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INTRODUCCION 

Las causas de los desórdenes de la coagulación sanguínea raramente pueden 

ser diagnosticados sin ayuda del laboratoTio. Las evaluaciones por el la­

boratorio tienen por objetivos: 1) establecer la presencia o au5encia de 

un trastorno hemorTágico; y Z) identificar especificamente cualquier anoma­

lía encontrada. 

Las pruebas usadas para el primer objetivo son el tiempo de protrombina (lP) 

y el tiempo de tromboplastina parcial (11'P), que son fieles indicadores de 

las anormalidades de los factores que int~rvienen en la coagulaci6n, y son 

dos técnicas básicas aplicadas en el estudio de pacientes con diat6sis hemo­

rrágica y hepatopatías. Constituyen, además, Wl auxiliar de gran valor pa­

ra el control del tratamiento con anticoagulantes, así cotoo pruebas preope­

ratorias ooligatorias para intervenciones quir<lrgicas de cualquier índole. 

La anormalidad de cualquiera de ellas pennite detectar en que vfa de la 

coagulación se encuentra la deficiencia. Por ejemplo, el tiempo de protrom­

bina anormal con un tiempo de tromboplastina parcial también anonial sugie­

ren un defecto en los factores II, V 6 X, coro resultado de t.ma enfermedad 

del hígado, terapia con cumarina o deficiencia de vitamina K. También se 

puede sospechar disfibrinogenemia o hipofibrinogenemia. Ln tiempo de trom­

boplastina parcial alargado con un tiempo de protrombina normal puede ser 

debido a una deficiencia de los factores VIII, IX, XI ó XII. Para la iden­

tificación específica de cualquier factor anormal son necesarias otras prue­

bas de laboratorio mas especificas. 
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Dada la utilidad e importancia del tiempo de protrombina y el tie1npo de tro!!!_ 

boplastina parcial, es necesario contar en el laboratorio con tromboplastjna 

y cefalina, que son los reactivos necesarios para cada una de estas pruebas 

respectivamente, que sean capaces de revelar cualquier trastorno de los fac­

tores de la coagulación. 
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JUSfIFICACIOO 

1 . Evitar la dependencia de productos importados. 

2. Abaratar costos. 

3. Prorover su preparaci6n en el Sector Salud. 

OBJETIVOS 

1. Obtener reactivos indispensables en la realizaci6n de pniebas de coagula­

ci6n de uso rutinario. 

Z. Conocer la precisi6n de los productos preparados. 



G E N E R A L I 'o A D E S 
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TEORIA DE LA COAGIJLACION 

La teoría clásica de la coagulación descrita por ~brawitz en 1905 (1), pos­

tulaba la acci6n de cuatro factores: protrombina, iones calcio, fibrin6ge­

no y una sustancia derivada de tejidos lesionados. Esta sustancia se desi¡ 

nó con diversos nombres corro el de tromboquinasa, fennento fibrina, tromba­

sa, indicando una acción enzimática (2), o el de tromboplastina que es un 

vocablo indetenninado (3). De acuerdo. a esta teoría, tras una lesión híst!. 

ca, la tromboplastina liberada por los tejidos y en presencia de iones cal­

cio actúa sobre la protrombina transfonnándola en trombina, enzima proteolf 

tica, que a su vez actúa sobre el fibrin6geno para fonnar una malla de fi­

brina polimerizada o cóagulo. 

El concepto IOOderno de la coagulación se basa en la hip6tesis de la "casca­

da" o "salto de agua" (.4 y S), y se puede definir coroo un proceso de reac­

ciones enzimáticas en las que intervienen varias proteínas plasmáticas, lí­

pidos e iones, que transfot'llll la sangre circulante en lUl gel insoluble por 

la conversión de fibrin6geno a fibrina (6). 

Las reacciones que llevan a la .fonnación de fibrina fA!eden ser divididas 

con fines didácticos en dos partes (fig. 1): las reacciones de la vía ex­

trínseca y las de la vía intrmseca. La. tll tima serie de reacciones en am­

bas vías es igual, por lo que se conoce coro vía colllln. 

