 43 pacientes. Aclaramos que no hemos tomado en cuen-«
ta siete pacientes con sospecha de problema de factores de ~coagu-
lacién, los cuales se describen en el cuadro No.6. El tiempo de
coagulacién fué excluido de estos cuadros (1, 2, 3, y 4) ya que
esta prueba fué usada como una prueba complementaria junto al
tiempo de protombina y el tiempo de tromboplastina parcial acti-
vada que estudian otro tipo de problema dentro de los sindromes
hemorrigicos,

Tomando como parédmetro la cuenta de plaquetas hemos dividido los
43 casos estudiados en dos grupos:
a) Pacientes con cuenta de plaquetas disminuidas

(Cuentas menores de lSO.OOO/mmB) = 27 pacientes ( 62.7 % }

b) Pacientes con cuenta de plaguetas normales
{cuentas mayores de 150.000 plaquetas/mmB) = 16 pacilertes
(37.3%)
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RESULTADOS DE LOS 27 PACIENTES CON CUENTA DE PLAQUETAS DISMINUIDAS.

Log valores de la cuenta de plaquetas fueron variables des-
de valores de 10,000 plaquetas/mm3 hasta valores de 150.000 pla-
quetas/mm3. Hemos colocado los resultados, dependiendo de la -
cuenta plaquetaria, en los cuadros 1-2-3 y 4.

Cuadro 1 : Cuenta de plagquetas de 10.000 a 50.000 x mm3
9 casos = 33.3 %

El tiempo de sangria, en este grupo, oscild entre 2 minutos
y 20 minutos; en este grupo se registraron los casos con tiem—-
po de sangria més elevados.

La retraccién del co&gulo no se produjo en siete casos; en
dos casos, con una retraccién sumamente disminuida.

La prueba de agregacidn plaquetaria fué normal en los nueve
casos.,

La adhesividad plaquetaria, en cinco casos presentd valores
de adhesividad disminuidos ( 2.4 % a 12.6 % ); en cuatro casos
presenté valores normales de adhesividad.

En ocho casos el factor 3 plagquetario detectd valores axorma-

les;: solamente el caso No.l1l9 presenté un valor normal.

Cuadro 2 : Cuenta de plaguetas de 50.000 a 100.000 x mm3

13 pacientes = 48.1 %

Tiempo de sangria: los valores oscilaron entre 2 y 12 minutos.

Retraccién del coigulo: en diez casos no se observd retraccidn:
un caso con retraccién bajo lo normal, y dos de retraccién normal
con cuenta de plagquetas de 98.000 plaqnetas/mm3, el caso No.8 y
92.000 plaquetas/mm3, el caso No.46, con el tiempo de sangria de
4 v 3 minutos respectivamente. El caso No.46 fué el de un pacien-
te con tratamiento a base de esteroides, el resto de sus vruebas

resultaron normales,
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En doce casos la agregacidén fué anormal, la Gnica prueba de
agregacidn normal fué la del caso No,46 del paciente con trata-
miento a base de esteroides,

En este grupo de pacientes la adhesividad plaguetaria tam-
bién mostrd variantes: siete de los trece casos presentd porcen-
tajes de adhesividad disminuidos oscilando los resultadcs entre
3.9% y 14% de adhesividad plaquetaria.

Los casos restantes presentaron un valor de adhesividad nor-
mal.

Solamente un caso (No.46) no se le practict la prueba de ad-
hesividad por no presentarse el paciente a la cita que se le --
indicéd.

El factor 3 plagquetario en once de los casos resultd con va-
lores por debajo de lo normal. Solamente dos casos presentaron

el factor 3 plaguetario normal, los cascs No.l y No.46.

Cuadro 3 : Cuenta de plagquetas de 100.000 a 150.000 x mm” .

oo

5 pacientes = 18.5

El tiempo de sangrfa: oscild entre 3 y 9 minutos.

Retraccidn del codgulo: en cuatro casos no se observd re =--
traccién; un caso (No., 39) tuvo un porcentaje de retraccidn hajo
lo normal (19%)

La agregacién plaquetaria resultd anormal en los cinco casos.

