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INTRODUCCION

Para la deterrmnacion de fibrindgeno sanguineo, se han aplicado con éxi-
to variable (31}, diferenies métodos de valoracién de proteinas: gra.\-'imcftricos,
precipitacion  salina, clectroforesis, refractometefa, turbidometria, Kjeldahl, ul-
tracentrifugacion y colorimetrfa,

Los métodos que s¢ emplean con més frecuencia en Jos laboratorios de
andlisis clinicos de nuestro pafs, son el de PARFENTJRV ef af, (27) y €l de
Fowerr. (9), en los que se logra Ja precipitacion del fibtindgeno por medio de
diferentes sales y se realiza lectura turbidométrica.  Hemos podido  constatar
que las técnicas miés frecuentemente usadas en otros pafscs, son las que utilizan
la precipitacion del fibrindgene plasmitico como fibrina y analizan posterior-
mente el coigulo que se forma (7). ILa cantidad de fibrindgeno se pucde
medir con base en el peso exacto del coagulo, por determinacion de la cantidad
de nitrégenc (K jELDAHL) ¢ utilizando métodos colorimétrices para la medi-
cion de las proteinas, como en las reacciones del biuret, Wu, de la ninhudrina o
la de Folin-ciocalteu (31).

De Jos diferentes métodos gue han sido sefzlados para la medicion
cuantitativa del fibrindgeno en el plasma, solamente unos pocos son adecua-
dos para uso rutinario en el laboratotio dinico y ninguno de cllos es totalmen-
te satisfactorio,  Es intercsante recalcar la enorme importancia que se ha dado
a todas las proteinas plasmiticas, desde que se entendid y comprendio ¢l sig-
nificado biologico y fisicldgico de las mismas; sin embargo con respecto al
tibrindgenc, a despechc de la abundante literatura, esta nc es una determina-
con rutinaria en los laboratorios de diagndstico clinico.  Indudablemente la
mayoriz de los métodos que se han preconizado son tediosos y complicados,
poce reproducibles € inexactos, lo que tal vez sea el motivo para que no se
haya impuesto como un andlisis rutinario en ¢l campo de la Quimica-Clinica.

*  Departamento de  Andlisis  Clinicos, Facultad de Microbiologia, Universidad de
Costa Rica,
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En ¢l método clisica para la deteminacién de [ibrindgeno, introducido por
CULLEN y VAN SLYKE (5), se agrega un cxcero de calcio af plasma oxalata-
do con lo que los iones de calcio y la tromboplastina ya existente en €l plasma,
convierten la protrombina en trombina, la que a su vez transforma el fibtind-
geno en un codgulo de fibrina que precipita como sal insoluble de [fibrina. Se
separa cste codgulo y se mide cuantitativamenic con la téenica de invertiga-
cidén del nitrogeno del Kjeldahl. Este procedimiento y otros semejantes, tic-
nen el inconveniente de que son métodos lentos, inadecuados para los laborato-
rios clinicos que requieren pruebas rutinarias y rapidas. Posteriormente apa-
recieron métodos (30, 39) en los que el plarma se trata con trombina para
obtener un coigulo que, segin el método, era tra‘ado bajo diferentes ciccuns-
tancias analiticas para medir Ja concentracion indirecta del fibrindgeno plas-
matico,

El fibrinégeno es la proteina coagulable del plasma y el primer sus-
trato especifico de la trombina. Por Jo tanto es Iégico esperar gue los mfto-
dos mis especificos para estimar la concentracidn de fibrindgeno en el plasma,
sean aquellos en que se determina la cantidad de fibrina que s¢ ha formado
por la accién de la trombina (30). Sin embargo, se han hecho varias obje-
ciones a los métodos que utilizan dicha enzima proteolitica cspecifica para
estos efectos. Por ejemplo, en pruebas como la del titulo de fibrindgeno, que
es scmicuantitativo o como la del tiempo de trombipa, en ciertas circunstan-
cias patologicas es posible que la prolongacién del tiempo de coagulacion mis
alla de] plasma control, sea debida a la presencia de altos niveles de antitrom-
binas, de heparina o de sustancias circulantes semejantes a la heparina y no sd-
lo a cambios cualizativos o cuantitativos del [fibrindgeno (1). Asimismo es
imposible evitar completamente la inclusién en el coigulo, de fibrina de otras
proteinas extraias al misme (15). Otro factor a considerar es la licis espon-
tinea del coigulo de fibrina, que se puede producir a bastante velocidad, gra-
cias a fenémenos cnzimiticos, lo que afiade una causa de error a la determi-
nacitn (15).

