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1.
ios laboratorios de hematología precisan normas y  

controles de referencia de plaquetas para mantener el contpdi 

de calidad de su instrumontaciós y  técnicas de recuento de - 

plaquetas que bago los métodos actuales de recuento incluyan 

5* tanto les procedimientos manuales^ tal como la microscopía ** 

por contaste de fase, como las técnicas automatizadas que ** 

utilizan contadores de partículas de tipo eleotiónico* Tanto 

el procedimiento manual como la técnica aromatizada precié' 

san la enumeración de plaquetas individuales* 

te# $a la actualidad, hay pocos laboratorios que uti3^

con suspensiones de plasma ricas en plaquetas que son grapa?* 

radas recientemente para fines de control#

las plaquetas de sangro son, sin embargo, a&fie&- 

les de contar por microscopía de contraste de fase debido a 

15* su pequeño tamaño (aproximadamente 2-4 mieras), adlcionaRman 

te, las plaquetas tienen una- fuerte tendencia a agutinarse 

y  formar agregados* Cuando se ponen las plaquetas en coatse** 

to con una superficie humectá&le, tal como de vidrio o pida** 

tico, pierden su forma oval o redondeada? aparecen numorosúa 

20* seudÓpoAos en la superfino de la membrana do la célula y  al 

cabo do poco tiempo las plaquetas eoale-ssea formando numere^ 

sos agregados amorfos* En consecuencia, esto haca difícil, ** 

si no imposible, sí mantenimiento en el laborarlo da herna* 

tologfa dínica de una auspensión do referencia, de plaquetas - 

2$, roproductible*

Un control de referencia da plaquetas deseado detge

ría consistir, obviamente,, en una suspensión de plaqueta i^ 

dividuales* Con el fin de obtener tal suspensión estable de 

plaquetas: individuales,, es necesario inhibir completamente ** 

30* la agregación de las plaquetas,



2*
Se ha detallé una variedad de compuestos que in­

hiben le agregación de las plaquetas# pero este intento no ** 

ha tenido éxito en la preparación de auspensionoa de plaque­

tas estables#

3* Hemos desacertó ahora que un método para inhibir

son éxito- la agregación de las plaquetas, consiste en utili­

zar- coe^uestos que- figón y estabilicen la membrana de las —  

plaquetas formando degradaciones entra grupos funcionales de 

prctefha* familia de ísompuestoe que realizarán este tipo 

10* de fijación son les aldehidos# tal cono el glutaraldehído# -* 

que resuena fácilmente con los grupos saino# Imino# guani- 

dilo# hidrexile# carboxiló y 3K de la molécula de proteica* 

Otra familia de compuestos que hemos descubierto# capaces de 

¡Berma? degradaciones con las proteínas sobre la superficie - 

1$* de las plaquetas# son las sales de cromo# tal como el diera* 

mate potásico* 3& presagia de agu^ las seles de cromo for­

man complejos del tipo *%&*a*Or- que se combinarán con los - 

grupos reactives de las cadenas de proteína adyacentes para 

Hetera cabo un efecto de degradación similar al de los- slde- 

20# hídoa*

' B1 objeto de nuestra invención es usa? aldehidos y 

mezclas de aldehidos y sales de cromo para preparar una sus­

pensión estable, de plaquetas, de sangre individuales#

Hemos descocerte que se obtiene unas condiciones 

%3. óptimas para fijar las: plaqueé cuando se aHade el aldehido 

al plasma rice en plaquetas- sin .diluir a una .concentración * 

comprendida entre: el 9#05 y el 0#20%# Igualmente# hemos des­

cubierta que la presencia de las sales de cromo a concentra- 

-cienes comprendidas entre.- si 0,20 y el 0#30% mejora la esta- 

30* biüdad de la euepensión de plaquetas#



Se obtienen auspeaeionea etq̂ eriorea Se plaquetas ̂  

fijadas c u a ^  son fijabas- las plaquetas con ambos oompues—  

tos simultáneamente^

Se obtiene anas condicioneá óptimas' paca, fijar 3aa 

5^ plaquetas cuando se áSada el ̂ Lutarsldebido al plasma rico 

en plaquetas sin diluir a ana concentración del 0,i el 

preferiblemente sJ. 0,?%* y dicroma^o potásico a un nivel del 

0 , 2 % ^

El cátodo para Ü  jar las plaquetas de la usagre de 

ÍO, acuerdo con nuestra invención eg dado en loa siguientes ojem 

p í o s *

Se extrajo sangra entera a tranós da a^jas eilico 

nadas en jeringan da plástico; y so ttwladó inam^atamente a 

un tubo de polipropileno que contenía un sexto- en valuaga da 

solución ACB (2# 3 gr do citrato sódico, 1*3 gr do ácido ci—  

trico# 2#0 gr do- dextroaa, c*s. paro W  mi con agua)# Si ^

- be fue t^ado, invertido y centrifu^do a Ó§ xg durante 2%. ** 

20* .minutos* ai plasma rico en -plaquetas fue retirado- -'entonces - 

de las- otras cólulaa de la sangre por aspiración- y transferí, 

do a un tubo- de polipropileno üc^io* -

3 %  HótodóJ^.