En la vfa extrínseca de la coagulaci6n intervienen el factor VII y el fac­

'tor ti.sular. En esta via la coagulación es iniciada cuando un tejido daña­

do libera factor tisular que fonna un complejo con factor VII y con iones 

calcio y este complejo activa al factor X. 
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SISTIM\ EXTRINSECO 

TROMBOPLASTINA TISULAR 

VII 

VIA COMUN • ....-----...... ~ 
X Xa X 

........ l . 
(.xa-v-ca ++-FL) 

~ 
PROTROMBINA TROMBINA 

FIBRINOGENO FIBRINA 

FL • toafol!pidos 

FIGJRA 1, EL SIS'l'EM-\ DE COAQJLACI<Jl 
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En la coagulación por la vía intrínseca intervienen los factores: XII, 

XI, VIII y IX. Aparentemente el proceso de la coagulación en vivo, por 

esta vía, es iniciada por el contacto del factor XII con una superficie 

"extraña" cooo el tejido colágeno (activación por contacto), lo que lo 

transfonna en factor XII activado (XIIa). El factor XIIa activa al fac­

tor XI, convirtiéndolo en factor XIa. El factor XIa en presencia de io­

nes calcio activa al factor IX. Los factores IXa y VIII así coioo iones 

calcio y fosfolípidos fonnan un complejo que activa al factor X. In vi­

vo los fosfolípidos son st.mtinistrados por las plaquetas (factor 3 plaque­

tario) (7, 8). 

La vía común es una serie de reacciones que siguen a la activación del 

factor X y conduce a la fonnaci6n del coágulo de fibrina. El factor X.a 

fonna un complejo junto con el factor V, fosfolipidos e iones calcio que 

actúa sobre la protrombina ttansfonnándola en trombina, que es una enzi­

JM proteolítica. El fibrin6geno, por la acci6n de la trornbina, se con­

vierte en ioon6meros de fibrina que poseen carga negativa lo que permite 

que estas iooléculas se polimericen mediante enlaces de hidr6geno para 

fonnar cordones de fibrina. 

Tanto el sistema intrínseco co!OO el extrínseco tienen wi importante papel 

fisiol.ógico en la hemstasis de los mamíferos y aparentemente funcionan 

sinultáneamente in vivo .(7). 

Para evaluar la eficiencia del sistema de coagulación in vitro la vía in­

trínseca y la via extrínseca pueden ser separadas haciendo variar las CO!!, 

diciones experimentales. 
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La prueba del tiempo de tromboplastina parcial (TI'P) mide el tiempo que tar. 

da en coagular el plasma rec~lcificado, después de incubarlo con cefalina, 

que se utiliza collll substituto del factor 3 plaquetario, y con caolin que 

actúa collkl activador del factor XII. Esta prueba detecta deficiencias de 

los factores de la vía intrínseca (XII, XI, IX y VIII) y de los de la vía 

común (X, V, protrombina y fibrin6geno). 

En la prueba del tiempo de protrombina (TP), se le agrega al plasma una 

tromboplastina tisular y calcio, observándose luego el tiempo que tarda en 

fonnarse el coágulo de fibrina. Esta prueba revela los defectos plasmáti­

cos en la vía extrinseca (factor VII) y en la vía común (factores X, V, 

protrombina y fibrin6geno). 
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PAPEL DE LOS FOSFOLIPIOOS EN LA COAGULACION 

La interacci6n entre los factores de la coagulaci6n y los fosfolípidos 

juegan un papel crucial en el proceso de la coagulaci6n. In vitro las 

vesículas de fosfolípidos o liposomas participan en la coagulaci6n pro­

veyendo una interfase lípido/agua para que interactúen los factores de 

la coagulaci6n, y de este 11JJdo aceleran algunas de las reacciones que 

conducen a la fonnaci6n del coágulo. In vivo, los lípidos son aportados 

por las plaquetas (coagulaci6n por vía intrínseca) y el factor tisular, 

liberado de los tejidos dañados (coagulaci6n extrínseca) (9). 