En la formacién de fibrina hay un factor Ilamado estabilizante de la
misma (Laki-Lorand; XIII), que primerc es activado por la trombina en pre-
sencia de iones de calcic (19). Este factor asi activado, puede entonces ejer-
cer su efecto polimerizante sobre la fibrina, con lo cual se obtiene un codgulo
firme que es insoluble en icdo monocloroacético al 1 % (21). Es obvio
que deficiencias marcadas de este factor X1 ¢ ausencia total del mismo, pue-
den ser motive de error en la determinacion correcta del fibrindgeno a base
de métodos que emplean trombina para recobrar un coigulo que va a scr me-
dida por diferentes procedimientos (21).

En general, sin embargo, la mayoria de los autores considera que para
Ja estimacién de los niveles de fibrindgeno, es preferible medir cudnto del
mismo coagula por trombina ¢ calcio, gque determinar su precipitacion a base
de sales, ya que al usar trombina para separar el fibrindgeno de otres protef-
'nas plasmaticas, se obtiene una medida del fibrinégeno funcional; en cam-
bio con los métodos que dependen de una precipitacién quimica, ésta puede
scr afectada en varios grados por los productos intermediarios de la fibrino-
lisis (2), aunque cste fenémeno puede alterar prucbas como el tiempo de
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trombina, por fa presencia en el plasma de productos de fibrindgeno menos
complejos, que pueden inhibir o falscar los resullados (3).

La muchos procedimientos de leboratorio se usan basicamente los mé-
todos turbidométricos, para la mayoria dc las determinaciones de fibrindgeno.
Su (nica ventaja es la rapidez, ya que cn cuanto a reproducir resultados y a la
precision  de los mismos, comparan  desfavorablemente con las técnicas que
incluyen una scparacidn del fibrindgeno antes de su medictdn.  Sc han pro-
puestc  muchos métodos basados en el analisis turbidométrico, come los de
PARFENTJEV y su grupo (27), Fowrir (9), PobMORE (28, 37, 38) y el de
MARTINEK y Berry (23). En éstos ¢l fibrindgeno se precipita por medio de
sales inorpanicas y la turbiedad se compara con la producida por otras protei-
nas, por ¢jemplo, las de plasma completo, sucro o gama globulina.  Lstos mé-
todos demandan peco tiempo y son Griles para decidir si la proporcién del fi-
brindgeno es normal o baja, pero pueden resultar cquivecados en las zonas
intermedias y especialmente en fas muy bajas (7). LMo e debey en parte, a
las muchas fuentes de crror del anilisis nefclométrico en condiciones ordina-
rias (31). Desgraciadamente la informacién que proporcionan  cstos ‘méto-
dos rapidos, es la menos decisiva en los casos de valores bajos en la zona Jimi-
te, @ los que precisamente deben corresponder las decisiones médicas de ma-
yor trascendencia (31).

El propdsito del presente trabajo es, en primer lugar, hacer un andli-
sis critico de la metodelogia gue se ha utilizado hasta el presente para Ia de-
terminacion  del fibrindgeno plasmitico, haciendo hincapié en la bondad de
los métodos mas usados en nuestro medio; asimismo precanizar un método,
al que le hemos cncontrade varizs de las condicicnes exigibles a todo prece-
dimiento analitico para uso rutinario, coma son rapidez, cxactitud y posibili-
dad de reproducir resultados. Fn este sentido hemes adoptade el método de
GoorwiN (11), el cual consideramos puede ser un método estinaat para to-
dos nuestros laburatorios. Y, por f4ltimo, sehalar la bondad del m?tode ante-
rcermente  indicada  al comparario con ¢f procedimiznto turbidométrico a ba-
se de sulfato de amonio, de PARFENTJEV ¢f al. (27), modificado por FoweLL
(9) y con el nctelométrico de STirLAND (36), que se basa en Ja propiedad fini-
ca del fibrinbgene como proteina, de coagular a 56°C en soluciones neutras.

MATERIAL Y METODCS

Todos los especimenes de placma requeridos para stz tabojo, s ob-
tuvieron de estudianles nniversitarios de ambos sexos, cuyas edades estaban com-
prendidas entre 17 y 25 afios,

Las imusstras de sangre c¢ anticoggrlaron de acuerdo con lo prescrito
para cada uoa de las téenicas vtilizadas y los plasmas se analizaron dentza de
los primeros ocho dias signientes a su recoleccion, siendo preservados a 4°C
tal y como ce recomienda (7, 15, 23).