La prueba de adhesividad plaquetaria resultd disminuida en
cuatro casos con valores gue oscilaron entre 7.8% a 15% de ad~-
hesividad, el caso No.39 fué el Gnico de este grupoc gque presentd
porcentaje normal de adhesividad,

El factor 3 plaguetarioc resultd disminuido en cuatro cascs,

el Gnico caso de este grupo que presentd porcentaje normal fué

el caso No,39 ¢« 31% con 150,000 plaguetas,



Pacientes con cuenta de plagquetas normales.

2
Cuadro No.4: Cuenta de placuetas: mis de 150.000 plaquetasx mm .

o0

16 pacientes = 37,2

El tiempo de sangria: Oscildé entre 1 a 6 minutos.

La retraccibn del codgulo fué normal en 13 casos (81.2%),
dos casos (12.5%) con retraccidn ligeramente bajo lo normal vy
un caso (6,2%) (No.ll) no retréactil.

La agregacibn plaguetaria fué anormal en 11 casos (68.7%} vy
normal en cinco casos (31.2%),
La adhesividad plagquetaria en cinco casos (31.2%) fué anormal v
en 11 casos (68.7%) presentd valores normales.

El factar 3 plaguetario presentS§ resultados dentro de los valo—
res normales en catorce casos (87.5%), dos de éstos aproximados
al limite minimo inferior normal; uno (6.2%) con 16% del valcr

y uno (6.,2%) (No.50) en guien no se hizo.
Cuadro No.5.

De los 50 casos estudiados, no fué posible realizarles el es-
tudio de los anticuerpos antiplagquetarios a todos los casos, sola-
mente se les realizb a 39 casos (78%) en vista de gue unos pacienr-
tes no se presentaron a la cita y otros no fué posible controlar-
los.

Los resultados del Cuadro No;S son como sigue:

a) Doce pacientes presentaron anticuerpos antiplaguetarios

positivos, (30,8%) todos los casos presentaron una cuen-
ta plagquetaria disminuida cuyos valores oscilaron entre
10.000 y 186.000 plaquetas/mm3.

b) Veintisiete casos presentaron anticuerpos antiplagquetarics

negativos (69,2%) con cuentas plaguetarias variables den-

tro de lo normal.
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CUEINTA DE PLAQUETAS DE 10,000 P/mm® A 50,000 P/mm?>

PACIENTE TCU\E/:ZAEEC‘i 55 '(—)‘*OQ;EATAS t TIEMPO DE SAMGRIA |RETRACCICN DE COAGULO AGREGACION PLAQUETARIA ADHESNIDAD PLAZUETARIA FACTCR I PLAGUETARIO

Ne 400,000 P/mm3 | YN=DE1A 4mjn. VizDEL 40 AL 94 % | VN:=OE 18 A 31 saq. VN=DEL 17 AL 60% VN= DEL 23 AL 33%
4 44,000 P/mm3 3 min. 5% A Nf;“lﬁ; 20% 20 %

_ 1-5 10,0;0_ " _ 12 - NO R-%g/AOCT'L M AN>03R] Ni:g} 7.7 % 16. 0 % -
19 50,000 " 14 " 14 % A'\;‘:’; “iﬁg'L 2.4 % _ 28.9 % N
oo ;B,OOO ! 20 " _ NO REOT%;'IL A';C’;f :L’;_L _ - 3.28% 4.5 %

22 20,000 —. " 15 " NO REJS/’;‘CT'L Ago;: ’fﬁg} - ; " 3 Y% ) %» -
24 42,000 * _ 2 " NO REgs/’:CT'L AEOZ,R"\Q:;_L: 17 % 6.2 %

33 42,000 ° o 5 NO REgiZCT'L Ag";";?g? 1 12.6% 20 % -
38 _ 50,000 " 6 _—_ - “_‘__"““C’W;JS//:CT'L A“;O;“’s'; L - 18 % 20 %

47 "’ 50,000 ': - 7 NO REJE/‘:'C:"L _' Ai%ﬁ":e’;_L 20 % 21 %
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CUENTA DZ PLAQUETAS DE 50,000 P/mm> A 100,000 P/mm?>