A cada alicuots de 0,5 mi del plasma rico en pla­

quetas# preparado de acuerdo cea el ejcB^lo t, se s^adió su­

cesivamente y con remoción susve 50 je#, de solución de dicro­

mato potásico al 2,5% y Í0 pti de solución de glütaraádebiáo 

30. preparada diluyendo une aolucida madre de glutaraldehido al



4*
29% con solución salina a mía concentración coa^rendida en­

tre al 3,0 y al ?,$%.

A cada alícuota da 0,5 sil del plasma rico en pía—  

5# qnetas preparado da acuerdo asa al ejemplo t, se ŝ íadieron - 

auoesiwsente y con remoción suave 0,5 n& da clorara sódico 

0,1%, ^30 jal da solución da dieromato potásico al 2,5% y 2 

mi da glutar^Ldehido al 4% que fas preparado diluyendo ana ** 

solución madre al 25% con solución 

10̂  Se comprobó la. agresión de las- plaquetas con aa

microscopio ligero.- echando- ana gota de suspensión sobre un - 

portar-muestras silioonado y anotando el grado de agregación 

Raspada del almacenamiento a temperatura, ambiente por espa­

cio de 0, 5 y 13 días#

15# Cuando ^  varió la. concentración del glutavaldehi-

do -en ausencia de dieromato potásico, (tiemple 1, omitiendo -* 

la solución de dicromato), se consiguieron condiciones de 

iaoión óptimas cuando la concentración de glataraldehido fue 

del d,l%* las concentraciones de glutaraldehido superiores o 

20* inferiores al 0,1% aMMntaron considerablemente la agregación 

de plaquetas y las concentraciones superiores al o, 15% de —  

dieron como resultado 3a formación de gel en 

al planees- rico en plaquetas#

Ĝ mndC- se ̂ aRiaron cantidades variables de glata- 

23. raldehído al plasma rico en plaquetas qua contenía 0,25% de 

dicromato potásico# las supensionag que contenían del 0,1 al 

3?1S% de glutaraldehido no mostraran agregación. NO obstante, 

las concentraciones de glutaraldehído de más del 0,15% o me- 

del 0,10% dieron como resultado una notáble agregación de —  

30* plaquetas y las concentraciones superiores a* ip,2% geliflca—



5*
ron el plasma rico en piñonatas*

Aunque el procedimiento de aldehído-diOPOBate es- 

tabilisa las plaquetas e lapide la alegación# se observa—  

ron hiles libréeos insoluoles en en cierto nihaero de anuyen 

3, sienes de plaquetas fijadas en on tiempo tan bravo como 4 -  

días daapnáa de la fijación y ello parees contribuir a 'la -- 

inestabilidad de las suspensiones* les estadios microscópi- 

cos han mostrado las plaquetas atr^adaSf o ̂ heridas son - 

estos Míos* Se mancharon estos Mies con ayuda de idgrosi*- 

na lo que nos engiere que los miamos eran de naturaleza pr§, 

teica.

Se fijaron suspensiones, de plasma^rico en plaque^ 

tas como en el ejemplo 2 por espacio do 30 miantas a 3 be—  

ras a cndtro temperaturas diferentes comprendida' entro 2$oc 

y $633. Las plaquetas fijadas faenen centrifugadas# rosase 

pendidas en ana solución salina de elb̂ iaina de sueco húmense 

al 7#3%# y cesppobadas Bgeroseápicamente para observar M  -  

grado de agregación producido dorante un almacenamiento do 

tres meses a una tengeratara ambiente. 

g3. Las plaquetas suspendidas en albátaina do easro ha

mano preparadas por fijación a 37^3 anstraron una mayor es­

tabilidad que las plaquetas fijadas a 25# 45 Ó %cd# obser­

vándose una notóle reducción en la estabilidad de las sus- 

pensiones de 23 y 5Ó83. K1 tiempo de fijación no tenis efec 

2$, te importóte sobre la estabilidad de las plaquetas a 37 y 

4333. se observó la. ausencia de Mica fibrosos en la totaS% 

dad de las preparaciones de plaquetas suspendidas en alb&ai 

na de suero humane.

Con el fin de determinar ai las plaquetas- fijadas 

30. podían ser estabilizadas resaapend&ándolas en diferentes sg,



laaloaaa de pastafna, aa filaros plaqaatas doraste ana hora 

a 3?*C* Beapû a a# la oe&trlfasaKtds, la# plaquetas flásdas 
fharos raauspsndi.das aa plaaaa desfihrinado^ soero huaaso **

. nonsal y soluciones salina*. #ta ooatesfss Aferentes ̂ nmam- 

tvadoaaa (f# W  a 7^%) da alb&aiss da suero humana.

ga obsartsron Míos fihroá&s en la suspensids da ̂  

plaqueta* del plata* daafihrimdo, pero so es las pa^arsel^ 
ses da plaquetas da albúmina da amro haswo a da asara haa$ 

aa sorssl# ^  obstante, * aantlma^da da un tRnacawsalesto 

td# por aapaa&o da dos* saman** a teaperattma aaMenta, dsioaaaa- 
ta aras aats&daa Isa. plaqaatas fláadss Raspeadla** as alhd^ 

a* da*' aaspo hasaso.