Ningina mucstra presentaba signos evidentes de hemoglobina,  icteri-
cia o lipemia.  Asimismo se hizo un doble control de puesires valores con pa-
trones de fibrindgeno de Ja Casa Sigma, que se utilizaron fundamentalmente
en ¢l procedimiento de Goopwin (12), al que nos referiremos mdis adelante.
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Para las determinaciones cuantitativas de fibrindgeno se¢  usaron  tres
métodos:

1) Métode de precipitacion selectiva por calor (56°C) de STIRLAND
(36) ligeramente modificada por Lyncw of 4l (22), en el cual se expresan
los resnltados on mg €7 al adoptar la estandarizacion de las unidades de tur-
bidez de timol con sulfato de bario de SHANk y HoacLanp, de acuerdo con
LyNcH et al, (22).

Es preciso sehalar, que el método de StiRLAND no da buenos resulta-
dos cuando s¢ usan citratos, D indiferente unilizar oxalatos, EDTA o hepa-
tina (11).

2) Método uubidométrico de ParRFENTJEV ¢l al, (27) a base de sul-
fato dec amonio, ligeramente modificade por FowsLL (9), en el que se expre-
san los valores en mg G, al aphoar una fGrmula o ecnacion empirica, gracias
a que contamos con un espectrofoiémetro Coleman Jr. modelo 6II A, tal y
como lo enfatiza Fowenr (9).

Dicha ecuacién es:
D.O. 4 0,019 X 1.000 — mg %

2,509
Para esta tfenica sc utilizd citrato de sodio al 3.8 9 en proporcidn con
» 4

la sangre 1:9, razén por la cual los resnitados se multiplicaron por 1,1.

3) Mfindos de Goonwin (12), de aislamiento del fibrindgeno a base dc
sulfato de sodio y cuantificacion ulterior por la reaccion del biuret.

Tomando en consideracion que este procedimiento es relativamente re-
ciente, que es el que preconizamoes para fihrinogenemia y que le hemos inirodu-
cido algunas variantes, nos parece conveniente exponerlo en detalle:

I) Toma de Ia mmestra: en tubos de ceotrifuga alorados ¢c mercla ¢l
anticoagulante de Wicteabe con la songre, en proporcidn 1:9. Tl resultado
es ¢l producto de mn'tiplicar los valores particulares por 1,1, No cxiste con-
traindicacion para el uso de otros anticoagulantes conocidos (11).

Reactrvos

A menos que se especifique lo contrario todes fas sustancias quimicas
deben ser grado reactivo.

]) Na-$O.: 13 (r, !)/‘-\’
2) Reactivo cualitativo de Benedict (14)

Reactivo cualitaiiveo de Benedict:

Con ayuda del calor se disuelven 173 g de citraro de sodio y 100 g de
carbonato de sodic en 800 ml de agua. Se filtra con papel de filtro en un
vaso graduado y se completa con agua hasta 850 ml.

Se disuelven 17,3 g de sulfato de cobre en 100 ml de agua; se vierte
lentamente en un erlenmeyer de un litro, la solucién de citrato-carbonato sobre
la de sulfato de cobre, agitando constantemente. Se deja enfriar y luego se
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afora hasta un litro. La solucién asi preparada se pucde usar de inmediato y
se¢ conserva por larga tiempo.

Solucién de urea al 30 G, p/v

NaCl 0,85 %, p/v

Acide citrico (HuCsH O, H,O) 10 9, p/iv

Hipoclorito de sodio (NaOCl) 5 %, p/v

NaOH 3 <, p/v, libre dc carbonato, que s¢ prepara con agua doble-
mente destilada en vidrio. Se debe descartar cualquier sedimento que se observe
en este reactivo,

Biuret modificado: Se mezclan 50 ml de hidroxide de sodio al 3 %
con § ml de reaciivo cualitativo de Benedict (o proporciones equivalentes}s
Este reactive nc cs estable y se debe preparar diariamente antes de usarlo

Solucién “'stock” estindar de proteipa al 1 ¢z, p/v. Para estos efectos
s¢ pueden utilizar las soluciones controles tipo Lab-lro] (Dade) o patrones
proteicos de la Casa Sigma,

Soluciones diluidas del estindar de proteinas: Con una pipeta se colo-
can 1,0 - 2,0 - 4,0 v 8,0 de la solucion estindar “stock” de proteina en frascos
volumétricos de 10 ml, se diluye con NaCl 0,85 9z hasta ¢l borde y se mezcla
bien. Mientras no s¢ usap, estas soluciones se deben mantener en refrigeracion.
Sin embargo no son estables y deben ser descartadas después de 30 dias.