CUENTA DE PLAQUETAS

< 3 1seqg

PA(:E NTE | " N =DE 150, 000 A TIEMPO DE SANGRIA |RETRACCION DE COAGULO AGREGACION PLAGUETARIA ADHESIVIDAD FLACUETARIA | FACTGR 1l PLAQUETARIO
400,000 F/ mm3 VNSDE 1A &min. | VN=DEL 40 AL94% | VN=DE 13 A 31 seg. | VN=DEL 17 AL 60% VN= DEL 23 AL 33%

1 75,000 P/mm 2 min. 14 % A>Ng1m:-.e;;|_ 6 70 vs
e [ e e e
o | emooo = e v @ % on
23 72,000 " _ o REOTOZAém A>N%$gl SL T e - ;o/.o ]
S e T By R VA R e
26 86,000 " 6 " o NOR%TOZACT”: “““““““ A N A;\l% Hl r:ékg L ..... 206 % - ]
T e A I AT S BT

28 go,000 " e I Np R%i%«CTIL A>No3f$r2:q|? 20.0 % B 0%
29 86,000 B 8 " NO R%Tif}jg”— A>|\JO3R1h;18/-(\J-L 17.6 % 71;/0 —
| ewess T et | e |omgmr o e
A A R e o
45 92,000 " 4 " NO Rgr‘g}:c;n_m "A;J%Fi;gbg% o o . ]
46 92,000 " 3 " ““5;%““ o Nﬂ‘mf”"i;“-‘ | NO SE HIZO — 26:}: o




CUENTA DE PLAQUETAS DE 100,000 P/mm?

o

A 150, 0CO P/mam?

CUENTA CE PLAQUETAS

PACIENTE | & 150,000 A TIEMPO DE SANGRIA |RETRACCION DS COAGULD |AGREGACION PLACUETARIA |ADHESIVIDAD PLAGUETARIA | FACTCR Tl PLAGUETARIO
N2 400,000 P/mm? VN=LE 1 A 4 min. VN=DEL 40 AL 94 % | VN=DZ 18 A 31 sag. VN=CEL17? AL€0% VN=DEL 23 4L 33%
18 108,000 P/mm? 7 min. NO REOT%ACTH' Aior;:‘:‘; 11.5 % 4.4 9,

37 102,000 " g " NO REJE/SCT'L AN;);“:EZ‘L oo 12.5% o
3g 15¢,000 " 3 " 15 % AN>O;§ "::‘L 30 % 31 % N
40 140,000 " 4 " NO RE},’?.‘,‘:}C”L AN>D§ :t;.L ' 15 % ! 5.2 %MWW
4 ; 116,000 " _ 7 " NO RE:‘F;“/‘ZCT'L AN;; ’;‘ef;l" 7.8 % 22 .(; %u_—ﬂ




S Py 8
CL jﬁ. En}(‘ f\.(}o é’:'
PACIZENTES CON CULNTA DE:“. PLAQULTAS NORLIALES
§uﬁ§m CUENTA [ FLACUETAS TIEMPO DE SAUSRIA | RETHACCION 0E COASLLD IJFEGAOunFL1MU"“"\A@H‘"WQHDPLPGdihﬁﬁﬁ, FAoTOM U PLACLETARIO
[
No. | VESIEQOUOa400.600 VMEDE 1o 4 min. VNsDEL 0% AL 84 % VH=DE 18 a 31seq. VN=DEL 17 AL 60 % VN=DEL 25 AL 33%
[‘ ANORMAL o o
3 210.000 5 minufos 5 6 Y% >30seq. 18 % 25 Y
ANORMAL
" a o [5)
5 316.000 1 60 % >3 seq. 75 %% 28 >/
ANORMAL
6 4' " [#] . Q [+
174.000 6 5 4 Yo >3] seq. 2.6 % 50 Yo
ANORMAL
7 226.000 5 ® 57 % 23 % 5 4 %
>31sag.
ANORMAL
9 318.000 " a 9 165 9 °
] 6 Yo >3 sag, Yo 26 Yo
u NORMAL
-‘"0.0 [4) [=] [=]
10 36 00 2 70 % <31 seq, 15 % 28 /o
¥ 186.000 5 " NO RETRACTIL ANORMAL 15 % 36 %
>3 sag.
ANORMAL
. 272. " o B.6 9 % 9
1z 72.000 3 5 2 o >31 seq. 2B.6 Y 20.3 9
. " . NORMAL .
13 318.000 e 27.09 .49
2 4 5 o <31 seq. o 27 Yo
0 NORMAL
[=) 0 o
14 312.000 2 7 2 % <3| seq, 6.73 % 28.9 %
17 418000 2 " 63 % NORMAL 36 Y 24.7 %
<3| seq. . 4
\ ANORMAL
20 306.00 2 ' 9 .8 9 9
0 76 % >3 s6q. 9 Yo 16.3 %
32 384.000 3 " 40 % NORMAL 18 % 23 9,
<31 sagq.
' ANORMAL
P4l 840 ! D) 29 9 o
! 2 00 3 35 Yo >31 sep Yo 20 Yo
i . - L oRlesg —— - ]
! ANORMAL
P 1] o Q Q
3 159.000 4 34 % >31 seq. 856 % 32 Yo
" NORMAL
50 432 000 2 6 2 Y% 0 28 % NC SE HIZO
<3 seq.




