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INTRODUCCION

El fibrinbgeno es la proteina mas importante para que se lleve
a cabo el proceso de coagulacién de la sangre (8). Si existe alguna de-
ficiencia en su concentraciéon sérica pueden presentarse procesos hemo-
rragiparos que en algin momento pongan en peligro la vida.

En la actualidad se ha descrito claramente la concentracion séri-
ca de fibrindgeno en adultos y nifios mayores, sin embargo, no hay estu-
dios acerca de la concentracién de fibrindgeno para recién nacidos de
nuestro medio.

Esto nos motivo a realizar la presente investigacion en la seccion
de Recién Nacidos del Hospital Roosevelt tomando 500 neonatos de
37 a 40 semanas de edad gestacional y establecer en ellos su valor pro-
medio y rango de oscilacién de fibrinbgeno, segun edad gestacional, asi
como utilizar en el laboratorio clinico la técnica del método turbidi-
métrico de Parfentjev modificado en recién nacidos, método cuanti-
tativo que precipita al fibrinégeno y deja las demas proteinas en solu-
cion. (16).

A los datos obtenidos se les efectué pruebas de significancia
estadistica las cuales demostraron que los valores no presentaron cur:
vas de distribucién normal y que si existen diferencias estadisticamente
significativas entre los valores promedios encontrados para cada edad
gestacional. En base a ésto, no se pudo dar el promedio como repre:
sentativo siendo el valor de la mediana y los percentiles 25 y 75 los que
representan a cada edad gestacional.

Esta investigacion se llevo a cabo durante el periodo compren
dido del 15 de mayo al 15 de julio de 1985.



DEFINICION Y ANALISIS DEL PROBLEMA

Muchos signos en el periodo neonatal, solos o en uniéon con ma-
nifestaciones clinicas de anomalias en otros sistemas pueden sugerir
un problema de tipo hematologico. (2,7). La palidez, ictericia, presen-
cia de petequias, sangrado del cordén umbilical, sangrado gastrointes-
tinal o de cualquier otro sitio de puncion, hepatoesplenomegalia, taqui-
cardia, taquipnea, apatia o anorexia, pueden dar al clinico la sospecha
de una enfermedad de tipo hemorragico. (4).

En la actualidad en la seccién de Recién Nacidos y en la unidad
de Hematologia del Hospital Roosevelt se desconocen los valores
normales de fibrinégeno sérico de los neonatos, asi como en el Labo-
ratorio Clinico no se lleva a cabo la técnica de laboratorio para cuanti
ficarle por carecer del dato anterior. También carecemos de informa-
cién acerca de fibrinégeno plasmatico en Recién Nacidos guatemal
tecos contando solamente con valores que la literatura reporta los cua
les muchas veces han sido obtenidos mediante la utilizacién de otras
técnicas de laboratorio.

En el presente estudio de tesis se pretende establecer el valor
promedio y rango de oscilacién de fibrinogeno segun edad gestaciona
de 500 necnatos tomados al momento de nacer de la poblacién que
asiste al Hospital Roosevelt para atencién del parto, durante el perifodc
comprendido entre el 15 de mayo y el 15 de julio de 1985, productos
de parto eutocico simple, entre 37 y 40 semanas de edad gestacional,
mayores de 2,500 gramos de peso, sin antecedentes maternos de enfer
medad hemorrdgica ni otro patolégico durante el prenatal ni de ingestz
de medicamentos anticoagulantes. Asi mismo que no presentaran nin
gun tipo de patologia asociada.

Las muestras sanguineas obtenidas fueron procesadas en el La
boratorio Clinico utilizando la técnica del método de Parfentjev modifi
rado nara la ennantificaciéon del Ffihrindoeno exnre<cada en mae nor 100



JUSTIFICACION

Actualmente para el Departamento de Pediatria y la unidad de
Hematologia del Hospital Roosevelt, no se han establecido los valores
normales de fibrinégeno en recién nacidos, encontrandose ademas que

no contamos con estudios donde se establezcan estos valores en nifios

guatemaltecos.

La importancia de conocer estos valores en una muestra de
recién nacidos del Hospital Roosevelt estriba en que seran la base para

compararlos con valores encontrados en nifios con problemas de tipo

‘hemorrégico, séptico o de CID (coagulacion intravascular diseminada),
en los cuales esta proteina se encuentra disminuida (2,7,9).

Por otro lado, la realizacion de este estudio permitira estable-
cer adecuadamente la técnica del meétodo de Parfentjev modificado para
el Laboratorio Clinico del Hospital Roosevelt.



OBJETIVOS

Establecer el valor promedio normal de fibrindgeno para una
muestra de recién nacidos normales del Hospital Roosevelt, asi
como el rango de fluctuacién de los mismos, segun edad gesta-
cional.

Proporcionar al laboratorio clinico del Hospital Roosevelt la
técnica del Método de Parfentjev modificado, como un meétodo
cuantitativo para la determinacién de fibrinégeno en recién
nacidos.



REVISION BIBLIOGRAFICA
HEMOSTASIA

El término hemostasia significa prevencion de la pérdida de san-
gre. (8). EIl mecanismo hemostitico per se es complejo y ha sido
plenamente delineado primariamente en nifios de mayor edad y en adul-
tos. Envuelve tanto reacciones locales de las paredes de los vasos
sanguineos, las multiples actividades de las plaquetas y la interaccion
de factores de la coagulacién especificos que circulan en la sangre. (13).

_  Componente vascular: El endotelio vascular es la primera barrera
contra la hemorragia. Al ser seccionadas las paredes de vasos pequefios,
ocurre una vasoconstriccién activa y aumenta la presion tisular local
con lo cual se controlan las 4reas de sangrado en minutos, aun sin nin-
guna movilizacién del proceso de coagulacion. ;

—  Reaccién plaquetaria: Al romperse el endotelio vascular, resulta
exposicion de la membrana basal y del colageno subendotelial en el
lumen del vaso. Las plaquetas circulantes se adhieren al coldgeno ex-
puesto desarrollando subsecuentemente edema, degranulacion y libera:
cién de Difosfato de Adenosina, aminas vasoactivas, fosfolipidos y
otras substancias trombogénicas. El difosfato de Adenosina (ADP) me
dia la agregacion plaquetaria en un codgulo oclusivo, las catecolamina:
mantienen la contracciéon vascular y los fosfolipidos plaquetarios
(especialmente PF3) catalizan dos pasos en la secuencia de la coagula
cion. (1).