PROCEDIMIENTOS

Microtécnica (de acuerdo al concepto analitico de NatrLson (25)

Con una pipeta te colocan 0,2 mi de plasma no ictésico en un tubo
13 % 100 mm, sc afade 3.8 ml de la solucion de sulfite de sedio, se mezcla bien
y se pone en bafic Marfa a 37"C por 1¢ minutos.

S¢ ponen Jos tubos en una centrifuga a 2.500—3.000 rpm por 5 - 10
minutos y se decanta todo ef sobrepadante por inversion. Se lava cl precipita-
de asi obtenide con 4 m) de la misma solucién de sulfite de sodio y sc utiliza
un mezclador vortex o la agitacién manual para romper €l sedimento y homoge-
nelzas,

Se coloca puevamente en una centrifuga a 2.500 - 3.000 rpm durante
10 miautes. Se elimina cuidadosamente tode ¢l sobrenadantc. Se agrega 0,5
ml de solucién de urea y se mezcla bien hasta lograr que desaparezca comnpleta-
mente la turtbiedad. Se afaden luego 3 mi del reactivo modificado del biuret,
se mezcla y se dejan en reposo los tubos a temperatura ambiente por 15 minu-
tos para €| desarrollo de color. Finalmente se lee en el cspectrofotometro 2
540 mu, contra un blance en que se mezclan 3 ml del biuret y 0,7 ml dr a
solucién de urea,

Calibracién (Microtécnica)

Para la curva de calibracidén utilizamos un patrén de protefnas de 7,00
g % de la Casa Dade (Lab-trol), asi come un patrén de fibringgeno de la Ca-
sa Sigma con un 63 % de proteipa. Con ambas soluciones proteicas obtuvimos
excelentes calibraciones, entre las que hubo ademds una estrecha correlacidn.
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Con 2,5 volamenes de Lab-trol y 15 volimenes de solucidn salina, se
prepara la solucion “stock” estindar de proteina a] 1 % (1 g/100 ml).

La curva de calibracién se diseié adadiendo en los respectivos tubos,
alicuotas de 0,2 ml de las soluciones diluidas (que represcntan 100, 200, 400
y 800 mg de proteina por 100 ml de muestra) en los respectivos tubos, mads
0,5 de solucién de urea y luege 3 ml del reactivo del biuret, dejando todo en
reposo por 15 minutos y efectuando las lectutas respectivas contra un blanco,
en la misma forma que se indicé en el micro procedimiento.

Macrotécnica (especialmente indicada para plasma ictésico)

Con una pipeta se colocan 0,5 ml de plasma y €,5 ml de solucién en
un tubo 15 x 125 ml, se agregan 9 ml de la solucidon de sulfito de sodio y se
incuba por 1€ minutos a 37°C. Sc pone la mezcla en una centrifuga a 2.500 -
3.000 rpm durante 5 - 10 micutos. Sc decanta todo el sobrenadante y se la-
va el precipitade con 9 ml de la solucion de sulfito.  Se vuelve a colocar en
la centrifuga y se elimina ¢l sobrenadante y s¢ deja el tubo invertido sobre un
papel de filtro por unos 2 - 3 minutos, A continuacién se afiaden 0,5 ml de
la solucién de urea y se mezcla bien para disolver el precipitado.  Se adicionan
0,5 ml de dcido citrico al 10 %¢ y se mezcla; luego 0,5 ml de solucién de hipo-
clorito de sodio al 5 %/ y se mezcda. (Tanto el hipoclorito como el écido ci-
trico no son idndispensables si se trata de plasmas no ictéricos; en estos casos la
diferencia de volumen se puede conlpensaf agregando 1 ml de agua destilada).

Finalmente sc¢ mezcla con 5 m! de NaCH al 3 ¢, seguido de 1 ml del
reactive cualitativo de Benedict, s¢ afiaden 5,0 ml de agua destilada, se deja
en reposc por 15 minutos y se mide el color resultante a 540 mu, contra un
blance preparade a partit de 0,5 ml de agua destilada y los otros reactivos co
la cantidad y concentracion antes mencionada.

Calibracidn  (Macrotéenica)

Para la calibracidn se afaden alicuotas de 0,5 ml de las soluciones es-
tindares de proteinas, mis 0,5 ml dec urea, 0,5 ml de dcido citrico, 0,5 ml de
hipoclorito, 5 ml de hidroxide de sodio y 1 ml del reactivo de Benedict. Se
deja en reposo por 15 minutos y sc lee contra un blanco tal y €Omo se especi-

tic¢ en el macroprocedimiento,

RESULTADOS

Las mediciones fotométricas para este trabajo, sc hicicron en un espec
trofotémetro B&L, en los métodos de STiRLAND (36) y GooDwIN (11); y en
un Coleman Junior modelo 6A, para el procedimientc de FowEkrr (2).

