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ALBERT EINSTEIN COLLEGE OF MEDICINE
YESHIVA UNIVERSITY

EASTCHESTER ROAD AND MORRIS PARK AVENUE
Bronx, N.Y. 10461

DEPARTMENT OF MEDICINE August 5th 1975

Professor D, Antonio Aznar Reig,
Hospital Universitario,
La Macarena, Sevilla 9, Spain.

Dear Professor Aznar,

This letter is written at the request of Dr. Manuel
Constantino who spent a year in my department and research laboratory at the
above University and Medical School, During this time he did research into the
relationship of blood coagulation factors and various types of human hyper-
lipoproteinemia,

He studied 115 patients and control subjects and measured the following para
meters: Plasma fibrinogen, prothrombin (clotting and immunologic), factors V,
VIil, vili, IX, X, fibrinogen ~fibrin-related antigen in serum, plasma cholestero
and triglycerides. In addition he studied factor Vlll-related antigen and the
ristocetin co~factor in plasma, Ultracentrifugation of plasma was performed
with separation of the lipoprotein fractions according to their relative
density. These fractions were then analyzed for clotting content and lipoprotein
content and varying proportions were added back to normal plasma and the effect
on the clotting factor content determined., As a result of this study we have
gained a better knowledge of the effect of the content of various plasma lipids
on the coagulation process. Perhaps too of the relationship between the levels
of blood clotting components and the hyperlipoproteinemias with some insight
perhaps into the genesis of atheroma.

I have agreed to the presentation of this work by Dr. Constantino as a
Doctoral Thesis since | feel that the quality of the work is of sufficiently high
caliber for this purpose.

Sincerely yours,

oo teratin,

“larence Merskey, M.D,
Professor of Medicine.
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CAPITULO I



INTRODUCCICON, JUSTIPICACICH B HIPOTESIS DE TRABAJO

I MECANISMO DE HEMOSTASIA EN SERES HUMANOS

Los 1lipidos desempefian un papel muy Bmportante en la
coagulacidn de la sangre, hecho vidn conocido a partir de -
las observaciones pioneras rezalizadas ya en el giglo pasgado
( WOCLDRIDGE 1,883 ) ( 1 ).

Antes de entrar en el esbtudio de esos lipidos y de su
mecanismo dz accidn vamos a dar un resumen del estado acthual

A U e S T U R D S . .
CoOTDIoIENI0 Acared de los mecanismos = DCHC2 30 N2R03 -

tdtieco,

A) PASE VASCULAR Y PLAQUETARIA.- La respuesta nds inmedi:
ta 2 una lesidn vascular con extravasacidn de sangre 23 la
0

A

constriceidn vascular la cuzl ocurre por mecanism

-

yoria desconocidos,

Fl desencadenante quz2 inicia las giguieantas reaccilonas
henostdticas es 1la destruceidn del endobelio wvascular ( ASHFORD
et al. 1,967) ( 2 ) gue pone en contac to la sangrs circulante
con los tejidos subendoteliales, Ias plaguetas son inmediata -
nente atraidas al tejido coldgeno subendotelial y se agrezan
irreversiblemente, Al ocurrir dsto ellas sufraa un procaso d2
hinchazdén con pérdida de la citoarguitectura externz visible -
liveran coapanentes intracelulares incluyendo serotonina, -
epinefrina y fosfato de adenosina { ADP ). Este ADP liberado -
va a ser el mediador vara la acumulacida de nuevas plaquetas -

las cuales responden al ADP en tres fases:

a) Primaria,- Cuando la conceniracidn de ADP es vaja

Pan Y

1 X 10"7 M ), en gue l23 plaquetas ss hinchan, sus membranas

0
W

hacan pegaiosas ¥y en la presencia de fibrindgeno nlasmdtico

it

adnieren enfre si formando un agregado qus finalmenie se dig

Y]

D8TSR,

-l

b} Secundaria,- A concaenbracionss mds altas de ADD



COAGULACIOWN

EXTRI MSECO INTRINSECO

Factor titsular ‘ Factor Xii

w/
N /

lipido\ VI I X

Vit lipido
factor X
v lipido

Protrombina . Trombina

Fibrinogeno Fibrina monomsro

Fibrina polimero no
covalente.

X111

Fibrina. polimero
covalente

Esguema 1
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(2X10 -6y ) las plaguetas no solo se hinchan y hacen ade
r

herentes sino que tambiédr liberan ADP de los propios depndsitos
intracslulares,

¢) Propagacidn.- La tercera fase es la formacidn de
un agregado de plaquetas que se propagza vor si mismo,Cuando
las plaguetas se adhieren al coldgeno subendotelial liberan -
ADP el cuzl causa la agregacidn de las plaquetas en la vecin-
dad del lugar de la lesidn vascular y a la vez liberan mds
ADP, Asi pudés ADP es el mediador quimico y amplificador del -~
estimulo inicial causado por la lesidn vascular,

.l.

Ta forracidn de un tandn plaguetario en un vaso con -

i
NS

B

Treelun @3 suficiensa para Crzar uza varrerd S3mporal contra -
la pérdida de sangre, Sin embargo en pocas horas la constri -
ceidn vascular cesa y las plaguetas tienden a disgregarse en
iz periferfa del tapdn hemostdtico, Por comsiguiente puede de
cirse gque aungue el mecanismo del tapdn placuetario es suficien

te para iniciar la hemostasia, sin embarzo no puede mantanerla.

B) FASE PLASHATICA.- Para convertir ese mecanismo temporal

en definitivo g2 pone en marcha el proceso de coagulacidn de la
sangre el cual sa2gin nuestro conocimiento actual puede gar es -
quematizado del modo representado en el esquema 1 ( MAC FARLANE

1.964; MAC FARLANE, 1,966 ) ( 3, 4 ).

Como puede observarse el factor X ocupa una posicida
central en el esquema y su activacidn puede llevarse a cabo en -
dos modos distintos llamados mecanismos intrinseco y extrinse-
CO,

ANISHMO INTRINSECO.~- S2 inicia con la activacidn del
factor XIT ( Hagesman ) por superficies cargadas como por ejem-—
plo vidrio, Tambidn " ia vivo " el coldgeno subendotelial ac -
tiva el factor XII., La activacidn consiste en una alteracidn
de la configuracidn de la molécula en gue quedan expuestos si
tios ensimdticos activos, ( DAVIE et al.,, 1.964 ) ( 5 ).
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Actuando como un enzima el factor XII activado ztaca
al factor XI convirtidndolo en otro enzima el cual a su vez
aoetiva al) factor IX.

En contraste con la activacidn de todos los demds, la
de los factores XII y XI no requiere calcio, El factor IX ac
tivado reacciona con el factor VIII para formar un complejo

en la presencia de fosfolipidos derivados de las plaquetas, -
Estos 1d

nidos plaguetarios que actian en las reacciones de -
Coagulacidn son conocidos con el nombre de factor plaguetario
IIT,

KL compleio formado vpor 2l factor IX actiwado, fac -
sor VILII y fosiolipidos plaguetarios va a producir la achiva

L
idn @31 factor X 2 cuyo nivel los mecanismos intrinseco y ex

MECANISHO EXTRINSECO .- ( STRAUB, 1,951 ) ( 6 ). Aqui
a2 1z frogsboplastira tisular la cual ha sido zeparada en

dos comnoanentes: wno es3 un enzima proteolitico localizado en
la fraccida microsdmica de las células; el otro es un fosfo -
1fpido. EL conjunto de ambos componentes forma un complejo con
el factor VII el cual activa directamente al factor X sin 1
necesidad de la coopsracidén de los factores XII, XI, IX, VIIL

¥ plaguecas,

Una vez 21 factor X ha sido activado por cualguiera de
los dos mecanismos, actdia sobre la protrombina y 1la convierte
8 trombina, 5i el factor X achivado actla solo su accidn es -

y lenta, pero cuando forma un complejo con el factor V y fog
folfpidos plaguetarios, esbte complejo actia sobre la nrotrom -

(e SO . - . ey o ey 4
varsion o Tromping s2 efectila Con muscna na FOoo o~

.';n

(ST

‘,
W
4
=
pod
Y
¢

pilez, Ia trombina entoncaes actia sobre el fibrindgeno, una mo
1lenla gimdtriea conabtituida por dos cadenazs alpha, dos cads -
gampa unidas enbtre si
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FIBRINOLISIS

PLASMINOGENDO

— . A
Factor XII

Trombina

PLASMINA
Fibrinogeno \\:\\\\\\:\hna

Esquema 2
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que es denominado " mondmero de fibrina ",

Estos mondmeros de fibrina tienden a polimerizar es—
pontdneamente como resultado de la formacidn de enlaces de
hidrégeno e hidrofdbicos los cuales gon fdcilmente rotos por
urea, concentraciones salinas elevadas y pH extremo,

El fr4gil polimero de fibrina formado por enlaces de
hidrdgeno e hidrofdébicos es convertido en un polimero de fi-
brina firme constituido por enlaces covalentes gracias a la
accidén enzimdtica del factor XIII activado el cual existe en
el plasma como un precursor inactivo y es convertido a la for
ma activa vpor la accidn de la $rombina,

Esta fibrina forma una red que engloba el tapdn pla -
quetario constituyéndose asi una barrera estructural defini -
tiva contra la pérdida de sangre,

€) SISTEMA FIBRINOLITICO,~ ( SHERRY et al. 1.959; SHERRY
1.968; SHERRY, 1.972 ) ( 7,8, 9 ). Una vez la fibrina ha cum
plido su misidn como estructura de soporte para la reparacidn
del dafio tisular, ha de ser lisada lo cual se hace a través

del sistema fibrinolitico ( véase esquema 2 ), aungue una accidn
similar es también lizvada a cabo por catepsinas tisulares es
recialmente procedentes de neutrdfilos,

Ademds de la lisis de fibrina producida en respuesta
a una lesidn tisular, el sistema fibrinolitico actuaria en ca-
S0 en que no existe tal lesidn, si es cierta la hipdtesis de
que un proceso lento de Coagulacidn estd teniendo lugzr conbi-
nuamente en el organismo humano el cual estd en equilidbrio con
una actividad tambhidn permanente del sistema fibrinolitico,

uesto en marcha -

En cuzalaguier caso esbte sistvera es v
por la activacidn dz un precursor inerte llamado Plasmindgeno
el cual estd ampliamente distribuido en los tejidos, 1lfguidos

tisulares y en plasma circulante en el que alcanza una concen

~

tracidn de 0,1 - C.2 mz, vor c.c, La transformacidn 2 plasmi -
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na, el enzima fibrinolitico activo, se hace por rotura de un
enlace especifico arginina - valina en la molécula de plasmi-
ndgeno con separacidn de fragmentos solubles en dcide equiva
lentes al 25% de la molécula original. Los activadores del
plasmindgeno pueden ser encontrados: a) en tejidos ( activa=-
dor tisular) b) orina ( uroquinasa ) y c¢) en sangre ( acti -
vador cireculante ), el cual puede originarse en las células
endoteliales de loa capilares y puede ser idéntico al activa
dor tisular aunque ésto no estd aln completamente estableci-
do. Estudios de localizacidn han mostrado que el activador es
t4 estrechaments relacionado con los endotelios y parece tra-
tarse de un enzima procedente de los lisosomas, El1 activador
tisular puede ser responsable de la fibrinolisis patoldgica
observada en pacizntes con ciertos tipos de dafio tisular, La
urokinasa procede del rifin donde probablemente se forma en
las paredes de los wvasa recta y otros vasos intrarrenales,

El plasmindgeno puede ser activado tambidn a través
del mecanismo de coagulacidn por la accidn ds la trombina ¥
del factor XII activado pero el significado figioldgico de és
te mecanismo no estd claro,

Ia plasmina producida por la activacidn del plasmingd
geno ea un enzima proteolitico que actua rompiendo enlaces
arginina - lisina en varias proteinas entre ellas fibrira, fi
brindgeno y factores de coagulacidn V y VIII

Es importante el hecho que la plasmina es rdpidamente
neutralizada en plasma por la accidn dz inhibidore2s y a pesar
de ello una fibrinolisis puede estdr ocurriendo a juzgar por
la deteccidn de productos de degradacidn de la fibrina, Para
explicar 2sta paradoja ha sido postulado gque cuando o3 acti-

res alcanzan nivelas altos en plasma penetran en el cod -
gulo v actlan sobre el plasmindgeno absorbido en é1, La alta
conceniracidn de plasmina dentro del codgulo no es neutraliza
da por irhibidoress asi pués la fibrinolisis gue ocurre en —
circunstanciaz fisioldgicas parece tener luzar en la faze de

o0
ot

':..)

- W

o —~ - - 3, . K. , . . = ] .
razvoresentada por el cndsulo, ¥ o en la fase liguida plas
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mdtica. Sin embargo en circunstancias patoldgicas la fibrino
lisis sistémica en fase plasmftica puede tener importancia.

IT LIPIDOS Y COAGULACION

Vemos pués que los lipidos son importantes para am -
bos mecanismos intrinseco y extrinseco de la Coagulacidn y -
mds concretamente actdan a los siguientes niveles:

1) En la activacidn del factor X por 2l factor tisu-
Jar en lz presencia del facvor VII, Este lipido va incorpora
do en la tromboplastina tisular.

2) En la activacidn del factor X por el factor IX en
1la presencia del factor VIII, Aqui actian fosfolipidos de ori-
gen plaquetario,

3) En la conversidn de protrombina a ‘trombina por el
factor X activado en presencia del factor V, Tambidn aqui ac-
tian 1f{pidos de origen plaquetario,

A.,~ ORIGEN,.- Normalmente las plaguetas son la fuente de
esos lipidos pero oitros posibles orfgenes podrian ser el plas
ma, la membrana de los hematies y los leucocitos pero estas -
probablemente no son importantes. No es suficiente para un 11
pido el estar presente en una mezcla 3ino que debe de estar
en una forma que sea utilizable para coagulacidn. Se ha podi-
do demostrar que los hematiss poseen material lipidico el cual
puade ser necho ubilizable para Coagulacidn " in vitro " por
destruccidn fisica de esas células ( SHINOWARA, 1,951; QUICK
ot al., 1.954 ) ( 10, 11 ), Sin embargo existe poca evidencia
¢de gue los lipidos de lzs cdlulas rojas son importantes para
el procaso normal de coagulacidn puesto gque éste pueds tener

lugar con normalidad en su ausencia.

Tampoco se ha podido demostirar actividad coagulante de

log 1isidos de los leucocitos ( SHINOVARA, 1961 ) ( 12 ).
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En cuanto a las plaquetas, estas contienen un 14%
de su peso geco de lipidos. Estos estdn integrados por un
, oszfolipidos, 20% de grasas neutras y 4% de lipo -
proteinas { MARCUS et al., 1,959 ) ( 13 ).

Los fosfolipidos estda constituidos principalaente
por lecitina ( fosfatidil -~ colina ), fosfatidil etanolami-
na y esfingonilina y por cantidades menores de fosfatidil -
serina, fosfatidil - inositol, lisolecitina, decido fosfati-
dico y cardiolipina,

ras estdn constibuidas por un 85% de

-
A
w
0

s 0
8y
w
Y
w
.
&
ﬁ

-

- - . . 3. e —r T I
libre 7 cantidades wenorss 32 iri, i, ¥ monozgli-

céridos, dcidos grasos libres y ésteres de colesterol,

El factor III plaguetario, que desempefia un papel
fundamental en el proceso de Coagulacidn es probablemente un
componente lipovroteico de la membrana plaguetaria ( MARCUS
et al., 1,966 ) { 14 ) el cual se hace susceptible a la -
accidn de enzimas y cofactores ds Coagzulacidn siguiendo la
agregzacidn plaguetaria u otro tipo de trauma a las plaquetas
( HOWBLL, 1.935 ; SURGENOR et al., 1. 961 y (15, 16 ). -
componente activo de esa lipoproteina es el fOSfOllpluO el
cual actia como un catalizador de superficie. Los fosfolipi-
dos de la membrana plaguetaria gue han sido incriminados es-
pecificamente son la fosfatidil - serina y la fosfatidil -
etanolamina ( MARCUS =t al, 1,962 ) { 17 ).

Fn cuanto a los lipidos nlasmdticos, en ayunas tene -
mog 450 a 750 mg. de 1ipido tokal por 100 c.c. de sangre de
los cuales 150 a 300 mg% corresvonden a fosfolipidos ( MILLER
1.950)( 18 )}, EZste cantidad es mds que suficiente para la ge-
neracidn de tromboplastina " in vitro ", paro sin embargo es
dudoso que oz lipidos del plasma por si desempefien papel al
guno en el proceso de Coagulacidn nornal in vivo.

o)
sangre capaces de sintebtizar Y de novo iciaos Zra30s8, 1o
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cual se hace a través de la viz del malonil - coenzima A

( MAJERUS et al., 1,965; DEYXIN et al., 1,958 ) ( 19,20), -
és ni los hematies maduros ni los leucocitos contienen el
enzima acetil coenzimald cocarboxilasa que es necesario para
la sintesis a través de ese mecanismo { MAJERUS et al., 1967)
( 21). Tambidn las plaguetas poseen la capacidad de elongar
las cadenas de 4cidos grasos a travéds del sistema mitocondrial
en el que fragmentos de dos dtomos de carbono ds acetil coen -
zimaA son afiadidos a dcidos grasos de larza cadena preaxisten
tes ( DEYXIN et al.,, 1.968; HENNES et al., 1.966 ) ( 20, 22 ),

Un intercambio entre lecitina plaguetaria marcada con
C14 y dcidos grasos plasmdticos ha sido demostrado ( DEIXIN
2t al., 1,968 ) { 20 ) lo cual es importante al considerar la
posible interrelacidn entre la composicidn de los lipidos plas
mdticos y la de los lipidos plaquetarios, que dado el papel -
que estos ifpidos plaguetarios parecen tener en la fisiologia
de estos elementos formes, podrian condicionar su fuacidn en -
el proceso de coagulacidn,

B.= LIPIDOS PLASMATICOS. HIPERLIPOPROTEINZVIAS,- A conti-
nuacidn exponemos un resumen del conocimiento actual sobre 1i-
pidos plasmdticos y su influencia en la enfermedad humana an -
tes de revisar su posible relacidn con el proceso trombdtico.

Durante los dltimos 15 afios ha habido un explosivo au
mento en el conocimiento de los lipidos plasmdticos, su trans
portes y sus determinantes fisioldgicos, Hiperlipemia es el
signo comin de un grupo heterogeneo gque varian en sus manifes-
taciones clinicas, prohdstico y respuesta a la terapia. He agui

unes nociones bdsicas acerca de la fisiologia del itransporte -

de livpidos en plasma:

Los lipidos plasmdticos colesterol, triglicdridos y
fosfolinidos no circulan librements en plasma sino unidos a
proteinasz que les confieren solubilidad y es en la forma de ~
complejos de protelnas y linidos o lipoporteinas el modo en -

gue las grosas entran y salen del torrente circulatborio,
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1) Lipoproteinas,~ Las lipoproteinas son macromolécu~

las complejas que contienen lipidos, hidratos de carbono, y
proteinas, Simplisticamente ellos pueden ser esquematizados
como egferas con un nicleo central de lipido neutro, sobre -
todo ésteres de colesterol y triglicédridos, y una envuelta so
lubilizante constituida por proteinas y fosfolipidos, EL enla-
ce dd& lipido a la protefra es no covalente, lo suficientemen-
te laxo como para permitir el f4cil intercambio de 1{pidos en
tre las lipoproteinas del plasma y las tisulares y sin embargo
tanbién lo suficientemente firme como para permitir la separa-
cidn del complejo lipoprotefco por las diferentes técnicas fi-
sicoquimicas que aislan e identifican las lipoproteinas,

liormalioente cuatro familias de lipoproteinas pueden ser
separadas en el plasma ( FREDRICKSON et 21, 1.957 ) ( 23 ). -~
Los medics de separacidn son fundamentalmente 12 electrofore-
sis y la ultracentrifugacidn,

La ultracentrifugacidn senara moldculas de acuerdo con
su dengidad y distingue quilomicrones, VLDL o lipoproteinas de
densidad muy baja, LDL o lipopmoteinas de densidad baja y HDL
o lipoprotefnas de densidad alta,

Ia electroforesis separa las moléculas lipoproteicas
de acuerdo con su carga relativa, En vapel o un gel de agaro-
sa podemos enconirar: una banda que no migra; una banda de mi-
gracidn beta; una banda de migracidn pre-beta y una banda de mi
gracidn alpha,

Las particulas muy ricas en lipidos gue no migran en
electroforesis corresponden a los quilomicrones de ultracentri
fugzacidny las lipoproteinas veta a las LDL; las pre-beta a las
VIDL y las alpha z las HDL; cada familia de lipoproteinas tal
y como son definidas por estos procedimientos contienen fosfo -
1ipidos, triglicéridos, colesterol y protefnas pero en propor -

ciones diferentes,
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Una disgcusidn detallada de la estructura y funcidn
de las lipoproteinas plasmdticas ha sido objeto de varias re
visiones ( FPREDRICKSON, 1.567; SCHULAKER et al, 1,959 ; -
LEVY et al., 1,972 ) ( 23, 24, 25 ), pero para resumir dire-
mos que los quilomitrones son las mds grandes y mds ligeras
( 0 menos densas ) de las lipoyroteinas, Por peso ellas con-
tienen aproximadamenfe 80 -~ 95% de triglicdridos todos de ort
gen exdgeno; 2-7% de colesterol; 3-6% de fosfolipidos y 1-2%
de proteinas, El plasma aparece burbio cuando los quilomicro-
nes estdn presentes, Si el plasma es dsjado a 42 durante 24
horas todos los quilomicrones flotan formando una capa suge-
rioxr en el tubo, Tos quilomicrones son sintetizados normalmen
te en el intestino y sirven para transportar los triglicdri -
2os d2 la dizta de intestino al plasma y de aqui a los Teji -
dos en que van a ser utilizados., La presencia de quilomicro -
nes en ayunas despuds de 12 a 14 horas de haber comido es anor
mal e indica una fisiologia andmala en el procesamiento de los
lipidos de la dieta,

Las lipoproteinas de densidad muy baja ( VIDL ) son
las prdxzimas en orden decreciente de tamafio, Em peso contienen
55 a 65% de triglicéridos los cuales son de origen enddgeno -
principalmente; 10 -~ 15% de colesterol; 15-20% de foafolipi -~
dos y 5-10% de proteinas, Después de dejar el plasma a tempe
ratura de 492 durante 16 horas la turbidez estd distribuida -
uniformemente por toda la nuestra.

Este tipo de lipoproteina transporta triglicdridos -
de origen hepdtico los cuales son sintetizados a partir d2 va
rios precursores tales como dcidos grasos e hidratos de carbo
no, Una pequefia cantidad de estas lipoproteinas pusde estar
normalmente presente en el plasma en aymnas, En aussneia de
quilomicrones un aumento en VLDL suele estar directamente co
rrelaciorado con los niveles plasmdticos de triglicédridos,

TIas lipovproteinas de densidad baja ( LDL )} por peso
contienen aproximadamente 45% de cdlesterol; 22% ds fosfoli-

pidos; 10% de trigilicdridos y 25% de proteinas, Probablemen-
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te proceden en parte o totalmente del catabolismo de las 1i
voprotefnas de densidad muy baja., Hasta ahora su funcidn es
desconocida; normalmente ellas transportan 50 a 75% del co=-
lesterol en ayunas, Incluso en altas concentraciones no pro
ducen turbidez 2n el plasma almacenado en frio,

TLas lipoproteinas de densidad alta ( HDL) son las
més pequefias de las especies de lipoproteinas y contienen
45 a 50% de proteinas; 30% de fosfolipidos y 20% de coleste
rol, Al igual que las LDL estas transportan muy poco trigli-
cérido; su funcidn no estd clara, Son un constituyente nor-
ral del plasma en ayunas y no producen turbidez cuando pre -
sente en cantidades aumentadas,

El primer paso en la evaluacidn de un paciente con
i Y

alta concentracidn de colegterol o triglicdridos es definir

el tipo de hiperlipoproteinemia que lo estd causando,

La determiracidn de la concentracidn de colesterol
v triglicéridos en plasma seguido del estudio del fenotipo
lipoprotdico por electroforesis y a veees del estudio por
uliracentrifugacidn de las distintas fracciones ha llevado
a la delineacidn de unos grupos o tipos a los cuales han po
dico ser adscritos diferentes complejos de signos y sinto -
mas que les son carscteristicos,

2) Hiperlivovproteinemiag.— ( LEVY et al. 1,972; -~
HAVEL, 1,971 ) ( 25, 26 ), Veamos ahora la nomenclatura y
reve descripcidn de estos diferentes tipos de hiperlipopro

teinemias.

a) TIPC I.~- Caracterizado por la presanciz de cantidadas

Py

D}

masivas de quilomicronss cuando el paciente estd comiendo -
una dieta normal y por la completa desaparicidn en pocos -

Gias cuando una dieta libre de grasas es instituida,

Estos pacientes son deficientes en el enzima lipasa
n

de les lipoproteinas v presumiblemente por esta razdn son in




21.

capaces de aclarar los quilomicrones del plasma,

Estos enfermos frecuentemente han de ser hospitali-~
zados debide a episodios de dolor abdominal secundario a Heg

patoesplenomegalia, pancreatitis o ambos y durante estos -
episodios a veaces ge encuentran hipertriglicerinemias de -
hasta 15,000 mg, por 1C0O c¢.c.

lirn e

2 edad d=2 las primeras manifestaciones de este -
trastorno metabdlico suele ser la infancia y nifiez, No exis-
te ningia medicamento eficaz en el tratamiento de esta enfe
medad,

Y i e “p = ~ : s
N DTN T TN e . -2 I o~y e oy A
V) TL20 IZ.~ ruzde adopiar ura Iorma fapliiar ¥ oird &

-
—

guiri ida, La hiperbetalipoprobeinemia familiar es heredada co

ipo
mo un rasgo dominante y es caracterigada por wna concaatra -
cidn elevada de LDL de composicidn normal, E1 especifico de-
fecto molecular o enzimdtico responsable de este trastorno no

2ido pero es rosible que el catabolismo de la molécu -

Clinicamente el trastorno es detectado en el perlodo
nenonatal o poco despuds como una nlpprcol teronsnia con &
sin incremento de los triglicéridos, Las lesiones tipicas,
los xantomas, no aparecen hasta despuds de la pubertad y ca -
racteristicagpente afectan al tenddn de Agquiles y los tendones
plantares 7 tambidn aungue dz menor tamefio a los tendones ex—
rillas situadas
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vissas én individues sin aparente anormalidad en sus lipopro-
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seloas, la incildenciz de enfarmedad coronaria premaitura estd

varias veces avmenlada cuando @on comrnarados a individuos -
conbrol con lipoproteinas normales, Lo-aismo sucede con la en
ardesar arteriosclaerdtico -
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La hiperbetalipoproteinemia de cardcter secundario
aparece en hipotiroidismo, sfindrome nefrdtico, hipercorti-
cismo adrenal y excesos dietéticos en individuos ingiriendo
grandes cantidades de colesterol,

Segdn la cuantia de los triglicdridos que aconmpafian
a los elesvados niveles de colesterol 1la hiperbetalipoprotei-
nemiz se ha subdividido en dos tipos:

IIa, con elevado colesterol y triglicéridos normales
IIb, con elevados niveles ds ambos, colesterol y tri
glicéridos,

Como tratamiento aparte del de la enfermedad causgal
sl existe, es necesaria una dieta restringida en colesterol
¥ grasas saturadas y rica en grasas poliinsaturadas para pro-
porcicnar una ingesta grasa de tn 30 a 35% del total ds calo-
rizs ingeridas.