—  Coagulacion: En 1905-06, P. Morawitz public6é su teoria de I
coagulacién sanguinea en la cual dividia la coagulaciéon en dos fa
ses. (10). Mas tarde, Mcfarlane en 1965, se basé en la activacion de
proternas inactivas que eran modificadas para transformarse en enzima:
proteoliticas activas. (3). En la actualidad, el clasico esquema de coa



gulacion se ha proyectado en tres fases: en la fase I, una substancia
hipotética llamada Trorriboplastina es' formada por la interaccién del
plasma, plaquetas y el Iiquido tisular; en la fase II, la protrombina es
convertida a trombina por la tromboplastina y el calcio; v en la fase
ITI, la trombina convierte el fibrinbgeno soluble en el coagulo visible de
fibrina. (4, 8, 9, 13, 14, 15, 19). Sin embargo, éste simple esquema
que envuelve solamente 6 substancias, ha sido expandido en tal forma
que ahora se han definido una docena de factores, reteniendo que el
concepto de la reacciébn basica de 3 fases todavia tiene mérito consi-
derable. (14). (Cuadro No. 1).

En la fase I, en adicibn a un aumentado nimero de factores, se
han reconocido dos sistemas: el sistema intrinseco y el extrinseco.

EI sistema intrinseco desempefia el papel primario en la preven-
cion de la hemorragia, Se inicia cuando se forma en la pared de un
vaso un agregado de plaguetas, el cual interactia con el colageno o
con microfibrillas que se encuentran debajo del endotelio dafado o
en la regién de la herida. Envuelve en si la conversion enzimética suce-
siva de las formas inactivas de los factores XII, XI y IX. FEl factor IX
activado Interactiia con el factor VIII, PF3 y calcio para activar al
factor X. El factor X activado actua con el factor V en la generacién
de un activador plasmdtico llamado protrombinasa que convierte la
protrombina en trombina.

El sistema extrinseco depende de factores tisulares extrafios
en la sangre. (19). Envuelve la conversién del factor VII inactivado
a su estado activo por la tromboplastina tisular derivacda al ocurrir
el dafio. Este factor activado directamente activa al factor X. (11, 14,
15).

En la fase II, se comprende la divisién enzimética de Ia protrom-
bina inactiva en pequefias moléculas, una de las cuales es la trombina
activada. Esta trombina activada tiene varias funciones, entre ellas:
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i Desdobla los fibrinopéptidos A y B de los extremos N terminal
de las cadenas A alfa y B beta de la molécula de fibrinogeno
para formar los monémeros de fibrina.

2. Activa al factor XIII a XIII activado, que favorece las uniones
transversales entre los polimeros de fibrina y

o Favorece la agregacion plaguetaria por un mecanismo indepen-

diente del sistema de prostaglandinas. (11). Este paso requiere
al factor II como sustrato asi como también al factor X, factor

V y calcio.

Finalmente, en la fase III, la trombina desdobla el fibrinégeno
en 4 pequefios péptidos los cuales espontaneamente se polimerizap
ambos lado a lado para formar la fibrina. El factor XIII activado facilita la
unioén lateral por un péptido especifico que sirve de eslabén entre los
péptidos de fibrina y forman un coagulo tridimensional estable. (Fig.

1).

El mecanismo de coagulacién también interactia con otros sis-
temas, como el de la calicreina y sistemas fibrinoliticos.

La calicreina formada favorece un sistema de retroalimentacion
que activa al factor XII a XII activado. Este ultimo también puede
activar el sistema del complemento provocando el clivaje de los compo-
nentes: Cl, C2, C4 y C3’. La calicreina también provoca Ia activacion
del kininégeno para formar el péptido vasoactivo bradicinina que es
broncoconstrictor e induce vasodilatacion y permeabilidad vascular.

(11).

Los sistemas fibrinoliticos previenen el desarrollo de coagula-
cién intravascular inapropiada y el consumo excesivo de los factores de
la coagulacion. Entre éstos, los mas importantes son los anticoagulantes
de la sangre que extraen trombina de la misma. Los dos méas poderosos
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son los hilos de fibrina formados durante el proceso y una globulina alfa
denaminada antitrombina III, Las proteinas plasméticas contienen una
euglobina denominada plasminégeno o profibrinolisina que, una vez ac-
tivada, se transforma en la plasmina o fibrinolisina. La. plasmina
digiere los anillos de fibrina y substancias como el fibrindgeno, factor
V, Factor VIII, protrombina * y factor XII. (8).

TEST PARA EVALUAR LOS MECANISMOS HEMOSTATICOS:

Los test de laboratorio son de considerable valor en el diagnos-
tico de problemas hemorragicos, pero la importancia de la historia
clinica, incluyendo la historia familiar y el examen fisico no deben ser
descartados. (4, 13, 19).

El recuento de plaquetas, el test del torniquete y el tiempo de
sangrado son los mas usados para asegurar la integridad de las paredes
de pequefios vasos. El tiempo de sangrado de IVY evaltia las fases
vascular y plaquetaria de la hemostasia. Siempre es esencial un recuen-
to plaquetario en la evaluacién de todo paciente en quien se sospeche
un desorden hemostatico. (14).

El tiempo de formacién de codgulo de sangre completa evahia
el mecanismo completo de la coagulacién. Es una evaluacion cruda del
mecanismo hemostdtico ya que aun con tiempo de coagulacién norma-
les pueden acompafiarse varios defectos. (1).

