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Andlisis genémico de la transmisién de adenovirus

respiratorios humanos’

Felipe Garcia Vallejo, Ph.D? Harold Solis, B.Sc.?, Martha Cecilia Dominguez, M.Sc.?,

Isabella Borrero, M.Sc.*

RESUMEN

A partir de 84 muestras respiratorias y fecales, se
recuperaron 3 pares de adenovirus. Se efectusd el
anilisis de restriccién de los 3 pares de adeno-
virus que representan un modelo de estrecho
contacto. Con el criterio de andlisis de restriccion
un par se identificé como adenovirus serotipo
2 Ton 99; otro como adenovirus serotipo 6 (va-
riante AS.1) y el Giltimo como adenovirus 3 cepa
GB. La comparacién de los perfiles de restric-
cion en los pares de aislados demostré una
completa comigracién en cada caso. Se obtu-
vieron evidencias de que el anilisis de restriccién
es una herramienta poderosa para estudiar los
mecanismos de transmisién de adenovirus
respiratorios en nifios en estrecho contacto.

Los adenovirus humanos son patégenos de
importancia, causantes de enfermedades sobre todo
en ninos y adultos jévenes!. Los serotipos de adeno-
virus humanos se asocian con distintas afecciones
gastrointestinales?, o genitourinarias®, y del tracto
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respiratorio!. Recientemente se han presentado
evidencias de su asociaciéon con personas que tienen
compromisos inmunitarios®.

Se conocen 47 tipos de adenovirus humanos que se
agrupan en 7 subgéneros (A a G). Esta clasificacion
ha tenido como base criterios inmunolégicos, de
oncogenicidad en roedores, contenido guanina/
citosina y patrones de polipéptidos y analisis de
restriccion®.

Dentro de las estrategias mas comunes para deter-
minar un aislamiento adenoviral, se considera la
neutralizaciéon. Esta técnica no es representativa de
las variaciones genéticas que se observan dentro
de los miembros de un mismo serotipo®. Ademas, en
la prueba de neutralizacién que identifica
determinantes antigénicos comunes a diferentes
serotipos, se observan sefiales de reactividad cru-
zada. Este hecho muestra la posibilidad de ocurren-
cia de eventos de recombinacién del genoma adeno-
viral durante las fases de crecimiento en el orga-
nismo y los pasos de replicacion en cultivos celulares
in vitro. Si se considera la premisa anterior, el empleo
de otras estrategias experimentales seria una
alternativa con mayor poder de resolucion.

Las endonucleasas de restricciéon de tipo II son en-
zimas cuya actividad de hidroélisis del enlace fosfo-
diéster 5'-3' depende de las secuencias de 4 a 6
nucleétidos ordenados en una combinacion
determinada. Este hecho hace que se generen
cantidades equivalentes de fragmentos de ADN segln
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el namero de secuencias blanco que tenga el ADN
que se va a analizar con esas enzimas. Segun este
postulado, entonces es posible someter a digestion
con endonucleasas del tipo II 2 ADN obtenidos en
aislamientos distintos. Si los resultados muestran
segmentos de restriccion comigrantes, es posible
concluir que los dos genomas son idénticos y que
por tanto son aislados pertenecientes a la misma
variante genética de un serotipo definido®.

En este sentido el analisis del genoma adenoviral,
con endonucleasas de restriccion del tipo II ha
demostrado ser de gran ayuda tanto en la taxonomia
viral como en el reconocimiento de una extensa
variabilidad genética de aislados. Ademas, si se utili-
zan varias endonucleasas es posible obtener una idea
de mayor precisiéon con respecto a la variabilidad
genomica de los virus en las poblaciones®®.

La transmisién de adenovirus implica tanto la en-

trada del virus al cuerpo como su expulsion por
distintas superficies, p.e., piel, mucosas respiratoria

y gastrointestinal, ojos y tejidos genitourinarios.
Estas vias se conocen como respiratorias, entéricas
y de contacto intimo’. El contacto directo es el
mecanismo principal para dispersar adenovirus en

los ninos y se convierte en una ruta importante
para que se diseminen las infecciones respiratorias

agudas (IRA)S.

Con la enfermedad respiratoria se han asociado
varios serotipos de adenovirus. En general, algunos
miembros de los subgéneros B*7, C?¢ y D® son los
agentes etiologicos de episodios de IRA en los nifnos®.