Entre los medicamentos, colesteramina, substancia no
absorbible que previene la reabsorcidn en el ilson de 4cidos
biliares es la mds efectiva, pero otrog como el dcido nicoti-
nico en grandes dosis, estrdgenos y D-tiroxina pueden ser usa-
dos.

¢c) TIPO III,~ Pwobablemente heredado con cardcter recesi-
vo, se caracteriza por la cumuilacidn de lipoproteinas beta
anormales las cuales son similares o las betas en tamafio y ca-
racteristicas de ulbtracentrifugacidén pero difieren en composi-
cidn, Su movilidad electrofordtica ss tambidn distinta, compren
diendo 1la regidn beta y extendidndose a la prebeta,

Zanbtomas d2 localizacidn 2n las palmas de las manos -
v en los pliegues de los dedos de la mano son caractaristices
pero xoniomas tuberosos ¥y lesiones tendinosas tambidn pueden

ocurrir,
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Las manifestaciones clinicas raramente empiezan an-~
tes de la edad adulta y se traducen en la aparicidn de los
citados xantomas cuando el paciente gana peso, Estas lesio-
nes tienen un color amarillo naranja, localizadas en los sur—
cos de las palmas de las manos y dedos.

Los xantomas tuberosos tienden a ser mds pequefios y
méds numerosos que en la hiperbetalipoproteinemia y son a ve-
ces confluentes y rodeados por un halo eritematoso ( tubero-
eruptivo), Ocurre sobre todo en las rodillas, codos y zonas
gluteas, Las lesiones tendinosas aparecen sobrs todo en los
extensores de las manos,

El diagndstico se basa fundamentalmente en la elect:g'
foresis que muestra una banda ancha de lipoproteinas beta -
con unz lipoproteina alpha normal y en la ultracentrifugacidn
del suero a su propia densidad para demostrar una lipoproteil-
nza bebta flotante,

Como tratamiento la dieta es fundamental, la cual de-
be ser restringida en calorias en sujetos obesos y pobre en
azdcares v colesterol, 5i el paciente no se adhiere a la die-
ta o ésta no es suficientemente efectiva, Atromid S es la -~
droga de eleccidn. Con un tratamiento efectivo los niveles de
lipidos en sangre bajan y los xantomas desaparecen,pero el -
efecto sobre lesiones arteriosclerdticas yz establecidas no
se conoce,

d) TIP0 IV.- También conocido con el nombre de hiper-
lipemia enddsgena, es un cuadro patoldgico comin,a veces de ca
rdcter familiar y que es caracterizado por la acumilacidn de
YLDL 32 normal composicidn y movilidad 2lectrofordtica, y cor
resistencia a la insulina, a veces acompafiades por xantomas -
eruptivos y pancreatitis recurrente,

Ta etiologfa y patogenia de este cuadro no son conoci-
das psro a podido ser demostrado un catabolismo anormal de la
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VLDL asi como una secrecidn aumentada de triglicéridos sin
tetizados en el higado,

Por otra parte el hecho de que el nivel de trigli-
céridos esté relacionado a hiperinsulinismo y resistencia
a la insulina, hace que c¢ste trastorno se considere intima-
mente ligado a un metabolismo anormal de los hidratos de
carbone,

Ia mayoria de estos pacientes son descubiertos -
cuando s2 presentan con monifestaciones de enfermedad vascu-
lar oclusiva y se hacen 1nvestigaciones para buscar una en
fermedad metabdlica, la mayoria de estos pacientes son oba~-
sos3 y algunos de ellos tienen hiperglicemia en ayunas. Cuan
do 1z hiperlipidemia es severa xantomas efuptivos ¥ pancrea
titis pueden ocurrir,

El diagndstico debe ser sospechado en pacientes obe-
sos con enfermedad vascular oclusiva prematura, El diagndsti
co de presuncidn se hace cuando el suero en ayunas es lactes-
cente de modo wniforme sin la formacidn de ninguna cana; EL
diagndstico se hace cuando se encuentran niveles elevados de
triglicéridos ¥y normales de colesterol y es definitivamente
confirmado con los hallazgos de electroforesis y ultracentri
fugacidn,

Lo fundamental en el tratamiento es una dieta hipoca-
lérica y reducida en azidcares, Como medicacidn puede ser usa
do el Atromid S si no hay respuesta adecuada a la dieta.

g) TIPO V,- Es un raro trastorno de la adolescencia
en e

1 cual VIDL y quilomicrones de composicidn norma} se acu-
lan en sangre mientras consumiendo dietas normales. Se acom

2

mu

nailza usualmente de diabetes manifiesta y de xantomas erupti -
vos ¥y pancreatitis aguda recurrente,

En la patogenia de este trastorno prnbablemente va-

rios trastornos gendticogs sz hallan implicados, los cuales
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combinan una resistencia a la insulina con una actividad de-
ficiente de la lipasa de las lipoproteinas,

Como manifestaciones clinicas el trastorno suele pre
sentarse con ataques de dolor abdominz2l de etiologia obscura,
Zantomas erupbivos de cardcter confluente, nepatoesplenomega-
lia y lipemia retinalis son encontrados a menudo,

Entre los andlisis de laboratorio hiperglicemia e
hiperuricenia son frecuentemente encoatrados,

El diagndstico de presuncidn se hace vor observacidn
del suero en ayunas despuds de 16 horas a 42; se observa una
capa superior cremosa de quilomicrones y otra subyacente de
aspgecto lactescente devido al incremento de VLDL, La determi-
nacidn de triglicéridos da valores muy altos, en general supe-—
riores a 1,000 mgHh, mientras que el colesterol es normal § ele
vado, La electroforesis y uliracentrifugacidn confirman el -

-

diazndstico aungue no son necesarias para hacerlo,

Como tratamiento la reduccidn de la ingesta caldrica
¥y de etznol usualmente reduce los niveles de ambos quilomicro—
nes y VLDL. Sulfanilureas junto con la restriceidn caldrica -
son efectivas para la hiperglicemia, Atromid S también puede
ser ugsado en estos casos si la dieta no es por si sola sufi -
ciente

Estos tipos de hiperlipoprotzinemias descritos pueden
oct

o
o

rrir como ya se dijo, como enf rmedad familiar de cardcter
hereditario o bién como un trastorno secundario, sikndo en este

caszo una manifestacidn mds de la enfermedad hdsica.

Asi hiperdatalipovroteinemia opuede ocurrir en hipoti-

oidizmo, sindrome nefrdtico, sindrome de Cushing y en sujetos

ingeriendo grandass ca¢f1aades de colegterol principalmente co-
S

o unevos y producto
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ocurrido en diabetes, alcoholismo, uso de medicacidn anti-
concepntiva, enfermedad de almacenamiento de glucdgeno tipo
I, livodistrofia y hiperlipemia de stress entre otras,

En cuanto a la influencia de hiperlipoproteinemia
en el desarrollo de enfermedad vascular arteriosclerdtica
se han enchntrade gque los pacientes sobre todo antes ds la
década de los sesenta suelen tener niveles elevados de ambos
ILDL vy VLDL, El riesgo de desarrollar enfermedad coronaria ra
rece ger directamente proporcional a la corcentracidn de LDL
en homores de mediana edad, La relativa importancia de LDL ¥y
VLDL como factor de riesgo no estd clara pero parece ser que
ambas son importantes.,

Iz importante cuestidn de si la reduccidn de los ni-
veles lipémicos en sangre permitird la pregresidn o causard
una regresidn de las lesiones arteriosclerdticas no ha sido
alin del todo contestada pero los resuliados de imzortantes es
tudiod prospectivos gue se estdn 1llevando a2 cabo en la actua-
lidad estdn ya apareciendo en la literatura médica como vere-
mos mfs adelante,

3) Lipidos vlasmdticos y Coasgulacidn.- Avn cuando es
conockdo que los lipidos juegan un papel fundamental en el -

proceso de coagulacidn y que estos linidos son de origen pla-
guetario en circunatancias fisioldgicas, el hecho bidn conoci-
do de que lo3 pacientes con hiperligpemias desarrollan pracoz

y frecusntemente complicaciones tromodticas y arteriosclerdti-
cas, ha promovido a muchos investigadores a tratar de deter -
minar el grado en que ese exceso de grasas puede estar aso ~
cizdo con la promocidn o aceleracidn del desarrollo de trom—
bosis o ateromas,

La idea de esta asociacidn ha sido reforzada por el
hecno de que los valores medios de lipidos plasmdticos en in-
dividuos con evidencia clinica de arteriosclerosis son mds al
tos gue los de individuos sanos, Tambifn es conocido gue pus-

blos menos civilicados como vor ejemnlo los zantuss gque estan
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relativamente libres de arteriocsclerosis vy trombosis, tie-

4

nen valores de 1in

...J

dos nlasmdticos mfs bajos gqus 105 nabi-

2.3
tantes de pueblos mis civilizados ( ¥ERSEEY, 1.9560 ) { 27).

Es tambidn posible que la crganizacidn de wn trombo
rnural pueda jugar un papel en la patogenia de la artarioscle

L

rosis { ROXITANSXI, 1,855; DUSUID, 1.946 ) ( 28,29), v en -
consecuencia cualguier cosa e pudiera acelars

-

Considzrados estos hechos, las nds elamentales cues-
tiones que en ua principlo los invaestigadores en este camnpo

rataron de resolver fueron:

12,~ 3i la Coagulacidn v la fibrinolisis serfan afec
tadag por une comida ricz en grasas,

[Tl

ey

22,~ Cual es 21 efecto dz unz zlimentacidn rica en
grasa durante un veriodo nro

longado de tiemrno sobre estos npa-

e
ridmetros,

39,-~ La posibilidad de zlterar la incidenciz de en -
fermedad trombdtica humana modificando l2 ingestidn grasa,

42,~ 51 existe realmente una diferesncia en la Coagu
lacidn y fidbrinolisis entre individuos arteriosclerdticos y

otros aparentamente sanos pertenecientes al mismo o diferente
grupo racial,

a) Influencia de grasas dietdticas en Coagulacidn y fibri-
noligis, Bn principio n tigte unanimidad en la respuzsha a

esta cueshtidn y los itrabajadores en 2ste campo estan divididos
entre log que creen que la ingestidn de grasas afecta a la Coz
gulacidn songuinea y acusilos que dudan e ‘
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tiempo de coagulacidn en tubo de vidrio y en tubos silico-
nados; tiempo de coagulacidn de plasma recelcificado; re-
cuentos plaquetarios, adhesividad plaguetaria; variantes ds
andlisis de generacidn de tromboplastina, por mencionar
unos pocos ejemplos ¥y en la literatura médica encontramcs
articulos sosteniendo que una comida de alto contenido en
grasas acelera la coagulacidn ( MATHUR et al, 1,960 ; MNUSTARD
et al, 1,962 ) { 30, 31 ), mientras que obtros afirman que no
tienen ningin efecto ( SHEZHY 1,958; NITZBERG et al X,959)

( 32, 33 ), 0 producan este resultado en individuos 42 vida
edentaria pero no en aquellos de vida ac tlva ( ¥C DONALD

et al, 1. 950) ( 34 ).

[}

Otros autores ( MUSTARD, 1958; DAILIY et al, 1.960)
( 35, 36 ) encontraron una mayor aceleracidn de la Coagula-
cidn por comidas grasas en individuos con arteriosclerosis
gue en aquellos no afectados, pero estos hallazgos no han -
sido confirmados por otros ( O'BRIEN, 1,958 ; MATHUR et al
1,950) ( 37, 30 ).

Existen muchas condiciones clinicas asociadas con ex-
cesivos episodios trombdticos, Parece pués 1dgico esperar a
cue estos evpisodios o condiciones puedan estar asociados con
hallazgos de laboratorio que indiquen un estado de ™ hipercoa
gulabilidad", Ocasionalmente es posible demostrar la eleva -
cidn de uno o varics factores de coagulacidn pero ello no sig-
nifica necesariamente gue una acelerada %tendencia a trombosis
existe., Es todavia incierto que la identificacidn de un esta-
do hipercoaﬁulable a travds de un test de labvoratorio exisie,
Bsto podria explicar las Qificultades que han sido encontra -
das al intentar dewostrar la vosible aceleracida de la Coagu-
lacidn despuds de comidas de alto contenido en grasas. Tam -

bidn seria p051ble que las grasas de la dieta no afecten a
oula

En cuante a la relacidn de llpldOo v fibrinolisis es
concebible que la trombosis puede ssr mediada a travds de al

A
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gun mecanismo que promueva la interferencia con la disolu -
cidn del codgzulo mds que acelere la coagulacidn, Hay srticu
los indicando que una comida rica en grasas inhibe la fibri-
nolisis ( BILLIMORIA et al, 1.959; KWAAN et al, 1,957; GILL-
MAN et al, 1.957) ( 38, 39, 40 ), pero &sto ha sido denegado
por otros ( BUCKELL et al, 1,959; HOUGIE et al, 1,950 ) ( 41
42 ). Un articulo concluye que ésto ocurre en arteriosclerd-
ticos pero no en sujetos normales ( BAJEVSKI, 1.961) ( 43 ).

Se ha podido demostrar que los quilomicrones tienen
una marcada actividad antifibrinolitica ( JOHNSON et al, 1953;
BTEFANINT et al, 1.956 ) ( 44, 45 ). Otros han demostrado que
suspensiones de quilomicrones y plaguetas tiernen una marcada
actividad como proactivadores ( GREIG et al, 1.961 ) ( 45 ).
BANG y CLIFFTON, 1,960 ( 47) informaron que codgulos forma -
dos durante la hiperlipemia alimenticia fueron particularmente
resistentes a uwna terapia fibrinolitica y en otro estudio BE-
RGENTZ et al, 1,961 ( 48 ) encontraron que la administracidn
de grasas por via oral o intravenosa producian una tendencia
acelerada a la formacidn de trombos en venas ligadas,

BUZIVA et al, 1,961 (49) encontraron que una prolon -
gada alimentacidn con grasas insaturadas produce un alargamien
to en el tiempo de Coagulacidn cuando se hace en tubos trata -
dos con silicona, mientras que CLIFFTON et al, 1,961 ( 50 )
encontraron con la misma dieta un descenso en la actividad an-
tiplasminica, Por otro lado PEYIAN et 2l, 1,960 ( 51 ) y GA -
JEVSKI, 1,961 ( 51, 43 ) fueron incapaces de encontrar cambios
significativos en los pardmetros de coagulacidn y fibrinoli -
sis en paclientes con hipercolesteronemia y enfermedad corona =—
ria despuds de la prolongada suplementacidn de la dieta con
grasas no saturadas, (MERSXEY et al, 1,953) ( 52 )

b) Coagulacidn de la sangre, fibrinolisis y enfermedad -
tromodtica,.~ Estudios de la Coagulacidn y fibrinolisis en su-—
jetos con arteriosclerosis comparados a individuos normales -
atn han afiadido nds confusidn.
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Mec DONALD et al, 1,959 ( 53 ) afirman que pacientes
gque se han recuperado de un infarto de miocardio tienen una
regenaracidn ée la tromboplastina elevada, fibrindgeno en
vlasma elevado y una adhnesividad plaguetaria aunmentada, Una
restriccidn dietdtica o terapia con heparina podia modificar
estos cambios ( Mc DONALD et al, 1.958 ) ( 54 ).

IERSKEY et al, confirmaron un incremento en fibrind-—
geno y tambidn una acelerada gensracidn de la tromboplastina,
Sin embarge individuos de la raza bantd mostraban una genera-
cidn de la tromboplastina mds bdpida a pesar de que tienen
una ausencia virtual de arteriosclerosis ( MERSKEY et al, 1960)
( 27 ).

Otros han encontrado aceleracidn de un test de genera-
cidn de lz itromboplasiina modificado en pacientes con enferme-
dad oclusiva periférica arterial o venosa ( PASCUZZI et al,
1.951) ( 55 ).

El tiempo de Cozgulacidn de la sangre de nativos de
Nueva Guinea, quienes estdn libres de enfermedad arterioscle-
rética es mds corto que el de australianos blancos ( GOLDRICK
et al, 1.958) ( 56 ) mientras que los bantdes tienen unos -
tiempos de Coagulacidn similares pero niveles de factores VII
y protrombina mds bajo que los de los sudafricanos blancos,
Ambog, los banties y los aborigenes ausitralianos tienen nive-
les elevados del factor VIIT ( MERSKEY et al, 1,960; PITNEY
et al, 1,960 ) ( 27, 57 ).

Lz fibrinolisis ha sido encontrada inhibida en pacien-
tes con arteriosclerosis por algunos aubtores ( NAINMI et al,
1,360 GZARNTZCKT 1,350 ) ( 58, 53 ), y 2o afectada segim -~
otros ( MERSXET et al 1.960) ( 27 ).

Estos hallazgos conflictivos han sido mencionados pa-
ra demostrar el estado de confusidn en este tema y la dificul-
tad en obbtener conclusiones vdlidas, EL hecho de que as 4difi -
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cil seleccionar grupos control adecuados y de que los tests
de Coagulacidn hasta ahora mencionados son bastantes insen-
sibles ha contribuido a esos resultados a veces conflicti -
VO S,

Tara el esclarecimiento de esta confusidn que era -
vrevalente después de los estudios citados eran necesarios
andlisis a largo plazo en los que s2 viese si la restricecidn
de grasas de la dieta o la sustitucidn de unos tipos nor -
otros, en realidad reduciria la incidencia de enfermedad -
tica humana, Puds bidn, nunerosos estudios enpilemiold-
gicos retrospectivos han demostrado que la enfermedad coro-
naria estd relacionada al nivel del colesterol sérico y al
onsumo de grasas saturadas en la dieta ( STORMORXEN, 1,974;
KEYS, 1.970) ( 6%, 62 ). Ademds un estudio prospectivo inter
nacional a sgran escala Fuf realizado en siete paises ( XEYS,

Q

1,970 ) { 62 ) sobre la relacidn existente entre la dieta y
la incidencia de enfermedad coronaria, Los resultados indican
or enfermedad coronar en las gque se cree
0120 S1s desempella un paped prominente, y todos los ca -
508 coronarios estan relacionados Intimamente a la ingestidn

En el mecanismo por el que grasas de origen dietdti-
co podrian influenciar la enfermedad coronaria, considerable
énfasis ha sido dada a arteriosclerosis ( STAMLER, 1.973)

(60 ), Sin embarzo la trombosis coronaria parece sar uno de
los zcontecimientos mds dramdticos en el curso de la enferme-
dad coronaria aian cuando a veces un btrombo no puede s2r en -

contrado en casos de isquemia miocdrdica aguda ( SPAIN et al,

1,970% BAROLDI, 1.965 ) ( 63, 64 ). Sin embargo agrezados -

(

slaguesarios en 1las arterias intramiocdrdicas ( TAZRIM, 1951)
( 85 ) y epicdrdica ( IIAEREM, 1,972 ) { 66 ) son enconirados
frec ementa en casos de muerte subita de origen coronario,

Ademds estd bidn documentado que ftrombos rurales pue

dzn contribuir & la2 formacidn de placas arteriosgsclerdticas -




( DUGUID, 1.946; HAUST, 1.959 ) ( 29, 67 ).

Por consiguiente la trombosis arterial parece tener
un significado clinico importante en poblaciones suscapti -
bles a enfermedad coronzria, La cuestidn es si las grasas de

.,

la dieta predisponen a la enfermedad coronaria a travds de

o

n mecanismo de tromvosis a parte de los cambios sobre la
pared vazcular gue ellas inducen.

Los estudios " in vitro " se han enfocado sobre el
efecto de cisrtos constituyentes grasos sobre las plaguetas,
1o cual estd justificado por el prominenie vpapel que estos -
corpusculos juegan en la gfnesis de trombosis arterial, y -

ct
{‘J

bién sobre el proceso de Coagnlacidn o formacidn de fibri
na més importante en la génesis de la trombosis vancsa, Istos

~

estudios demostraron que solo los £decidos grasos saturados de

('\j

larga cadena { mds d= 14 dtomos de carbono ) fuernn efectivos
en la induccidn de agregacidn plaquetaria ( VIARNER, et al -

1,987; KERR et al, 1,965 ) ( 638, 69 ) y ia activacidn de cier

tos factores de la Coagulacidn ( CONNOR et al, 1,965 ; DIDISH-
EIM et al, 1,963) ( 70, 71 ). De todos ellos dcido estedrico

era el mds eficaz,., Estos estudios subrayan la posibilidad de
que los dcidos grasos libres en plasma podrian iniciar el fe-
ndmeno de trombogis y gue las grasas de la dieta podrian in -

fluvenciar este efecto desencadenante cambiando la concentra -
cida =0 el tipo= de esoa dcidos grascs.

Adends vodria esperarse que cambios dietéticos en la
composicidn de dcidos grasos libres podrfan modificar la cone
J-
i

4

ucia de las plaquetas cambiando su comvosicidn lipfdica,. Asi
rdpidos cambios en los dcidos grasos plagquetarios han sido obe—
servados " in vitro * por la incubacidn de las plaguetas con

varios decidos grasos ( ANDREOLI et al, 1.974) { 72 ).

Siguiendo ahora con la evidencia obtenida de indivi -~
duos humanos NORDOY et al, 1,971 ( 73 ), han demostrado que en
geres npumanos un cambio en la dieta, con mds dcidos grasos de-
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saturados serd roflejado subsecuentemente en las plaquetas:
los oambios observados no fueron caracterizados por un cam— -
bio en el nivel de colesterol o fosfolipidos en las plague=-
tas sino por un incremento en el contenido en dcido linolei-
co de varios fosfolipides plaquetarios a expensas de los dci
dos palmitico. y oldico:., Ellos también observaron que la ac
tividad plaquetaria en factor IITI estaba consistentemente dig
ninuida en individuos alimentados con una dieta rica en grasas
desaturadas 1o cual concuerda con los resultados obtenidos de
experimentos con animales { RENAUD et al, 1,974 ) ( 74 ).