Las tres fases de la coagulacién pueden ser evaluadas individual-
mente por varios test simples y realizables. En cualquier estado hemo-
rragiparo, una fase III adecuada debe ser evaluada primero, (a menos
que exista un fibrinégeno adecuado, la sangre es incoagulable). La Fase
III puede ser evaluada por el tiempo de trombina (15-20 seg. nl.). (14).
Su prolongacion indica hipofibrinogenemia o anticoagulacién circulan-
te. El fibrinégeno puede ser medido por métodos quimicos o inmu-
nologicos. La fase II enteramente es evaluada por el tiempo de pro-
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i  12-15 seql). (14). Finalmente, la fase I, la parte m_és
trom?;z wd(ellﬂmecanismogc)le coagulacion, puede ser evaluada por varios
i:squ el tiempo parcial de tromboplastina activada (PTT), (nl. 2540
seg,j. (14), el tiempo de consumo de la protmn"lbina (nl: 24 s?gt;: ((3 Iji
v el test de generacion de tromboplastina, el cual es el mds sensi m:f'
todos en la fase 1. Este test puede ser modificado para cuantiricar

precisamente los factores VIII y IX.
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MECANISMO HEMOSTATICO

(fig. 1.) (14,15)
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CUADRO No. 1

Factores de la coagulacion con la nomenclatura
reconocida actualmente, (14).

Sinénimos
Fibrinégeno
Protrombina
Tromboplastina
Calcio
Factor 14bil, proacelerina.

Factor l4bil activado, acelerina.
(no muy diferente del factor V).

Factor estable. Proconvertina.

Factor antihemofilico o globuli-
na antihemofilica.

Factor Christmas, componente
tromboplastico del plasma.

Factor Stuart-Prower.

Antecedente trombopléstico del
plasma.

Factor Hageman.

Factor estabilizador de la fibrina.
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DESARROLLO DE LA HEMOSTASIA EN EL FETO Y EN EL RE-
CIEN NACIDO

La hemorragia perinatal casi siempre atemoriza al clinico y muchas
veces es fatal para el infante. Una de las razones en la falla de prevenir
o controlar la hemorragia neonatal es el conocimiento fragmentado de
la hemostasia perinatal normal.

Cualitativamente, la hemostasia en el recién nacido difiere en
muchas formas de la hemostasia en el individuo mas grande, cuantitati-
vamente estas diferencias no se han estandarizado plenamente y no han
sido revisadas completamente, (1).

Hemostasis en el embrion y feto:

—  Componente vascular: Nada se sabe de la funcion vascular y pla-
quetaria en embriones y fetos humanos mds que unas pocas observa-
ciones en especimenes obtenidos de abortos terapéuticos. Se ha notado
constricciéon de las venas embriénicas durante la diseccion tisular y no
aparece la formacion de codgulos. (1).

—  Reaccion plaquetaria: Se ha dicho que las plaquetas no aparecen
en la circulacién sanguinea hasta la sequnda parte de la gestacién, sin
embargo, se han observado células tardias en fetos de 10 a 12 semanas
de edad gestacional. Se pueden localizar megacariocitos en el tejido
hematopoyético del higado y el bazo por la 10 semana de gestacién y
por microscopia electronica se observan granulos densos similares a los
encontrados en plaguetas maduras. Alrededor de la 30 semana de edad
gestacional, la actividad megacariocitica en la médula 6sea esta institui-
da plenamente y la cuenta plaquetaria se aproxima a valores del adulto.

(L)
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_ Coagulacion: Se ha descrito que la sangre de embriones y fetos,
menores de 10 a 11 semanas no coagula. Antes de ésta edad, el tiempo
de coagulacion de sangre completa es infinito y rdpidamente asume
niveles comparables o algo mds cortos que los valores del adulto. El
fibrinbgeno es sintetizado por el higado tan temprane como la 5a.
semana de gestaciéon y alcanza niveles substanciales en el plasma alre-
dedor de la 15 semana. La actividad fibrinolitica es detectable por la

10 a 11 semanas de gestacién y esta activa a través del final de la

gestacion. Aungque el tiempo de lisis del coagulo tiende a aumentar
durante la vida fetal temprana, la comparaciéon simultanea del tiempo
de lisis del coagulo y el tiempo de coagulacion de la sangre completa
en varias edades gestacionales sugieren que el grado de fibrinélisis es
linealmente proporcional al tiempo de coagulaciéon. En otras palabras,
la fibrinolisis estd activa al mismo tiempo que la sangre empieza a
coagular. Sin embargo, la formacién definitiva del codgulo no se desa-
rrolla hasta después de la 11 semana cuando ambes factores de coagu-
lacién y plaquetas estan presentes. La maduracion del mecanismo he-
mostatico continua a través de la gestacién y puede o no ser completa
al tiempo del nacimiento. (1).

Hemostasis en el recién nacido a término:

Por medio del tromboelastégrafo se ha demostrado que la
sangre completa de infantes recién nacidos a término y normales coagu-
la mas rapidamente que la sangre adulta, describiéndola por algunos au-
tores como “hipercoagulable”. (1, 9). Por otro lado, la reaccién plaque-
taria es inmadura, muchos factores de la coagulacion tienen baja activi-
dad y los codqgulos presentan la fuerza tensil y la resistencia a la fibriné-
lisis aumentadas.

—  Componente vascular: La permeabilidad vascular y la fragilidad
capilar son normales y el tiempo de Sang;‘ado es el mismo que en
adultos. '
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_ Reaccién plaquetaria: El recuento de plaquetas es normal. El
tiempo de sangrado normal sugiere que la funcién plaquetaria esta
gruesamente intacta, pero se han demostrado varias diferencias cuali-
tativas. Se ha descrito disminucién de la adhesion de las plaquetas in-
ducida por el ADP, coldgeno y trombina. Ademas las plaquetas del
recién nacido aparecen mds susceptibles a inhibidores medicamentosos,
(ASA, Prometacina). (1). También se ha observado pobre retraccion
del coéqulo y disminucion de PF3.