La variabilidad genémica intratipica que se observa
mediante el analisis de restriccion, es una herra-
mienta poderosa, para analizar los patrones de
transmision en los virus ADN. Es de importancia
epidemiologica, pues se puede adoptar como una
técnica simple para evaluar las probables rutas de
infeccion entre personas en condiciones de estre-
cho contacto. De esta manera si los perfiles de
restriccién son idénticos en muestras distintas es
posible definirlos como genéomicamente corre-
lacionados; sin embargo, si revelan diferencias se
tratara de adenovirus distintos. Esta clase de en-
foque se ha utilizado con éxito para determinar las
rutas de infeccion con herpes simplex'? y
citomegalovirus'’.

En este trabajo se presentan los resultados al aplicar
el analisis de restriccion a 3 pares de aislados de
adenovirus en ninos con IRA que vivian en condi-
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ciones de contacto cercano.

MATERIALES Y METODOS

Muestras clinicas. En ninos de 0 a 5 anos se obtu-
vieron 84 aspirados nasofaringeos y muestras fe-
cales. Todos los nifnos que presentaban episodios de
IRA diagnosticados clinicamente, se seleccionaron
de familias que vivian en hacinamientos. Los cri-
terios de hacinamiento adoptados en este estudio
fueron: tamarno de la habitacién (menor de 30 m?);
numero de personas que la comparten (mas de 5);
y tiempo de contacto estrecho con secreciones de
ninos infectados (mayor de 3 meses)

Virus y cultivo celular. Tanto los especimenes
nasofaringeos como fecales se centrifugaron a 200
rpm en centrifuga refrigerada (Sorvall RC-2B) du-

- rante 5 minutos; 1 ml del sobrenadante de cada una

de las muestras se inoculé en células REH (riién
embrionario humano). El efecto citopatico (ECP) de
la monocapa se monitoreé diariamente con ayuda de
un microscopio de luz invertida. Después de obser-

var 80% del ECP, las monocapas se almacenaron a
-70°C hasta su utilizacion.

Se efectuaron pruebas de inmunofluorescencia in-
directa (IFI) para determinar la presencia de adeno-
virus. En todas las pruebas de IFI se utilizé6 anti-
suero antihexon de pollo!?. La reconfirmaciéon de
infeccion adenoviral, se efectio mediante experi-
mentos de hibridizacion de acidos nucleicos en "dot-
blot” (punto de mancha)'?. En todos los casos se uti-
liz6 como sonda diagnéstica el clon recombinante
pAd8-117 que contiene el segmento C/D de Hind III
del adenovirus 8 cepa Trim. El1 ADN del clon pAd8-117
se radiomarcé con alfa *pdATP usando el estuche
multiprime de Pharmacia!4.

Extracciéon del ADN de adenovirus. Las muestras
de aspirados nasofaringeos y de materia fecal positiva
en ensayos de hibridizacién en “punto de mancha”, se
emplearon para extraer el ADN viral mediante el
método desarrollado por Hirt!® con algunas
modificaciones introducidas por Renjifo'®. Las
monocapas infectadas se sometieron a ciclos suce-
sivos de congelacion y descongelacién, las células se
lisaron y el ADN de alto peso molecular se preci-
pité diferencialmente en solucién de NaCl 2M du-
rante toda la noche a 42C. El ADN final se purificé
mediante extracciones sucesivas con fenol,
fenol:cloroformo (1/1', V/V) y cloroformo, y luego se
precipitdé mediante la adicion de 2.5 volimenes de
etanol absoluto a -70% durante 30 minutos!'”.
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Cuadro 1
Caracterizacién Biolégica de los Adenovirus Recuperados de Nifios con IRA.

Muestra N© Edad  Origen ECP en IFA en Hibridizacién con pAd8-117 Analisis genémico ®
(afnos) Hep? EHK Hep? ® Hep? EHK
IRA 7008 1 Heces + + e - + Adenovirus 2 AD
IRA 7016 1 Heces 4 - +++ + 4 Adenovirus 2 AD
IRA 7068 2 Respiratorio + + b “ - Adenovirus 6 AVE 1
variante®
IRA 7069 2 Respiratorio + + +4++ + - Adenovirus 6 AVE 1
vaiante®
IRA® 0116 1 Respiratorio + + O - + Adenovirus 3
cepa GB
IRA® 0097 1 Respiratorio - + - - Adenovirus 3
cepa GB

a Criterio de IFA utilizado: muestra positiva (+++); inconsistente (++) o (+).

b De acuerdo con Adrian et al.'®

¢ Aislados obtenidos de un mismo nifio durante 2 episodios continuos de IRA.