TACONO et al, 1.974 ( 75 ) han descrito que individuos
del drea de Cincinnati muy susceptibles al desarrollo de enfer
medad coronaria y que comen la tipica dieta americana, tienen

el nivel de dcidos oldico- y estedrico en los fosfolivpidos pla-

cuetarios mds alto que individuos de Mildn o Si cilia,

RENAUD, 1,970 ( 76 ) ha mostrado que el patrdn de Zci-
dos grasos en las plaquetas de individuos gue han padecido un
infarto de miocardio recientemente se caracterizan, cuando se
compara con el de individuos que no tienen factores de riesgo
de enfermedad coronaria por un incremento en dcidos oldico~,-

estedrico y valmitico a la expensa de dcidos linoleico 'y ara-
quldén;co, 1o cual es un patrdn semejante al de las plaquetas
» animales alimentados con dietas trombogénicas,

IORDCY y RODSET, 1,970 y 1.971 nhan demostrado que la
el facior plaguetario IIT estaba incrementada en -

)
9)
<
T"‘
o
=L
o
o3

vacientes con enfermedad coronaria ( 77) ¥ en pacientes con -

"

~betalipoproteinemia ( 7 . Este incremento en el factor

e
‘,J
Le]
(D’

nlanuetario III,tambidn encontrado por otros autores { RENAUD

et al, 1,973 ) ( 79 ), s2 ha creido gue es responsable de la
2

hipercoagulabilidad " in vitro " evaluada por el tiempo de Coa
mulacidn ds plasma rocalcificado cuando las plaquetas fueron

r centrifugacidn a baja velocidad y el Tiempo de -
nado en el plasma restante se halld alargado,
kg ]

vaeouliar del Tiempo de Cefalina ha zido tan-
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bién encontrada por otros investigadores ( COTTON et al, -
1.972 ) ( 80 ) y de ello se ha concluido que los factores
plasmdticos de cozgulacidn probablemente no son responsables
del estado de hipercoagulabilidad observado en cascs de en -
fermedad coronariz, Esta hipercoagulabilidad observada en en
fermos coronarios y evaluada por el ‘Tiempo de Coagulacidn en
tubos siliconados de plasma rico en plaguetas, ha sido tam -
bidn observada en enfermos supervivientes de infarto de mio-
cardio ( KORSAN BENGSTSEV, 1.972 ) ( 81 ), Estos investiga -
dores concluyen gue ni el nivel de filrindgeno ni el de los
factores de Coagulacidn II, VII, VIII, 4§ X podia ser zesponsa
ble del tiempo de Coagulacidn observado,

Acerca de la agregacidn plaguetaria, una incrementada
susceptibilidad de las plaquetas a la agregacidn por ADP ¥y -
una desagregacidn defectiva ha sido enconitrada en enfermedad

arterial oclusiva,

Aumentada su susceptibilidad a trombina ha sido encon
trada en enfermos coronarios en otro estudio ( RENAUD et al,
1.973) (82 ).

Tanbién en un estudio reciente CARVALHO et al, 1,974
( 83 ) encoatraron que las plaguetas de pacientes con hiper -
lipoproteinemia del tipo 2a agregaban en respuegta L : 25 de
la concentracidn media de agrenalina, 1:3 de la concentrzcidn
media de coldseno v ague la liberacidn de nucledtidos fud 4 a
6 veces mayor, todos estos davos cuando comparados a4 un Zrupo

da normales.

C-'
o
m
[y}
<
4
{2
o

encia adicior2l sobre el papel de las grasas

e obtenida de los estudios de prevencidn
por modificaciones dietarias, Tarios estudios han mostrado -
que cambiando el tipo de grasa y reduciendo la cantidad de cz
lorias suministradas en la dieta, la incidencia de enfermedad
coronaria puedes ser reducida significativamente en una pobla -

cidn gue inicialmente estd libre de manifestaciones clinicas



de enfermedad corvonaria ( CHRISTAXIS et al, 1. 966 ) ( 84 )
o en supervivientes de infartos de miocardic ( LEREN, 1966)
( 85 ).

Un estulio de 12 afios de duracidn fud llevado a ca-
e , 1.972 ) { 85 ). Iz modi~

e principalmente en reemplazar
manteguilla por margarina de origen vegetal ¥ leche por le—
chz descrewada, La mds sorprendente diferencia fud una marca
uceidn en la tasa de mortalidad por enfermedad corona-

ria, Esto gugiere que la trombosis coronzria fud reducida -
narcadamente por esta modificacidn dietética relativamente -
simple,

£l mecanismo Intimo por el que las hiperlijpoproteine-

mias plasmdticas afectan la composicidn, funcidn y papel de
las plaguetas en la gdnesis de lesiones ateromatosas y trom -
bdticas estd pobremente definido, IZs posible que los cambios

as

sean inducido por via humoral modificando el metabolismo de
las plaguetas 6 mds simplemente inducen la incorporacidn o
adsorcidn de material linidico a las membranas plaquetarias,

c) Resultados de la experimentacidn animal.- Antes de fi-
nalizar este capitulo vamos a exponer la evidencia obtenida
de la experimentacida animal acerca de los cambios inducidos

12 Coagulacidn de la sangrs en circunstancizs de hiperli -

wemia,
by

En ratag alimentadas con dieftas constituidas por una
combinacidn d= tiouracilo, colato sddico, cclesterol y grasas
animales se ha ormducido infarto de miocardio ( HARTROPT et

70 87 ). In estos aninmales fué demostrada una acele-
1z ceozazulacidn e inhibicidn de la fibrinolisis.

Bstudics adicionales de Coagulacidn y fibrinolisis en
estos animales han sido llevados a cabo por otros grupos de
res: DAVIDSOY et al, 1,552 ( 838 )} encontraron nive-

-

teg aumentados de los factorss de Coagulaci5n I, ¥, Vvii, VIiZ
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IX y X con niveles normales de plagustas y fibrindgeno:..
Cambios similares fueron encontrados por MERSKEY et al
1,964 ( 89 } y por NAIMI et al, 1,961 {( 90 )u.

’

.~ r

Un hecho sorprendente de las alteraciones trowidti
cas inducidas es que ocurrian en superficies vasculares gue
no estacan alteradas. Sin embargo hay que considerar que la
dieta usada en estos casos estd muy lejos de ser fisioldgi

+ animales enferman, se hacen muy anémicos y mue-
lo .que las coneclusiones obtenidas de este ti-
po de experimentos deben ser muy cautas,

Quizds mds importante en la relacidn entre grasas de
la dieta y trombosis en humanos podria ser la tendencia trom—
bdtica resultante de la alimentacidn a larzo plazo de dietas
ricas en grasas a animales de experimentacidn, MU3TARD et al
1,963 ( 91 ) hzan examinado el efecto de grasa de cerdo y ye—
my de huevo alimentados a cerdos con una circulacidn extra -
corpdrea, Bajo estas condiciones la tendencia de la sangre -

>

a formar trombos fuf aumentada por la dieta rica en grasas,

Un resultado similar fud obtenido vpor MATHUZES et al

68 ( 92 ) en conejos alimentados con aceite de coco, En -

atas alimentadas con una dietva rica en aceite de coeco una -
en

ci-*'ﬁ

dencia aumentada a la aparicidn de trombos oclusivos arte
iolares inicizdos por la inyeccidn intravenosa de ADP fud
observada por NORDOY et al, 1,968 ( 93 ).

Recientemente HORNSTRA et al, 1,973 ( 94 ) describie
on una ingeniosa tdécnica 1

H.

para inducir trombos oclusivos en
las ratas por medio de una cdnula de polietileno insertzda -
en iz z2orta abdoninal, Con este modelo el efecto de las gra-
sas de la dieta en la génesis de trombosis ha sido estudiado
de un modo sistemdtico, De los resultados obhtenidos HORNSTRA,
1.974 ( 95 ) concluye gue en las grasas solo los dcidos gra

sos miristico, palmftico y estedrico son trombogdaicos, Por

el contrario los dcidos linoleico y probzblemente linoldnico

e ‘

varzcen taner un efecto aantitrombdtico. FEn estos exserimen~—

*’b
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tos el efecto trombogénico de las grasas fuéd relacionado a la
susceptibilidad de las plaquetas a agregacidn,

Otros zautores han encontrado igualmente que las die -
tas y grosas ricas en deidos saturados de larga cadena predis
vornfan a ratas a la aparicidn de trombosis, las cuales segin
fvese el agente desencadenante puedesn ocurrir en venas por en
dotoxinas ( RIVAUD, 1.969) ( 95 ); en cavidades cardiacas por
eninefrina { RENAUD et al, 1.,969) ( 97 ), o incluso en arterias
coronarias por la accidn del dcido eldgico, En estos estudios
o ¥y principaluente estedrico fue
( RENAUD, 1,959; RENAUD, 1.968)

( 96, 98 ) mientras que el dcido linoldico fud el princinal

deidos mirdistico, pulmitic
ron encontrados tromtogdnicos

deido antitrombogénico,

Los rismos autores nan encontrado que uno de los meca-
nismos por los gue las grasas predisponen a las ratas a trombo-
sis es a travéds de un cambio en la composicidn en dcidos grasos
de los fosfolipidos plaguetarios (RENAUD et al, 1.970 ; GAUTHE-
ROV et al, 1,972 ) ( 76, 99 } Lo cual resultaba en una suscepbi-
bilidad aumentada de las plaguetas a la agregacidn ( RENAUD et
al, 1.969) ( 97 ) y un aumento en la actividad del factor pla -
guetario III ( RENAUD et =21, 1.970 ) ( 1C0 ), el dnico factor
de Coagulacidn de naturaleza lipidica,

Bn estudios 1llevados 2 cabo en conejos fuéd encomntrado -
gque la mantequilla no solo fué muy eficaz en enducir una hiper-
coagulabilidad, pero que tambidn fud la mds aterogénica e hiper
colegteronemiante de todas las grasas lo cual se debe probable-
mente a su alto contenido en dcidos palmitico y estedrico y el
bajo contenido en dcido linoleico,

Es interesante reseflar como consacuencia de estos estu-
dios que la alimentacidn a largo plazo a base de grasas ricas
en dcidos palumitico y estedrico no resultar necesarizmente en -
un aumento de esos mismos dcidos grasos en las plagquetas: asi
el estedrico pueﬂe ser el mfs trombozgénico de los dcidos grasos
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al incrementar principalmente el nivel de deido cléico en
las plaguetas. Los fosfolipidos ricos en 4cido oléico ¥ no

aquellos rices en dcidos grasos saturados son los mfs actis
vos en Coagulacidn { RENAUD, 1,974 ) ( 74 ).

Con estos estudios como base y dado el hecho d=2 que
los factores plasmdticos de Coagulacidn no tenian un papel
bida definido y estudiado en la situacidn de hipercoazulabi
1idad enconirada en las hiperlipoproteinemias, KIll % al
1,976 ( 10%) vertenecientes a la escuela médica Albert Eing-
tein College of iledicine de New. York, bajo la dirsccida del
Prof, Herskey, iniciaron un nuevo esitudio en el que descu =
brisron que ratas congénitamente hiperlipdmicas tenian nive-
agulacidn II, V, VII, VIII y X mds al -

nstituidos por ratas normolipézicas,

01
do Tactores de C

3

eg

5
0s gue los controle

ot

rocanente ratas thO;’UeﬂlcaS del mismo tipo tenian los

(")

w '

P'd
e
e

de los citados factores de coagulacidn mds bajos que

=B
i
(:

as ratas coantrol,

Pn varias de esas ratas una cdaula de polietilenc -
fud insertada en la aorta abdominal segin la téenica descrita
por HORN3TRA et ai, 1.973 ( 94 ), pora evaluar la texndencia

w
ct
)

4 - . I -
ombosis y fué enconbtrado gue el grupo hiperlinpdmico obs -
trufa la cdnula mds pronto y el gruvoo hipolipémico mds lenta-
52 que el grupo normolipdmico control,

n el mismo estudio un grumno de ratas fueron hechas
hipertensas e hipsrcolesterondmicas vnor ligacidn unilater
de wna arteria renal y enconitraron niveles mas altos de 1
factores VII y X qu2 en el grupo control, Resulitad

fueron obiznidos con monos Rhesus hechos hiperlipdmicos por

medio d= wnz dista aproniada,

Los accldentes vasculares itrombdticos particularmen-

-

te agquallos afectands a las arterias coronarias y o2rabrales

congtituyen hoy en dia una antdntica plaga de la humanidad -




clamando mds vidas que el mismo cdncer,

Los dos componentes principales, arteriosclerosis y
trombosis, estdn relacionados entre si por mecanismos adn no
dilucidados,

Un factor que puede ser importante en la génesis de
ambog ~ zoteriosclerosis y trombosis~ puede ser 1a hiperlipi-
demia, es decir la perturbacidn congénita o adquirida dsl me
tabolismo lipidico que conduce a cifras anormalmente altas en
log lipidos nlasmdticos,

La hiperlipidemia como factor importante en la géns -
sis de arteriosclerosis parece ser un hecho bién establecido
( BRONTE-STEVART et al, 1.955; GOFMAN et al, 1,956 ) ( 102, -
103)., El prdpdsito de este trabajo ha sido el de busear una
relacidn entre hiperlipidemia y trombosis en seres humanos a
travds de su posible influencia en el mecanismo de la Coagula-
cida sanzuinea,

Como puede observarse de lo escrito anteriormente, la
mayor parte de la iunvestigacidn ha sido enfocada hacia las ano
malias en la fisiologl{a plaguetaria encontradas en las situa-
ciones clinicas de hiperlipidemia, mientras que los factores
vlasmdticos de Coagulacidn no han sido apropiadamente estudia-
dos, no encontrando un trabajo previo en la literatura médica
aue estudie a fondo y resalte el navel de estos factores,

KIN, VERSKEY et al ( 101 ) encontraron significativas
difersncias en factores de Coagulacidn en animales ds experi -
mentacida hiperlipémicos comparados a gruros controles normo -

A

livdmicos
lipdmi .

In la mizma insbtitucidn -~ Albert Einstein College of
Fedicine, New York- y travajando bajo la orientacidn del Prof,

llerslkey he tratado de comprobar si los remuliados acavados de
citar de experimentacidn anim=l ( 101 ) son aplicables a las
hiperlinenias que encontrames en pafologiz humana, De agul hae
surzido este trabajo,
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ey T A T A 7 s
MATERTAL ¥ ET0DOS

I. PACTEWTES Y COUTROLIL.

n total 105 personas de anbos sexos fuer

3 o~ - - T s . S .. 4 - “
ban sienco esvulliados en una Clinica especial para el diad-
ndstico y brabanmiento de hiperlipnidemiass en ¢l Bronx Muni-

0

'’odas las muestras de sangre eran recogzgidas nor la
maiiana en ayunas y aquellos que estaban recibiendo medica-
clones gues son conocidas como capaces de intfluenclar los

5 o de factores de coagulacidn

Los controlz
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ot
0]
(@]
Ui
3
O
by
%)
(6]
i._
[
[65]
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3
temente sanes con valor
a

or
ividu

sstaban incluldos in nos erroncamsnte referidos para
esbudios d2 hinerlipemia o acompaiando a los pacientes gque
venian a la JYlinica.
. 4 . 1 o
Los pvacientes hiperlivemicos fueron clasificado
en Jog ziguientes grunos:

l.- Yipo IIa, constituido por aguellos pacizsntes aus te-
nian colesterol elevsdo, triglicérido normal y IDT coleshba-
el glevado,

S.— wWizo Iib, vacientes sn guz anmbos, colosberoi y tri-
; srid taban elevados ¥ aden’s la LDL colesbtberol ezta-



HIPERLIPOPROTEINEMIAS

grupo colesterol, triglic.  pacientes,
mg/100 c.c:-mg/100 c.c.

Control £250 €150 14
<30 :

Control £250 £150 15
>30

b g& : @ 24.

v N 32

4 =guilomicrones en ayunas
N =normal '

TABLA 1
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b

4.~ iipo V, de pacientes con triglicéridos narcadamen-—
te elevados, con auilomicrones en plasma en ayunas y con
colesterol normal o elevado. ‘

zn la tabla I puede verse el numero de pacientes in-
cluidos en cada uno de esos tipos de hioerlinemias, en total
76, asi como el numsro de individuos normaless,en total 29.
Yosotros hemos tomado como limite superior de la normalidad
las cifras de 250 m9 5 para el colesterol plasmitico 7 15C

TI. MBETCDOS

PRGN

Tos 1izidos plasmiticos fueron debterninadns en el
do que serd descrito deballadamente méds adzlante (MANUAL
OF LABORATCRY ETHODS, 1974) (1c4).

Tara loz estudios de lipidos la sangre fue extralda
dsica) en la »

de 1 mg por c.c. de sangre. Para los estudios de Coazulacidn
1

d‘ [6)

en el anticoagulante ZDTA (sal dipo

|_J

l“O"OO”ClO'l

J

a sanzre fue coleccionada en citrato trisdiico al 3.3%, un
volr

j ot

men para nueve vollmenes de sangre, y centrifuzada dos
vec

[

s a 20.000 g, a la temperatura de¢ 42 C, Los factores V
v VIII fuero deberminados el misno dias ds la coleccion de
sangre y otros factores de Coagulacidn después de un varia-
ble veriodo de almacenamiento a -352 ¢, en tubos de polies-
tereno.

&1 factor V fue calculado siguiendo un nétodo de
tiempo de protrombina en una fase y usando como subds
T J
lasma humano racozido en oxalato coze anticoazulante ¥y
D =) = v
tratado con Celite (SHALBERGT et 2l. 1867) (109).

1l factor LI o Proftrombina fue calculado de nedo
sirmilar pzsro usando comno substrato plasma bovino oxalatado
adsorbido con sulfato de Baric y con suero envejecido ana-
dido nara qsvhurar la presencia de otros factores estables
de la Coazulacidn (OUxEMN et al., 1951) (1¢6).
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L

El factor X fue aralizado simllearmente pero usando
como substrato plasma ce un paciente congenitamente d=fi

ciente en e ITsctor.

U)

I fue determinadoe de dos odos diferen—
tes: a) con un mdtodo ds tiempo de protrorvina en una fase
0 plasma bovino citratado tratado con
0

(D72?), qus selectivamente in-

Loz andlicls de los factores II, V, VII y ¥ fueron

o con tromboprlastina procedents de ceredbro
humano extraldo con acebona, y de un modo aubtomdtico usan-
do un fibrdmetro (BBL Division of Beckbon sickinson and

Los factores VIIL v LX fueron analizados usando un
e tlempo de tromboplastina parcial en una fasse u-
ands un reactivo comercial como tromboplastina parcial

S a
(Lectivatbed O haloo*astin, Dade Division, American Supp

]_r
UOTD e Hiami, ‘Fla.) y como substrato plasma citratado TTO -
cedente de pacientes congénitamente deficientes en esos
factores.

51 fibrindgeno fue medido vor.um.método turbidiné-
trico usando trombina y Calcio como coagulante (ELLIS et
al. 1951) (1083). Otro método no turbidirdtrico, basado en
la 2sbimacion d2l con%enido en birosina (RATHOFT ot 21,
1551) (1C9) fue usado para los plasmas del tipo V, qua
eran demasiado turbios para ser analizados por el método
anterior, asi como para los respectivos controles.

Los productos de des

e
- _ ~ . » . PRI TS P ~ i~
medldos en susro por el método de inhibicidn de la hemao-
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II. HMETODOS
He aquifuna detallada descripcidn de los métodos uti-
lizados en este trabajo:

1,-DETERMINACION AUTCMATICA DEL COLESTEROCL Y LOS TRI-
GLICERIDOS PLASHFATICOS.

Los anfdlisis fueron llevados a cabo usando un método en dos
partes para 1) preparacidn de un extracto de plasma con iso-
propanol y subsiguiente tratamiento con una mezcla de celite
para extraer fosfolipidos, glucosa, bilirrubina y ciertas o-
tras substanclias gque pueden interferir con las determinacio-
nes y 2) la determinacidn simulténea del colestarol ¥y btrigli-
céridos médiante el uso del Auboanalizador WM II de Techni-

con Instruments Corp., Yarrytown, N.Y.
& ? 2

La debterminacidn colorimétrica del colesterol en el
Autoanalizador TM II cdepende de la formacidn de un color a-
zul desarrollado con una mezcla de dcidos sulffirico y acé-
tico conteniendo anhidrido acético, con lo cual se miden am-
bos el colesterol libre y el esterificado.

Ta determinacidn de triglicéridos se lleva a cabo
en el Autoanalizador II fluoroméitricamente después de la
hidrdlisis a glicerol libre y subsiguiente oxidacibn del
slicerol a formaldehido seguido de la reaccidn con acebil-
acetona para dar el producto fluorescente 3,5-diacetil-4di-
hidrolutidina. |

T.~ PREPARACIOK DI LOS ZXTRACTOS PLASHATICOS.

TANSNTTT Ty YT TTIINT AT - NIV o a nT DT
A)ELUIP0 DE DILUCIOCH TAS MNUZSTRAS DE ZANGRT,

t:i_
£

ma pipeta aubtomética [‘icromfdic suministrada por
Systems, lnc, Pennsauken, d.d., fue utilizada

oporcionar cantidades de 0.5 c.c. de plasma, o stan-
propanol, €97 Isopropanol o suero salino ¥ 9 c.c.

de Isooproranol al 9%, Cada dos semanas una calibracidn meti-
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culosa debe ser llevada a cabo para deterzinar si las canti-
dades proporcionadas son exactas.

B)MATERIAL DE VIDRIO VOLUMETRICO.

Pipetas de vidrio A y frascos volumétricos fueron
ugados para la preparacidn de las soluciones. Pipetas sero-
16gicas no fueron nunca usadss,

C)TUBCS DI EXTRACCION Y TAPONES.

ubos de 16.125 mm. con tapones de rosca recubliertos

e suninist s pont Co., de Yilmingt ela-

de tefldn suministrado or bupont Co., de JYilmington, Dela
ware fueron utilizados.

D)DISPAUSADCR DEL ADSCRBENTE.

Una cuchara de mebal que contenfa unos 2 gramos de
la mezcla cuando llena snrasada fue utilizada, Un ermbudo ds
teflbén (Dupont Co., Wilmington, Delaware) de tallo ancho fue
utilizado para ailadir esos dos granos de la mezcla de Celite
a cada de extraccidn{tubo). |

E)CENTRIFUGA PARA LOS TUBOS DE EXTRACCICH,.

Una centrifuga refrigerada Serwvall superspeed RC-2
automidtica fue utilizada. Las muestras fueron dejadas para
la equilibracion con la temperatura de la habitacibdn antes
de ser analizadas.

¥)aQuIPO ANALITICO AUTOMATIZALO,
Como se ha citado antes el Autoanalizador T 1Ll
fue utilizado y las instrucciones que acompafaban al apa-

rato fueron seguidad cuidadosamente.

G)REACTIY
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EXTRACTOS,
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Isovropanol a2l 9S% de fluorescencia minima fue usa-
do.

IT.- LAVADO DIL MATERIAL D= VIDRIO,

IL.os tubcs de extraccibdn eran utilizados una sola

vez mientras gue 1os tapones a rosca recubliertos inbterior-
2
5 c _
sua destilada y secados en un horno a la tempera-
o
Todo el material de vidrio uszado en la determina-~

icéridos debe ser cuidadosamente lavado para
eliminacidn de subsbtancias que puedan producir fluorescen-

la

cia., Detergentes con comnonentes quz puedan producir fluo-
rescencia deben ser eliminados. EZ1 material de vidrio es la-
vado en &cido nitrico al 20% y enjuazgado con agua destilada.
El material de vidrio volumétrico no debs ser secado an nor-—

Eoluciones concentradas combinadas de c¢colesterol pu-
7o v trioleina en Isopropanol al 9C% fueron suministradas
por el Lipid Standardization Laboratory, CiC, Atlaanta, Ga,.

a las siguientes concentraciones( colesterol en mg./100 c.c.
y trioleina en ng./1C0 c.c.): Sy 100/50 ; S, 200/100
50“/900 s 4C0/%00 85 50/0. Zstos Standards son
ardados en refrigerador en tubos opacos cerrados aprata~-
damente, =1 Standard 35 es usado especificamente vpara ana-
izar plasmas gue tiensn una concentraCLOn baja en coleste-

e 100 mz3./100C c.c.).

3
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Ta temperabtura media del Laboratorio era de 232 C,
v se procurd que todos los liguidos estuviesen alr
de esa temperatura durante las operaciones volumétr

Tias muectras d

ran tarmhi dy {dnc o avnae P ntas A I adidas

ron btambién traldas a 2sa tvgueracma SNT2SE e sel nealaas.
Las soluciounes standard en Isopnrovanol fusron »nrepa-



50.

T

radas usando un sistema iMicromedic con la Jeringa de 1 c¢.c.
enrasada al 50% y la de 5 c.c. enrasada al 90%.

Les soluciones standard (Sl y S5y S3 » S, O 85 s
?
el suero salino 0.15 . y el Isonropanol al €97 fueron dis-—

pensadas en los tubos de extraccidn con la siguiente secuen-

cia:
a) 0.5 c,c., 42 standard concenitrado
b) 4.5 c.c. de Isopropanol al 294
¢) C.5 ¢c.c. de suero salino 0.15 M.
d) 4.5 c.c. de Isopropanol al 99%
E1l reactivo usado como blanco fue preparado con la misma se-

cuencia que para el standard pero en a) substituyendo Iso-
propanol al 99% en vez del standard concentrado.

Los extractos hechos con soluciones standard fueron
entonces tratados con la mezcla de Celite como serd descri-
to a continuacidn.

IV.- CCUTRCL DE CALIDAD.

Para este proyecto de investigaéién las ruestras pa-
ra control de calidad (sueros congelados con concentraciones
conocidas de colesterol y triglicéridos) fueron suministradas
por el Lipid Standardization Laboratory, CDC, Atlanta, Ga..
Las nuestras fueron mantenidas a -20 a -~ 602C. en posicidn
vertical hasta que eran usadas.