_  Coagulacién: El tiempo de coagulacién de sangre completa es
normal o acelerado, el tiempo parcial de tromboplastina activada esta
moderadamente prolongado y logra alcanzar niveles normales de adulto
en 2 a 9 meses de vida extrauterina. EI tiempo de protrombina esta
moderadamente prolongado y alcanza nivel normal en 3 a 4 dias des-
pués del nacimiento. EI tiempo de trombina esta variablemente prolon-
gado. La actividad combinada de los factores XII, XI y IX es baja asi
como la determinacién individual de los factores XII y XI. La actividad
del factor IX esta particularmente baja y ambos con disminucion de los
factores XII y XI probablemente acontecen la prolongacién del tiempo
parcial de tromboplastina, (1). Los factores dependientes de vitamina
K (II, VII, IX, X) también presentan disminucién fisiolégica lo cual
origina prolongacién del tiempo de protrombina en una etapa. (1). El
factor VIII y el factor V alcanzan valores del adulto antes del final de la
gestacion, el factor XII en 10 a 14 dias después del nacimiento, el fac-
tor XI en 1 a 2 meses y los factores dependientes de la vitamina K en
2 a 12 meses. (1).

Al nacimiento la concentracion del fibrinégeno es escasamente
menor que los niveles del adulto, (1, 2, 13, 14, 17, 18), pero alcanza
dichos niveles en los primeros 2 a 4 dias de vida. (1, 17). En 1950,
Burstein y asociados postularon la existencia de un fibrinégeno fetal
especial. Esta observacion se basa en que aunque la concentracion esta
normal, el fibrinégeno del recién nacido difiere cualitativamente del
fibrinégeno adulto. Coagula mds lentamente atiin con la adicion de
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exceso de trombina (tiempo de trombina prolongado) particularmente
2 un PH alcalino (12). Forma un codgulo de fibrina caracterizado poir'
menor densidad Optica, comprensibilidad disminuida, fuerza tensil
_umentada y alta resistencia a la fibrinélisis. Aunque tienen el mismo
peso molecular con el del adulto, igual talla, propiedades inmun.olégi-
cas y composicién de aminoacidos, se ha demostrado diferencias en
cargas eléctricas por columna cromatogréafica, y por inmunoelectro-

foresis. (1, 12).

En resumen, la hemostasia del recién nacido a término se carac-
teriza por una funcién plaquetaria inmadura, con moderada actividad
de los factores XII, XI, IX, VIl y X y formacion retardada de fibrina.

Aparte de estas diferencias, la fragilidad vascular, el tiempo de
sangrado y sobre todo la coagulacion aparece normal. El tiempo de
sangrado de sangre completa es casi siempre corto en comparacion de
Ia sangre del adulto.

FIBRINOGENO

El fibrinbgeno es el precursor soluble de la proteina formadora
del coagulo, la fibrina. Esta sustancia ha sido designada como el factor
I por el Comité Internacional para la Nomenclatura de los factores de la

Coagulacién. (3, 10).

El fibrinbgeno es una proteina del plasma con un peso molecu-
lar aproximado de 340,000 y una vida media de 2 a 3 dias. (3). Se ha
establecido por métodos inmunolégicos, estudios inmunofluorescentes
y por incorporacisn de amino acidos radiactivos en hepatocitos aislad?s
que la célula del parénquima hepdtico es el sitio principal de sintess,
encontrandose que las células del Sistema reticulo endotelial
finicamente son de utilidad para Ia remocién de los productos de de-
gradacién del mismo. (12). Asimismo también se ha aislado la sin-
tesis de fibrinbégeno en los megacariocitos; éste fibrinogeno constituye
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el 150/0 del total de la proteina plaquetaria. Sin embargo, el fibri-
nogeno plaquetario no es completamente coagulado por la trombina
y su contenido en carbohidratos, coeficiente de sedimento y viscosidad
intrinseca son totalmente diferentes del fibrindgeno plasmdtico. Estas
diferencias podrian explicar la degradacion parcial del fibrinégeno
plaquetario. (13).

El fibrindgeno consiste en una molécula dimérica en la cual cada
uno de los dimeros contiene 3 cadenas polipeptidicas individuales.
Se les denoniina cadenas A alfa, B beta y Gamma y estan unidas por
puentes disulfuro en varios sitios. Algunas uniones proximas a los gru-
pos N terminal son estables y varias otras son inestables. (3). Mediante
la accién de la trombina, los péptidos se desdoblan. En condiciones
ordinarias, los monémeros se polimerizan para formar un coagulo de
fibrina. La fibrina polimerizada existe en dos formas: en presencia
del factor XIII activado, de trombina y de calcio, el polimero de fi-
brina forma enlaces cruzados y el coagulo resultante no es soluble en
urea. En ausencia del factor XIII, fracasa la formacién de los enlaces
cruzados de los filamentos de fibrina y el codgulo resultante es soluble
en urea y en los acidos débiles. (3, 10).

El fibrinégeno es esencial para la formacién del codgulo san-
guineo, puesto que es la sustancia a partir de la cual se forma el coa-
gulo. Se ha estimado que mientras el fibrinégeno esté presente a nive-
les de 100 mg/100 ml o mds, las pruebas de coagulacion de una fase no
seran muy prolongadas (18).

Se han encontrado tres tipos diferentes de déficit congénito de
fibrinégeno: ;

I La Afibrinogenemia congénita: En la que no puede medirse
nada de fibrinégeno, Estudios familiares indican que el trastor-
no se transmite por un gen recesivo autosémico. Al parecer los
sujetos mds afectados son homocigotos.