Cﬁﬁﬂia s
ANTICUERPCO AUTIPLAQUETAS
2
1 75,000 P/mm? B NEGATIVO > 95 seg.
2 80,000 " POSITIVO 75 seg. _—
— 10 000 ; o Y N NEGATIVO 565 seq }
i " ea000 ¥ oo — U . ;
5 3 ew,woo ) " — NEGATIVO > 95 sg
s 174,000 " — NEGATIVO > 95 seg
7 “ '25‘5”,“86 0 " _— T NEGATIVO > 95 “ seq.
8 98 ,000 " . NEGAT IVO _W> 55  seq.
g 318,000 " - NEGATIVO 95 seq.
10 3_66;600 " NEGHA'TIVO > 95 seq
1 186,000 ! POSITIVO 87 g, - -
15 1o 000 " POSITIVO 65 seg o
16 376 ooo " i NEGATl\;é ’’’’’ >95 seg
18 108,000 " e NEGATIVO > 95 seq.
T 50,000 " POSITIVO 74 g | . —
20 306,000 " NEGATIVO >95 seg.
21 28,000 " POSlTWl"VO 58 seq. S—
22 _'z'o',_o'omo " POSITIVO 66 'seq, _
23 | 8 6?660 " P N EGATI vo """" > 95 seg
24 58,000 " i S NEGATIVO ~ > 95 seg
26 | 72,000 " — NEGATIVO > 95 seg
27 421000 " Pos[fw{\éd Vai seg. I
30 8 4M, 000 " R NEGATIVO > 95 sag.
3 | 306,000 " - NEGATIVG > 85 “seg.
33 42,000 " e NEGATIVO >95 seq
34 198 ,000 " _ NEGATIVO >95 seg.
35 [ 3 5_5_: 000 " _— NEGATIVO >95 seg
36 ) 339,000_ e T —— T NEGATIVOW > 95 seg
37 102,000 " - - NEGATIVO > 95 seq
33 50,000 ) ] POSITIVO 83 sag. | s
40 140,000 " T NEGATIVO > g
42 ase,000 * | _— ' NEGATlVO 595 seq
»s oz 000 o R —  EcaTve > e N .
44 60 .0“0 Q " POSITIVO ;5wseq. —
as 92_;0..00 — CESATIVG >95...Seé,.‘_ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
............ N et “,0_00 - NEGATIVO 35 sy
I 50,000 " POSITIVO 55 seq. ——
sa | 21 e_,b_o_a " ' NEGATIVO > 95 soq.
a9 | 1ss,000 “ POSITIVO 74 seq. ' "