Coa al fin da dataragRar al podías, ser ostabiH^- 

da* Isa plaqueta* reauspandldudolas as aaluaioaas da saturna 

Id. 1***. so- protaiaay. las plâ a.taS" flgaáas fhoros resu*pendlds% 

deapods- da as .aastrlfugaolds, as soluoloaas salsas, que ws- 

tenías dlftrsstas oonoantrsígosa* da disotilsuHdxido cospr^g 

didas astas al 0 y  #1 30%.

la*. plaquetas flgadsa dieras oow resultado osa*. - 

30^ suapeoslones astadas *1 nabo da adata aeasaa* aolaaento as 

oosoastraoionas da diastlls^fdaddo del 10 al 30%$ Isa coR** 

oestmolone* 'da asmas del ?,% dtaros ooso resultado ana agg 

gaol^ da plaqueta* inoreasntada. las rssuapenslonsa da pls- 

qpwts* filóme as 33% da dlastllsegfdxldo disron ooao resul- 

tsdo anas prf̂ paraoloaes qas fueron estables al asno* dmtwts 

ateta saaasa*. _

la Ratania da Xaweael&t qaa .<sa aoliolta por asis­

ta sao* pasa, BapaBa* da asuatdo sos la algsnto íaglalsol^

^  deberá raoaar sa&ae* "*sstose os ps^ds&oiod os 3K& so^manv



%

ESTABLE BE PLAQUETAS BE SAN6BE", con Prioridad da la solici­

tud da Patenta en *H+.S.,á* &a 821.563 da i^éha $ da Agoste de 

1977# seg^ las earaeterístioas eaeaciales da la# siguiaatesí



&

,iá..KJLa
í.- SÓtodo d* preparación de una suspensión esta—  

ble de plaqueta# de sangre que consiste en aSadir ana canti­

dad de dea cromo a asa cantidad de plasme rice ea plaquetas 

3-# y ea añadir una santidad, de tm aldehido orgánica a la mezcla, 

de plasma, rice ea plaqustas-cromo.

2.- Kótcdo de preparación de ana suspensión asta—  

M.e de plastas, de sangre de acuerdo coa la reivindicación 

4, en el que el ion de cromo ea el dicromato potáaiM y en - 

el que el aldehido ea el #utaraMeMdo.

1#-. Hótodo de preparación de una suspensi&i esta­

ble de plaquetas de sangre, de acuerdo con la reivindicación 

2,. en el que la concentración de aldehido está cosga?aadlda - 

entra el 0,0$ y el 0,20% y en el que la concentración de sa- 

43# les de cromo está comprendida entre el 0,2 y el 0,3%.

4#^ gótodo de preparación de una suspensión esta­

ble da plaqueas- da sangre, de acuerdo con la reivindicación 

3, en el que el aldehido está presente en una concentración 

del 0,1 al 0,1$% y el dicromato está presente a una concea—  

20, tración del 0,2%.

3^- Notado de preparación de una suspensión esta­

ble de plaquetas de sangre, segdn 3a reivindicación 1, que—  

consiste aat óHadir une sal de cromo a un plasma rico en p3g 

que tas y añadir un aldehido orgánico al plasma rice en pía—  

23. quetas-crMao? permitir la. reacción de la suspensión así pre­

parada por esNaa&e de 30 a ISO minutos a una temperatura com­

prendida entre 1$ y 4$*C? .retirar las plaquetas fijadas? y - 

resuspender las plaquetas, en una elución seleccionada del 

gKqM consistente en albdmina de H M m  húmeme diluida con s¡a, 

30, lucida melisa a ana concentración del 0 al 7,3%, dimetilsulf-



fdxide dllulde con salucldn sal&Ea a una ccneeatraelda del -**- 

7$ 5% al 20% y solueldn aaUna* .

6*- Hétode de preparaaldn de. ana sespensída asta**- 

ble de plaquetas de sanare, segdu la .relrludleácldn- ea, #1 

%, que la sal de arena as el dleroaate potásico y en el que el 

aldehíde es el #utaP^deM<^4 .

7^- nd^de de praparaeida de esa ;su^ens7du 

ble de plaquetas de sangre* segda la reliándlcacldn 6*- eu el 

qae la salucldn de reaaspaHsldn acnslste en 20% de 'dTastH^-' 

70.; sulfá&lda c en í#25 a 7 # %  de albdsíina de s^re humana.

Métada de properaalóh de una ausptmaldu este^- 

ble de plaquetas de sangra*- se#a la reliylndleucl^ 7# ea el 

que se: persdte la reaccián de- la óuspenslée durante do mlnu- 

tes aprarlae^mente.

734 9.- "asToac ss pasp^oion ss sosp^ioü ESTA-

BIS BE PLAQUETAS BE SASURE'^ _ . .

Sagdn queda sustandelRento descrita sa la proeen-

3*



"6a Kaaoria qaa ooasta da diez bogas, escritas a Equina par

Maaaa, lóJ^L, 1978

10.
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