20

2. La hipofibrinogenemia congénita:

En que el fibrinogeno esta
presente pero en cantidades menores a 100 mg/100 ml. Se con-
sidera el estado heterocigoto de la afibrinogenemia. Al parecer
también se transmite por un gen autosémico recesivo.‘ lLa
hipofibrinogenemia adquirida acontece en transtornos hep.aticos
o por un aumento del catabolismo. EI tratamiento consiste en
la reposicién con plasma o concentrado de fibrinbgeno para
detener la hemorragia. La vida media del fibrinogeno trans-
fundido es igual al sintetizado por el organismo.

it

3. La  disfibrinogenemia congénita: Es en la que el fibrinbgeno

estd disminuido al determinar su reaccion con la trombi-na,
pero existe en cantidad normal cuando se mide inmunolf')gJSJa-
mente. Son casos hereditarios como rasgo autosomico
dominante y se han encontrado tanto heterocigotos como }-1'0-
mocigotos. La mayoria se caracterizan por una prolongacion
del tiempo de protrombina debida a la estructura anormal o a
la liberacién lenta de los fibrinopéptidos y por ende a una poli-
merizacién lenta. (10). El 500/o de éstos casos no tienen
anomalias clinicas pero se ha observado una deficiente curacion
de heridas, hemostasia anormal y tendencia trombotica. (13, 14,

19).
DIAGNOSTICO DE LA DEFICIENCIA DEL FIBRINOGENO:

Una tendencia a sangrar, clinicamente evidente, puedf.' darse
por una deficiencia congénita de un sindrome de coagulacion intra-
vascular, de enfermedad hepdtica o de una fibrinolisis activa. Aunqu‘e
el fibrinbgeno puede estar bastante bajo, en general la hemo-rragla
no amenaza con la vida en la variedad congénita y el diagnostico se
hace sobre la base de una prueba cuantitativa del fibrinégeno. EI ver-
dadero nivel del fibrinégeno sélo puede determinarse cuando el p.a-
ciente no esté sangrando intensamente o no haya recibido transfusio-
nes durante 3 o 4 semanas por lo menos. (3, 4,).
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Para explicar la diferencia funcional del fibrinégeno adulto y
fetal, se han realizado estudios orientados a demostrar las diferencias
estructurales, del contenido de amino acidos y hexosa, de la compo-
sicion pepitidica y del comportamiento electroforético. En base a este
ultimo, se han clasificado en anédicos y catédicos. Los fibrindgenos
catodicos carecen de identidad inmunolégica con el adulto, los anédi-
cos las comparten. Esto ha presentado cierta relacién con el “fibri-
nogeno fetal"” que hace que exista hipercoagulabilidad en la sangre
del neonato en relacién a la del adulto. (1 L2013 190,

En la actualidad existen una gran variedad de métodos para la
determinacion cuantitativa del fibrinbgeno. Entre ellos estan el método
del peso del codgulo (clot-weight) (17), el de Fauré-Gilly (18), el mé-
todo de Stirland (10), el método inmunologico (10), el que mide el
tiempo y titulo de trombina (10), el método de Ratnoff y Menzie (3),
el método de Warner Chilcott (3) y el método de Parfentjev modifi-
cado (5, 16), entre otros. La mayorfa son procedimientos complica-
dos y dificiles. Los basados en la precipitacion han probado ser muy
Seguros y exactos, sin embargo tienen la desventaja de dificil estanda-
rizacién de los mismos.

El reactivo de Parfentjev (sulfato de amonio y cloruro de sodio
en solucion) precipita el fibrinégeno y deja todas las demds proternas
en solucion, El fibrinégeno es caracterizado como una proteina que
precipita por 20o/o de saturacién con sulfato de amonio o puede ser
coagulada y separada del plasma a una temperatura de 550 C. Ademids,
es la tinica que es convertida en fibrina por la accion enzimatica de Ia
trombina.

La validez del metodo de Parfentjev modificado depende de
la precipitacion completa de la proteina pura en una solucion especifi-
ca de sulfato de amonio. Utilizando este criterio, se ha establecido
que a una solucion con 12 o/o de sulfato de amonio con 22.8 o/o de
saturacion asegura una completa precipitacién de la proterna,
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La turbidez producida por el sulfato de amonio 120/o es espe-
cifica para el plasma y deja el suero completamente claro. El uso p.re-
ferencial de sol al 120/0 en contrate a 10.50/0 cc?nIZOo/o de satura‘amén
es justificada por la clara separacion del fibnfqogeno en soluciones
extremadamente diluidas (16). El grado de turbidez aIcanza‘dg estd en
relaciébn con la concentracion del fibrindgeno. El procedjmlentc? es
cuantitativo y la prueba completa se lleva a cabo en menos de 5 minu-

tos. (5, 16).

El material biolégico necesario son de 2 a 5 ml de sangre venos.a
colocada en un tubo con 0.5 ml de oxalato de sodio 0.1 M. Los reacti-
vos necesarios son: cloruro de bario 0.096 N; acido sulfirico 0.2 N;
reactivo de Parfentjev. Este ultimo se prepara con:

(NHy)»SO4 133.33 grm

Na ClI 10.00 grm
Merthiolate 0.025 grm
diluidas en 1,000 ml con

agua destilada y ajustadaa pH 7.00 con NaOH 10 M.

La técnica consiste en separar el plasma por centrifugacion a
2,000 r.p.m. durante 3 minutos. Luego se rotulan los tubos segun el
numero de muestras que se tengan y se les coloca: 1 mlde plasmay 9
ml del reactivo de fibrinégeno. Se mezclan por rotacién y se dejan erlz
reposo durante 4 minutos. El espectrofotémetro se calibra a una longi-
tud de onda de 520 mn. con un Blanck de agua destilada, a 1000/o de
transmitancia o a O de densidad éptica. Si hubiera una muestra muy
turbia se hace un blanck con 1 ml de plasma del paciente y 9 ml de
solucion salina. Luego el resultado (o/o de transmitancia) se busca en
la tabla respectiva para conocer la concentracién de fibrincbg.;venno.' Para
realizar la tabla de transmitancia y concentraciébn de fibrinogeno,
se utilizan los siguientes reactivos: cloruro de bario'0.096‘ N: ( éste se
prepara con 1.66 gm disueltos en 100 cc de agua destilada ); y dcido sul-
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fuirico 0.2 N (preparado con .50 ml de 4cido sulfiirico concentrado v
agua suficiente para 100 ml).