TOTALES

12 20S5TIVOS

27 NEGATIVOS




CUADRO
PACIENTES CON POSIBLE PROBLEMAS DE FACTCRES DE COAGULACION

Ne &

CUENTA DE
, TIEMPO DE N ANGRIA| TIEMPO DE RETRACCION DE AGREGACION ADHESIVIDAT
P“':'ENTE VN_P[;“?SL;EE‘;S A | coAsuLACION T:/Nlpg_[f : p F TROMBOPLASTINA P;('JETMOP n?a IDE A COAGULO PLAQUETARIA PLAQUETARIA
400.000 ;)/mﬁ s | VN=DE 4 A 10min. B min. PARCIAL VN=DEL 40 AL 94 %, VN=[E 18 A3lsag. |VN=DEL 17 AL 60%
. ;
P =112 P =139 seq. NORMA L
. . = 5eq.
16 376,000 P/mm3 25 min. 2 min. N =32.9s.e%. CN =115 seg. 59% < 31 s2g 22 %
vV =60%
P = 110 seg
" " P = 385 seg NORMAL
31 306,000 5 " 4 : CN = 12.4 s8q 53% ’ 65
CN = 25.5 seg V = 100% « 31 sag.
P=12.1seq
. ] " P u P = 44_359(; _ 5 NORMAL o
34 198,000 t4 3 CN = 29.5seq CN =12.4seg 52% < 3seq. 20.7%
) V : 100%
P =193 seg
‘" ] n» P =515 geg. - o NORMAL o
35 23 4 CN = 29.5 eog CN = 12.4oseq 1% <31 sag. 36 %
¥ = 36%
e L e - e
P = 44.83eg P 2144 teg ANORMAL
L i L = . - [a)
36 339,000 30 3 ON = 29 5seq CN = 12.2 seq NO RETRACTIL > 31 seq 35 9%,
V=71 /o
- — —_—— e - SO P . e — - N
R P =10.5sag
42 | 386,000 " 3 " 5 " c’:‘: Zg-g 54 CN = 12 4seg 58 % A;;RMAL 23 %
T -3 86§ Y = -[000/0 §2¢.
P = 560seg P =ll.Tseq NORMAL
1 " 1l = RO 51 - ars % [+)
43 412,000 13 5 CN - 29 50 cc : ]126;:/“ 55 %, <31 s0g, 22 %
- Q
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COMENTARIO Y DISCUSION.

Cada afio se detecta una cantidad regular de pacientes con
sindrome hemorr&dgico en la consulta externa del Hospital de Ni-
nos "Benjamin Bloom", esto nos motivd para verificar un grupo
de pruebas de laboratorio gque investigan la funcibén plaguetaria
y observar sus resultados. El parametro mfs significativo en
nuestro trabajo fué la cuenta de plaguetas por el método directc
en cé&mara cuenta élébulos, ésta, junto con las demds pruebas ve-
rificadas nos permitieron, hasta cierto punto, considerar la ~
exactitud y valor de dichas pruebas en nuestro ensayo metodold-
gico,

En aquellos casos en que la cuenta plaquetaria fué muy baja
(casos con trombocitopenia severa) con cuenta de 10.000 a 50.00C
plaquetas/mm3 (Cuadro 1) se observd tiempos de sangria muy ele-
vador o prolongados, se puede pensar que no existia la cantidad
suficiente de plagquetas para formar el trombo plaquetario. Com-
probando que el nGmero de plaquetas est& directamente en rela-
cibn al tiempo de sangramiento.

En dos casos del Cuadro "1" (Casos No.4, 24) con cuenta de
plaguetas entre 44.000 y 42,000 plaquetas/mm3 vy tiempo de san-
gria de 3 y 2 minutos respectivamente, al revisar los casos se
encontrd que estos ninos recibian tratamiento con esterocides.

En el resto de grupos segln la cuenta de plagquetas =------—-
(Cuadros "2" y "3") siempre se encontrd algunos casos con tiem—
po de sangria normales y cuenta de plaquetas bajas; estos valo-
res de tiempo de sangria normales se pueden explicar por los po=-
sibles factores de error que se sucedieron al aplicar la técni-

ca.,



Aunque el 'tiempo de sangria, presentd variaciones se puede
apreciar en los 4 grupos pacientes ("1","2","3%","4") gue a me-
dida que la cuenta de plagquetas aumenta, los valores del tiem-
po de sangrfa van disminuyvendo y normaliz&ndose, asi en el Gl-
timo grupo de cuenta normal de plaguetas todos los tiempos de
sangrado se consideraron normales,

En los grupos con cuenta baja de plaquetas en la mayoria de
los casos no hubo retraccidn de codgulo por la técnica de Mac--
farland, a una hora de cbservacidn.