Istas nuestras sran introduéidas cada dia en que se
hacian las determinaciones. Dos exbtractos eran preparados
con las nuestras de concentracidn mas baja y otros dos ex—
tractos de las de concentracidn mas alta. Cada exbracto era
introducido en duplicado de modo qﬁe cuabtro determinacionss
del suero control de concentracion baja y otras cuatro deter-
minaciones del suero control de concenbtracidn alta eran in-
troducidas cada dia.

i
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Cada dia las muestras para control de calided eran
sacadas de congelador y dejadas hasta su paso al estado 11—~
quido y posterior equilivracibn con la temperatura del lavora-
torio antes de ser sonetidas a las siguientes manipulaciones.

V.~ EXTRACCION Y TRATANIEZNTO DE LAS MUESTRAS DE PLASMA,
STANDARDS Y MULSTRAS DE COHTRCL DE CALIDAD.

a) IExtraccion del plasma y nmuestras de control de cali-’
dad.-
Los plasnas vroblemas y los sueros de control de calidad son
colocados en tubos de extraccibn y extralidos con Isopropanol.
pro

5L plﬂsma vy el Isop 101 deben estar alrededor de 232 C, de
temperatura. Ll SLutana de pivnetveo Iicromedic (Jjerinza de 1
c.c. rezulada para dispensar 0.5 c.c. ¥ la Jjeringa de 5 c.c.
vara 4.5 c.c.) es usado en la sizuliente secuencia:

a) 0.5 c.c. de plasna

b) 4.5 c.c. de Isopropanol al 99%

c) C.5 ¢c.c. de Isopropanol al 99%

d) 4.5 c.c. de Isopropanol al 99%

Cada tubo es tapado a rosca e inmediatamente pasado por un
agltador mecanico durante 10 sesundos. Una fina dispersidn
de un precivitado de proteina resulta de este modo,

b) Trataniento de los extractos con una wezcla ao Celite.
Esto aplica a los vacientes agil como z los standards y a
las nuestras de control ée calidad: el ta»bn de rosca es
‘guitado al primex tubo y dos gramos de la mezcla de Celite
son afiadidos y el tubo es puesto en el agitador meclnico du-
rante 10 segundos. Los sigulentes tubos son tratados de modo
znfloso ¥ todos son dajados e2n renoso durants al menos 30 ni-
nutos después de la agitacidn. Después de es

<t

e tienpo son agl~
tados de nuevo durante 10 sezundoi.:

Los tubos son ahora cenvrifugados a 1500.g durante
15 rinutos para precipitar firmemente el Celite. ¥l sobrana-—~
dante pued ey decantado directamente en las cubetas que van

J
®
)
®
)
o)
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a cer usadzas en el Autoanalizador.
VI.~ REACTIVOS PARA EL AUTOAFNALIZADCR IX,
A) REACTIVO D& LIEBERFAN-BURCHARD,

zste es el reactive de color del colesterol.Gran cui-
dado debe sz2r btomado cuando se estd preparando este reacti-~
vo éada la extrema corrosividad y volatilidad de sus conpo-
nentes. Un dispositivo de proteccidn de los ojos debhe ser lle-
vado todo el tiempe y la preparacidn y manejo de este reac-

tivo se llevaréd a cabo en una campana de hwnos con adecuada
salida al exterior.

Colocar 6CC c.c. de anhidrido acético en un frasco
de tipo erlenmeyer de un litro de cavacidad, cerrado con un
tapbn de vidrio y conteniendo una barra para agitacidn mag-
nética. Lenbtarente afladir 300 c.c. de acido acético glacial
v anlicar agitacidn nagnética durante 5~7 minubtos hasta que
ambos reactivos estén adecuadamente nezclados. Transferir el
frasco a un'recipiente de volumen suficilentes para acomodarlo
v afiadir a este recipiente alcohol al ©5% hasta un limite li-
‘geranente inferior 2l nivel del liquido en el frasco erlen-
meyer. Ahadir unas piezas de hielo seco al alcohol para en-
friarlo, colocar el recipiente en una plataforma magnética y

agibar lentamente,

Yontar une bureta conteniendo 1C0 c.c. de écido sul-
o concantrado y frio sobre el frasco erlenmeyer y afiadir
o)

S

erlenmeyer del recipients 7 colocarlo de nuevo en el azgitador

razndtico durante 10 minubtos. Transfarir el rezctivo a una

botella de vidrio ambar con tapdn también de vidrio y alma-

cenar a 42 C.Zsta solucidn deve ser clara y practicazente sin

color. Tl reactivo puede ser almacenado durante una semana a
[}

Colocar 500 c.c. de azsua destilada en un Zrasco volu-
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nétrico de un litro y ajadir 45 granm e hidrbxido pothsi-
¢ c

- 3

os @
co. Azitar hasta la disolucidn completa y completar hasta un

litro con agua destilada.
C) REACTIVO DEL PuRICDATO DE SODIO.

ebe se pre‘a_ado en la canpana de hunos. Colocar
500 c.c, de azgua destilada en un frasco wolumétrico de un
litro. Afadir lentamente 115 c.c., de acido acético glacial
¥y agitar hasta mezclarlos; ziadir 5.4 gramos de periodato

de sodio y después de estar completanente disuelto sfadir
azua cestilada hasta la marca del litro.

D) ACETATO AVONICO 2 M.

J_

Disolvar 154 zramos de acetato anbnico y diluir has-
ta un litro con agua destilada. La solucidn ds se

ajusta=
da cada dia a pd 6 por adicidn de 4cido acético zlacizal,

- REZACTIVO D ACETILACETONA.

Debe ser prenarado fresco cada dia, Para ello 7.5

c.c. de 2,4-pentanediona ( acetilacetonza) son disueltos en
25 c.c. de Isopropanocl en un frasco volumétrico de un litro.
Después de la completa disolucidn diluir hasta un litro con
acetato amdnico 2 ( pH 6 ) y transferir a una botella ambar.
Zste reactivo debe sger dejado a. la temperatura de la habita-
cidn antes de usar y debe ser guardazdo en un bote awbar du-
rante la deterninacidn analitica.

tioler Celite y convertirla en polvo usando una bati-
turadora de alta wvelecidad. Colocarla en una bande-~
entar a 1002 O, durante-la noche. mnfriar y colocar
2CC en un frasco de boca ancha., Triturar 10 granos de sulfa-
to de codre ( SO bu~51 0 ) en un morhero. lezclar el sulfat%

de cobre :olido, 200 graros de Reactivo de Lloyd, 20 .gramos
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xido chlcico y el celite.Zl jarro debe ser cerrado
herxéticamente y guardado en un desecador con sulfato cal-

(¢
-
[¢]
o]
o

nhidro hasta que vaya a ser usado.
G) GELIRAL.

Todos los reactivos usados deven ser de alta cali-
ded y particularmente es necesario estar seguro que el Iso-
propanol estd libre de fluorescencia. Una vez todos estos
reactivos estén preparados se pasa a la detsrminacidn ana-
li{tica poniendo en marcha el futoanalizador II.

2.-DETERMINACION DIL FIBRINCZLLO PUADJAIICO.

En todas las muestras la determinacidn se llevd a cabo por
el método turbidimétrico descrito por Ellis y Stransky,
pero en los plasmas del grupo V de hiperlipemias el mé-
todo de Ratnoff y Menzie fue también aplicado.

A) FETODC DE ELLIS STRANSKY(108)

Principio. Se basa en la conversidn del fibrindzeno
a fibrina por la accidn de la trombina y calcio y en la
nedida espectrofotométrica del incremento de Densidad
Optica asi producido.

Reactivos. Los siguientes fueron preparados:
a) plasma citratado usando citrato sbédico al 3.8%
en la proporcidn 1:Q con sangre

b) mezcla Calcio-Trombina conpuesta de: trombina
130 U./c.c. 1 c.c.; suero salino fisioldgico 2 c.c.; clo-
ruro cAlcico 3.38 M. 3 c.c. Mantener a =209

c) tampdn compuesto de:
barbital sbdico, P.l. 206 5«73 gramos.
cloruro sbdico, P.M. 58.4 2.93 n
Diluir en aproximadamente 800 c.c. de agua desti-
lada y afiadir 22.3 c.c., de 4cido clornidrico 1MN. para poner
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a un pH de 7.2. Anadir agua destilada hasta un litro. Para
usar afiadir C.1 c.c. ¢e Trasylol a 20 c.c. de tampdn.

tbdo. Se.mezclan 6 c.c. del tampon y 0.5 c.c. del
plasma problema y de esa nmezcla se ponen 3 c.c. en un tubo
Coleran de 12,75 mm sara un espacbrofotdmatro ds la misma
marca.itl resto-%3.5 c.c.- se pone en un ssgundo tubo gue
servird comp blanco. Al primer tubo se le adaden 0.02 c.c.
de la mezcla calcio~trombina y se invierte rapidamente un
par de veces y se deja en reposo durante 20 minutos a la
temperatura de la habitacidn verticalmente situado. Se les
a la longitud de onda de 470 mu contra el blanco constitui-
do por el seguncdo tubo al que no se afalid trombina. La den-
sidad bptica a 470 da una linea de dilucidn recta hasta el
limite de una densidad bptica de O.4. Si una mayor es obte-
nida entonces el plasma debe ser diluido antes de usar.

B) METODO DI RATHOFF [EZUZIE.

llosotros usamnos una modificacién del método originaria-
mente descrito por esos autores en 1651 (109) seglin descrita
por HERSEKEY et al. en 1957 (115). Debido al hecho que plas-
pas de pacientes con hiperlipoproteinemia del tipo V son
auy bturbios, el método anteriormente descrito de Ellis- Strans-
ky no era adecuado por lo gue este segundo metodo fue apli-
cado a 11 pacientes y a 11 sujetos normales de control.
Principio. La cantidad de fibrindzeno en plasma es
determinada convirtiendolo a fibrina en presencia de vidrio
triturado. Ia fibrina se adhiere al vidrio y pueds ser cuan-
tificada midiendo su contenido en tirosina con el reactivo
de fenol de Folin-Ciocalteu.
Reactivos y aparatos.
a)plasma citratado obtenido de modo andlogo al des-
rito en el método anterior, La centrifugacidn se 1llsvd a
cabo durants 10 minutos a 10.000 r.p.m. en una centrifuga
autondtica refrigerada Servall Superspeed mcdelo RC-2. &
plasma fue congelado a -302 hasta su uso.

b)vidrio triturado; nosotros usamos un preparado
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conercial pero no obstante pucde ser preparado usando vidrio
pirex y un mortero, prosiguiendo la trituracidn hasta que
el didmétro de las particulas mas grandes no sea superior
a 0.5 mm. Entre cada uso las particulzs son lavadas con 4ci-
do crbmico, enjuagadas y secadas complabamente.
¢)embudos de Firsh
d)brombina bovina "toépica" conteniendo 1000 W./c.c.
fue usada diluids en el tampdn de coazulacidn en la cantidad
de 0.05 c.c.(50 U.) cada 5 c.c. |
e)hidrbdxido sodico al 10%. Fesar 10 grazos de esa

4.

substancia y completar con agua destilada hasta 100 c.c.

f)carbonato sbddico al 20%. Pesar 20 gramos y comple-—
ter agua destilada hassa 100 c.c.

g)reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu provisto por
Fisher Scientific Co. '

h)solucidn standard de tirosina: 200 ng de tirosina
por litro de acido clorinidrico O.1 N¥. Provisto por Mann
Research Labs.

i)espectrofotbmetro tizo Coleman II Junior.

J Jbampbn de coagulacidbn constituido por:

fosfato sbdico monobasico, P.M. 138, 7 gr.

fosfato disbdico, P.M. 142, 6.3 gr.
cloruro sbdico, P.M, 538.4, 5.8 gr.
EACA, P.M. 132, 2.5 gr.

agua destilada hasta 1000 c.c. y ajustar pH a 5.8
k)tampbn de lavado c¢constituido por:

Tris, P.l. 121, ©.1 gr.
cloruro sb6dico, P.M. 58.4, 5.8 ar.
dcido clorhidrico 1 N 25.8 c.c.

agua destilada hasta 1000 c.c. y ajustar pH a 8.
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set uzétrica. Aparte de las muestras problema
que son hechas ern duplicado, un blanco esspreparado usando
0.5 c.c. del tampon de coagulacidn en vez del plasma proble-
ma. A una proveta graduada se atfiaden tantas veces 5 c.c, del
oazulacidn como nuestras queranos analizar y a

n 50 U. de trombina por cada 5 c.c. de tampdn.
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De esta mezcla se afladen 5 c.c. a cada uno de los tubos de
centrifuga conteniendo ya 0.5 c.c¢c. del plasma problema de nue-
vo usando pivebas volumétricas.

Todos los tubos conteniendo ahora plasma, tampdn y
Tombina son déjaios a la temperabtura dz21 laborabtorio duran-
te dos horas agitando de vez en cuando. Despufs de ese tiem-

el contenido de esos tubos es vertido en pequenos enbu-~
de porcelana en cuyo fondo sz ha colocado un
apel de Iibro Whatmann n2 1 de un

unza pegueia cantidad de vidrio tri-

Q

s 15 mn de dia-~-
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turado. Vacio es aplicado a los frascos en que los embudos
van colccados con es fin de elerar el proceso de filtra-
cibn. Despuls que este ha terminado el emdbudo y el filtro
con 1C ¢.c. del tampbn de lavado y
era hasbta que los {iltros estan secos
n de los embudos usando pinzas ¥y

se les coloca en el interior de btubos Pirex de 13.150 mm

¥y a través ds los embud

sbdico al 104 y 1 c.c. de agua dzstilada. Se co
gue el 1liquido recubre los discos y a continuaci
colocan esos tubos al bafio laria hirviendo duran
nutos y después se dejan enfriar.

A continuacidn 6 c.c. de agua ¥ 3 c.c. de solucidbn
de carbonato sbddico al 207 son afiadidos; se nmezclan adecua-
dzmente en un agitador mscénico y se afade 1 c.c. del reac-
tivo de Folin-Ciocalteu y sz mezclan de nuevo. Se espera
al menos 10 minutos hasta que el color azul esté plenamente
desarrollado y se les en el espectrofotbdmetro Coleman IT
Junior usando una dilucion 1l:4 en agua destilada.

El Standard sz prepara mezclando 1 c.c. de solucion
de hidrbdxido sbdico al 10%; 1 c.c. de la solucibn de tirosi-
na conteniendo 200 mg. por litro; 6 c.c. de agua destiladaj
% c.c. d2 carbonato sbdico al 205 y 1 c.c. de reactivo de
fenol. Tanto la muestra como este Standard son leidos des-

pués de 10 ninutos dilufdos 1l:4 con agua destilada,., Un segun-—



do Standard puede ser utilizado usando 0.5 c.c. de la solu~
cidn de tirosina en vez de 1 c.c. y por banbto 6.5 c.c. de
agua en vez de © c.cC.

%1 blanco es preparado mezclando 1 c.c. de hidréxi~
c.c

3 = ARAS AN 7 A ey Aan=ry T ey S o o~ T nqw'ﬂ, =0
G0 SOGLCS, L0, 2 ATNS TaSviiilE, D CL.C. UE.CATIL

gb6iico ¥y 1 c.c. de reactive de fenol. También debe ser ca-
lentado en el bafo l.arfa hirviente con el fin de obbtener re-

- sultados exactos y también debe ser diluido 1l:4 para la lec-

tura espectrofoton dtrica

Calculo. Para calcular la concentracidn de fibrinbse-
no se nultiplica la actividad T factor 11l.7.

c
irosinica por el fa
idad tirosinica se calcula por comparacidn de la den-

a con la de la so cién standard 4= tirosina. La

s 6 I

a e calculo, ¥inalmente el con-
snido de fibrindszzsno en la muesbtra se multiplica por el fac-—
tor necesario para expresar el resultad

0o en mg. por 1GCO c.c.
de vlasma, FPor ejemplo si la densid bptica de una muestra

ad 25
de 0.5 ¢c.c. €3 0.500 7 la densidad bptica del standard de
tirosina d= 100 uzgr =2s 0.550 entonces
(6.5C0:0.550)11.7 . 200= 21% ngz de fibrindszeno
plasra.

TV

3.-DDTERIHACION DRL FACTOR IT (PROTROMBINA).
S
1631 (106). 1 tiempo de protrombina en una fase 2s sensible

¢ un 5010 Ifaclor los otros cuatro han de ser suminisbrados
en czntidades adecnadas. Teto D te es realizado por
el métodsa de dete:minacién de la protrombina en una faze des-

-~

ba cibtados.

3

crito por los autores arri

Frincipio. Asi pues la validez del mdtodo estriba en
gus lo Galca variable sz2a la concentracidn de factor II. Los




factores I y V son prororcionados por plasma bovino oxalata-
do del qgue los factores IT y VII han sido elininacdos median-
te adsorcidn con sulfato de bario. Suero humano es afadido
para incorporar el factor VII sin anadir con ello el factor
IX.

£) suero sz=lino isoté nico tamronado con Veronal o
también llamado tampdn VBIS,

cloruro sbédico, P.M. 58.4, 5.75 zr.
barbital sbéiico, P.M. 2056, 4,12 gr.
agua avnroxinadamente hasta 800 ¢c.c.

ClH 0.1 I, 144 c.c.
ajustar pH a 7.4

jus
o
completar hasta 1C00 c.c.

ovino es coleccionadz en oxalato potisico
umen para 9 vollmenes de sangre. Primzsramente
c 3 sados a través de un filtro es-~
terilizante de Seitz con vacio aplicado para acelerar la fil-
tracidn y 21 vplasme es recogido 2n 5 gramos de sulfato de
o el filtro de Seitz como el sulfato de Bario ac-
tuan reteniendo los factores de la coazulacibn II, VII y X,
]

e . rd Fd z
Iibdrindgeno y el factor V paszaran y seran

jna vaz la filsracidn ha & inado se aziva en 2l
agita en el agitador nagnético dur 10 minutos y entonce

se centrifuga 10 minutos a 10.000 r.p.m. en una centrifuga
.continuacidn ese plasma ¢ 2 2 a

zrado de correccidn que produce en un plasg-—
ma que es deficieate en factor II. Una vez que el factor IT

6]
Lo
03

ha sido eficazmente eliminado, ge realiza una segunda centri-
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fugacion ée 10 minutos a 10.000 r.p.m. vara eliminar algun
sulfato de Bario residual que aun pudiera estar presente.
Después de esa segunda centrifugacidn se adades suero al
plasma en una provnorcidn de 1:5, es decir se afiede 1 c.c.

de suero por cada 4 c.c. de plasma. La idea de la adicibn de
s la de provesr los facbores VII y X.

-

A continuacidn se afiade oxalato
20 c.c. por cada 200 c.c. 42 plasma y por Gltinm

otra comprobacidn raciendo una linea con diferente

ot

1

oo

D

S
s de plasma nornal usando cono substrato el recientemente
N

IS

P
I [
ado y otro que es conocido como deficiente en factor
s

R
i
3

2D

on sinmilares el suvstrato obbenido es valido. iLnton-

®
2

o

i i o]
se substrato se guarda a -302 en porciones de 5 a 10
SL

a o -

S
«Coe tas para ser usadas.

h) tromboplastina
Nosotros preparamos la bromboplastina a partir de cerebro
humano usando el siguiente procadinmiento: primero el cersbro
es limpizdo de vasos sanguinsos y pia madre tan bisn como
es posibles y a conbinuacidn es lavado con agua,despuéds con
salino y despu?s es secado colocandolo sobre papel de fil-

tro ¥y a continuacidn se corta en pequesfiag porciones.

Unos 2CC gr son colocados en una batidora a prueba
de explosidn y se cubren con acetona y se vaten durante 12
seguados. Intonces ese batido de cerebro y acetona es colo-

cado en unra probeta ce dos litros y se adfade acetona hasta

13 scnal des 1800, Se azgita y se deja en reposo para que el

cerebro ssdimente. Se decanta entonces la mayor parte de la
acetona y el resto se arnade a la vatidora y 2l proceso s#

replte dos veces-mas,

Después da la Gltiza vez la nayorparte de la acetona
es decantada y ¢l resto se hace pasar a través de un filtro
de Blchnsr que retiene el cerebro y deja pasar la acetona.
Con un &plicador de madera se trata de rompar y triturar los
fragnentos grandes de cersbro que aun existen en e
del embudo &zl filtrd de Bllchner facilitando asi la deseca-

cidan.Para este propbsito vacio es aplicado al sistema de
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vez en cuando y asi se mantiene ese cerebro en el embudo va-
rias horas del dia hasta que se seca y entonces se guarda en
un bote de plistico en el congelador hasta qus vaya a-ser
usado para preparar el extracto de tromboplastina del modo
gus se describe a continuaciba:

Se afaden 0.5 gramos de de polve de cerebro a 10 c.c.
de suero salino fisioldgico y se colocan en un frasco de ti-
po erlenmeyer en el bafio Varia a 48-52°2 durante 14 minutos
con agitacibdn cada 2 ninutos. A continuacidn se filtra a bra-
vés de una gasa cubrisndo un vaso de precipitado y el filtra-
do se pas a tubos y se centrifuga a 3.000 r.p.m. durante 5
minutos. Despuéds de ello los tubos son decantados vertiendo
los sobrenadantes Juntos mientras los sedimentos son descar-
tados. Antes de guardar en el congelador a -202 en porciones
de 5 a 10 c.c. se hace un tiempo de protromoina de un plasma
normal para ver si el resultado obbtenido es sgimlilar al conse-
guido previamente con otros exvractos, usualmente menos de

14 sezundos.

i) fibrdmetro para determinacidn automdtica, obtenido
¢de BBL Division of Beckton Dickinson and Co., Cockeysville,
Hariland.

j) Standard: fue utilizada una mezcla de plasmas oOb-
tenidos de 1O personas .normales.

letbdica. Dos diluciones al 1:15 y 1:30 eran prenara-
das con las muestras de plasnas usando el tampdn VBIS cono
diluyente. A la cubeta del

Y

b=y

9
-

brdémetro se adaden:
0.1 c.c. de sudbstrat

O

0.1 c.c. de dilueidn del plasma problena
.1 c.C. dd olas

(x)

tromoo
s2 esperan 3 ninutos
C.1l c.c. de cloruro célcico 1:30 M. ¥y se vone en
marcha =21 fibrdmetro. ‘
Las soluciones de cloruro de calcio y la tromboplastina son
previamenta calentadas a 372 en el bafio lMaria. Cada dilucidm
a

se determina dosveces y se toma como valor 2l promedio &




los resultados obtenidos. Si

mas e 1 segundo enbtonces se

Calda dia se dibujaba
ritmico doble uniendo cuatro
luciones 1:10, 1:20, 1:40C,

62,

la diferencia entre ellos era de
repetfa la determinacibdn,

una linea standard en papel loga-
puntos correspondientes a las di-

1:50 del standard en tampbn Vbis.

De esta linea se obbtenian los valores correspondientes a los

plasmas problemas.

lfo"’Dh

TERFINACION DEL FACTOR

(&P

52 1levd a cado sezOn nétodos previaments
(uﬂAuB RGE et al. 1967)(105); (CRROL, 1953)(116).

descritos

Principio. La-formacibn de trombina en un sistema de
protrombina, fibrindgs
troladas es dir

V vresent=.

2no y tromboplastina en cantidades con-
ectamente proporcional a la cantidad de factor

e

Aparatos y reactivos. Ishte andlisis fue realizado auto-

méticaments en el fibrdmebtro usando el nismo material descri-
to en la determinacidn del factor II. Los reactivos usados
Tueron:
a)solucidn de cloruro de calcio 1:40 1,
b) tromboplastina,como descrita para la determinacibn
dzl factor II.
¢)Standard, como descrito vara la determinacidn del
facter II.

rado por nosochros

d)substrato, artificialmente prepa

del wmodo siguiente: sangre de embarazadas colesccio-

nada en oxalate potédsico 4s anticoagulante (proporcibn 9:1 de

senzre:oxalato) es tratada con la adicidn de Celite (analybti-
cal filter aid) de Fisher Scientific Company, en la propor-

cidn de 50 mg por cada c.c. de plaszma y la mezcla es manteni~

lo5 horas en el agitador magndbtico. A continuacidn

L)
da durantz dos
d

centrifugar durante 15 minutos a 2.000g y deca

o

ntar el plasma

que se coloca en el baflo Marfa a 372 otras dos horas. Daspuds
ce deteraina el fiermpo de protrombina de plasma y si es
nas de 1 minuto entonces el substrato es vilido.
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Metbdica del andlisis. Para cada plasma problema se ha-
cen dos diluciones al 1:15 y 1:30 en el tampdn de suero salino
y veronal (tampbdn VBIS). A la cubeta del fibrdmetro se afladen:

C.1 c.c. 32 substrato ‘

0.l c.c. de 1la dilucidn del plasma problena
0,1l c.c. de tromboplastina

se espera un ninuto

fde

C.1 c.c. de cloruro cédlecico 1:40 . y se inicia el
ib

Las soluciones de calcio y Lromboplastina nan sido previamente

calentadas a %72 en el bafio larfa. Cada dilucidn del vlasma

problema es calculada dos veces ¥ se toma como resultado la

mzdia aritmética de los wvalores obtenidos. Si la diferencia
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tédica del factor ITI.
V. -DETeRIINACION DEL »A0T0R VII.