Con éstos reactivos se prepara un Stock con:

97 ml de acido sulfiirico 0,2 N
3 ml de cloruro de bario 0.096 N

Luego se realiza una curva con 4 estandares de la siguiente ma-

nera:
Estandard Stock Agua destilada Concentracién en mgs o/o
1 lce 9cec 144
2 2ec 8cc 227
S 3cc 7 cc 312
4 4 ce 6 cc 400

Estos estandares leidos en el espectrofotémetro a 520 nm dan una
transmitancia de 890/o; 760/0; 670/0; 610/0 respectivamente, valores
que son ploteados en papel no logaritmico para la obtencién de la curva
(ver anexo). (*)

(*)

Comunicacién personal Dr. Carlos Valdez Kunze, Patblogo Clinico y Anato-
mopatblogo, Jefe del Laboratorio Clinico del Hospital Roosevelt.

24

g

MATERIAL Y METODOS

RECURSOS:
i Humanos: — Médicos asesores y revisores.
— Recién Nacidos a término.
2 Materiales: — equipo de laboratorio (ultracentrifuga, cubetas,

pipetas, espectofotometro, gotero).

— compuestos quimicos: oxalato de sodio 0.1 M,
reactivo de Parfentjev, cloruro de bario 0.096
N, acido sulfurico 0.2 N, agua destilada, solucién
salina.

— frascos para transporte de muestras sanguineas
con oxalato de sodio 0.1 M

— Boletas de recoleccion de datos (ver anexo 2).
— Instalaciones del Hospital Roosevelt.
— Libros y revistas de diferentes bibliotecas
— Equipo de escritorio.

CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA:

‘ Fueron 500 recién nacidos que presentaron las siguientes carac-
teristicas: Producto de Parto Eutécico Simple, entre 37 y 40 semanas
de edad gestacional por Dubowitz (calculada por el pediatra que rota
por el servicio de Labor y Partos), mayores de 2,500 gramos, que no

evidenciaron ningtn tipo de patologia (dificultad respiratoria, cianosis,
etc), que la madre no refiriera antecedentes patolégicos en el prenatal
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ni de ingesta de medicamentos anticoagulantes y de otro tipo. (ver bo-
leta en anexo 2).

METODOLOGIA :

Antes de iniciar el estudio, se reviso la tabla para fibrinégeno
usando los estandares descritos en la revisién bibliografica. Posterior-

mente se procesaron 20 muestras para conocer y practicar claramerite -

el desarrollo de la técnica, Luego, a cada recién nacido que llené los
requisitos anteriores, se le extrajeron 2 ml de sangre del cordén umbili-
cal luego de ser cortados y anudados de los extremos fetal y placenta-
rio, Las muestras fueron colocadas en frascos que contenfan 0.25 ml
de oxalato de sodio 0.1 M. En el laboratorio, se hizo la determinacién
de la concentracién de Fibrinégeno, expresada en mgs/100 ml.

La técnica del método de Parfentjev modificado utilizada fué
la siguiente:

a— centrifugacion de la muestra a 2,000 r.p.m. por 3 minutos.

b— rotulacién de los tubos con el numero de muestras obtenidas dia-
riamente colocando: 4.5 ml de reactivo de Parfentjev y 0.5 ml de
plasma.

c— mezcla de los tubos dejandoles en reposo por 4 minutos exacta-
mente.

d— calibracion del espectofotémetro Colleman 44 a una longitud
de onda de 520 usando agua destilada como Blanck, (no se utilizo
blanck para cada muestra ya que claramente no eran turbias), a
1000/0 de transmitancia.

e~ Busqueda del resultado obtenido de transmitancia en la tabla
para fibrinégeno. (ver anexo 1).

26

TRATAMIENTO ESTADISTICO:

A los datos obtenidos en el trabajo, se les efectuaron 3 prue-
bas de normalidad: Shapiro Wilk, Bondad de Ajuste y D'Agostino para
cada edad gestacional, el test de D'Agostino para todos los datos. Lue-
go se les aplico el analisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis
y finalmente la variacion del test de Newmann-Keul como medidas de
significacion estadistica. A cada grupo de edad gestacional se les
obtuvo valores de tendencia central y de dispersién: media, mediana,
desviacién standard y percentiles.
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CUADRO 1

RESULTADOS DE FIBRINOGENO OBTENIDOS DE 500 MUESTRAS
SANGUINEAS DE RECIEN NACIDOS ENTRE 37 y 40 SEMANAS
DE EDAD GESTACIONAL.

(expresadas en mgs por 100 ml.).

R.N. 378 R.N, 38s R.N. 395 R. N, 40s.
valor  frec. valor  frec. valor.  frec. valor __ frec.
95 3 60 1 gatt " o] 75 3
100 6 75 2 80 1 80 1
110 6 80 1 95 5 95 4
120 2 95 12 100 21 100 18
130 3 100 29 110 20 110 20
140 5 110 20 120 26 120 21
150 2 120 16 130 17 130 17
160 5 130 13 140 13 140 10
170 1 140 9 150 15 150 9
180 3 150 13 160 20 160 9
200 1 160 7 170 5 170 10
235 1 170 5 180 6 180 10
180 9 190 *2 190 1
190 2 200 7 200 S
235 2 210 1 225 2
245 1 225 1 245 2
265 2 235 1 265 2
285 2 245 i~ 285 2
252 1y 300 2
285 3
300 1
350 1
362 i)
Total: 36 146 170 148
500

Fuente: Datos obtenidos de la hoja de control de datos.
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CUADRO 2

MEDIDAS DE DISPERSION Y DE TENDENCIA
CENTRAL OBTENIDAS PARA CADA GRUPO DE
EDAD GESTACIONAL

Edad gestacional Media DE* Mediana Percentil 25 Percentil 75

37 semanas 133.33 4346 128.33 105 155
38 semanas 131.06 39.99 125 107.06 155
39 semanas 142,78 46.07 132.90 115.87 160.07
40 semanas 141,45 4441 131.05 113.25 164.16

*DE: Desviacion Estandar.
Fuente: datos obtenidos de procesamiento estadistico. (**)