En los cuadros "1" y "2" donde hemos incluido los casos con
cuenta de plaguetas mé&s baja todos los casos presentaron co&gu-
los no reatractiles coincidiendo en la mayoria de los casos con
tiempos de sangria elevados; en todos estos casos con cuenta
de plaquetas bajas, la cantidad de plaquetas no proporciona la
suficiente trombostenina para que se lleve a cabo la retraccién
del coé&qgulo, |

La tromboastenina es una proteina contréctil sintetizada por
la plaquet?@que.eé£é relacionada con la formacidn de dendritas
en la suferficie plaquetaria, interactuando con las agujas de
fibrina formando nudos, estos nudos de fibrina al formarse se re-
traen,

El nfimero de plagquetas es importante pués cuando la cuenta de
plagquetas es baja, el codgulo sanguineo es menos adherente y me-
nos firme que'lo normal,

En el cuadro "2" encontramos la excepcibnr, los casos (8 y 46),
los cuales con cuenta moderadamente baja de plagquetas, 98.000 y
92.000 plaguetas por mm3 respectivamente; presentaron porcentajes
de retraccidén en limites dentro de lo normal.

El caso No,8 presenté tiempo de sangria de 4 minutos, cuenta

de plaguetas de 98.000C plaquetas/mm3, agregacidn plaquetaria ----



Lo
Lo

anormal, factor 3 plaguetario anormal y anticuerpos antiplacue-
tarios negativos.

El caso No.46 presentd el resto de las pruebas normales. Se
hace la observacibn que estos casos recibieron o recibian trata-
miento a base de esteroides,

En el cuadro "3", la cuenta de plaquetas oscila entre 100.000
y 150,000 plaquetas/mm3, afin con estas cuentas se observd alte-
racién en las diversas pruebas, a excepcibn del caso No.39, en
el cual solamente la agregacién plaquetaria fué amormal y la re-
traccidn del cofgulo bajo lo normal, pero este paciente habia
recibido una transfusidén de sangre recientemente,

En el cuadro No.4 hemos incluido los pacientes con cuenta
de plagquetas normales,

El resultado obtenido fué de dieciseis pacientes. Ninguno
de ellos mostrd alteracibén en el tiempo de sangria a excepcidn
de cuatro casos en tiempo ligeramente prolongado y solamente uno
mostrd alteracién en la retraccién del coé&gulo.

De los dieciseis pacientes con cuenta normal de plaguetas,
cuatro de ellos resultaron con porcentajes de adhesividad defi-
cientes,

La liberacibn del factor 3 plaquetario fué normal en cator-
ce de estos casos a un caso no se le practicé la prueba y otrec
caso ademés de presentar el factor 3 plaquetario disminuido pre-
senté un porcentaje de adhesividad bajo (CasNo.20).

El conjunto de.pruebas para funcidén plagquetaria en los doce
casos, trabajé bien, evaluando los casos como pacientes sin nin-
guna alteracién plaquetaria.

La agregaciétn plaguetaria, gue es la capacidad gue poseen las
plaguetas para unirse unas a otras hasta formar grumos, en los
4 grupos de casos se presentd anormal, en el grupo "1", la agre-

gacién fué arormal en los 9 casos, mientras que la adhesividad---



se presentd disminuida en 5 casos nada mé&s, presentando estos
casos a la vez una liberacibn deficiente de factor 3 plaqueta-
rio y tiempos de sangria muy elevados.

En este grupo de pacientes con trobocitopenia 'severa la
funcién de la plaqueta esté obviamente alterada, la poca can-
tidad de plaquetas afecta de una manera directa su funcién pués
no proporciona el suficiente ADP para lograr una adecuada agre-
gacién.