Aparatos y reactivos. Zste test fue realizado automdti-
camente en el Fibrdmetro. Los reactivos usados fueron:
2)solucidn de cloruro de calcio 1:40 M.
b)tromboplastina,como descrita para la determina-
cidn del factor II.
c)Btandard ,co0m0 descrito para la debterminacidn del
factor II.

d)substrato. Ishe test fue llevado a cabo usando dos
substratos distintos:
1,-ARTPIRICIAT.

Cotenido segun una técnica previamente descrita (NZMERSON et
al, 1974)(107). E1 principio de esta obtencidbén es el hecho de-
nostrado con anterioridsd gque el di-isopropilibsforofluoridate

DFP) inhive rapidamenbte el factor VIT del plasma bovino, nien-
b X b3

e
tras que los factores fibrindszeno, protrozbina, V.y X permane-
™

{L Q\

cen intactos. DFP? fue obtenido de Sigma Chemical Co., S5%. Louls,

Mo, Plasma bovino anticcagulado con 0.1 voluman de citrato sb-
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dico al 3.87% fue obtenido fresco o bien en forma liofilizada
de Pentex, Kankakee, I1l. Celite fue comprada a Fisher Scien-
tific, Pittsburgh, Pa.

0o reconstituldo se le atlade Ce-
ién final de 10 mg por 2.c. Despuds
thra ambiente con constante agita-
r magnético el plasma se¢ hace 5.5 mif. en

cid o
DFP aidadiendo 1:1000 en volumen de este preparado., Z1 plas-
m

a es entonces zzitado en el interior de una campana d2 hu-
mog para peroitir cue la reaccidn se complete y gque el T
DFP se hidrolizs completamente. EL1 Celite ze

o

ces por centrifugacidn y se oomprueba que

]
s

elimina enton-
tiemp

trombina del plasma asi obtenido es de mas de 1 =minuto, com-
parado al inicial de 15 sezundos y a continuacidn se guar-—-

da a -502 en porciones de 3-5 c.c.

2. =HATURALL,
Substrato constituido por plasma procedente de un paciente
congéunitamente deficiente en factor VII, el cual fue amable
mente proporcionado a nosotros por el Dr, Robert Goldstein.

t2rninacidn. Como en determinaciones
degcrivas anterirmente del »nlasma v»roblema ge hacen dilucio-
nes al 1:15 y 1:30 uzand
A la cubebta del Tibrdmetro se anaden:
ficial ¢ nabtural
0.1 c.c. de 1la dilucidn del plasma problema.
0.1 c.c. de tromboplastina
ge espera un minuto
0,1 c,c. de solucién de cloruro de calcio 1:40 M.
N nicia el fibrdmetro a2l mismo tiempo.
o ¥ la trombovlastina han sido previa-
tzdas a 372 en el badho Marfa. Cala dilucidn del
plasma problema se calcula dos veces y como resultado se
o a

D
tora el valor medio. 5i los valores para la misma dilucibn
difieren en mas de 1 segundo snitonces =z repite la determi-
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41 igual que se describid anteriormente para la deter-
nminacidn de los factores II y V, cada dia se trazaba una linea
standard en papel lozgaritmico doble de la qus se leian los re-
sultados correspondientes a los plasmas problemas.

(03!

L=DETERVINACICH DEL FACTOR VIII.

s

Princinio. E1 tiempo parcial de tromboplastina alarzado
en enfermos hemofilicos puade ser corregido por la adicidn de
peguefias cantidades de plasma normal. Dentro de ciertos limi-
tes ese acorbtaniento es proporcional a la cantidad de factor
VITI nresente., Comparando la eficacia relativa de un plasnm
normal y del plasma proolema, gl efecto corrective o actividad
antinerofilica »suede ser expresado como un tanto por ciento

na activada, obtenida de Dade Division,
Supp Corp., ifiami, Hla.

Vi
lo que usamos plasma pro
e




Metddica del analisis.

}1j

ue re alizsdo a las pocas horas de la obtencidn del plas

SL)

0]
=

cual se mantuvo en hielo para evitar 2l méximo la pér ida
0

¥
o)

actividad del factor VIII. Dos diluciones al 1:15 y

N O

en tampdbn VBIS fueron realizadas para cada plasma probvlen

A los tubos de anflisis de 10 . 75 mm colocados en

el bafio Marfa a 372 se les aflade en orden sucesiv

0.1 c.c. de substrato

0.1 c.c. de dilucidn del plasna

0.2 c.c, de cefaloplatina zctivada

s2 esperan 10 minutos con agitecidn ocasional

0.1 c.c. de cloruro ca1c100 1:30 M. y se pone en

marcha el crondmesro ¥ se ve el tiempo gue tarda

en coagular.
Cada dfa s2 traza una linea standard formada por la.unton
de cuatro puntos corresnondientes a las diluciones 1:10,
1:20, 1:30, 1:40 de la mezcla standard de 10 plasmas normalces

W
)
o
0
ol

a linea standard se obtienen los valores correspondien
tes a las dos diluciones del plasma problema y se usa la media
aritmética como resultado,

7~DETTRVMINACION DEL FACTCR IX.

Sezuinos una técnica deserita con anterioridad por
otros autores,®l principnio, aparatos y reactivos son idénti-
cos a los de la determinacidn del factor VIITI soloc que cono
substrato fue utilizado plasma procadente de un pacients con
hemofilia B.

8, -DETERMISACICON DEL PACTOR XK.

Principio. Al izual gue la doterminacidn de factores:
se basa en el srado de correccidn que la adicidn
lema provoca en el bLiempo de
amentz deficients en factor
o i6n producida por la adicifn de la
nisme diiuecidn de un ylasma standard coanstituido por la nmez-

i
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cla de plasmas procedentes de 10 individuos normales.

. -

Reactivos y ecquipo. Iste anilisis fue realizado auto-
V4

’ a

maticarente mediante el fibromebtro y el resto del ecuipo fue
el mismo que el usado para la determinacidén del factor II.
Los reactivos usados fueron:
a) solucidn de cloruro de calcio 1:40 M,
b) tromboplasbtina, como descrita vara la determi-~
nacibn del factor II.
¢) Standard, coxmo descrito para la determinacibn
del factor II.
d) substrato, usandose como tal plasma procedente
de un paciente congdnitaments deficiente en fac-
tor X.

etbdica. La descripei
la determinacidn de los factores V y VII por lo que no va

g3

cibdn es identica a la hecha para

9.-RECUZNTO PLAJUETARIO,.

Tue llevado a cabo usando un nétodo automitico ¢on
el COULTER COUNTER modelo B. '

Material y reactivos.
a) Coulter Counter modelo B.
b) tubos de 10 . 75 mm
¢) micropnipetas desechables conteniendo 3 ul
d) tampdn salino Handy-Boy de Coulter Distribubors.
e) centrifuza para microhematocrito
f) serofuza modelo Clay Adans
) sangres rocogida en EDTA en tubos de vacio.

h) calculador de plaguztas Coulter Counter

letddica.
a) s2 devermina el microhematocrito
b) se aflade la sangre anbticoagulada con EZDTA a tu-
bos de 10 . 75 mn hasta cue avroximadamente es-

ten 3:4 llenos y se centrifuga durante 5 seg.




63.

en una serofuga Clay Adams.

¢) con una micropiveta desechable del tipo descri-
to =2 toman 3 ul de plasma rico en plaguetas g
se afiaden a 9 c.c. del salino Handy-30y.

d) contar en el Coulber Counter modelo B en duplica-
do y obtener el promedio de los resultados.

e) usar el calculador de plaquetas para obtener el
recuento plaquetario a partir Jde los resultados
del Coulter v dd microhexatocrito.

10.-DeToRIEINACICH D LCS PRODUCTOS DE DEGRADACION

BE L.i:\ - IlJ .Ll‘l.c&. .

Isba e8 la descriveidn de la téerica inmunoldgzgica lla-
mada "tanned red cells hemagzlutination inhivition immunoassay”
(TRCHII) o inmunoensayo de la inhibvicion de la hemaglubinacidn

de celulas tanadas, tal y como descrita por su creador, Dr.
MERGCILY, ¥y eplicada por nosotros en su Laboratorio. Pero antes

de entrar en la técnlca en si veamos como se prepara la muss-—
tra de suero para ser estudiada en su contenido en productos
de degradacidn del fibrinbgeno y fibrina.

A) OBTEZHCION DEL SUERO,

se extrae sangre venosa que es mezclada
con 0.1 volumen de citrato sbdico a2l 3.8Y y el plasma es se-
parado tras doble centrifugacidn a 10.000 r.p.m. durante 1C

ninutos en una centrifuza refriserada. Se prepara una nezcla
T

EACA(Acido epsilon aminocaproico) 0.1 .
Cloruro cilcico 0.025
ombina 2 U./c.c. de

bovino, se vpre-
c te o 5,000 ., en for-
na de polvo de una emulsidn daz _.5 c.c. da glicerol
1 nei

a5
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En tubos de pléstico de 12 . 10C mm se colocan una cantidad
igual, usualmsnte un centimetro
mezcla de coagulacidn y se agita rapidamente por inversidn
y s2 deaja en hielo duranve 4 horas, al cabo de las cuales
uszando édos aplicadores de radera se exprime el codgulo de fi-
brina para eliminar la fibrina que pueda contener tras haber
extraido el suero en 81 contenido. E
trifugado a 10.000 r.p.m. durante 15 ninutos 7 a countinuacidn
a

i
se puede guardar en el congelador -202 hasta su usoc.

El método que paso a describir es una modificacidn
del original descrito por KERSKEY et al. en 1966 (119) en el

-0
o

®
Lt
]
£,
(97
&
;
&
QJ

ties de cordero tratados con formalina, 4dcido
igeno fibrinégeno; In este método se usaron en

vez celulas rojas del grupo O de origen humazno Tratadas con
tdnico pero no con Fformalina(lERSNEY et al. 1969)(120).

.

1
as una vez btratadas con dcido tAnico y sensidiliza-
on 21 antizeno pueden ser almacenadas a 42 antes de su
nte 3 semanas como ninino; cuando s2 almacenan en gli~
202 permanecen sensibles durante 4 meses como minimo
Reactivos.

1.~ Hematies humanos del grupo sanzuinso O, proce-
dentes de sangre anticoagulada con 0.1 volumen de citrato gb-
o) al 3.8%,

20— :j
a)tampdn fosfato salino a pH 6.4

npones

go

:1 voluman de tampon fosfato 0.15 M.
:1 volumen de salino normal
b)tam»bn citrato-fosfato pI 6.4
:1 volumen de tampdn fosfato C.15 M.
:1 volumen de citrato sbédico 0.1 M. &
3.,=-311blmina, de origen bovino o humano.
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nezle de plasmas normales recogidos en citrato sbdico al 3.8%
conteniendo 50 U, de Trasylol por c.c. ¥ alnacenado en frigo-
rifico a -202

1o

5.- Placas para la realizac

én de la reaccidn
po transparents del usg D

sado en Bancos de Sangre, consti
por una serie de pocillos de 1.5 cms de diametro y 1.6 cms
de profundidad.

~ Antisuero a fibrindzeno diluido en el tawmpdn
fosfato citrato. liosotros usamos anticuerpo preparado por
nozotros mismos vpor inmunizacidn de ¢ os por inyeccidn de
fibrindgeno altamente purificado y lidrs de plasmindgeno(MERS+
KGEY et 2l,1666)(119), 250 ugr. en adyuvante completo de Freund
subcutbténea e intranuscularnente; dos semanas mas barde 100
ugr de fibrindgeno en C.25 c.c. de hidrdéxido de aluminio(sus-
suninistrada por Cutter Laboratory de Berkeley-Calif.,)
eran inyectados intravendsamente. Las inyecciones intramus-
culares eran administradas a intervalos de 14 dias hasta que
un antisuero de titulo alto era obtenido.
=1 antisusro era entonces adsorvido 3 a 5 veces con
1i lizado(1l-2 mg/c.c.) a 372 C,.
durante 12-13 horas. E1 anti-

susro humano envejecido y ofi
durante 4 horas y despuds a 42
suero para ser alimacenado se guardaba a -602 con 1 mg./c.c.

del antiséptico azida sbddica afiadido nmientras que el antisue-

]

o para uso dlario se almacenava a 42, La prueba de gque el
antisuero

]
fu
i

decuado s2 obtesnia por inmunodifusidn o por
inmunoelectrof

O

rests frente a plasma humano o fibrindgeno pu-

H

ificado: 51 el antisuero era puro s0lo una banda de precipi-
tacibn se producia,.

Antisueros nreparados comercialmenbte pueden también
ser utilizados por ejemplo de Hyland Iaboratories,Los Angeles,
California; o de Behringwerke A.G., Marburg-Lahn, Germany.

20 veczs zu volu-~

@
0]
o O
- H

plasma.
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b)mezclar vollmenes iguales de suspensidn de hema-
ties al 2% en tampdn fosfato salino y de solucidn reciente-

=]
[$]

nte preparada de 4cido HAnico al 1:20.000 en el mismo tanm-
n.

o
Cn

c)incubar durante 60 minutos a la tenmperatura ambien-

f

te mezclando con un agitador magn2tico a poca velocidad.

d)lavar y centrifu as c¢élulasg tres wveces en 20
Ay
v

ato para eliminar el

neentraciodon del 4% en el

su volumen ds bHampon T

n

R
2 @
O

s <
o o
9]

ténico y resuspendsr a

tanpdn,

Fi
l,.Jo
[0)]
3
Q

e)dividir esta susvensidn de henaties en dos fraccio-

S ra
nes: 91?90% es incubado a 3792 durante una hora con agitaci
de vez en cuando con un volumen igzual de una dilucidn 1:250
¢e plasma citratado normal en tampdn Tosfato citrato; el 103

restante es ignalmente incubado con una dilucidn 1:250 de sue-

ro normal., En este pago los hematles previamente trabados con

2

s
dcido ténico son recublertos vor fibrindgeno y otras vroteinas
séricas cuando es incubado con plas

ma y por proteinas plasma=-

ticas,vero no fibrindzeno, cuando es incubado con suero. =Zsbhas
células tratadas con suero provorcionan un importante control
¥a cue ellas no deben ser aglutinadas por 21 anbticuerno anti-
fivrinbdgeno especifico ¥ de ese modo son canpaces de detectar
una aglutinacidan no especifica cozo por ejemplo la Drovocada

por la pressncia de una panaglubtinina.
f)lavar y centrifugar las células tres veces en 20
veces su volumen del tampdn fosfato citrato para eliminar el
vlasma o suero. .
%)antes de usar suspander los hematies a la concen-~
2 b

tracidn 4% en tampdn fos ato citra

o)

n)para preparar las células para almacenamiento a

49 guspenderlas a la concentracidn 45 en tamoon fosfato citra-
+ 5 ovina o runana 7 0,1%
s de usar lavar las células

una vez ¥y resuspenderlas en el tamnpdn fosfato citrato,

I’Ietéd_\au.( "’ _L T et alo 1969)(120>
l.-Tas muestra son diluidas para asezurar una Ccon-

o
centracidn de proteinas relabtivanmsnte condtanbte. Tl tanpdn
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fosfato citrato conteniendo un 2% de alblmina sérica bovina
es uszC0 para todas las diluciones a excepcidn de las dos
vrimeras diluciones del suero en las que el btampdn es usgado
ibén de albimina. ’

rrinar la concentracidn del antisuero que
ha de ser utilizada, Preparar diluciones del antisuero cada
cual duplicando a la anterior en una vlaca transparente de
las usadas en Banco de Sangre, usando un volumen de 0.1 c.c.

1

o

el antisusro y afiadiendo 0.1 c.c. del tampdn ¥ una goba

v

( 0.025 c.c.) de hematies sensibilizados. Ta concentracibdn
que se ha de usar debe gser 1-2 diluciones du plicaﬁ,va menos
gue la mayor dilu nero que da una buena agluti-

c
acibdn en 15 ninut

B

s
Jjemplo si la dilucidbdn 1:20.000 da
2

8 us
.~Prenarar las dilucionzs del »nlasma normal Stan-~
& =
1:

dard,el cual es una dilucidr

¥

-~

100 en tampdn fosfato citrato
de una meszcla de plasmas normales procedant

es de sangre ci-
tratada, con un volumen de 0.1 c.c. do ese »l i
mente, diluido con 0.1 c.c. del tampbn 7 duplicando las dilus

ciones en los pocillos sucesivos con el mismo tampdn. Asi pues
la dilucidn inicial del plasma s2fi 1:200 v se duplica a con-

tinuacibn. La linea de diluciones del plasma Starndard debe ser
doble, es decir dos hileras de pocillios de la placa deben es—
tar ccupadas por el Standard.

4 ,-Prenarar diluciones similares de las muestras de
suero, el cual o no se usa dilufdo nara empezar o bien con di-

F 4

luciones en consonancia con la concentraciln de productos de

{L

.
10

L3
[N

cesre

O

a

e la2 fibrina que esgeramos ancontrar.
5.=hfladir un volumen (0.1) de antisueros a cada uno

de los pocilles.Zn el caso que no henos dado el pasoe 2 para
o]

o

aterminar la conceantracidn J21 antisuer be ser usa-—
do dilunfdn al 1:1000 o 1:2C00.

Incubar la nezcla antiseno anticuerpo durante

-
Dy
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O minutos a 42 {, Afadir entonces una gota (0.025 c.c.) de
on plasma a cada pocillo, mezclar dien y
ura de la habitacidn otros 30 minutos ¥y
05 resultvados.
ltado es determinado por 2l Gltimo pocillo
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en el gue la aglutinacidn ha sido inhibida por examen macros-—
cbpico. La inhibicidn producida la dilucién de la nuestra

gsconocida es comparada directamente a la del plasma Stan-
dard dando el resultado inmediatawente. Por ejemplo: el plas-
ma normal Standard en ura dilucibn 1:3200 usualmente.inhide
le aglutinacidn; si el plasma contisne una concentracidn de
320 mg de fibrindgeno la dilucidn citada contendrd 1 ul/c.c.
Si una muestra desconocida en una dilucidn 1:25 causa una in-
hibicidn similar entonces se consideraria que contiene 25 ul
por c¢.c. de fibrinogeno o mejor, puestc que se trata de suero
de oroductos de degradacidn del fibrinbdzeno o fibrina.

C) TRCHIT EN AUTCAFALIZADOR.

21 método que acabo de describir fue adaptado a un =
Autoanalizador con 1o cual se aumentd su sensibilidad consi-
derablenmente( MERSKEY et al. 1972)(121). E1 fundanento es i-
déntico al descrite, solo gue las reacciones en vez de ocurrir
en los pocillos de una placa de Banco de Sangre, ocurren en
un cistema de tubos de diametro uniforme de 2 mm. conectados
entre si a intervalos convenientes.

In este sistema despues gque el antisuero y la mues-
tra problema reaccionan entre si un tiempo adecuado dado por
la longitud de los btubos y la velocidad de flujo en ellos, re
cibern la adicidn de hematies sensibilizados que serdn agluti-
nados en la medida en que existen anticuerpos que no han si-
do neutralizados vor los productos de dezradacsidn del fibri-

L4

nozgeno y fivrina contenidos en la muestra de susro problema.

o
damente situados en el sistema, nmientras que
la suspensidén de hematies gue sobraviven es ultesriorments so-
accibn del dztergente hermolizante Tritén y la so-
c oy s{ formada es medida por un colorime-
tro ¥y en un registrador anz2xo se dibuja una onda proporcional
lorirzétrica. E1 resultado se obtiene wnor coapara-
N ,

L 4 -
cidn con una 1ix
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11.-DETERMINACION DEL FACTCR VIITI POR RADIOQOINMUNO-
EHNSAYO.

Fue llevado a cabo segun técnica descrita por HOYER.
en 1972 (112).

Material y reactivos.
l.-Factcr VIII rmarczdo con 1125.

Fue preparado vpor lis. Valeri Hacdonald en el La-
boratoric de:los doctores JOHINSON y ZUCKER de New York Univer-
sity segln técnica descrita por HOYIR en el articulo citado
cuyos pasos esenclales son:

a)prevaracibn de anbicuerpo anti-factor VIII, lo
cual se consigue vnor inmunizacidn del conejo con factor VIII
purificade de acuerdo con los métodos descritos por ZIMERMAN
et al. en 1971 (127); BOUMA et al. en 1972 (128) o HOYIR en
1972 (129).

b)separacidn de la fraccidn Izt del suero d=l co-
nejo, lo cuzl conllava primero la separacidn de la fraccidn
mlobulinica por la adicidn de una solucidn satburada de sulfa-
to ambnico 7 despuds a partir de esa fraccidn globulinica
la Izl es separada por medio de cromatografia en columna de
DEAT celulosa.

¢)marcaje de la fraccibdn IgG, para lo cual se u-
sb 1125 por el método de la lactoperoxidasa.

d)purificacidbn del anticuerpo anti-factor VIII,
para 1o gque el anticuerno ya marcado(0.5-2 23) es nezclado

c.Cc. de plasmw humano normal durante 30 minubos a %379

afiadida a una columna de agarosa al 6%
gque ha sido previ guilibrada con suero salino tam-o-
nado con barbital, La velocidad de flujo se manbtiens a 20 c.c.
por hora mediante el uso de una bomdba peristéltica y fraccio-
nes de 5 c.c

n

on coleccionadas y la radiocactividad es medi-
da en todas ellas y son coleccionadas juntas las fracciones
que corresponden a los mas altos contajes del volumen vacia-
dn de la columna. Aproximadamente 3-7% de la radioactividad
atadida a la colwmna es recuperada en las fraccionss del volu-

-

men vaciado. Desnufs suero de corejo, 0.25 c.c., es afadido
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a la mezcla la cual pasa a ser dializada duranbte una hora

a la temperatura ambiente contra un tampdn 0,05 . de gli-

cina, C.l II. de cloruro sbddico y oH 2.4.

Despuds de la dialisis el material es cromatografia-
do en una columna de Sephadex G-200 gue ha sido eguilibrada
con el mismo tampbdn. La wvelocidad de flujo es mantenida a
10 ¢.c¢c. pcr hora y fracciones de 5 c.c. son coleccionadas
¥ la radiocactividad es medida en ellas. Las fracciones co-
rrespondientes a la segunda onda de proteinas se mezclan.

A continuacidn 2 c.c. de suerd de conejo son afiadidas
a las fracciones coleccionada juntasgs y un volumen igual de
solucibn saturada de sulfabto amdnico y el pH es llevado a 8
con nidrdxido sbdico 4N, Se deja una hora a la temperatura
ambiente y el precivitado se separa por centrifugacidn a
12,000 r.pe.m. durante 20 minutos a la misma temperatura. El
precipitado es redisuelto en 5 c.c. de agua destilada y ade-
mis son afladidos 2.5 c.c. de plasma d2 conejo y 2.2 c.c. de
solucidn ssturada de sulfato amdnico y se deja 1 hora a tem-
peratura ambiente. El precipitado de nuevo se separa »or cen-
trifugacidn a 12,000 r.p.m. durante 20 minubtos y se elimina
mientras que el sobrenadante se dializa 3 veces contra sali-
no tamponado con borato. Despuds de la dialisis el material
es almacenado a ~-202 en porcionszss de 1 c.c. Una dilucibn del
nticuerpo marcado en suero salino tamponado con barbital con-

w

teniendo una concentracidn de 40-60 nanogramos de IgG por c.c.

[0]

s entonces usada para el radioinmunosnsayo.

2.~-Contador Gammsa.
Nosotros usamos uno marca Packard, modelo 5285 Auto-

3 . . Y 1 T e __ s .
Zanma ea el Laboratorio d21 Dr. Johnmson en New York University.
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rbital salino, oH 8.4
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cido dietilbarbitirico(barbital) 2.76 gr.
:barbital sbédico 2,06 gr.
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:cloruro sddico 7.3 gr.
:agua desionizada hasta 1 litro
b)borato pl 8.4 .
tdcido bbdrico 6.4 zr,.
:borato sbdico 9.5 gr.
:clorure sbdico 4.4 gr,
ragua desionizada hasta 1 litro
¢)borato salino pH 7.85 '
:dcido bdrico 2.2 gr.
:hidrdxido sbddico 0.2 gr.
:cloruro sbddico 9.29 gr.
:agua desionizada hasta 1 litro.
d)glicina salino pH 2.4
:glicina 3.75 gr.
:cloruro sddico 5.85 gr.
:4cido clorhidrico 4H. 8.4 c.c.
ragua desionizada hasta 1 litro.

4,~Solucidn saturada de sulfato amdnico.
Serd diluide al 50% en agua destilada.

5.~Centrifuga RC-3 Sorval de diametro grande.
6.-Plasma de conejo normal

7.-Tubos de poliestireno de 12 . 75 mm desechables
obtenidos de Scientific Products.

letédica de la determinacidn.