CUADRO 3

RESULTADOS DE TEST DE NORMALIDAD OBTENIDOS
POR EDAD GESTACIONAL.
(Shapiro Wilk, Bondad de Ajuste y D’ Agostino)

Edad gestacional Shapiro Wilk Bondad de Ajuste D’ Agostino
Valor G P valor de la cola valor D GL
37 semanas —2.64 0.004 0.096 '0.27236 35
38 semanas ~4.44 0.000 1% 0.254276 145
39 semanas —3.06 0.000 o™ 0.246248 169

40 semanas -2.92 0.002 —2.74 0.258587 Ia7

Se presentd sobrecarga de datos en la computadora, por lo tanto no se tienen
los valores reales,

Fuente: datos obtenidos del procesamiento sestadistico. (**)
(**) Procesamiento estadistico asesorado pro Lic. Rafael Flores, unidad de planifi-

cacion, INCAP y Dr. Ronal Quan M4, catedratico principal Facultad de Cien -
cias Médicas, USAC.
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RESULTADO DE LA PRUEBA DE NORMALIDAD DE D’AGOSTINO A TODOS
LOS DATOS:

D= 0253482 GL= 499 005 DO.OS, 500 = 0-2791,0.2843

RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRI-
€O DE KRUSKAL-WALLIS:

H,=99130  x%.053 = 7815

CUADRO 4

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA VARIANTE DEL TEST
DE NEWMANN-KEULS PARA RELACIONAR VALORES PRO-
MEDIOS DE LAS VARIANTES:

Edades gestacionales relacionadas valor “q” obtenido _;‘q 70.05 p
39 y 40 semanas 6.42 2.772
38 y 39 semanas 8.47 3.314
37 y 39 semanas 14.39 3.633
38 y 40 semanas 6.54 2.772
37 y 40 semanas 1941 3.314
37 y 38 semanas 23.16 2.772

Fuente: datos obtenidos del procesamiento estadistico.

33



ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En el cuadro 1 se presenta el nimero total de recién nacidos
que entraron al estudio correspondiendo el 7.20/c a neonatos de 37
semanas, 29.20/o de 38 semanas, 340/c de 39 semanas y 29.60/0 de 40
semanas respectivamente. Existen diferencias entre el numero total de
casos de cada edad gestacional ya que éstos fueron tomados en una
forma aleatoria durante el tiempo que duré la investigacion sin estable-
cer un numero exacto para cada uno de ellos. En el cuadro 2 se presen-
tan los valores de tendencia central y de dispersion para cada grupo de
edad, notando que existen claras diferencias entre los mismos, sin em-
bargo los datos obtenidos son evidentemente menores a los reportados
en la literatura (4,6,9,11,13,14,17,18,19). Estas diferencias pueden ser
debidas a diversos factores, podemos mencionar entre ellos, el método
utilizado para la cuantificacion del fibrindgeno y talvez el estado nu-
tricional de la madre que no fué tomado en cuenta, ya que los estudios
reportados corresponden a tipos de poblacion completamente
diferentes al de nuestro medio.

Para conocer si estos valores tendian a presentarse en curvas de
distribucién normal, se les efectué 3 pruebas estadisticas a cada uno de
ellos, presentandose los resultados obtenidos en el cuadro 3. Para el
test de Shapiro Wilk, si los valores se salen de —1.96, + 1.96, éstos ya
no presentan una tendencia normal representado por el valor que corres-
ponden al valor alfa. Segun esta prueba, los 4 grupos de edades no pre-
sentan una distribucién normal. Esto se confirmé para las edades de
38, 39 y 40 semanas con la prueba de D ’'Agostino, donde el valor D
se sale del valor esperado segun los grados de libertad para la tabla espe-
cifica. En la tercera prueba, de Bondad de Ajuste, para recién nacidos
de 37 semanas revelé que son de distribucién normal ya que el valor
de la cola no sobrepasa el valor de alfa que generalmente es de 0.05.
También la prueba D’Agostino reportd a este grupo con distribucion
normal. Esto pudo ser debido al escaso numero de datos que se to-
maron en cuenta para esta edad. Para las edades de 38 y 39 semanas
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con el test de Bondad de Ajuste no se pudo establecer su valor ya que
hubo sobrecarga de la computadora y por ultimo, con el grupo de 40
semanas, ésta prueba demostré que no corresponde a una distribucién
normal.

Finalmente se reunieron todos los datos realizandoseles la prue-
ba de D'Agostino, demostrando que el valor D se sale del valor esperado
para un alfa de 0.05, por lo tanto todos los datos reunidos no presentan
una curva de distribucién normal. Esto nos es de utilidad para
reconocer que el valor promedio y la desviacién estandard no son repre-
sentativos de los datos para cada edad gestacional, sino que el valor de
la mediana, que divide a la poblacibén exactamente en dos partes iguales,
representa el valor medio, con los percentiles 25 y 75 para rango de
fluctuacién,

Normalmente, cuando se trata de establecer valores para una po-
blacién se espera que éstos se presenten en curvas de distribucién nor-
mal, sin embargo, el hecho de que no la presenten no significa que no
deben ser tomados en cuenta, sino que al contrario, existen valores es-
tadisticamente significativos para decir que ésta poblacién que entré al
estudio no presentan distribuciones normales. Esto puede deberse a
otros factores que no fueron tomados en cuenta y que podrian influir
en la forma de presentacién de los datos, por ejemplo: el grado de
madurez hepatica del recién nacido, la concentracién sérica de otras
proteinas, de otros factores de la coagulacién y otros mas, es decir,
factores propios del neonato, ya que estd demostrada plenamente la
existencia de una barrera placentaria completa para el fibrinégeno (2) y
se sabe que su sintesis inicia en el feto a partir de la 5a. semana de
gestacién. (1).