El ADN de cada muestra se visualiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa/bromuro de etidio y
se demostrd la fluorescencia emitida por el bromuro
de etidio!?. El ADN de cada aislamiento se uso para
hibridizarlo con el clon pAd8-117 marcado con alfa
325JATP segin lo descrito por Maniatis et al.'’.

Andlisis de restriccién. El ADN de los aislados
adenovirales, se traté con las endonucleasas de

restriccién Hind III, Sma I, Bgl II (Amersham), Bgl I,
Sau 96.1, Msp I, Kpn I, Eco RI de BRL, (Bethesda).
Los patrones de restriccion fueron resueltos en un
gel de agarosa (1 a 1.2%)'. La visualizacion se efec-
tué mediante la observaciéon del patréon de bandas
fluorescentes con luz ultravioleta. Los perfiles de
restriccibn se compararon con los descritos por
Adrian et al.!® La comparacion de los perfiles se
efectué mediante un programa de computador
adaptado del COMAP'®.

RESULTADOS

Caracteristicas de los aislamientos adeno-
virales. El Cuadro 1 resume la caracterizaciéon bio-
logica de 6 aislamientos adenovirales obtenidos en
pares de nifios con episodios de IRA. Un aspecto
importante es la alta correlacién existente entre la
caracterizacién del aislado por el método de
inmunofluorescencia y la homologia en experimen-
tos de hibridizacién en punto mancha con el clon
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recombinante pAd8-117. Este par de técnicas
permitieron caracterizar al aislado IRA 116 como
adenovirus a pesar de no presentar crecimiento en
las monocapas de células Hep 2. El Cuadro 1 tam-
bién muestra la relacién de crecimiento de los dis-
tintos aislados tanto en las células Hep 2 como en las
monocapas de REH.

Caracterizacién genémica de los adenovirus. Al
emplear como criterio los patrones de restriccion de
ADN en los pares de aislados, fue posible estable-
cer de forma confiable su identidad genética. En el
par de aislados IRA 7008 e IRA 7016, se establecioé que
los perfiles de restriccion son concordantes con los
del adenovirus serotipo 2, cepa de referencia. En este
sentido los patrones con Sma I y Bam HI que mos-
traron 4 y 10 fragmentos, respectivamente, fueron
comigrantes con los del adenovirus 2, cepa de refe-

rencia (Cuadro 1).

Los aislados IRA 7068 y 7069 que se recupe-
raron a partir de muestras de aspirado nasofarin-
geo de 2 nifnos con IRA, se sometieron a digestion
con Bgl Il y Bam HI. En este caso los segmentos 9y
4 de ADN obtenidos, fueron 80% comigrantes con
los correspondientes al serotipo 6, cepa de refe-
rencia. Los examenes de otros patrones de va-
riantes genémicas estudiadas antes, mostraron que
el par de aislados pertenecian a la variante A6.1.
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Figura 1. Analisis de restriccién de dos adenovirus recuperados de muestras fecales de dos nifios en estrecho contacto. E1 ADN
de los aislados IRA 7008 e IRA 7016 fue sometido a digestion con varias endonucleasas de restriccion. Los fragmentos
generados se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa y se visualizaron sobre fluorescencia con bromuro etidio

en luz ultravioleta. (B1I), Bgl II; (B 1), Bgl I; (H), Hind III; (S), Sma I: (B), BamH I: (Sa), Sau 96.1; (A) ADN del bacteriéfago lambda

digerido con Hind III; (1), IRA 7008; (2), IRA 7016.

Finalmente cuando se estudiaron los IRA0097y 0116
recuperados en 2 episodios de un nino con IRA, se
observo una correspondencia absoluta con los patro-

nes de adenovirus 3 cepa GB.

Constancia de genomas durante transmision en
estrecho contacto. El par de aislados IRA 7008 y
7016, obtenido de 2 ninos con episodios de IRA en las
condiciones determinadas en este estudio, se sometié
a restriccién con las endonucleasas Sma I, Bam HI,

Hind III, Sau 96.1, Bgl y Bgl II. Se obtuvieron 33
fragmentos de restriccion todos ellos coincidentes

con el ADN en ambos adenovirus (Figura 1).