En el Cuadro 1 se expresan los resultados numéricos y estadisticos, ob-
tenidos con los tres métodos en referencia. Para todos ellos se aplicé un per-
centil aproximado de 2,5 %,
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CUADRO |

Valoses de fibvindgeno (mg %)

iy

Métoda No, de Promedio Desviacion Valores matgen
muestras estindar

Goodwin 255 422 76,5 273 — 386

Fowell 75 235 59 120 — 372

Stirland 252 187 38 e — 326

En el estudio comparativo de los métodos de Goopwin y Fowsrr, y
GOODWIN y STIRLAND, ¢ posible apreciac con mayor objetividad, diferencias
marcadas con los valores de fibrindgeno determinados por procedimieritos que
tienen una base analitica totalmente diferente.  En el Cuaadro 2 cc indican
tales comparacioncs, anngue es preciso aclarar que la estimacidn de los valores
margen es poco precisa porque el nimero de muestras es relativamente peque-

no (N— 25),
CUADRQ 2

Valores com praratirss e frbrindgena (wy )

S e e e . o e e it L e e e A e e

Diferencia Desviacion Valores margen de
promedio estandlar fas diferencias
Goodwin/ Powell 159 61 33 — 28%
Gooedwin/Stirland 227 40 125 — 328
DISCUSION

La c:uantificacién del fibrinGgeno, uno de los tantos componentes del
plasma sanguineo, ofrece varas dificultades téenicas, puves para su sepatacion
s¢ tropieza con muchos de los problemas que se presentan en ¢l andlisis de glo-
bulinas. Si se utilizan procedimientos de coagulacién, es posible que durante
ésta, queden incluidas en parte las otras fracciones proteicas y si s¢ recurre a
métodos de precipitacion, no séle es factible que se incluyan otras proleinas,
sino también, que la precipitacién sea incompleta. Puesto que es sabido que
las fracciones proteicas varfan ampliamente en mdaltiples trastornos patolégicos, no
se ha intgntado introducir npinguna correccidn al respecto, pues un solo factor
no bastaria para satisfacer todas las posibilidades (31).

Las diferencias en las condiciones durante la coagulacion o precipitacion
del fibrindgeno, asi como el métode de andlisis in extenso, explican en gran
parte la variedad en cuantc a valores normales que se halla en la bibliografia.
En consecuencia, es conveniente establecer delimitaciones de los valores norma-
les, sobre todo ai aceptarse un métede analitico que sea lo mds preciso posible.
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El reporte de los resultados obtenidos con los procedimientos conven-
cionales de laboratorio, para la determinacion cuantitativa del fibrindgeno plas-
matico, gencralmente requicre horas y en ocasiones puede sufrir todavia mayo-
res retrasos, lo que hace que tales procedimientos resulten inadecuados en situa-
ciones de emergencia, ya que en los cstados hemorrigicos de instalacion brus-
ca, producides por disminucion del fibrindgeno plasmitico, la cuantificacion
ripida y exacta de esta proteina cs de enorme importancia para poder estable-
cer en corto tiempo el diagndstico y la terapéutica adecuados (8, 31, 32, 33, 35).

La mayoria de Jos muchos procedimientos prolongados y laboriosos que
se han propuesto para la determinacién del fibrindgeno plasmdtice, compren-
den dos etapas: Primero se afsia el fibrindégenc de otras proteinas plasmaticas
v luego se efectia la cuantificacién fisica o quimica de la protefna asi obteni-
da. La separacién del fibrindgeno de las otras proteinas plasmiticas, sc puede
llevar a cabo por su interaccién con la trombina y/0 el calcio para formar fi-
brina, pot su coagulacién a bajas temperaturas ¢ por su caracteristica baja so-
lubilidad con diferentes sales y alcoholes (11). Otros reportes técnicos inclu-
yen la interaccion de esta proteina con protamina (11) y con antifibrindgeno
(3, 6).

Las técnicas para la cuantificacion de fibrindgeno incluyen, entre otras,
la de pesada, la estimacion del contenido de nitrogeno, la determinacion cole-
rimétrica por la reaccién del biurct, de la ninhidrina, de les fenoles y por la
absorcién ultravicleta de la fibrina disuelta ep una solucién de urea al 40 %
(11).