r.t.ichas de las antiguas teorías de la coagulaci6n se enfocaron a la 

participaci6n de los lípidos (3). Banghan y Dawson (lO) describieron 

bicapas fosfolipídicas y agregados laminares de fosfolípidos, y propusie­

ron que los fosfolípidos principalmente proveen una superficie sobre la 

cual los factores de coagulaci6n son adsorbidos .Y pueden interactuar (fig. 

2). 

Estudios anteriores denvJstraron que la insaturación de los ácidos grasos 

de los fosfolípidos eran importantes para la aceleración de los procesos 

de la coagulaci6n, y la actividad biol6gica estaba relacionada con su es­

tado coloidal (11). 

La relación de la insaturaci6n de los. ácidos grasos y la potencia de los 

fosfolípidos en la coagulaci6n es debida. principalmente a la facilidad 

con la que grandes agr.egados fosfolipídicos, los cuales se forman inicial­

mente cuando los lipidos son mezclados en soluciones acuosas, se disper­

san en pequeñas partículas con el correspondiente atUnento de superficie 

por wlidad de masa (12) • 



1 

FIG. 2: 
Representaci6n esquemática de la interacci6n de factores de 

congulnciOn con una bicapa fosfolipldica. 

\O 
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r.tichos investigadores han denx>strado que las más potentes preparaciones 

de fosfolipidos son mezclas de fosfatidil·etanolamina y fosfatidil-seri­

na (13, 14, 15, 16). 

Bangham (17) y Papílhadjopoulos et. al. (14) llk)Straron que una carga nega­

tiva neta sobre la bicapa fosfolipidica era nns importante que la estruc­

tura quimica de la rool&:ula fosfolipidica. Estas conclusiones fueron con 

firJM<las en otros laboratorios con una grrui V'Jrie<lau de lipidos (13, lb, 

l8J. 

En conclusión, las propiedades especificas de la superficie lipídica rc­

~eri<la p.ara la unión <le los factores de coagulación en la correcta yux­

taposición parecen ser: I} wta carga negativa óptima en la superficie de 

la interfase lípido/agua, y wui ho11Dgénca distribución de dicha carga; 

U) la presencia de Wl grupo, nucleofilico para ayudar a la estabilización 

de los puentes de hidrógeno entre la superficie del lípido y los residuos 

-carboxiglutámicos de la protrombina y el factor X-; I II) Wl cierto grado 

de insaturaci6n de las cadenas hidrocarbonadas de la bicapa fosfolipidica 

para fol'lllilr tma vesícula facilitando la interacción espontánea con el fac -

tor V. 
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C(}.!POSICION DEL FACTOR TISULAR 

Ha sido demostrado a menudo que la sangre obtenida sin que tenga contacto 

con la superficie de tejido dañado y manejada de manera de prevenir la 

destrucción de los gl6bulos rojos de la sangre, retrasa considerablemente 

su coagulación. Sin embargo, si la sangre fluye en tejido dañado o los 

glóbulos rojos se rompen, la sangre coagula rápidamente. La adición de 

extractos salinos de tejidos, especialmente de cerebro y pulm5n, aceleran 

la coagulación todavía más. Es posible de este nodo acortar el tiempo de 

coagulación a menos de tul minuto. Por lo tanto, es evidente que en teji­

dos o células en g~neral, hay una sustancia que posee la propiedad de ac~ 

!erar la coagulación de la sangre. 

Carpenter en sus "Principles of Human Physiology", 1869, mencionada que 
1' 

en 1834 se.sabía ~é tejidos cerebrales o liña enu.tlsión de ellos, frecuen-

temente causaban coagulación intravascular de la sangre. 