Primero se hacen las dilucionss de una mezcla de 20
plasnmas normales usando el tampdn barbital salino como dilu-
7ente. Tras diluciones al 1:20, 1:40 y 1:30 fusron hechas,
la primera con 0.95 c.c. de tampbdn y 0.05 c.c. de plasma y
las siguientes doblando a la primera.

Para los pacientes hacemos dos diluciones a 1:30 ¥y
1:60, la primera afadiendo 25 microlitros a 0.725 c.c. de
tampdn y la sezunda doblando a la anterior. Estas dilucio-
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nes son preparadas en tubos de pléstico desechables y al
mismo tiempo otros tubos especiales llamados de contaje pa-
ra el radioinmunoensayo son adecuadamente marcados y a €8~
tos Gltimos se afladen:

:0.1 c.c. de cada una de las diluciones;para las del
plasma standard un cuarto'tubo scréd preparado que es el blan-
co conteniendo solo 0.1 c.c. del tampdn.

:0.1 c.c. de plasma de conejo

:0.2 c.c. del anticusroo anti~factor VIII el cual era
diluido 1:17, siendo este factor de dilucidn calculado ca-
da vez que el anticuervo anti-factor VIII es nuevamente pre-
parado y depende de los contajes obtenidas durante la ope-
racidn de marcaje del mismo (alrededor de 8-12 nanozramos
del anticuerpo son anadidos).

. ttodos estos componentes son cuidadosamente mezcla-
dos y agitados en el agitador mecénico y son incubadas du-
rante 30 ninutos a 372 en el bafio Maria. Para todas estas
maniobras es necesario el uso de guantes con el fin de evi-
tar el conbtacto con la piel del material radiocactivo.

:después de haber extrafdo las muestras delvagua se
afiade a cada una 0.4 c.c. de solucidn saturada'ﬁe sulfato
anbnico la cual ha sido diluida al 507 con agua destilada.
Despuds de ello son pasadas dos veces por el agitador mecl-
nico y 4 continuacidn se les centrifuga en una centrifuga
Sorval RC~% dz gran diametro durante %0 minutos a 4C0O0 r.p.m.
v a temperatura ambiente, Después de ello el sobrenadante
se desecha arrojandolo a un recipiente desechable gque tiene
la indicacidn "radioactiwvo",.

~ :el sulfato aménico al 50% se hace al 25% vpor dilucidn
1:1 con agua destilada y de este se anade 1 ¢c.c. & cada uno
de los tubos los cuales son agitados mecinicamente y despuds
dz =21lo se colocan de nuevo en la cenitrifuga a la nisma ve-
locidad y durante 20 minutos

:los sobrenadantes son de nuevo desechados y el pre-
cipitado se lleva a un contador gamma donde el contaje se rea-
liza cdurante 10 minutos para cada tubo.’

:1la. cantidad de antigeno(factor VIII) en cada nuestra
se calcula por rsferencia a una c¢urva standard para una mez-—
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cla de plasmas normales de la cual han sido preparadas varias
diluciones en el modo descrito anteriormente,

12.-DETERMINACION DEL FACTOR VON WILLEBRAND.

Se ha llevado a cabo sezin el método descrito nor
MAC TARLANZ et.al. 1975 (11#4).

Principio. 81 defecto hemostédtico en la enfermedad de
von Willebrand es producido por niveles reducidos en el plas-
ma de una proteina(factor Von Willebrand) la cual estl rela-
cionada al factor VIII y como demostraron HOJARD et al. en
1971 (122) es un cofactor necesario para la aglubinacidn de
las plaguetas por el antibidtico Ristocetina,

-
Wi
J*J....

SS et al. en 1975 (113) demostraron que el grado

de aglutinacién de plaquetas lavadas por ese antibibdtico es-
taba relacionado a la councenbtracidn d2 ese factor. MEYER et

al, 1974 (123) y OLSON et al. 1974 (124) publicaron técnicas
similsres pero midiendo la velocidad de la aglubinacidn. To-
das estas técnicas presentan la desventaja de que se necesi-
tan plaguetas recientements preparadas las cuales tienen ac=

tividad metabdlica que puede influenciar la aglutinacidn.

ATLTAIN % al. 1975 (125). y XIRBY et al. 1975 (125)
an demostrado que plaguetas fijadas por formaldenido o for-

+

i

H
2
[
13

a respectivamente pueden ser aglutinadas por ristocebtina

[0

la presencia del factor Von Willebrand. Nosotros empleamos
el Iaboratorio 2e los doctores JOONSCN y ZUCKZR de Hew

Yorik University un ndtodo con plaguetas fijadas en formalina
que son preparadas de la siguiente forma

®
(]

Concentracdos de plaguetas obtenidos de sangre reco-
gida en anticoazulante ACD (no frescz) o bien plasma rico
en plaquetas obtenido a partir de sangre citratada fresca e

incubado a 372 durante un2 hora, son diluidos con un volu-
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men igual de una solucidn de formalina al 2% en susro salino
0 tampdn isoosmdético. Despuds de incubar la mezcla a 42 du-
rante 18 horas como minimo las plaguetas son sedimentadas
por centrifugacidn a 2.500 g durante 10 minutos a 42 y son
resuspendidas en un volumen grande de salino o tampdn frios.
La sedimentacidn y resuspensidn son repetidzs dos o tres ve-
ces a 42 y las vlaguebtas son finalmente resuspendidas en sue-
ro salino tanponado de pH 7.2 conteniendo 0.05% del antisép-
tico azida sbddica, para una concentracidn de 300.000 plaque-
tas por c.c. u otra deseada. Nosobros usamos btampdn Imidazol
salino de pH 7.2 aunque tampbdn Tris o fosfato puesden también
ser usados.,

liaterial y reactivos.

1.-Tampbn Imidazol-Salino pH 7.2
Disolver 3.40 de Imidazole (Edcan Laboratories,
South Norwalk, Cnnn.) y 5.85 zramos de clorTuro
sbdico en 150 c.c. de Acido clorhidrico 0.1 N ¥y
completar a 1000 c.c. con agua destilada. E1 pH
vuede ser ajustado a 7.2 con unas gotas de ClH o
NalH concentrados.

2.~Albtmina bovina (Sigma)
Es afiadida al tampdn diluyente en una concentra-
cibn de 40 mg. por c.c. con el objeto de preve-
nir la precivpitacidn de proteinas plasmaticas
que puede ocurrir cuando la concentracidn de
Ristocetina requerida para la agregacidn béptina
(1 ng/c.c.) es afadida al plasma diluido.

5.~Plasma Standar ,
Constituido por wia mezcla de 20 plasmas proce-
dertes de sangre d2 individuos normales recogida
en C.1 volumen de citrato triszddico al 3.8%.

4.-Agregbmetro
Yosotros usamos un agrezdmetro Paybon-dual-channel
el cual al tener dos canales nos opermitia hacer
las determinaciones por duplicado.

5.-Ristocetina solucibn al 1%, es decir 10 mg por
c.c. &2 suero sz2lino,
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6.-icropipetas automdticas para medir 50 ul y
bafio laria termorrszulado a 379.

-

6dica de la determinacidn.
™

Yoo oo

inero s& preparan diluciones del plasma Standard
al 1:5, 1:10, 1:20 y 1:40 usando como diluyente el btampbdn
Imidazol-salino o 7.2 y se determina la agregacidn induci-
da por ellas. Para ello ponemogs 0.2 c.c. d2 una suspensidn
de plagustas gque conviens 700.000 por c.c. en la cubeta del
agrezbnetro y se afade 0.25 c.c. de la dilucidn plasmidtica
correspondiente y una pegueila barrita metélica para agitacibn
magnética. La cubata se pone al bario Maria a 372 durante 2
nminutos y a ﬂontinuacién se pone en el agregdmetro y una vez
iniciado el u*auado se afiaden 50 ul de la solucidn de Risto-
cetina lo que provoca la aparicidn de la curva de agregacidn.
Chsérvese gue usamos una suspensidn de 700.C00 pla-
quetas por c.c. ¥ solo 0.2 c.c. Cde ella mas 0.25 c.c. de 1la

z0lucidn del plasma. Si hubiésemos diluido:las placuetas has-
ta 350.00C pvor c¢.c. hubiéramos puesto en la cubeta del agre-

»6metro O.4 c.c. de suspsnsidn plaquetaria mas 50 ul de plas-

te)

3

nasnas 50 ul de la solucidn de Ristocetina: el volumen final

3

hizse tanbién sido 0.5 c.c.

£5
"

La aglutinacidn es estimada midiendo la pendiente
de la vorcidn mas inclinada de la curva de agregacidn y se
lleva el resultado a un papel de grifica logaritmico dodle
emparejando las diferentes diluciones con la cuantia de la
agrezacibén inducida.

Tste método no pudo ser aplicado a los plasmas de

1t contenido en triglicéridos y en consecusncia muy turbios
1 erentes diluciones producian un grado va-—

25 A da FirrhidAda e A A5t A 1 3 <t AT ™
LADLS QS TLUIDLA2E angez Jde 18 Z01CLon ae LA .L\lSuOCE,‘C.».;La.
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13 . -ULTRACENTRIFUGACION D& LIPOPRCTEINAS PARA EXPE-
RIMENTOS DE ADICION,

ILa ultracentrifuzacidn fue realizada én dos ocasio=-
nes y cada vez en dos pacientes hiperlipémicos: en una oca-
sidn utilizamos un gradiente de densidad de 1.063 con lo que
las lipoproteinas se separaban en una fraceibén superior, flo-
tante que contenia LDLAy VIDL y una capa inferior que con-
tenfa HDL; en la sezunda ocasibn los plasmas procedentes de
los pacientes hiperlipémicos fueron ultracentrifugados en
un gradiente de 1,210 con lo gue todas las fraccionss lipo-
proteicas flotaban.

Los detalles de la ultracentrifugacibn fueron sinila-
res en ambas ocasiones solo variando la cantidad de bromuro
potisico afiadida para elevar la densidad plasmltica hasta el
valor deseado 1.053% o 1.210. ’

lMaterial y métodos.
l.-nuestras de plasma.

Tueron obtenidas a partir de sangre anticoagu-
lada con EDTA y la ultracentrifugacidn se realizd dos dias
después de la extraccidn manteniendose el plasma a 42,

2.-Ultracentrifuga. |

Nosotros usamos una marca Beckman, nodelo L-2 50,

5.—Rotor y tubos.

1 modelo de rotor 40.3 fue usado y los tubos
eran de nitrato de celulosa, de 0.5 . 2.5 pulgadas y con cu-
biertas de aluminio,

4 ,~Corbvador de tubos.
Hecho de acero inoxidable ¥ un polimero acrilico.
5.~Solucionss acuosas de bromuro pobtidsico de densi-
dades 1.053% o 1.210.
6.~Jeringas de 2.5y 5 c.c. _

Las agujas usadas eran del calibre n2 20 y de
1.5 pulzadas{unos 4 cms) de longitud; sus puntas eran arran-
cadas para facilitar la agpiracibn de lazs musstras.

7.-3romuro potésico.
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Tue utilizado en forma de solucidn acuosa como a-
cabo de citar y btambidn en forma de polvo para afiadir sl plas-
ma o suerc en cantidad suficlente para elevar la densidad
hasta el nivel deseado; el bromuro potésico era primero seca-
do al horno para garantizar la exsctitud de su pesada y a
continuacidn se afiadia al agua ¢ plasma. Para elevar la den-

dad de 5 c.c. de plasma a 1.0%% nosotros necesitamos 0.4177
gramos y para elevar la densidad de esa misma cantidad de
plésma a 1.21C anadimos l.54 gramos.

Iletddica de la Ultracentrifugacidn.
l.-Primero enfriar el robtor 40,3 a 42 en la ultra-
centrifuza Beckman L2-50.
2,-¥arcar adecuadaments los tubos de nitrato de ce~
lulcsa de 0.5 . 2.5 pulgadas y colocar en ellos 5 c.c. de

5 e la cantidad adecuada de bronmuro pobtdsico. Para ca-
da vaciznts se usaron dos tubos cada uno de ellos contenien-
c.c. de pWaSﬁa con bromuro votisico.

%.~Colocar a los tubos de nitrato de celulosa los
aluminio los cuales conservan abierto un peguefo
central gue sirve para complebar de llenar el tubo,
de ese orificio y usando una Jjeringa y aguja del n®

el tubo hasta su capacidad méxima con la solucidn
nosa de bronmuro potdsico de la densidad correspcondiente.
-4 continmacidn los tubos son herméticamenbte ce-
rrados aplicando un pegqusfio tapdn de rosca a ese orificio cen-
1 anbteriorments descrito situado sa el centro del tandn de

aluminio. Zntonces los tubos son presionados para detectar
psibles fugas de ligquido.

5.~Colocar los tubos =n el rotor estando seguros de
gue esbtan culdadosanente balanceados

5.~Centrifugar las muestras a 42 y a 114,480.g(unas

40,000 r.p.m. en la centrifuga quz usazos) durante 48 horas.
7.-Detener la ultracenbrifuga sin usar el freno ¥
tubos con sumo cuidado tratando de evitar movimien-
tos druscos gue pudiesan perbturbar leas capas d2 ultracentrifu-
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8.-Colocar los tubos en el cortador y cortar a un
nivel situado entre las capas superior e inferior cuando
la unltracentrifuzacibdn fue a 1.06%, o bien pdr debajo de la
capa Gnica superior cuando la densidad 1.210 fue usada,
S

[-—f

as fracciones superipor e inferior de cada tubo de nitrato
de celulosa son asi coleccionadas en dos tubos distintos ade-
cuadanente marcados.

9.~4 continuacidn a cada una de las muestras asi
separadas se las somebtid a bres procesos de didlisis el pri-
rmero de 24 horas de duracidn y los otros dos de 12 horas ca-
da uno. QGomo liguido de didlisis se usaron cada vez dos li-
tros de un liquido constitufdo por 4 partes de suers salino
fisiolbgico y 1 parte de citrato sbdico al 3.8%.

10.-Después de la didlisis se estudid la concentra-
cidn de los factores II, VII y X en las fracciones superior
e inferior viendose gue la superior no contenia actividad
alguna de ellos, la cual estaba situada en la capa inferior.
igualmente ambas fracciones fueron usadas para la determi-
nacidn de colesterol y triglicéridos segfin métodos descritos
al comienzo de este capitulo.

A continuacidn las fracciones superiores, ricas en
colesterol y triglicéridos y que no contenian los factores
de coagulacidn ITI, VII y X fueron afadidas a un plasma nor-
mal en las proporciones de 0, 25, 50, 75 y 100% y se hicie-
ron la debterminacibdn dz factores en las diferentes mezclas.
En la referencia n? 1C4 se halla descrito este método.

14, -DETERY

H
.1)

{ACICN DE LA PROTRCOMBINA POR TMUNCEILIC-
TROFOREBIS CUANTITATIVA,

Fue llevado a cabo segin tecnica descrita por IAU-
RELL en 1872(111).

1,-Tanpdn para electroforazsis.
Barbital sbédico ¢.2 . pH 8.6 es la solucidn
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tampdn madre.

Diluir 1:4 con agua destilada y colocar la can-
tidad neczsaria en cada una de las cémaras de electroforesis

Diluir 1:8 para la solucidén tampdn usada con la
agarosa.

2.-Agarosa para las nlacas.

Lzarosa al 0.8% es usada. Para ello poner 8
granos de agarosa en 1000 c.c. de la solucidn de tampdn ma-
dre diluidsa 1:3 en agua destilada. Colocar esbta nmezcla en el
bafio Maria hasta que la suspensidn se aclara.

A continuacidn la mezcla se filtra a través de
un filtro de Blichner con vacio aplicado y se afade 1 zramo
de azida sbdica y se coloca la agarosa asi filtrada en fras-
cos erlenmeyer vara almacenamiento.

3,~Preparacidn de las placas.

Téminas de vidrio de 20.5 . 10.7 cms fueron usa-
das. Un molde de pléstico en forma de U es colocado entre las
dos §lacas las cuales son mantenidas unidas entre si vor me-
dio de pinzas metidlicas. Cuando van a ser montadas se les co-
loca en @l horno para calentamiento a 50-60¢2

4 ,-Anticuerpo anti-protrombirna.

Proporcionado a nosotros por =1 Dr. Sandor Sha-

piro ds Filadeliia.
5.~lontaje de las placas.

Ta agarosa se funde en el bafo liaria vor calen-
tamiento a 50-552 y se afiade el anticuerpo en la oroporcidn
del 1%: es decir a 99 c.c. de la solucidn de agarosa sz afa-
de 1 ¢c.c. d2l anticuerpo e inmediatamentz se aplica azitacidn
por inclinacidn ¥ rotacién del frasco.
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Se abren en el agar agujeros de 4 mm separados
entre si 1 a 2 cms. Usando una micropiveba automdfica Hamil-
ton se colocan 15 ul de cadz nmuestra en cada agujero.

in cada placa usamnos un Standzrd formado por
la mezcla de 10 plasmas de sujebos normales. Tsta mezcla es
diluida al 75, 50 y 255 (adesmds del 10C%), usando como dilu-
yente el mismo tampdn usado para diluir el agar. Para cada
plasma problema dos diluciones al 50 y 257% fueron uszdas.

' En uno de los agujeros una gota de azul de bro-
mofenol es colocada como indicador vara detectar el movimien-
to electroforético.

7.-~blectroforesis.

Se lleva a c¢abo del ovolo nzgativo a2l positivo,.
Para establecer la conexidn entre las placas y las cémaras
electroforéticas se usa papel ds filtro aque es empapado en
tampdn contenido en las cAmaras. liosotros usamos un sistema
de dos cémaras, una dentro de la otra, entre las cuales cir-
culaba de modo continuo una corriente de agua fria.

La electroforesis Tfue llevada a cabo a 150 V.,
durante 15-20 horas para cada dos placas y después de ello
las placas son sumergidas en suero salino a2l 0.85% haciendo
2 0 3 cambios durante 2 o 3 dias y a continuacidn se secan
cubriendolas con papel de filtro.

8,~Tincidn de las placas.

Se usd Nezgro Bafalo al 1% en la mezcla HMetanol-
Agua~Acido acético (5:5:1) durante 45 segundos. Zntonces se
‘les lava en ietanol-Agua-Acido acdtico (5:5:1) durante 5
minutos y a continuacidn las placas se dejan secar al aire.

9.-Lectura.

Se pueden avreciar una serie dz columnas tri-
J_
1

3]
angulares alargadas siendo la lonzitud de ellag proporcio-
las

3

nal a la concentracidn del antigeno er as muestras aslica-
dzas.

Con los valores correspondientes a las cuatro
diluciones de la mezcla Standard se traza una linea Standard
en un pavel de grafica ‘oburltmlco doble llevando a las ab-
cisas las concentraciones y a las ordenadas la longitud de
las columnas.

corresoondientes a los plasmas problexas,

)
®

ega linea Stardard s deducen los valors
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15,-ANALISIS ESTADISTICO.

Procedimktentos standard en Estadistica fueron apli-
cados a la interpretacidn de los resultados obtenidos. En
las lineas que sigue expondré brevemente tales métodos(l30).

l.-ledio aritmético o ¥alor iiedio.

Todos los resultados de nuestros experimentos
vienen dzdos para cada grupo como el medio aritmético de los
valores correspondientes a cada uno de los individuos inte-
grantes de esos gruvos. 51 medio aritmético es por tanto ob-
tenido como la suma de los valores dividida por el nlmrero de

ellos y su formula es:

X = valor medio o aritmético
sun. = suma de

X
n

it

cada uno de los volores integrantes del grupo

numero de valores integrantes del grupo.

2.-Desviacidn Standard o tipica.
©Tste valor sirve para precisar el zrado de dis-
persibdn de los valores del grupo respecto a la media aritmé-
tica del mismo. Por definicidn es la raiz cuadrada del pro-
medio de las desviaciones de los valores respecto a la media
elevadas al cuadrado. Su férmula es:

S sum, (x-%)°
x n
S, = Desviacidén Standard o tipica.

-
sum. = suma de
x = cada valor del grupo

X = valor medio o medio aritmético
n = runero de valores integrantes del grupo.
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En lac tablas de resultados no se expresa este pari-
metro pero hubo de ser calculado para obtener el Error Stan-
dard o tipico gque se explicari a continuacidn y gue si acom-
pafiza al valor medio en las citadas tablas. Z1 95% de todos
los individuos del grupo se encuentran entre dos desviacio-
nes Standard por encira y dos por debajo del valor medio.

3.,~zrror Standard o tipico.

Pwesto gue nuestros estudios se han realigado
en un grupo limitado de individucs y no en todos log hiper-
lipénmicos de la poblacidn resulta que el valor medio obbteni-
do por nosobtros necesariamente difiere del valor medio refe-
rido a un estudio ideal de toda la poblacidn de hiperlipé-
micos del Universo. Para tratar de precisar la distancia a
que se encuentra el valor medio general del valor medio del
grupo estudiado se aplica a &ste el concepto de Error Stan-
dard o. tipico.

“ste depende de dos factores: del tamarnio del gruno e=
xaminado y de la variabilidad de los individuos entre si
dentro de ese grupo tomado como muestra. Su férmula es:

ES. = 5% _
- -
\’II
LS, = Zrror Standard o tipico
Sx = Desviacidn Standard
n = nlimero de individuos en el grupo.

Si el valor medio del gruvo es X podemos concluir
que el verdadero valor nmedio de la poblacidn no estd sepa-

rado de egse valor medio obtenido en mas de dos veces el
Error Standard y esto serd cierto en un 95% de casos.

4.,~-Test "t" de Student.
En el estudio para un determinado anilisis del
grado de significencia de las diferencias entre los valores
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nedios de los grupos hiperlivpémicos y de los normales, es-
te estudio estedisbico fue llevado a2 cabo del siguiente mo-
do: )

Supongamos que para el factor X hemos obtenido en
el grupo IV estudiando 39 pacientes un valor medio X de
107.59% con una desviacién Standard(S ) de 25.44.

En el gruvo de normales de edad mayor de 30 afios
en el cue tenemos 17 pacientes el valor nmedio T es 90.58

con una desviacidn otandard(oxg) de 22.4083 Asi pues:
El’:—?'g
£ = 107.59
S = 25,44
- o 2 2 ,
Ay = (8,9)7(n 1) = (25.44)°(39-1) = 24593.435

51 valor de p oara ese valor de T sz obtiene de las
tablas, teniendo en cuenta el numnero total de casos que han
sido estudiados en ambos grupos: nl+ﬁ2—2 son los grados de
libvertad cue han de sar considerados al obtsner los valores
de p a partir de ias tablas. Para ser considerada como Sig—

wificativa una diferencia entre medios dsoe tener un p in- -
ferior a 0.05, '

g

5,~Andlisis de la correlacidn.
Llzunas de las determinacionss fueron llevadas
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‘a2 cabo por dos métodos distintos: por ejemplo el factor VII

fue calculado por un nétodo usando substrato artificial ¥

¥ por otro'que usa substrato natural; la protrombina fue

calculada por un método de coagulacidn y por otro de Inzu-
r

oforasis cuantitativa.

In este caso calculamos el Coeficients de Correla-
cidn ¥r" entre los valores obtenidos por el primer método
(x) y los obtenicdos por el segundo (y). La férmula es:

sum. (x-x)(y-¥)
r T e e e e e e e —~

\[sum.(x-ﬁ)gsum.(y—T)z

fx& = coeficiente de correlacidn

sum,= suma de

x = cada valor de los obtenidos con el método 1
¥ = valor medio obtenido con el mdtodo 1

y = cada valor de los obtenidos con el método 2
Y = valor redio obtenido con el método 2

Para facilitar los chdlculos tengamos en cusnbta que:
- 2
sum.(x-;&)2 = sum.(x‘)-&sum.x)z/n

sum. (x=X)(y=~1) = sum,(xy)-sun(x)sunly)/n
Se considera que la correlacidn es tanto mas per-
fecta cuanto mas sz acerca a 1 el valor de r. Bl grado de
siznificancia de r depsnds del nlnero de valoress comparados
por lo que a partir de r y de n ( nimero de parejas de va-
loras comparadas) s2 obtiene de las tablas el valor p que
103 habla del grado de significancie del valor r obtenido.