Se han propuesto varios métedos turbidométricos para la estimacion del
fibrindgeno,  Fstos métodos directos incluyen la precipitacién con sulfato de
amonio, clorurc de sodio, sulfito de sodio y también la polimerizacion del fi-
brinégeno por trombina y calcio (7), o solamente calcio (16). Existen ademis
otros procedimientos que utilizan trombina para reacciones turbidométricas (17,
32) vy alcohol-trombina (39).

Las téenicas de aislamiente del fibrindgene usande trombina, son de las
mis tediosas y que consumen mds tiempo; sin embargo, algunos autores con-
sideran que este procedimiento es el mis exacto por cuanto lo que se mide es
fibrindgeno fisioldgicamente active (20, 30).

Con respecto a los procedimientos en que -se logra la scparacion del fi-
bringgenc plasmitico, por precipitacion con diversas sales para la medicion fo-
toméirica de la turbicdad, conviene sefalar las ventajas y desventajas de dis
chos métodos. La turbidez provocada por ¢l sulfato de amonio (7, 31), es
una técnica ripida y ficil de realizar, pero es mis que nada un método semi-
cuantitativo. Por ejemplo, con este procedimiento ¢s imposible medir con pre-
asion niveles bajo Jos 90 miligramos % (7), lo que nosotros hemos corro-
borado.

La coagulacion es la caracteristica especifica del fibrindgeno, por lo
que aparentemente, los métodes de andlisis del mismo que dependen de su con-
version en fibrina, deben ser mis fisioldgicos y especificos que los procedi-
mientos que se fundamentan en la precipitacién salina del fibringgeno como
tal (15). FEsta evidente ventaja sin embargo estd contrartestada entre otras co-
sas, por €l hecho de que no se puede evitar completamente la inclusién ¢n el
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codgulo de fibrina de otras proteinas y la lisis espontinca del codgulo de fibri-
na (19), circunstancias que provocan error en este tipo de determinacion, pe-
ro no en los pracedimicntos de {raccionamiento salino o turbidométricos.  Pa-
rece ser que, cuande menos algunos de los métodos tarbidométricos directos
son en general menos sensibles que los procedimientos de aislamiento y cuan-
tificacidn posterior y estan sujetos a un alto grade de interferencia por parte
de constituyentes plasmiticos normales y anormales (11).

MARTINEX y BERRY (23) al comparar su método, basado en la preci-
pitacion cuantitativa del {ibrindgeno plasmitico por medio de un bdfer de fos-
fatos, con el de PARFENT IV ¢ @l (27), encuentran que en cuanto a sensibili-
dad su método es mejor, permitc un control del pH de Ja mezcla de reaccién del
reactive para fibrindgeno, el cual cn realidad es un verdaderc bofer, no requie-
re un control de temperatura ambicnial y los resultados de la turbicdad con las
muestras de plasma siguen mis intimamente la Jey de Brer. Ademis.]a turbic-
dad resultante es mis estable que cuando se precipita €l fibrindgeno con sulfa-
to de amonic. Los mismos autores consideran que la prueba de turbiedad por
medio de las sales de fosfato, cs tan exacta y precisa come ¢l método de REINER
y CHEunG (31). o cual es mis claborado y consume mis tiempo. No obstan-
te los autores reconocen que este Gltimo procedimiento es un excelente método
de referencia. Uno de nosotres (34) ha tenido una buena experiencia, con
los métodos a base de sales de fosfatos para la medicion de proteinas fracciona-
das del suero, lo que nos lleva a creer que ¢l método de¢ MARTINEK y BERRY
debe ser adecuado y cuantitative para fibrindgena.

Después de una exbaastiva revision de la literatura y en atencidn a
los procedimientos que se usan en nucstro medio, nos propusimos hacer un es-
tudio de tres métodos para fibrindgeno plasmético. En vista de que tomamos
tome referencia la téenica de aislamicnto y colorimetria de Goopwin (12),
creemos oportuno menciopar, previamente a cualguier discusién sobre puestros
hallazgos, las consideraciones criticas que sobre ¢l tema nos ofrece ¢l autor men-
cionade y que nosotros hemos corroborado.

Los métodos turbidométricos comparados por GoobwiN (13), fueron
su téenica a base de sulfito de sodio, la modificacién de FoweLn (9) al méto-
do del sulfato de amonic de PARFENT JEV ¢7 al, (27) que emplea una solucion de
sal al 13,33 %, el procedimicnte de Povmors (28) que utiliza sultato de sodio
al 10,5 % y el ya citado método de MARTINEK y BERRY (13), a base de sales
de fosfato al 1,20 molar, con concentraciones equimeleculares de fosfato cido
de potasio y fosfato disodico.