No se les realizé analisis de varianza habitual a los datos por la
forma de presentacién de los mismos, por que se les efectué el test de
Kruskal Wallis, andlisis de varianza no paramétrico que sirve para
evidenciar si los promedios de cada edad gestacional presentan alguna
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igualdad estadistica entre si, sin embargo, el resultado obtenido nos de-
muestra que si existen diferencias significativas, por lo tanto, los pro-
medios de las diferentes edades gestacionales no son iguales. Esto es
importante para reconocer gue un neonato de 37 semanas en cierta for-
ma, no puede tener un valor de fibrindgeno de un neonato de 40 sema-
nas. Para demostrar si existia igualdad entre alguno de todos los pro-
medios, se les efectué una variante del test de Newmann Keuls. Los
resultados se presentan en el cuadro 4 y éstos nos indican que el valor
obtenido de “‘g” es mayor que el valor de “‘q"" esperado, por lo tanto,
ésto nos dice que no existe ninguna relacion estadistica entre alguno de
los valores promedios.
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CONCLUSIONES

Existen diferencias estadisticamente significativas entre los va-
lores promedios de cada edad gestacional, por lo tanto no puede
darse un valor promedio representativo de todo el grupo de
nifios de la muestra tomada del Hospital Roosevelt.

El valor que representa a cada grupo de edad gestacional es el

valor de la mediana con su percentil 25 y percentil 75
respectivamente, siendo éstos expresados en mgs/100 ml:

Pps  Psg Py

Recién nacidos de 37 semanas EG 105 128 155
Z H 38 " EG 107 125 155
H a "39 * EG 115 133 160
& " 40 " EG 143 131 164

Todos los valores obtenidos de fibrinégeno en este estudio son
menores a los reportados por la literatura.

La técnica del Método de Parfentjev modificado es un método

turbidimétrico sencillo para cuantificar concentraciones de
fibrinégeno.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios que establezcan valores de fibrindgeno en re-
cién nacidos pre-término y de bajo peso al nacer, ya que en ellos
su sistema de coagulacion aun no esta plenamente desarrollado
y por lo tanto son los mas afectados por deficiencia en estos
factores.

Relacionar estos valores denifios a término con valores que se
encuentren en neonatos de la misma edad gestacional pero que
presenten problemas sépticos, de CID o de tipo hemorragico.

Establecer por medio de otros estudios, si procesos sépticos
maternos durante la gestacion puedan influir en cierta forma
con la concentracion de fibrinbgeno en sus neonatos.

Realizar estudios similares en otras dreas para poder dar valores

normales para la poblacibn guatemalteca, mediante la misma
técnica de laboratorio utilizada en este estudio.

41




RESUMEN

Se tomaron 500 muestras sangurineas del cordén umbilical
de neonatos entre 37 y 40 semanas de edad gestacional, mayores de
2,500 gramos de peso, productos de parto eutécico simple, sin patolo-
gias ni antecedentes maternos patolégicos en el prenatal ni de ingesta
de medicamentos anticoagulantes. Las muestras se procesaron por
la técnica del método turbidimétirico de Parfentjev modificado para
establecer la concentraciéon de fibrinogeno.

Por pruebas estadisticas se establecio que los valores no se
presentaron en curvas de distribucién normal y que si existen diferen-
cias estadisticamente significativas entre los valores promedios de cada
edad gestacional, por lo tanto el valor representativo de cada grupo
fué el valor del percentil 50 con rango de oscilacién entre el percentil
25 y el percentil 75 correspondiendo estos valores:

Para recién nacidos de 37 semanas: 128 mgs o/o, oscilacion entre 105-
155 mgs o/o
Para recién nacidos de 38 semanas: 125 mgs o/o, oscilacion entre 107-
155 mgs o/o
para recién nacidos de 39 semanas: 132 mgs o/o, oscilacion entre 115-
160 mgs o/o
Para recién nacidos de 40 semanas: 131 mgs o/o, oscilacion entre 113-
164 mgs o/o

Estos valores obtenidos son claramente mas bajos que los re-
portados por la literatura.
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ANEXO 1
«“TABLA DE FIBRINOGEN! *
Método de Parfentjev.
Colorimetro Coleman 44
Longitud de onda 520
Transmitancia mgs 0/0 Transmitancia
100 : 000 67
99 4 66
98 T2 65
97 20 64
96 30 63
95 40 62
94 48 61
93 55 60
92 60 59
91 75 58
90 80 57
89 95 56
88 100 55
87 110 54
86 129 53
85 130 52
84 140 51
83 150 50
82 160 49
81 170 48
80 180 47
79 190 46
78 200 45
77 210 44
76 225 43
75 235
74 245
73 252
72 265
71 275
70 285
69 300
68 310
C/Valdez
H/Franco.




o CENTRO DE INVESTIGACIONES DE LAS CIENCIAS

DE LA SALUD
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA
SECCION DE RECIEN NACIDOS

SERVICIO: LABOR Y PARTOS NPORYE:
HOSPITAL ROOSEVELT f-smemn-
7T s
HOJA DE CONTROL DE DATOS: Maﬂﬁs%ﬁ z.
CARLCS 1"~"0sQ 7,
1. DATOS DE LA MADRE: MEVIC) ¢y

i

a Nombre:

\ b.  Numero de registro:, Edad: _ SATISFECHO:

| c. Tuvo control prenatal: ? SI NO %

‘ — Dénde? Df. ElfridCifuentes M.
| d.  Tuvo alguna enfermedad durante su embarazo? SI NO REVISCR,

| — Cual? '

| Dr. Elfrid Ciluentes M.
. Médico y Cirujano
Colegiado No. 1528

e. Durante los tltimos 3 meses de embarazo tomé algun medicamento en
| forma constante? SI NO
— Cudl?

2 DATOS DEL RECIEN NACIDO:

Edad gestacional:

a. No. de registro: b |
b.  Sexo: Masc Fem

g Fecha de nacimiento: __ Hora:

d. Tipo de parto:

e. Peso:

1.

g.

Valor de fibrindgeno (por laboratorio):

3, OBSERVACIONES:

50

?oncep:ol expresados en este trabajo
‘esponsabilidad Gnicemente del Autor,
ramento de Tegiu, Articulo 23).
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