Cbtuvimos casos en que la adhesividad de la plaqueta traba-
joé bien, asi los cuatro casos restantes presentaron una adhesi-
vidad dentro de los valores normales pero es necesario hacer
notar que el rango normal comprende de 17 a 60% de adhesividad
v en los cuatro casos el méximo valor fué de un 20% de acdhesi-
vidad, acercéndose al limite normal inferior pero el resto de
las pruebas orientaron siempre a una alteracidén plaquetaria.

Analizando el vinculo de las pruebas encontramos la siguien-
te contradiccién : una prueba de agregacibn anormal con adhesi-
vidad normal, sabemos que en el proceso de formacibén del trombo
plaquetario, la agregacidén vy la adhesividad son fenbémenos conco-
mitantes en los casos normales la plaqueta libera ADP este blo-
quea la formacidn de atpasa (que es la enzima que le mantiene
la forma normal a la plaqueta) y comienza la plagueta a deformar-
se y a aparecer cambios en su membrana comenzando la fase de agre-
gacibn en donde intervienen numerosas sustancias como la adrena-
lina, la serotonina, etc.

In vitro nbsotros usamos una técnica’que ocupa adrenalina,
cuando esta técnica se probd con plasma rico en plaquetas de per-
sonas sanas {( con valores normales de plaquetas ) los resultados
fueron satisfactorios pero en el transcurso del trabajo la téeni-
ca presentd valores normales cuando la cuenta plaquetaria fué -

superior a 300,000 plaquetas/mm3, éstos posiblemente se debib al--
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hecho de que la adrenalina no fué conservada en 6ptimas condi-
ciones que son libre de luz solar y congelada en alicuotas de
1 ml revestido el frasco en gue se tiene de papel de aluminio,
al no ccnservarse en esta forma pierde su actividad.

En todos los casos con cuenta de plaguetas disminuidas la
agregacidén resultd anormal, pero en algunos casos no correspon-
dié a aquellos porcentajes de valores normales de agregacidn,
éstos nos preocups, y estudiando otras técnicas recientes Je --
agregacidn por adrenalina encontramos c¢dmo se tiene que conser-
var.

La adrenalina en muestras con cuenta de plaguetas normales
alin bajo condiciones no adecuadas de conservacién funciona du-
rante alglGn tiempo, pero para muestras con plagquetas disminuidas,
no es confiable en esas condiciones.

Esta contradiccién de valores anormales de agregacidn con ve-
Jores de porcentaie normales de adhesividad se observa en el trans-
curso del trabajo o sea en los 3 grupos.

Los porcentajes de adhesividad a lo largce del trabajo presen-—
taron variacidn.

Hablamos de los porcentajes disminufdos en aquellos casos de
trombocitopenias severas, pero también encontramos casos de por-
centajes de adhesividad normales con cuentas menores de 50.000 -
plaquetas/mm3, estos resultados no podemos explicarlos concreta-
mente o esta fase de la funcién plaquetaria trabaijd adecuadamen-
te o la técnica de estos casos no fué muy precisa, recordando --
que la técnica ocupada fué una técnica de adhesividad IN VIVO en
la cual tambi&n ecupamos uvuna lanceta descartable para provocar
la cortadura en el paciente, asi es probabkle admitir cierto gra-
do de error en la técnica. Al ver los cuadros encontramos gque
{ los casos con adhesividad ) algunos casos con adhesividad nor-
mal y cuenta de plaguetas disminuidas presentaron tiempos de san-

gria normales, probablemente errores en la verificacidn.
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En el cuadro No.5 hemos incluido los Aﬁticuerpos antiplague~
tarios. ’

La existencia de anticuerpos antiplaguéﬁarios humanos y sus
efectos perjudiciales sobre las plaguetas han sido bien estable-

cidas por varios autores.

Practicamos la técnica de KARPATKIN y Colaboradores.

En los 39 casos estudiados usamos una fraccifn globhulinica
control ( de persona supuestamente sana ) en la cual el tiempo
de coagulacidn en el mé&todo de anticuerpos antiplagquetarios os-
cilé entre los 90 y 100 segundos.