Wooldridge en 1883 (19) comenzó a estudiar la naturaleza química de dicha 

sustancia activa. Trabajando con extractos acuosos de testículos, tinr::>, 

glándulas linfoides y células rojas de la sangre, concluyó que esta sus­

tancia activa era un com¡xiesto proteína-fosfolípido, y que la parte fos~ 

lipídica era esencial para la actividad coagulante de esta sustancia, a~ 

que por sí sola no producía tal actividad. Sin embargo, la fracción fos­

folipídica sola si aceleraba la coagulación de plasma peptonado in vitro. 

Wooldridge llaiOO lec.itina a este fosfolipido. 

Wright en 1892 concluyó que la substancia era una nucleoalbúmina, atmque 

el ácido nucléico solo no poseía actividad coagulante. 
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·En 1898 Brieger y Uhlenhuth estudiaron la toxicidad de extractos de teji­

dos, descubierta por Wooldridge, pasando por alto la actividad coagulante 

de dicho material. Llegaron a la conclusi6n que el naterial era una tox~ 

albúmina. 

Dold en 1911 estudi6 este misioo nnterial tóxico notando que su toxicidad 

decrecía por tratamiento con suero, sin notar su actividad coagulante. 

Ibld y Ogata en 1912 notaron el efecto coagulante de la substancia. De· 

m:>straron que la hirudi.na prevenía la acción t6xica de los extractos de 

tejidos al igual <J.te una inyección previa de peptona. Notaron tanbién 

que la extracci6n con éter y alcohol destruía su actividad por lo que de· 

dujeron que era de naturaleza fennentativa (ZO). 

fbwell en 1912 (3) enfatizó que mientras los extractos alcohólicos de los 

tejidos resistían el calentamiento, los extractos acuosos que eran pode~ 

samente tromboplásticos, perdían su actividad por calentamiento. También 

sugiri6 que el componente fosfolipídico del extracto tisular no era la l~ 

citina, sino la cefali.na, y que el comp.lesto activo era un complejo fija­

do a una proteina. 

En 1934 Fisher y Hecht (21) m:>straron que, incrementando la ¡ureza de la 

cefalina, progresivamente decrecía su actividad coagulante. 

En 1942 Folch (22) fraccion6 la cefalina en tres partes: fosfatidil·serina, 

fosfatidil-etanolamina y una mezcla de fosf4tidos, uno o más de los cuales 

contiene inositol COlllJ constituyente. 

La.primera preparaci6n purificada de factor tisular se obtuvo por holll>ge-
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neizaci6n, precipitaci6n y centrifugaci6n diferencial. Esta preparaci6n 
. . 

sólo contenía lípidos y proteínas (23). Por extracci6n prolongada con 

solventes orgánicos se obtuvo una proteína libre de lípidos que no poseía 

actividad coagulante. 

Se report6 posterionnente la purificación del factor tisular de pulnón, 

cerebro y placenta por hom:>geneización y centrifugación diferencial (24, 

25). 

Preparaciones de factor tisular de cerebro, p.ilnón y riñón purificadas 

1000 veces, al ser sometidas a filtración en gel o a electroforesis en 

gel produjeron dos diferentes proteínas. Una contiene mayor cantidad de 

lipidos que la otra, y ambas Jlllestran actividad.coagulante (26, 27). 

Bjorklid et. al. (28) prepararon un antisuero contra el componente prote!_ 

co purificado del factor tisular de cerebro ht.Dllano. El antisuero neutra­

liz6 al factor tisular obtenido de cerebro, glándula tiroides y ?Jlm6n: 

concluyeron que las proteinas de las diferentes preparaciones tenían una 

reacci6n i.rum.mol6gica cruzada y por lo tanto eran similares o idénticas. 

De este mldo, las evidencias sugieren que la heterogeneidad de las protef 

nas están en funci6n de los lipidos residuales, y este fenómeno no repr~ 

senta diferencias en el componente proteico del factor tisular. 