——mmzmm 2000z a——



CAPITULO 1
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EDAD EN LOS NIVELES DE LOS FACTORES DE COA-

1) EPECTO DE Li
GUTACT

Los individuos del grupo contrcl en numeroc total de
29 fuercon divididos en dos subgrunos: wo integrados por aque

llos de edad inferior a los 30 aflos, en total 14; otro por -
aquellos de edad igual o superior a 30 afios, en nimero de 15,
Los resultados obtenidos son expuestos en lz tabla n? 2 en la
gue puede obhservarse que el fibrindgeno y el factor ¥V pregsn-
taban niveles significativamente mds elevados en el segundo -
subgruvo ( mayor 4 igual a 30 afios ) qué en el orimeroc por lo
que en lo sucesivo todas las comparaciones estadisticas serdn
hechas en relacidn al segundo grupo y puesto que los pz2cien -
tes estudiados tenfan mds de 30 afios de edad, los grupos trai
dos a comparacidn estardn armonizados en cuanito al factor edad,
"El factor VII estaba tambidn significativamente elevado cuan -
do uszaros el método con substrato artificial ( tadla 5 ) nero
no cuando usamos un substrato natural y tubos siliconados re-
sultados gue se exponen en la tabla 2,

2) WIVELES DE LOS FACTORES DE COAGULACICH,

Las tablas n? 3 y 4 muestran los resultzados de los es
tudios de fzctores de coagulacidn en pacientas y controles, En
2 n? 3 se exponen los resultados para 1

- ) .
3 factores fi -

= 0

1
brirdgenos, fachor V, factor VIII y plaqueta os cuales no -
-
L

aban s-gnlflcaul mente aumentados en los grupos hiperlipo
ibrindgeno nor

odo turbidimétrico lo encontramos significativamente mds
bajo en pacisntes vertenscientes al tipo V que en controles, -
Como sospechamos gue la turbidez era responsable de este Irecho,
erminamos fibrindgeno por el método de RATNOFF y MENZIE que

se basa en la determinacidn del contenido en tirosina del plag

y]

-

me, cuyo fibrindzeno se ha convertido en fibrina por la accidn
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n t2l caso pusde obssrvarse que no existe
5 1

es de Fibrindgeno nlas-

-

oJ

teinemiag ITh y V; los factores VII y IX lo esba-

arlipoproteinemia I el factor X en el tirpo

IV, Para el factor VIT hemos expuesto los resultados del and
t

rato natural v tubos siliconados; tambidn se

o .

H
e factor con un substrabo artificiali

o

los resul
tadog son mostrados en la tabla n? 5., Se hizo un estudio del

coeficiente de correlacidn entre los resultaiogs obienidos con

4]
a
(_)—J
n
[l
=
kﬂ
o
Q
4]
H
i
I
e
0
i

ial y los obtenidos con substrato natural:
1 coeficiente de correlacidn r fmé isual 2 0.5085 correspon -
ondiente a un valor de p menor de 0,01 indicando con ello la

&
2
-
{9
0

orrelacidn entre ambos grupos de resultados.

) FACTOR VIITI POR RADIOIMITUNOENSAYO Y PACTOR VON FILLEBRAND;

L4

—

Za 1z tobla n? 6 muestra los resultados ovhtenidos en

la determinacidn del factor VIIT por radicinmunocensayo y la -
del factor VON WILLEBRAND por el método de la ristocetina. Co
mo puede observarse no encontramos diferencia significativa -
en los niveles de ambos factores entre los grupos hiperlipémi
cos v los controles, No se pudo llevar = cabo una correlacidn
con los estudios del factor VIII por el método de coagulacidn
rugsio que sz wiilizaron nara el radioinmunocensayo muashrag -
d2 plaswa cue sdn cuando perisnecian a los mismos pacientes,
adas en difersntes momentos, sepsrados dos & itres
1

e S dar A A A
es tomadas »ars estudios de Coa—

sulzadna,

& ocuanto 2l fachor VON WILLERPAND por 2l método de
12 ristocetina, fud determinado en plasmas previzrente conge-
lados y devilc 21l nroblema de la interferenciz qusz 1la turbi -
dez oceazionabs en el andlisis, solo pudo ser calculado en los
siegsma Je Lo hiserlipoproteinenia tizo IIz y conivoles, Mo -
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se encontrd diferenciz significativa entre ambos gruvos, Un
estndio de corrzlacidn se 1llevd a cabo en los trece pa
tes del grupo ITIa y los doce del grupo control e
lores del Ffactor VIII wmor radioinmunocensayo y los del
VON WILLEBRAND obtenidndose un coeficiente ds co

izgual a 0,49 correspondiente & un valcr de p menor de O,0L,
4) PROTRMMBINVA POR INMONORELECTROFORESIS CUANTITATIVA

Lo tabla n? 7 nmmestra los resultados del andlisis de
1la protrombina en plasmas hiperlipimicos y controles lleva -
do a cabo por un mdtodo de inmunoelectroforesis cuantitativa
segin la tdenica de LAURELL. Los niveles de protrombina son.
siznificativamente mds 2ltos en todos los grupos hiperlipémi-~
cos que en el grupo coantrol,confirmando asi los resultados de
los tests de Cozgulacidn, Sz encontrd una buena correlacidn
( » = 0.45, p menor de 0.0l ) entre la protrombina medida in-

V4

munoldgicamente 7 la medida en andlisis de Cozgulacidn,
5) PRODUCTOS DE DEGRADACICN DE LA FI3RIIA,

Los resulfados quedan expuestos en la tabla n? 8, De
los distin t os tipos de hiperlipoprotsinemias sdlo en el IIb
encontramos valores que estdn significativamente elevados en
relacidn 21 grunpo control, adn cuando los tipos V y IIa tam -
bidn presentan niveles mds elevados que el gruvo de normales
at a alcanzar las diferencizs una signifieancia

e )

ot
H
Q
@]
[45]
W
e
’._l-
[¢]
H
Q
8]
o
H
o

d
5 pudiesen afectar low niveles aparentes de
1os factores de Cozagulacida en el plasma, influsnciando de -
el resultado de los andlisis, { ror eje
do podria actuzr como un cofactor en el nlasma ), el siguien~-
+

te exparimento fud llevado a2 cabo:




»

S e

114,480 L g )} durante 48 horas a 49 hace gque todas las fra-
eicas { HDL, LDL, VLDL ) floten en una capa
saperior, separadz de una inferior que no tiene 4 tiene muy
poca cantidad de lipidos, Ambas fracciones fueron separadas,
dializadas durante 48 horas a 49 con tres cambios de cuairo
partes de suero salino y una parte de citrato trisddico al
3.8% y despuds de ello fueron analizadas para detarminar sus
coniznidos en lipidos y factores de Cozgulacidn

Coro pusde obsearvarse er la fabla n?2 9 la fraceidn
4  ~p .4__,(
s ipidos y no contenia
factores II, VII ¥y X los cuales estzban en la fraceidan
t

- = e N e N
snfa a su vez nada § s8lo una psquefla can

(e

eterminamos 1

o

tomamwos plasma normal 2l gque

£

IT, VII y X y le afadiwos proporciones cre—
, 75 ¥y 1009 en volumen de la fraccidn supe=-
wtrifugacidn, con lo cue obbtuvimos una serie -
de mezelas con unz conceniracidn creciente en colzasterol ¥

O

Tiede obhsarvarse como 232 concenbtracidn creciente en

14 3 7 “ -~ I o 3 . Py £ ot mpr S &
lipidos w se zZedmpalia d2 un incremento en la2 actividad de
~ : I
loz factores de Coaznlacidn determinados, viniendo de ase mo-
do @ proher gusz la wnresencia de mayor c2aitidad de lisoprotel-

tores I, VII vy L y en consecuencia que 1os aumentos en con -—

[
atracidn de factores de Cozgulacidn encontrados en los pa -

o

C
cientey hinarlivdmicos es real, es decir un verdadero aumento
ituyente de esos fzetores y no un mero in

sarra en 1oz eshulics:

o
L
1
{0
-
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Q
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gulacidn, Chsérvess que los resultados de la inmunocelec
troforesis cuantitativa para la protrombina vienen a apoyar -

Los resultados de los experimentos de adicidn tras ul
tracentrifugacidn a densidad 1.210 ( tabla n? 9 ) fueron repe=-
idos ¥ confirmados con los de ultra entrifugacidn a densidad

t
1,063 ( ta2bla n? 10 )}, en los que las lipoprotzinas se separan
en una fraccidn supsrior conteniendo LDL 7 VIDL y wuna fraccidn

b

nfavrior que countie EDL, ILa fraccida superior gue no contie-

> -

ne los factores de Coagulacidn II, VII y X fud utilizada para
erimentcs de adicidn a »lasma normal, obteniéniose re-

sultados similares a los citados anteriormente pare la adicidn
tras la ultracentrifugacidn en un gradicanite de densidad 1,218,

——-—::::OOO::::————



INFLUENCIA DE LA EDAD EN EL NIVEL
DE FACTORES DE COAGULACION

control I I ' Vii Vilk X
212 103 100 92 85 93
<30
10.3> 7.1 4.7 8.8 11.2 4.5
2939 101 1194 96 100 91
230 ,
2286 4.1 5.0 4.5 14.3 5.4

A = *Error Standard

2 = p<001
A = p<£001
fibrinogeno en mg%

factores en %

TABLA 2



FACTORES NO AUMENTADOS

grupos-control Ita b A" v
> 30

pacientes 15 14 24 32 6
. .
fibrinog. 293 261 302 252 204
(Ellis) 228 10.7 16.7 10.4 16.9
fibrinog. 313 314
(Ratnoff) 161 13.4
Vi 100 107 92 93 109
14.3 11.5 7.2 8.2 7.9

plaguetas- 197000- 261875~ 215380~ 214570~

185000 .
10376 35126 20815 8070 17000
v 119 11 4 117 104 93
52 5.0 3.9 3.8 5.8
A= *tError Standard

M= p< 0.05
fibrinogeno 2n

mg%
factores en %

TABLA 3



FACTORES AUMENTADOS

grupos-control
=30

pacientes 15

1 101

4.1

Vil 96

4.5

I X 8 4

6.7

5.4

A =*Standard
® =p< 0.01
A =—pxX 002
m —pi 005
factores en%

1’4

6.1

1194

6.1

1039

4.2

99

6.3

Error

b

24

1249

1279

6.0

114

41

TABLA 4

32

3.5

113

5.9

95

4.5

1084

4.1

1349

6.6

1579

6.6

1183

4.1

C111®

7.2



FACTOR VII CON SUBSTRATO ARTIFICIAL

grupo f. VIIC%)
control £30 87

41>

control 230 1074
7.0

Ila 118
7.1

b 1264
5.6

1V 106
: 3.9

v 129
15.9

A = *Error Standard
A = p €002
M = p o005

TABLA 5



FACTOR Viii POR RADIOINMUNOENSAYO
Y FACTOR DE VON WILLEBRAND

gruno £ v° £V, WillehQ
0.97 1.20
control =230 :
. 0.0 6> 0.12
093 1.10
Iia .
0.09 0.12
1.31
ilb
0.13
1.28
v
0.11
1.19
\Y
Q13
" = Error Standard
O =— en Unidadeas

TABLA 6



PROTROMBINA ANTIGENICA

grupo Prot. ant(%)
control <30 87
4.5M
control230 85
3.7
ita 1099
, 6.7
I1b : 120°
5.7
LY 1039
3.8
v 1149
11.7

Error Standard
p € 0.01

Hou

TABLA 7



PROCDUCTOS DE DEGRADACION DE LA FIBRINA

~

‘grupo PDFugr-c.c.)
contro|<3‘O 1.3
oa7™
controij2x30 1.4
0.16
Ila 1.8
0.16
ib 199
0.14
1V 1.4
043
v 1.7
017
 — Y*Error Standard
B = pgbO0S5

TABLA 8



6 VIEVL

ULTRACENTRIFUGACION A DENSIDAD 1,210

PLAS MA1
adicion factores % lipidos(img%
% H Vil X colests triglic.
0] 85‘ 84 88 126 4 6
25 82 86‘ 90 132 39
50 82 98 84 213 60
75 86 96 86 271 72
100 g2 88 80 351 91
fraccion sup, 106 15“0 90 82 18
fraccion inf, 0o 0 0 566 130

1
76
78
76
78
76

g0

106

PLASMA 2

factores % lipidos(mg%)
Vil X colest, triglica
80 74 126 48
88 84 140 42
86 78 211 58
94 74 290 75
90 74 356 93

80 0 0

0 56 4 128



oL vigvl

ULTRACENTRIFUGACION A DENSIDAD 1063

adicion

%

25

§0

75

100

fraccion sup.

fraccion inf,

PLASMA 1

factores %

H

66

68

68

71

71

o

Vi
71
71
80
84

84

X

75

75

81

75

72

166.188 . 110

lipidos(mg%)

colest. triglic.

1562

188

214

235

245

342

27

48

149

224

272

304

§72

16

factores

i Vil
65 68
65 86
61 80
71 88
66 80
o 0

148 222

X

80

85

80

82

80

128

PLASMA 2

lipidos

colest. triglic.

160

193

276

304

328

499

31

58

104

137

159

177

300



CAPITULO 1V



CAPITULO IV

<

stigacidn ha revelado que iandividuos apa-

es de edad igual o superior a 30 afics tid

lagmdticos de fibrindgeno yv factor V més

n comparados a individuos tambidn normae-
0

s de edad,

21 factor VII tambidn estd cleva

te cuando es determinado por un método con sustrato artifi-

o estadisticamen~

54:

cial, nero la diferencia no es significativa cuando el and-
Jisis es llevado a cabo uszando un sustrato naturzal y tubos
de ensayo siliconados. Z1 hecho del aumento del nivel de -
actor VII con la edad ha sido previamente publicado ( BRO-~
ZOTIC et 2l, 1.974 ) ( 131),

_ Iz alevacidn del Factor VIII con la edad ha sido

encontrado por algunos autores ( NILS30W et al, 1,959; CO0-
PIRBERG et al, 1,961 ( 132, 133 ) pero nezado por otros

( PRIESTON et al, 1.964 ) ( 134 ),

Un aumento en el nivel de fibrindgeno con la edad,
pero no en los factores V y VII,ha sido encontrado en pacien
tes con enfermedad coronaria manifiesta ( PITNEY et al; 1960)

wr - N -
‘s importancia sin embargo, tiene el nallazgo en
R e sra S s ;i Ly I 1 5 e T 3 B = ’
he dnvrestigoceidmn dz un incremento en 21 nivel de varions -

factores de comgulacidn en pacientes con hiperlipidemias, -

comnarados a grupos de edad similar de individuos aparente-
ment2 normales, Esho es particularmente cierto para las ni-
perlinoproteineas de los tipos IIb y V, pero tambidn aplica
en un grado menor 2 los grupos Ila y IV, Durante el tiempo

. . . - 2 . he . 2.3 e
d2 esta ianvestisncidn no hewos tenidy pacientes de los Tipos
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Iy IIT.

Los factores VII y IX estaban aumentados significati
vumente en los tipos IIa IIb y V mientras que el factor II
estaba aumentado en los tipos IIb y V, y el factor X en los
tipos IIb, IV y V., Los niveles medios de los factores II, VII,
IX y X eran nds elevados que en los controles en los cuatro
grupos analizados pero las diferencias no fueron siempre sig-
nificativas estadisticamente, Probablemente si hubidramos in-
cluido en nuestro estudio un atimero mds elevado de pacientes
todas esas diferencias se hubiesen hecho significativas.

Un intento ha sido llevado a cabo para determinar si
estos resultados representan un verdadero aumento en la con -
centracidn de la proteina constitutiva del factor de Coagula -
cidn, o bién un simple artafacto, es decir un simple aumento
en la actividad del factor. En un estudio previo ( KIN et al,
1.976 } ( 101) realizado en el mismo laboratorio sobre anima
les hiperlivpémicos el nivel de protrombina fuf determinado -
usando métodos en una sola fase ( OWREN et al, 1,951 ) ( 10B)
o en dos fases ( WARE et al, 1,949 ) { 135 ) y fueron encon-
trados niveles comparablemente elevados en los dos tipos de
determinacidn. En el presente estudio hemos obtenido un anti-~
cuerpo antiprotrombina especifico y hemos analizado las mues-
tras de plasma por dos métodos, uno de coagulacidn y otro in-
munoldgico: el nivel de antigeno relacionado a 1la vrotrombina
( o protrombina antigénica ) estaba aumentado significativamen

ta

en las cuatro voriedades de hiperlinovroteinemia aralizadas,

Otra nposible fuente de error considerada agui fué que
el nivel aumentado de livpidos plasmdticos pudiese afactar el
sistema analitico y jugar un papel no especifico, aumentando
asi el nivel aparente de los factores en los estudios de coa -
galacidn, Los lipidos podrian actuar de este modo al proveer
una superficie catalitica adicional facilitando as{ su inter -
accidn con los factores analizados,

oe

Sin embargo esto parece improbable por un numero de -
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razoness: a) uno d2 los factores aralizados, el V, no mostrd
aunsnto ern los gruwvos hiperlipidémicos adn cuando la metddi-
ca de su andlisis fué muy 51m11ar 8 iddntica a la de otros
factores que encontramos aumentados; b) la mayoria de los -
andlisis llevados a cabo se hacen con lipidos

S
’

.

R

afladidos log

cuzles deben ser de una clase bastante especifica y estir en
concentracidn Spbtima { VARCUS et al, 1.962 ) (17); c) el co-
lesterol por sf mismo es inactivo en varios sistemas de Coa-

idn = tiempo de recalcificacidnygeneracidn de la trombo
rlastina - pero combinado con otras fracciones fosfolipidas,
vrincipalmente Tosfatidil~colina y fosfatidil-serina, tiene
un efecto marcadamente sinergistico ( SORBYE et al, 1.971;
STERZING et al, 1.973 ) ( 136, 137).

En cuzlquier caso la mayorfa de los lipidos plasmd=-

s no estdn libres sino unidos 2 proteinas por lo que log
sultados de experimentos de adicidn 2 plasma de varias cla
ses de lipidos con determinacidn de factores de Cozgulacidn

v despuds de la adicidn son de internretacidan dudosa,
in embargy nosotros usamos ultracesntrifusacida para
iz separacidan de las livoproteinas, es decir lipidos unidos
o
e 1

a
péaicos 7 asi estudiar el posible efecto de su adicidn en sis
temas de Coasulacida.

L

-

mos podido comprobar que la totalidad

)
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-~ o~ . e re - . - o [ 4
de los factores II, VII y X eshudiados pﬁ‘ ba en la fraccion
B s Ayt NP 4 I taf - la a P 4 de
inferior que no conbtenia lisoproteinas, y que dicion de
- £
1la ¢opa asunerior linidica a plasma normel no tendn ninglin =fec
.! 'd

pc)
to mokre los andlisis de Coazulacidn., Por ello parecs nroba -
¢ los 1foidos plascdticos aumentados no causan un aumen
to en 1= actividad de los factores de Coagulacidn sino que -
exisbe un aumento real en la concentracidn de éstos, parale-
lamente con el zunento de lipidos en sangre, prosableuente a
s fisiopatoldgicos que estdn relacionidos
nd5ivo o a nivael de la utiliszacida perifé

- —
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Iste estudio ha sido limitzdo a los factores de
Cozgulacidn presentes en plasmas pobres en nlaguetas, por
1o que la funcidn de estos elementos sanguineos no ha si-
do evaluada, Sin embarge un reciente estudio ( CARVALIO .
et a1, 1,974 ) (83) de la funcidn plaguetariz en indivi -

R

duos con niperlipoproteinemias ha mostrado gue en pacien-
teg del tipo II las plagquetas agregan en wespuesta a 1:25
de la concentracidn media de epinefrirz, 1:3 de la concen-
tracidn de coldgeno y 1:3 de la concentracidn de ADP, cuan
do compzarados a las resgspuestas de plagquetas procedentes de
individuos normales, Ademds la tobal liberzcidn de nucledti
do estaba incrementada de 4 a 6 veces con todos los agentes
agregantes, Sin embargo la liberacidn de los factores pla -
gqustarios IIT y. IV, la adhesividad plaquetaria y la reitra -
ccidn del codgulo fueron normales en estos pacientes de hi-
perlivoproteinemia de tipo II.

En contraste plaguetas procedentes de individuos -
con higverlipoproteinea del tipo IV mostraban una sensibili-~
dad a2 ADP y coldgeno normal, una liberacidn de nucledtido -

normal y una liberacidn de serotonina marcada con Ci, normal,

Estos datos sugieren que una funcidn plaquetaria in
crementada puede contribuir a las complicaciones trombdticas
de las hiperlipoproteinemias y puede complementar el efecto
del aumento de nivel de los factores plasmiticos de Coagula -

cidn encontrado en este estudio,

En este momento guisidramos hacer un2 obssrvacidn -
cuya validez puede ser limitade por el corto nimero de pacien
tes a que se aplica: entre los individuos que estudizamos,cio-

<

o tenisn una hiperlipoproteinemia de tipo IIa familiar, IZllos

]

tenfan todos menos de 30 afios; 2un cuando se conoce que estos
pacientes suelen desarrollar una arteriosclerosis muy tempra-
ra y 2 menudo mueren en las décadas de los 20 ¢ 30, ninguno
de ellos tenian hasta el momento manifestaciones clinicas de
artzriosclerosis, Si comparamos sus niveles plasmdiicos en -
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EN GRUPO

grupo n I1

. normal £30 16 103
7.0™

lia <30 5 109

11.5

A = *Error Standard
factores en %

TABLA

<30

87

41

86
4.7

11

X

101

5.6

68
5.7

93
4.5

76
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DESCENSO DE LIPIDOS Y FACTORES CON DIETA

pacientes fecha
1—-10—-74
Wilkowski
13—11
2-10—-74
Grienberg
13—11
8—-10-—-74
Levine
26—-11
22—-10-—-7 4
Feeney 5—11
26—11
22-10~—74
Peterson
{2—-11

colest, y triglic. en mg por

factores en %

TABLA 12

colest. triglic.

253

198

330

216

266

217

159
170
151

309

282

100

821

268

118

129

5561

134

517
274
169

1400

176

c.c.

1
98

92

100

95

142

136

132
114
114

178

Vil

153

79

150

75

138

80

120
86
61

141

123

120

73

78

79

100

62

165

101
85

115

130
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fectores del complejo protrombinico ( II, VII IK X ) a
ios obTenidos en el grupo de sujetos normales da menos de
30 afios ( tabla n? 11) puede observerse que ciertamente
los valores medios no son mds altos en los hiperlipémicos
sino inciuso nmds bajos -con iz excepeidn del factor II-

folc!
sungque las diferencias no son estadisticamente significati-

S
vas, L2 edad mediz de los cinco pacientes hiperlipdricos
"'17 xw.-Oo"‘ b S—t:}«

efiog= puede ser un ractor pero de todos modos si esva obser

nte menor gque la d2l grupo de normales-25 -

vacidn se confirma con mayor almero de pacie ntes, e
tante afirmar que los niveles elevados de =)
ticos de Coagulacidn no parece ser una circunstancia precur

sora o concomitante con el desarrollo de arteriosclerosis,

Otra observacidn es la deducida de la tabla n2 12
gue también ha de ser mirada con cierta reserva por el redu-
entes, Entre los individuos hiperlivdmi

i
s incluidos 2n la citada tabla fueron se -

’
gnidos en las Ffechas indicadas y los valores lipidicos en -
plasma fueron reducidos sin otro tratamiento que una dieta -
gdecuada, Puede observarse como existe una tendenciz manifieg
ta psra los nivelss de factores de Coagulacidn a descender al

a
nismo tiempo que vajan los niveles lipidicos en sangre; o en
otras palabras, que el tratamiento de la hiperlipidemia puede
correzir los vzlores elevados de factores Az Coagulacidn y la
a

vosible hipercoagulavbilidad que ello co*lLeva.

71 estudio del faetor VIII por radioinmuncensayo (ta
bla nt &) vino & confirmar los hallazgos de los tesis de Coagu
lacidn de cus no parecla existir una significativa diferencia
entre los valores encontrados en hiperlipdmicos y en indivi -

Tamooco nube diferencis en el nivel del fachor Von

Willebrond en hiparlipémicos del gruvo IIa y en normales,
¥ raeferenciza 2 1 estudio de los nroductos de degrada-
cidn de la Fibrina en indiviluoe normales y en picientes hiper
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ia
dos sunque la diferencia solo alcanzdse significado eshadis-
grupo ITb, Probablemente si se hwubilesen incluido
acientes log productos de degradzeidn del fibrindzeno
v fibrina hubiesen estado elevaqos significativamente en los

tambidn,

Solo se puede afirmar el hecho de ester elevados puds
el zsignificado es oscuro, particularmeate a la vista ds algu-
nos estudiog previos que mosirabaa una disminucidn de la ac-—

tividad fibrinolitica y enfermedad cardiacz isquémica y otros
que han mostrado que existe una respuesba fibrinolitica dismi
nuida al estfmulo del ejercicio en pacientes con hiperlinopro-
teinemias del tipo IV( EPSTEIN, 1.970) ( 138). Este recho no
podrd ser explicado hasta gque no alcancemos un mejor conoci -
miento acerca del metabolismo 3Jel fibrindgeno y de la fibrina
en circunstancias normales y patoldgicas, Sin embargo cabe la
posibilidad a ser tenida en cuenita, gue esos productos sean
derivados de fibrira depositada en los vasos sanguineos como
oo nsecuencia de un estado hipertrombdtico, Asi por ejemplo -
usando unz téenica de inhibicidn de la hemaglutinacidn fué en
contrado’ { RUCKLEY et al, 1,970 ) ( 139 ) un nivel medio de
productos de degradacidn de la fibrina en suero mds slevado en
un grupo de pscientes en el rostoperatorio afectados con trom
bosis venosa profunda, cuando comvarados a otro gruvo de posh-
erados sin trombosis vernosa prcfunda.

Tambidn estdn aumentados PIF 2 mds a2lto nivel en em —~
n

bolizmo pulrmonar anngque en e3 caso no estd claro si s2 debe
a la trombosis venosa Drofunda, al infarfo pulmornar o a la Coa

gulacidn intravascular que puede complicar el infarto pulmonar,

La relevancia que pueden tener los hallazgos de estac
investigacidn en enfermedad hum2na no mstd clara, Un aumento
en los niveles de factores de Coagulacidn puede ser imrortante
n la -énecis de un estado hipercoagulable v de ese modo 3pr0 -

]

4_ .l.