Esta técnica considera que existe actividad antiplaquetaria
0 sea una prueba positiva cuando se da un reduccién de 10 segun-
dos © mis en el tiempo de coagulacibén de la fraccibn globulinica
y el productgaée-contacto, en la muestra del paciente con respec-
to al tiempo de control, de los 39 casos estudiados, solamente
12 pacientes (el 30.2%) demostrd actividad antiplaquetaria o
sea demostraron la presencia de anticuerpos antiplaquetarios en
su plasma.

La mavoria de estes casos (Ver Cuadro No.5) mostrd tromboci-
topenia severa, al analizar las otras pruébas encontramos lo ==
siguiente: En los 12 casos con actividad de anticuerpos antipla-
gquetarios la prueba de retraccifn del coadgulo se presentd desde
codgulos sin retraccidn hasta co&gulos hiporetractiles.

Los tiempos de sangramiento se presentaron bastante elevados
con tiempos de hasta 20 minutos, solamente dos casos presenta-
ron tiempos de sangramiento normales; anteriormente discutimos
acerca de las posibles causas de error de esta té&cnica.

La adhesividad vy el factor 3 plaquetario al igual que en los

grupos gue hablamos anteriormente fué& variable.



CONCLUSIONES

Fl tiempo de sangria es prolongado en las trombocitopenias,
esto se debe a que no existe la cantidad suficiente de plaguetas
para la formacién del tromboplagquetario.

Desafortunadamente esta es una de las pruebas de laboratoric de
coagulacién que tiene més factores de error, el més com@in, no -
practicar una herida suficientemente profunda; esto en parte ex-
plica el gue algunos pacientes con cuenta de plaquetas muy bha’as

dieran sus tiempos de sangria valores normales.

En las trombocitopenias la retraccidn del codgulo es ausente
o deficiente, pero en nuestro trabajo tenemos ciertos casos --
(caso 8 y 46), en que el grado de retraccién no se correlaciona
muy bién con el nimero de plaquetas, cuentas de plaguetas bajas
nos dieron una retraccidn normal, Estos casos tenian tratamien-
to con esteroides, el resto de casos si se relaciona nfimero baio

de plaguetas con- retracciones ausentes o deficientes.

La prueba de agregacidn plaquetaria inducida por adrenalina.
es una prueba que si tiene valor, pero como se menciond anterior-
mente hubo una serie de errores técnicos que la prueba no funcio-
nd como se esperaba a razbn de esto no se le puede dar valor en

nuestro trabajo,

La adhesividad plaguetaria por el método de BORGHGREVINK es-
ta influida por todas las variables del tiempo de sangria e in-
clusive por el hematocrito ya que los muy bajos nos darédn una --
adhesividad anormal, influye también el nfimero de plaguetas ya que
en las trombocitopenias la adhesividad plaquetaria es anormal y

puede dar lugar a una mala interpretacién.



En nuestro trabajo, la mayoria de casos gue *tenian cuenta de pla-

quetas bajas dieron adhesividades anormales.

Una prueba en vitro gue mida verdaderamente el factor 3 pla-
guetaric no es posible actualmente, 1los sistemas gque se usan en
vitro para medirlo se basan en el principio de gque la actividad
del factor 3 plaquetario se manifiesta por un acortamiento del
tiempo de coagulacidn comparado con un blanco pero estos siste-
mas no son.qéﬂpletamente adecuados; en nuestro trabajo la técni-
ca usada-5e bgsa en este principic y no es lo suficiente fide-

digna para la evaluacidn de dicho problema.

En los anticuerpos antiplaquetarios se puede ohservar gue
los pacientes que dan resultados tienen su retraccidn de coa-
gulo deficiente, esto se debhe a que poseen el nfimero de plague-
tas bajas vy esto afecta la retraccibn del coagulo.

Y vamos a observar también que tiene sus tiempos de sangria pro-
longados por la misma razdn, algunos casos que sus resultados

no coinciden con sus valcores de plagquetas posiblemente sean --

errcores de tipo técnico por que hay que recordar que esta parte

de la hematologia en lo gque respecta a la investigacién de labo-

rateorio en nuestro medio alin se encuentra en sus inicios.
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