El fibrindgeno fraccionade por cada unc de los agentes precipitantcs
utilizados, fue disuelto en solucidn de urea, lucgo sc agregd hidréxido de sodio
y reactivo cualitativo de BeNemicr para el desarrolle de color.  Hubo gran co-
rrelacion entre la cantidad de fibrindgeno plasmdtico por suifito y fosfatos, a
diferencia de lo obtenido con las otras dos sales. Ln la experiencia del autor,
cl._grado de turbicdad producide por fraccionamicnto salino, no es un indice
confiable respecto a la cantidad de fibrindgeno presente, Por lo tanto, la me-
dida de la concentracién de fibtindgeno por turbiedad, a basc de jos diferen-
tes agentes fraccionadores que se han preconizado, no parece ser suficientemen.
te precisa para la medicion cuantitativa de esta proteina,

Se demostré entonces claramente la bondad de los métodas de fracciona-
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miento del fibrinogeno, al observar Jos valores cbtenidos con el uso de fibriné-
genc bovino para la estandarizacion en los procedimientos que se compararon.
En la tabla que sigue se sefialan los valores que obtuvo el autor,

Comparacion de los valores de [tbrindgeno
obtenidor por técwicas de fraccionmamienty taline (Goodwin 13).

Fibrinégeno bovino mg/100 ml Fibrinbgeno recobrado (mg %)
NasS0; Fosfatos NH,(2)S0, Nas50,
Gon 665 535 333 380
360 360 315 250 200
18] 180 180 165 150

El procedimiento descrito por GOopWIN (12) y que nosotros hemos
aplicado con ligeras modificaciones, es comparativamente sencillo y ripido. A
diferencia de otros métodos, no presenta dificultad para el establecimiento de
los patrones para comparacién. Asimisme y a diferencia de otros métodos co-
mo los que emplean ¢l reactivo para fenoles (20, 26, 30), no utiliza factores
crombgenos para convertir los valores hallados en mg %, puesto que ¢l reactivo
del biuret determina enlaces peptidicos en lugar de un aminodcido concreto
(31). En otras palabras, con este método se puede usar cualquier patrén pro-
teinico, ya que la curva de calibracién permite analizar cantidades equivalentes
de fibrinégeno, de albimina o de suero completo, en las proporciones estable-
cidas para cada procedimiento (12), gracias a la técnica del biuret modificada,
CampPBELL y HANNA, de acuerdo con HENRY (15), no recomiendan en su mé-
todo original a base de sulfito de sodio, la determinacién cuantitativa del fibri-
négeno con la reaccion del biuret, ya que en esas condiciones se produce un
enturbamiento que no se puede eliminar ni siquiera mediante la extraccion con
éter, Esta aparente e inscslayable dificultad, fue obviada por GoopwIN (12),
cuando demostré que el fibrindgeno precipitade por sulfito es muy soluble en
solucién de urea al 40 %, hecho también comprobado por GANs y Krwvit (10).

Es importante indicar que el sulfito de sodio tiende a precipitar la bili-
rrubina, lo que hace dificil removerla aun lavando el precipitado que se obtie-
ne. La interferencia de tal pigmento por arriba de los 24 mg % es especial-
mente notoria en el microprocedimiento, que es el que hemos utilizado en este
trabajo, en virtud de su reaccion con el biuret (12). La interferencia debida a
exceso de lipidos (mds de 2.000 mg %), es fundamentalmente turbiedad.

Este problema se puede corregir parcialmente, al sustracr al suero pro-
blema el grado de turbiedad. La concentracién de hemoglobina plasmatica mis
alli de 150 mg %, provoca falsos valores de fibrinégeno por su reaccién con
el reactivo de biuret, que es dos veces mis sensitivo que ¢l biuret convencional
(11).

Al concretar los resultados obtenidos, no nos queda sino concluir en que
los valores de fibrinbgeno responden por lo general al método que se ha se-
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guido, por lo que no puede sorprender a nadie que recomendemos con entu-
siasmo el procedimiento de GoobwiN (12).

Los valores margen y medios de las muestras de hombres y mujeres, in-
dican que no existen diferencias de los niveles de fibrinogeno plasrmitico, en-
tre os sexos, hecho ampliamente aceptado por otros autores (11, 26, 30).  Asi
mismo deseamos senalar una vez mas 1a bondad del método de GOODWIN, citan-
do otro trabaja (23) en que se comparl con éxito este método con otros que
se aceptan como de referencia.  En cuanto al métode turbidométrico de STIRLAND
(36) nos parcce que como procedimiento turbidomérrico que es, ya tiene im-
plicitas todas las desventajas ¢ inexactitudes propias de estos andlisis; ademas,
estard contrzihdicado en presencia de piroglobulinas (11) y afin en presencia
de criofibrindgeno (15, 18).