El mismo tipo de analisis se efecttio con el par IRA
7068 y 7069. Este par de adenovirus se habia
caracterizado previamente como adenovirus sero-
tipo 6. La comparaciéon de los perfiles de restriccion
con las endonucleasas Bgl II, BGI, I, Hind III, Bam HI,
Smal, Mspl, Sau 96.1 mostré un total de 44 fragmen-
tos todos ellos correspondientes en los 2 adeno-
virus recuperados (Figura 2)

Por ultimo, los adenovirus IRA 0097 y 0116 también
se analizaron con las endonucleasas de restriccion
Bgl I, Bgl II, Kpn I, Hind III, EcoK 1y Sma I. Todos los
47 segmentos que se visualizaron por electroforesis

en gel de agarosa fueron 100% comigrantes en los 2
aislamientos (Figura 3).

DISCUSION

En este trabajo se emplearon 4 criterios metodolé-
gicos diferentes para confirmar la presencia de las
muestras de adenovirus. Estos criterios fueron utiles
en la cuantificaciéon de adenovirus a partir de mues-
tras clinicas respiratorias y fecales. De acuerdo con la
premisa anterior, se demostraron resultados con-
tradictorios y que dependieron del tipo de célula que
se utilizé para los experimentos de propagacion in vitro
del virus. El aislado 0116 mostré proliferacion en REH
y/o en monocapas de Hep 2 (el punto mancha fue
negativo para el caso de diagnéstico por opinién cli-
nica). |

En este caso tanto el criterio de ECP como el de
hibridizaciéon fueron positivos cuando el virus se
propagd en monocapas de la linea celular Hep-2.
Estos resultados son compatibles con aquellos en
que se ensayd la presencia del ADN adenoviral en
electroforesis en geles de agarosa. Excepto en el ais-

lado 0116, crecido en células Hep 2, fue posible
determinar una banda de ADN cuyo tamaro mole-

cular es de 34 kb. En el adenovirus 0116 ademas de
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Figura 2. Anilisis de restriccién de un par de adenovirus aislados de aspirados nasofaringeos de nifios con IRA en condiciones
de estrecho contacto. El procesamiento del ADN de los aislados IRA 7068 e IRA 7069 fue semejante al descrito en la Figura
1. (B 1), Bgl II; (B 1), Bgl I; (H), Hind III; (S), Sma I: (B), BamH I: (Sa), Sau 96.1; (A) ADN del bacteriéfago lambda digerido con

Hind III; (1), IRA 7068; (2), IRA 7069.

la banda correspondiente al ADN de adenovirus fue
posible observar una de 4.8 kb; aunque esta frac-
cion de ADN de 4.8 kb no se identific6, se puede
proponer la hipétesis de una contaminacion de la
muestra con virus adenoasociados.

Los adenoasociados frecuentemente inhiben la re-
plicacién adenoviral y promueven el incremento en
la concentracién de moléculas de ADN de cadena
Gnica: estas moléculas son resistentes a la acciéon de
las endonucleasas de restricciéon!®. Las pruebas
preliminares aportadas en este trabajo indicaron que
la banda de 4.8 kb es resistente a la accion de
varias endonucleasas de restriccién del tipo 2, y
confirman la hipétesis que serian moléculas de ADN

de cadena tinica.

Los analisis de restriccién permitieron probar la
expulsion por via fecal del mismo tipo de adenovirus
(IRA 7008 y 7016). Con base en los criterios estable-
cidos, es posible proponer que los nifios pudieron
haber adquirido tanto de una fuente dispersora co-
mun o por infeccién entre ellos. El adenovirus sero-
tipo 2 (cuyo patrén de restricciéon corresponde a los de
IRA 7008 y 7016) que se informé asociado con
contaminacién fecal en los nifos, es un miembro del
subgénero C incluido dentro de los agentes adeno-
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virales que generan infecciones respiratorias de tipo
superior e inferior. Se sabe que estos serotipos se
excretan en las heces durante largos periodos’®.

Las materias fecales pueden ser fuente potencial de
transmisién viral. Como los ninos del presente tra-
bajo tenian una edad de 2 afos, es posible entonces
que esta clase de contacto orofecal pudiera haber
ocurrido. Esta via es una de las rutas propuestas co-

mo uno de los mecanismos mas importantes para
transmitir adenovirus en condiciones cerradas?®.