1

nover 2

ronbosis, pero la asociacidn no es dire

>



Sin erbarzo estos hallazgos nodrian indicar que los

estados hiperlinpoproteinemicos pusden ser tambidn higertron-

bdticos en viritud de los niveles elevados de alguncs factores

de Coagulzcidn, vy vodria sezulrse una terapia prevenbiva ya
pab ? 'y - £

cue como ze miestra en la t2bla n2lZ el descenso en 1l2s ci -

o s
ce conducir 3 un descenso narelelo en 1los

3
niveles de factorss de Coasulacidn,
TI HIPERCCAGULABILIDAD SANGUINEA

final a este discusidn deseo exnoner el
riencia de otros investizadores gue han tra
circunstancias y cambios patoldgicos -
ug pudiesen definir un estado pretrombdtico.
In realidad desde que WIRCHOW, 1.846 formulese su hi-
acerca de la patogenia de las strombosis incorvorando

S
1z triada de alteraciones en 21 flujo sanguineo, alteraciones

-

en los constituyentes de la sangre y alteraciones en la pared

n pié, si bidn 2lgo modificada, puds hoy se reconoce que los

ctores no necesitan operar simult te en cada caso
e tronbosis., Desafortunadamente a pesar de los afios Traascu -
rridos, del dinero y esfuerso consumidos en esta tarea aidn hoy
no disponsmos de un simple andlisis de sangre capaz de prade —
cir un rieszo aumentado de Ttrombo
tadio iniecizl del accidente trowb

corin 8l conocemds una gserie de a

B

1) Recuento y funcidn plazuetaria,.- Puzsto aque estos 2la -
MmEntos juegan un pagel fundsimental en trombosis sodretods aria-
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rial, vodria ser esverado cue alieraciones en su ndmero 3§
funcidn pudiesen poner en evidencia una tendencia trombdti-
ca., La relacidn del recuento plaguetario y trombosis no es
clara. Adn cuando existe un aumento en el numero de plague—
tas en situaciones en que trombosis es comin como postopsra-
toric y postparto, sin embargo el incremento es mdximo alre-
dedor del décimo dia en el nostoperatorio mientras que alre-
dedor del 50% de los casos de btrombosis venosa profunda de-
tectados con la técnica del fibrindgeno marcado con Ij31 em
piezan en el primer dia postoperatorio ( FLANC et al, 1.,968)
( 140 ). Adends un incremento muy marcado eén el nimero de -
plaguetas est

bSticos, Asi

un pobre indice de predisposicidn trombdtica ( GUWZ, 1.960)

(141},

4 méds ligado a accidentes hemorrdgicos que trom
o (=] —
pués un aumento en el recuento plaquetario es

En cuanto a la funcidn plaquetaria tanto adhesividad
aumentada al vidrio como agregacidn incrementada en respues-—
ta 2l ADP han sido encontrados en vaclentes con enfermedad
cardizaca isquémica ( ZAHAVI et al, 1.569 ) ( 142).

Tgualmente adhesividad aumentada ocurre en casos de
enfermedad vascular periférica y en pacientes con infarto -
agudo de miocardio o trombosis venosa reciente{ HIRSH et al,
1,955; BYGDEMAM et al, 1.969 ) ( 143, 144). También adhesivi-
dad v agregacidn aumentada han sido encontradas en el post -
overatorio y postparto, circunstancissen que aumenta la pogi~
lidad de trombosis ( BYGDEMAN et al, 1,956; 3BENNET, 1.967)
( 145, 146 ), Sin embargn otros autores (NEGUS et al, 1.,969)
{(147) no hallaron diferencia en la adhesividad plaguetaria
en el postoperatorio enire aquellos que desarrollan trombo -
sis y aguellos que no la desarrollan ain cuando todos ellos
la tuvieran incrementada, .

Tag complicaciones trombdticas son muy frecuentes en
el perfodo postesplenectomfa lo cual puede ser debido no so-
1o 21 incremento de la adhesividad plaquetzria sino tambidn
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a la trombociitosis tan comdn en esta circunstancia ( IIRSH
- k 1

uvendo la adhesividad y agregacidn plaquetaria

C
aunenhtadas observadas en el postonsravorio, posbtpario y post-

infarto puedsn ser debidas a una reaccidn de stress no espe-
cificn, sin emnbarso existen buenas razenzs tedlricas para -
creer gug un2 alteracidn de la funcidn plagquetaria estd re-
lacionada causalmente a un aumentado rissgo de trombosis; sin
suparso atin no es posible identificar a los iadividuos suscep
tibles a travds de estos estudios nlaguetarics lo cual =s da2-
bido en parte a las dificultades téecnicas y a los errores gyue
esos estudios conllevan,

2) Iecanismo de Coagulacidn,- Hipercoagulabilidad puede'
resultar tedri amente de la presencia de Tactores de Coazula-
cidn activado en exceso d2 la actividad inhibitoriza, La in -
nortanciaz de la Mactividad” de los factores opuesta 2 la "con
czntracida® se ilustra npor los experimentos en losz gue la in-
Tisidn del factor X no activade en 12 verna yugular de un co -
o a la formacidn de btrombosis a pesar del cata-
‘sis establecido vero la infusidn de menos de una cenitésima -

cantidad del factor X en estado "getivado' condu-
ig{ WESSLER et 2l, 1,968 ) ( 149 ). A este res -
n de gran interds los experimentos en animales en los
que sz demostrd que el higndo de conejo es capaz de iliminar

A2 12 cireculacidn sanguinea los factores IX v XI activados -

Suero es rapidamente atenuada; sin embargo si
experimentalmente 1la circulacidn hendtica es ocluida despuds
- -

e
de la iayesccidn de suero, 21 esiado aipercoagulable se prolon

ocurren en 1os gitiocs de estasis veno-—

mds factores de Coagulacidn a ¥ nivercozgulabilidad " no es-
otalimente dsfinida adn cuzndo ha sido aceptada por muchos

’

LT 2 - YT AT folrde] 353 kn S KAl 2. -
sutores ( EDITONTAL, LANCET, 1,573 ) i51 1), Zn efacho exis -

Y



ten varias enfermedades o situaciones 2n las que g2 nresenta
unz elevacidn de FTactores de Cozzulacidn y una tendenciz au-
mentada o padecer accidentes trombdticos: por ejemnlo la ele-
vacidn de log factores VII, VIII y X en el embarazo { PECHET
et al, 1.,961; STRAUSS et al, 1,963; TALBERT et al, 1,954 )

( 152, 153, 154 ); el aumento del factor V después del parto
( DAVIDSON et al, 1,963a) ( 155) y de los factores VIII, IX
v X en el perfodo postoveratorio ( EFEBERG, 1,962b )} (155);
(DAVIDSCN et ai, 1,9563b) (157). '

Blevacidn de un ndmero de factores de Coagulacidn ha
sido observada en vacientes gue han sufrido previamrente un
accidente trombdticc: aumento en 21 factor VIT ( ALEXANDER,
1,959) ( 158); factor V { OLWIN et 2l, 1.950 ) ( 159); fac -
tor VIII (COOPERBERG et al, 1.961) (133) han sido encontra -
dos por esos autores, Ademds las observaciones de femilias -
con niveles elevados de factor V { GASTON, 1,966) ( 150) 4
factor VIII ( PENICK, et 21, 1.956) (161) que tienen wna alta
incidencia de trormbosis espontdneas presta apoyo al concepto
de que niveles elevados de factores de Cozagulacidn nueden ser
responsables de un estado hipercoagulable,

Ademds animales con hiperlivpidemia inducida por die -
ta (DAVIDION et al, 1,962; MERSKEY et al, 1.964; NAINI e% a1,
1.951) ( 88, 89, 90 ) & congdanita ( KIM et al, 1,975) ( 101)
tienen niveles aumentados de factores dz Cozzsulacidn y ratas

niperlipiddmicas congénitamente obstruyen uan by-pass adritico

!.J-

mplantado mucho mds rdpidamente que ratas normales,
Tarbién es imporbante considerar gque los cawnblos con—

ducentes a Coagnlacidn ¥ trombosis nueden ocurrir solo local-

L

- 1

nente ¥ no ser debtectado en la circulacidn general. Asi se ha
visto que el tiempo de Coagulacidn de sangre venosa uterina
ea el momento de la separacidn placentaria estd marcadamente
acortado cuando comparzado a solo un cambio minimo que ocurre
sangre venosa perifdrica en eso momento ( BONNAR et al
) (162),

O W

1z
1.97

[o)
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vesar de todos estos hechos es posible que un
avmento en l1a conceniracida 4§ actividad de factores de Coa~
gulacidn por si solos no puedan provocar btrombosiis como lo
demuestran los experimentos de BOTTI et al, +.,64 ( 153).

Ellos creaban en animales de experimentacidn un estado hi-

vercoagulable por infusidn de dcido eldgico, el cual acti-
va el factor ZTL (RATNOTF et al, 1,964 ) ( 164 ), De ese -

rodos aguellos auvtores encontraban un marcado accritamiento
del tiempo de Coagulacidn pero trombosis no ccurriz, Esta-
§lo, tampoco dmba lugzar 3 trombosis ero dsba -
n despuds que el animal habla sido hecho hipercoazula-
ble por la inyeccidn de fcido eldgico y eshasis era provo-
Cadd 2n un Serriitorio venoso, IS posil

g troeszs Tactores de WIRCTOYW sean necasari

0

o
produccidn d3 trombosis, y gue un aumsnto en
1

i 1 e
cidn o actividad de los factores de Coagulacida suponga un

rigaze de trombosig,

] 0 L.
I cuants al Fibrindeno vlaszditico dste z2 halla -
s ren ey L . . FOR S, kot L - - ~ - RS ey
cumencado en un atmiero de siituaciones en que Trombosis es -

comdn, como »or ejemplo en emburazo, puernerio y periodo -
aoghoneratorio pexe ¢como se na dicho antes otros factores -

N e

estdn tombidn mumsntados y nor ello la

.

factor individualmente considsesrado es & il de evaluar, -

®» H

Tueda que rarie de su

ciranento de la viz
o

Ty pom 3 s N 5 ey om L e ~ P BN UL hal L :
3) Comznlejos 22 los mondmeros de fibrina,— La tromelina

- » ~ e ° . - -
2 log polimeros de fibrina que formardn el coa;ulo..

wavo de Tibrina nmusde formar complejos solubles con fibrind-

" - ES L gu ; Fai] 3 - 23
gend 4 con productos Jde degracidn de la fibrina producidos -
iy -, 1 - . . - AN . ~ e .
cor iz zecida de Yo plasmina sobre el fiuriandgenc o fiurins,
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En 1,970 FLETCHER et al ( 167 ) usando unza tdenica
de cromatografia on gel detectaron en plabﬂa la presencia de
esos complejos ¥ encontraron una buena correlacidn con la -
téenicz del fibrindeeno marcado con I137 rara la deteccidn
de trombogis venoszs incipientes. Ellos concluyen cue la opre

J

gsencig de complejos de mondmeros de fibrina y fibrindgeno -

i.Jo

icar un estado de hipercoagulabilidad que precede a tron

bosis. Este trabajo es ciertamente importante y estd pendien
te de confirmacidn y extensidn,

La presencia de los citados complejos puede ser de -
tectada mds simplemente aunque menos especificamente a tra -
vds de los tests de paracoagulacidn usando etancl, sulfato -

de protaminz 4§ reduccidn de la temperatura. Todos ellos ac -
tuaa liberando el mondmero de fibrina del complejo permitien
do asi su polimerizacidn y visualizacidn como fibrina. Se ha
dicho gue el test del etanol es mds especifico para la pre -
senciz de mondmeros de fibrina en plasma ( GODAL et al, 19 71)

=]
‘( 168 ) pero la confirmacidn clinica de esta afirmacidn es -

4} Inhibidsores de la 004vu19016v.— Si existe un descen -
so en los inhibidores de la Coagulacidn, tedricamente se pro
ducird un estado de hipercoagulabilidad, Tenemos una confirma
cidn de ello en la prictica por el hecho de que pacientes con
una deficiencia congéunita de antitrombina IIT muestran una in
cidencia aumentada de trombosis ( EFEBERG, 1.955) { 169}, E1
nivel tambidn se ha notado descendido en trombosis venosas §
fendmenos enbdlicos ( KAULLA et al, 1,967 ) ( 17G ) pero ello

puede ger una consecuenciz mds que uvna causa de la trombosis,

-

[$¥]

U

) Actividad fibrinoiitica,- Unz disminucidn de la activi-
dad fibrinolitica a

trombosis al permi

odria tedricamente aumentar la tendencia a

._.}. )

r 12 acumulacida de fibrina y oclusidn de
los vasos sanwuineos. Tuchos estudios se han llevado a cabo a
cerca de este tema con resulifados no siempre concordantes: -

Asi usando técnicas que miden el activador del plasmindgeno



na 3ldo encontrada en ;a01entes con arseriosclerosis de la
extremidades inferiores ( NESTEL, 1,959 ) ( 171); enforms ~
i2d coronariz ( CHAKRABARTI et al, 1.968) ( 172 } e infarto
sulmonar previe ( ELLISON et 21, 1,955) ( 173). En cembio no
takx 4if rada en otros estudios como por ejer

S D
rmedad coronaria ( NERSXEY et al

("
e
) ( 27, 164) cuvando se les compara a
r

La frecuencia de enfermedad tromboembdlicz aumenta

con la adad pero no existen datos conclurenites de que la ace-
1itica disminuya con la edad, Es tazbidn co-

nocido el hecho de gue la oclusidn venosa conduce 2 una libe-

zeidn del activador del nlasnindzeno de la vared vascular;

ouds bidn, ss ha encontrado que 21 respussta aumenta con la
edad en les miembros suneriores, wientras que disminuye en
log mismbros inferiores ( ROBIRTSOY et =21, 1,972 ) { 175) lo
cual puade ser significativo dada la major relativa frecuen -
cin dg Yrombosis venosas en misxbros inferiores,

Tor ouen fa:te wn estudio llevado g caBbo usando una

si nula a nivel de la tromtosiz y estd disminuida en regiones
distantes del tromho { PANDOLTI et 21, 1.959 )} ( 177) aungue
38005 camplos eden ger simnlemenbte unz consecuencia mds que
una causa del proceso trombdtico, Iguzimente s2 nuede criti -
cir Jde obtros eshudics gue han encontrado una dismirucidn de
la achividad fibrinolitics despuds de erisodios trombiticos,
Es3v0os hallazzos no pueden ser extragpolados y considarzdos co-

- e A . ey vy e Lt ™ -
actores d2 un estady preftrowbiiico. IEn con —

e

sangre tie
=

CLC® 03
ne un escaso valor discriminatorio en la evaluacidn de una -

En cuanto a los inhibidores de la fibrirolisis tampo-

. 3 - S QE 2 e = ~ 1. - [ S S - - - ~ 3 Ny 3
co del estudio de 4uses se ha abhlenide una evidencia conclusie-
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va oue pueda ser usada para nradecir trombosis, avn cuando un
nivel elevado del inhibidor de la activacidn na sido sncontra
do en paclenbes con trowb031s venosa recurrente { WIL30Y et
al, 1.961 ) ( 178 ). Tombidn han sido encontrados niveles al-
tos de actividad antiplasmi ica en algunos pacientes con trom
bosis ( MABYE, 1,961 ) ( 179).

B.- CONDICIOUNES AINBIENTALES, GENLETICAS Y ADCUIRIDAS 4UZ
T I

IDISPONTT A

Eztas condiciones § factores han sido implicados por
medios epidemioldgicos y serdn revisados brevemente con refe
rencia especial a los cambios hamostdticos ques pueden ser res
sonsables de tal ssociacidn,

Gruvo sanzuineo.- S2 ha visto e

050 el grupo C es més raro que

en lz -oblacidn gensral { DICX et al, 1,953 )
o

do notado un sumentado riesgo d= infarte de wio

. L oL — - q9 . .
tratados vor tromboembolismo ven

ATFRT Y T

ai
nargonas del grupo A ( BRONTE~-3TZJARD et al, 1,982)
.
L

?
2 ha side hallado que la oclusidn arterial ds la;

ci‘

3
tremicdades inferiores estd unida al gruso 4 { KING33URYZ, 1,
82), Todo ésbto puede significar que factores mediados vo

i
los grupos sanguineos pueden tener un vap
r

e
trombhosis, Asi el factor VITII ha sido encontrado e e

versoras del grupo A( PRESTON et al 1,964) ( 134 ), Tambidn -
1o concentricidn nedia de antiitrombing IIT ha gide encontrads

2) liperlipoproteinenmias,- 23Tas constituyen el objieto de
este trabzjo y han sido amplizmente discutidas anteriormente.

3) Homocistinuria,- Es un error innato del metabolismo -
cizdo con retardo mental y una tendenciza marcada a tromboasis
erterial y venosa ( CARSON et 21, 1,955 ) (184). La cousa de -

estz tendeancia ha sido atribuida a adhesividad »las ustaria eue

Ot
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mentada ( Ye DONALD et 21, 1,654 ) ( 185 ) £ a2 12 activecida
del Iactor XII por homocisteina (RATNDFF, 1.964 ) ( 186).

m

4) TPolicitemia Vera,- Trombosis es una complicacidn
frecusnte ¥ la mds comin causa de muerte { CHIEVITZ, =t al,
Py

i
1,962) ( 187 ). El aumento de viscosidad es cldsicamente con

sidarado el factor principal, pero el elevado recuenbto plague
tario pusde ser importante mebzéu,

5) Enfermedad maligna.- Desde las nrimeras observaciones
de TROUSSZAU en 1.872 la tendencia a desarrolilar trombosis por
muchos cdnceres es un hecho conocido v enbtre las alteraciones
encontradas en el mecanismo hemostdtico figuran el aumento en

el recuenbo plaguetario( LBVINV et 2l, 1.954) ( 1828 }; adhesi ~
vidad plaguetaria aumentada ( HOOLTEN et 21, 1,963 ) ( 189 );
factor IX aumentado (WATER3URY et al, 1.967) { 180

en la concentracidn del factor VIII( ANUNDSEN et
( 131) 7 to en los factores V, VIII, IX y XI
1.267) (192 ).

) v =zumento
al, 1.953)
{ MILLER et

R

Y}

A2y

1
]

St

-

5) Diabetes Mellitus.- Estz es

cida tendencia a arteriosclerosis prematura y a cclusidn vas-
cular como complicaciores,., In diabdticos hs sido eacontrado -
un zumento en la adhesividad plaguetaria al vidrio( MCOLTE

et 2l, 1,953)( 189 ); aumento en la secrecida del factor pla-

auetaric IV ( CHMIZLEWSXI et al, 1.970) { 123 ); elevacida
del facter VITI ( EGI3ERG, 1,953 ) ( 184 ) 7 unz actividad £i
brinolitica disvinuidaf{ FIARNLEY et al, 1.9523 ) ( 155 ).

e e N e} o \ 20N o L PO 1
1) Contracsntivos orales,~ A travds de estudios 2zidemio-
e - 3 a4 - - - et :
légicos se ha poiido evidencial una tendenciz aumensada 2 pa -
A ~ 3 N - ~ L .3 "y 2o m s b
decer accldasnifes tromboemdolicos ea mujsres tomando consracep -

T - 3 o - 3 1 - -, -
i mayaria de les investigadorezs han eacontrado solo
. . r . i ma? . . I d - 1 -
slteraciones minimas en el numers de plaguetas o en su 2gim-
. - o ’ o R “ y
ridad, ners sin e 0 1z agrezacldn vplaqguetaria ki sido en -
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contrada elevada en re3puesta a ADP en mujerss tomando con-
traceptivos conteniendo estrdgenos ( POLLER et al, 1,959)
( 197 ) pero no progestdgenos solo { POLLER et al, 1.971)
( 188 ). |

Una acelerada generacidn de tromboplasting ha sido
encontrada asi como niveles altos de fivbrindgeno ( AVBIUS
et al, 1.969 ) ( 199 ); protrombina elevada ( RUTHERFORD et
21, 1,964 ) ( 200 ); factor VITI elevado, y los factores VII

ore aumentados despuds del tercer ciclo( POLLER
( 201), Una reduccidn en la actividad de la -
antitrombina IIT en plasma ha sido encontrada { HOVIE et al,
1.970) ( 202 ). Los efectos de los contraceptivos sobre el -

sistema fibrinolitico no estan del tode aclarado,

Complejos de mondmeros de fibrina han sido detecta -

dos en mujeres tomando contraceptivos ( ALXJAERSIG et al, -
.970) ( 203) sezin la técnica descrita anteriormente en este
capitulo y tambidn fiorindgeno precipitable por el frio se -
encontrd en 25% de esas mujeres ( PINDYCK et al 1.970) ( 204)

8) Tabaco,.- Fumar cigarrillos ha sido incriminado como
un factor causal de enfer Medad coronaria arterial ( DOLL Pt al
1,964} (205), El mecanismo no ha sido del todo ackarado pero-
se ha podido observar un zumento transitorio de la actividad

plaquetaria, concretamente de su adaesividad, relacionado = un
sumento en el nivel de dcilos zrasos no esterificades (i TTURCHET
SCN et al, 1,385 ) { 205). Tambidn se ha observado gque 21l au-

mento normal del fibrindzeno con la 2dad estd acentualo en fu
adores ( CG3TCH et al, 1,970 ) ( 207.).

Tuede obvservarse pués que son muchas las circunstan -
cios implicadas en la aparicidn de accidentes trombdticos, en
la mayoria de los casos por mecanismos que no estdn del todo -
dilucidados ( RAJLES et '
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Muestro vrovdsito ha sido el de tratar de contribuir
al esclarecimiensto de iog posibles mecanismos a bravés ds
las higerlipoyproteinemias pudiesen promover su -

o e
reconocida tendencia a desarrollar complicaciones trombdti-
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3,=~ Hemos dividido 1o

individuwos normales en dos

s
srupos: aquellos de edad iguzl & superior a 30 afios ¥ aque-
o

i
llos de edad inferior a 30 af s; hemos encontrado que existe
un aumento en el nivel de fibrindgeno y factores de Coazula -
cidn V y VII ( facbtor VII cuando determinzdo con la técnica
usando substrato artificial ) con la edad. Tos controles de

3 -
edad igual 4 superior a 30 afios vresentan niveles mds 2ltos

z?a“é

feothores aue los contrcles noLmales de edad inferior

4.~ Los pacientes con hiverlipoproteiremias de los
enan niveles de los factores de Coagulacidn
omplejo protroxbinico ( II, VII, IX v X ) significative-

c
mente mds elevados que los controles normales de edad compa -
ele

ratle., Tos factores VII y IX estan tambidén dos en la hi-
perlipeyproteinenia del Tipo Ila y el Tactor X en el fipo IV,

.~ Ninguna Jdiferencia entre hiperlipémicos y norma -

do encontrada parz plaquetas ni para los fachtores de
Coumulacidn fibrindzeno, V y VIII ( este Ultimo determinado -
nor uhk ndtodo de Coasulacidn y por radicinmunoensayo).

6.,- E1 factor de YON WILLEBRAND no estd aumentado en

T niverlivoproteinenia l2 tino IIa ecomparadd al gruzo con -




trizglicdridos, Zn efzcto nosobros anconbrazmos nivelas zismi-
ficativameabte mds bajos en la hiparlipoproteinemia ds tipo ¥V
smparados al grugo control normal cuando usamos el método -
turbidizétrico descrito por ELLIS y 3TRANSKY, mientrz2s que no
t21 diferencia fud hallada cuando a2 esos nismos nlasmas se
]

oplicd el método no turbidizdirico de RATIOFR vy LEVZIE,

8.~ Tos productos de degradacidn de la fibrina estdn
zumentados en la hiperlivoproteinemia del tipo IIb lo 1 oo
dria reflej2r una incrementada tendencia tromddtica en este -
grupo, siendo aquellos el resultado de la eliminacidn de depd-

sitos de fibrina en los vasos sanguineos,

9.~ E1 aumento an el nivel de protrombina encontrado
da

en estudios Coagulacidn es tambidn detectado al estudiar

el antigeno relacionado a la protrombina por un mdtodo inmuno-—

1dgico, lo cuzl indica que no se trata simvlemente de un aumen

to de actividad sino de un verdadero awmento de la proteina -
~ 3 o

[¢]

onstituyente de ese factor de Coagulscidn,

10,~ La fraccidn rica en colesterol y triglicdridos
que flota en gradientes de densidad 1.210 § 1,063 por ultracen—
trifusacidn no contisne actividad slzuna de los facitores de Cozn
sulacidn II, VII y X, los cusles s2 hallan todos contenidos -

enn lg fraccidn inferior zusente § vocbre en 1irnidos,

11.,- Lz adicidn de esa fraccidn superior de ultracen
trifuzacidn, auseunfe en factores de Comgulacidn y rica en lino
sroteinas, 2 un olaspa normel no nroduce un zumento en stz de
la actividazd d»2 los factores de Coagulacidn II, VIXI vy X, lo -
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