Lo mismo podemos decir de fa modificacién de FowELL (9) al método
turbidométrico de PARFENTJEV ef al. (27). Asimismo es preciso Jlamar la
atenciop hacia el heche de que algunos Jaboraterios aplican las férmufas em-
piricas de ParRFENTJEV o de Fowgly, usando fotomettos diferentes a los que
sirvieron para la obtencién de las ecuaciones, lo cual introduce un encrme error
que invalida un métode de por si semicuantitativo (7). Cenviepe recordar,
que con este métoda se repactan valores margen de fibringgeno de 113 a 380
mg %, con valor medio de 246 mg ¢ (5,27). los cuales se relacionan cs-
trechamente con los etcontrados por nosotros con el mismo procedimiento.

Por otra parte, al comparar los valores obtenidos en 25 muestras, s¢
aprecian las diferencigs bisicas entre un procedimiento coforimétrico que ais-
la selectivamente al fibrindgeno, luego o cuantifica por medio de una reaccidn
de color universalmente conccida por su bondad y que utiliza un biuret modifi-
cado doblemente sensible {11), con dos métodos que se basan en medir el
grade de turbiedad y que estin por ello sujetos a importantes variables, debi-
do a las muchas fuentes de error del andlisis nefelométrico en condiciones or-
dinarias, tal y como lo sefialan REINER y CHEUNG (31), autores de un método
que se considera excelente referencia para andlisis del fibrindgeno (23).

La inexactitud de los métodos de STIRLAND y FOWELL, se refleja cp
nuestras experiencias con el uso de soluciones patrén de {ibrindgeno bovino y
en las de otros autores (11, 13).

CI'ADRO 3

Valorer de fibrindgens (n=2)

Concentracién de fibrindgeno Valores obteaidos
en solucibn patrdn (mg %) con 3 diferentes métodos (mg %)
Goodwin Stirland Fowell
200 202 186 152
440 401 388 206

Estos resultados y los que se indican en el andlisis estadistico, demues-
ttan que ambos procedimientos turbidométricos no son mds que métodos semi-
cuantitativos, que podrian decidir st el fibrindgeno se halla en proporcidén muy
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baja o muy alta, pero que pucden resultar equivocos en las zonas intermedias,
con el agravante de que la infermacion que proporcionan es menos definida en
los casos de valores bajos en la zona limite (100 - 120 mg %), en los que
precisamente hay que tomar las decisiones de mayor trascendencia médica (7, 31).

Se padria sospechar que con el método de GoonwiN (12) gque nosotros
preconizamos, existe ¢l problema de que sc incluyan otras proteinas en la fase
de separacion o aislamiento del fibringeno con la colucion de sulfito de sodio,
tal como lo supone MiLLzr (24), en vista de que los valores son ostensible-
mente mas altos que los obtenidos por métados de precipitacion o turbidomé-
tricos. Sin embargo, ¢l autor (13), ha demostrado excelentes recuperaciones,
factibilidad de reproducir resultados, exactitud y una estrecha correlacion  de
sus hallazgos con los de métodos ampliamente aceptados, aunque no de uso
rutinario, como el de interaccién con trombina (11). Los valores de GOODWIN
(12) con su microprocedimiento, que fue el que sc utilizé en este trabajo, os-
cilaron entre 390 y 600 mg %, con un valor promedio de 484 mg %, cifras
bastante semejantes a las nuestras: 273 a 586 mg G, con una media de 422
mg %, incluidos un 95 % de los casos aproximadamente.

RESUMEN

Se hacen determinaciones plasmiticas de fibrindgeno pos los métodos de
Goopwin (12), Fowkrr (9) y StirLAND (36), en poblacién universitaria de
uno y otro sexo, con edades comprendidas entre 17 y 25 afios.

Con €l método de Goopwin, ligeramente modificado, que es cl que nos
proponemos preconizar, se obtuvieron en un 95 % aproximadamente de los ca-
sos estudiados (n=255), valores de 273 — 586 mg %, con un valor promedio
de 422 mg %. Se comparan los tres métodos en referencia y se sefalan las
diferencias tan evidentes entre los valores hallados.

Por iltimo se hace un ligero andlisis critico de la mayoria de los dife-
rentes métodos analiticos encontrados en la literatura,
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