Analisis similares con los otros aislamientos de-
mostraron la existencia de una relacién genémica en
los adenovirus respiratorios tipicos. La cepa de
adenovirus 6.A.6.1'% se encuentra estrechamente
relacionada con IRA en ninos de 2 anos. Los virus que
ocasionan infeccién respiratoria se excretan via {6-
mites y aerosoles. Frecuentemente la infeccion
adenoviral ocurre por contaminacion de manos y
objetos.

Con el presente estudio es posible postular que 100%
de semejanza en los patrones de restriccion, es una
evidencia que apoya el mecanismo de transmi-
sién entre ninos que estan en estrecho contacto®’.
El serotipo 6 se clasifica dentro del subgénero C,
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Figura 3. Analisis de restriccion de 2 adenovirus obtenidos en 2 episodios de un nifio con IRA. (B II), Bgl II; (B I), Bgl I; (H),
Hind III; (S), Sma I: (B), BamH I: EcoKI; (K) KpnI; (A) ADN del bacteriéfago lambda digerido con Hind III; (1), IRA 0097; (2),

IRA 0116.

esta asociado frecuentemente con brotes de enfer-
medad respiratoria!®-2°,

Dentro del estudio se aislé un par de adenovirus
serotipo 3 en un nifno de un ano de edad que sufrié 2
episodios de IRA. El anilisis de restriccion mostr6é un
total de 40 sitios de corte localizados en la misma
posicion en el genoma de los dos aislamientos. Esta
técnica es, pues, una herramienta poderosa para
identificar ademas de episodios de transmisién, de
reactivacion viral, como en el caso de los aislados 0097
y 01186.

El modelo del presente trabajo es compatible con
aquellos que permiten diferenciar entre nuevas
infecciones o la reactivaciéon de adenovirus latentes.
Evidencias semejantes se han descrito en enfermos
con compromiso inmunitario sometidos a trans-

plantes de médula 6sea?®!.

Se analiz6 la transmision de adenovirus con meéto-
dos de menor resolucion. Los estudios mediante la
prueba de neutralizacién han permitido diferenciar
casos de contaminacion o persistencia en miembros

de familias que se encuentran en estrecho contacto.
Los estudios de neutralizacién se centran sobre la
variabilidad de regiones contra el genoma adenoviral,
que son las que codifican por los determinantes
antigénicos que se analizan.

En contraposiciéon a la neutralizacion, el analisis de
restriccion presenta una alternativa mas amplia para

estudiar la variablidad genética. Al respecto, median-
te la electroforesis en geles de agarosa, es posible
descubrir diferencias de aproximadamente 100 pb
en los fragmentos de restriccion obtenidos con de-
terminadas endonucleasas del tipo II.

Los resultados cuando se emplearon las endonu-
cleasas de restriccién de la clase II, fueron concluyen-
tes en mostrar una variabilidad en los sitios de
restriccibn en genomas adenovirales®'®, Aunque no
existe un nuamero ideal de endonucleasas que se
requieren para efectuar un analisis de restriccion
completo, es légico que a medida que se aumente
el nimero de enzimas de restricciéon, subira el nivel
de resolucion pues se eleva la probabilidad de encon-
trar diferencias genémicas finas®. En este trabajo se
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utilizaron 7 modelos diferentes de endonucleasas de
restricciéon del tipo II. Los resultados permitieron
conocer datos concretos sobre la similaridad genoé-
mica de los pares de adenovirus aislados en ninos con

IRA.

Algunos datos previos han demostrado que los
adenovirus pueden ganar o perder secuencias tanto
del ADN de la célula huésped como de su propio
genoma. Cuando el adenovirus 5 se infecté en
monocapas de la linea celular Hep-2, se observaron
rearreglos genémicos durante la infeccién de este
adenovirus in vitro?®. Este hecho puede ser uno de los
factores que se deben considerar en el momento de
efectuar una comparacion genética de genomas
adenovirales mediante la comparacién de patrones de
restriccion®?-2°,

De acuerdo con el trabajo efectuado, es posible dis-
poner de una herramienta poderosa para enfocar el
estudio de larelaciéon genomica de adenovirus durante
el proceso de infeccion. Sin embargo, también tiene
sus limitaciones principalmente en lo relacionado con
el nivel de resolucién; es asi como diferencias en
tamaios moleculares menores de 100 pb, no se pue-
den determinar por medio de electroforesis en geles de
agarosa y en los andlisis de restriccion con pocas
enzimas.

Una alternativa seria la que se ha desarrollado en esta
investigaciéon: el empleo de 7 distintas endonu-
cleasas de restricciéon tipo Il. Asi pues, el analisis es

poderoso en la medida en que se empleen nameros
altos de endonucleasas de restriccion del tipo II.

Desde el punto de vista practico es posible obtener
evidencias en relacion con la transmision que ocurre
cuando los nifnos se encuentran en condiciones de
estrecho contacto; de acuerdo con los casos en este
trabajo, se mostr6 de manera inequivoca una
correspondencia completa en la totalidad de los
fragmentos de los patrones de restriccion obtenidos
con las endonucleasas empleadas, lo que permite
aseverar que entre ellos ha habido una transmision
horizontal (aislados 7068 y 7069). Lo anterior se
apoya en el criterio de variante genomica, donde
una modificacién genera cambios en el patron de
restriccién, no en el numero de fragmentos pero si
en el tamaino de por lo menos uno de ellos. En el
presente trabajo, al analizar los aislamientos estu-
diados uno en relacién con el otro (p.e., el par 7008 y
7016) permitié asegurar que se trataba de la misma
variante gendmica.
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En esta investigacion se ha probado una alternativa
metodolégica para el estudio de mecanismos de
transmisiéon de adenovirus respiratorios que es el
analisis de los perfiles de restriccion con varias
endonucleasas del tipo II: transmision entre perso-
nas (pares de aislados 7068 y 7069; y 7008 y 7016)
y reactivacién de una infeccién inicial (par de ais-
lados 0116 y 0097).

Como el serotipo 3 se ha caracterizado por ser el
principal agente patogeno de IRA, entonces tienen
importancia su valoracién epidemiologica y sus
patrones de transmisién. El analisis de restriccion
puede ser una herramienta atil de diagnostico directo
en el laboratorio.

SUMMARY

From 84 respiratory and fecal samples, 3 pairs cf
adenovirus were recovered. Using a model of closed
contact restriction analyses (RA) of the 3 pairs of
adenovirus were performed. Upon the RA criterion one
pair was identified as adenovirus serotype 2 Ton 99;
the second as an adenovirus serotype 6 (A6.1 variant)
and the last one was characterized as Ad3GB strain.
The comparison of restriction patterns of pairs of
isolated showed fully coomigration in each case. Evi-
dences that the RA is a powerful tool in the study of

transmission mechanisms of respiratory adenovirus
in closed contact children, are given.
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Estudio clinico comparativo entre enoxaparina y heparina en

pacientes de hemodialisis cronica

Rafael Alberto Gomez M.D.!, Alvaro Mercado, M.D.2, Juan Guillermo Posada, M.D.!,
Rossana Randazzo, Enf.®, Luis Mariano Otero, M.D.*, Jorge Morales, M.D.*

RESUMEN

En 16 pacientes del programa de hemodiilisis
cronica del Hospital Universitario del Valle, Cali,
Colombia, se comparo la efectividad clinica del
uso de la enoxaparina vs. heparina regular. Los
enfermos se dividieron en 2 grupos comparables: el
grupo 1 recibié enoxaparina (0.75-1 mg/kg/) dosis
unica al comienzo de la hemodialisis por la linea
arterial. El segundo grupo recibié heparina, 5,000
U dosis total. Se evaluaron varios parametros:
tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina
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parcial, recuento de plaquetas, temperatura
corporal, presencia de fibrina en la cAmara venosa,
apariencia del filtro, tiempo de hemorragia des-
pués del retiro de la fistula, aparicién de hemorra-
gia. No hubo diferencias clinicamente significa-
tivas en ambos grupos. El uso de enoxaparina
produjo simplificacion técnica en el procedimien-
to, sin aumentar la posibilidad de complicacio-
nes hemorragicas ni la tendencia a la coagulacién
en ¢l sistema extracorpéreo.

En la practica de la hemodialisis uno de los princi-
pales inconvenientes es evitar la coagulacién del sis-
tema extracorporeo, sin que esto lleve a un aumentoen
la presencia de complicaciones hemorragicas en un
enfermo que se encuentra ya bajo riesgo debido a la
uremia.

Aunque la didlisis crénica corrige en gran parte las
alteraciones funcionales plaquetarias, el uso de la
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