En prepa~aciones de factor tisular de pulm6n se detectó la actividad de 

peptidasa. Esencialmente sederoostr6 que estaba presente una actividad 

de endo y exopeptidasa, y que dicha actividad no podía ser separada de la 

apoproteína soluble del factor tisular de p..ilmSn (29). Posterionnente 

se preparó factor tisular de cerebro y de riñón, y la actividad de cada 
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llllO fue comparada con la del factor tisular de pulm5n. Las tres prepara­

ciones tenían actividad coagulante y de peptidasa, pero cuantitativru:ente 

fueron JIJJY diferentes (30): 

Cerebro 

·PulJOOn 

Riñ6n 

Actividad coagulante 
(tmidades/rng de proteína) 

8120 

16000 

1470 

Actividad de peptidasa 
(unidades/mg de proteína) 

12.4 

120 

2035 

La actividad coagulante del factor tisular es!§ en funci6n de su conteni­

do de Hpidos. Las preparaciones crudas tienen de 38 a 45\ en peso de 

fosfoUpidos (31). La separaci6n de los fosfoUpidos del factor tisular 

da como resultado ~rdida de actividad coagulante, así collK> la solubili~ 

ci6n del componente proteico (27). Aunque el COJl1lOnente proteico posee 

residuos de actividad coagulante, la recombinaci6n de la protelna con 

ciertos fosfolípidos aunenta esta actividad de 500 a 1000 veces (26). Es 

ta reconbinaci6n ha sido obtenida por adici6n de la parte proteica seca 

con soluciones de Upidos en etanol (32) o piridina (33), seguida por e\'~ 

poraci6n del solvente y resuspensi6n del residuo en buffer. La proteín;;; 

y los lípidos han sido mezclados tani>i&l en soluciones acuosas de desoxi­

colato, y el detergente es renx:>vido posterionnente por di4lisis (34). 

La composici6n de fosfol1'.pidos del factor tisular depende del tejido del 

cual ha sido preparado (32, 35); 
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Composici6n de fosfolípidos del factor tisular 

Valores expresados en porciento en peso de la fracci6n fosfolipídica total 

Cerebro Cerebro PulmSn 
bovino humano bovino 

f.osfatidil-etanolamina 15.1 17.5 14.8 

f.osfatidil-colina 30.3 33.5 41.4 

f.osfatidil-serina 3.0 6,5 1.5 

f.osfatidil-inositol 3.0 Trazas 1.0 

Esfingomielina .36.3 8.0 38.3 

Lysofosfatidil-colina 12.2 10.S 2.5 

Colesterol +·ac. grasos libres 17 .s 

Tanto la parte hidrof6bica co!ID la hidrofílica de los lípidos parecen ser 

importantes en la fonnación del factor tisular con actividad biológica. 

Claramente se ha dE!JIX)strado la importancia de la parte apelar de los fos­

folípidos, por la observáción de que la hidrogenación catalítica de éstos 

elimina su habilidad para restaurar la actividad coagulante de la tronix>­

plastina por recornbinaci6n con la parte proteica (32). En cuanto a la eE_ 

pecificidad del grupo polar, se ha observado que la fosfatidil-etanolami­

na, cuando se recombina con la proteína tisular, restaura completamente su 

actividad coagulante (32, 36); recombinaciones menos efectivas se obtuvi! 

ron con fosfatidil-colina. La fosfatidil-serina, fosfatidil-inositol y 

esfingomielina tienen poca o ninguna actividad. La combinación de 2 fos­

folípidos y la proteína tisular da COilt> resultado una tromboplastina :rás . . 

activa que la obtenida con un solo fosfolípido: la mezcla de fosfatidil­

etanolamina y fosfatidil-serina es la mis efectiva. La mezcla de fosfa-
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tidil-colina y fosfatidil-serina da una actividad significativa, aunque c~ 

da LU10 de estos fosfolipidos por separado posee una actividad pequeña. 

Por otro lado, aún cuando la fosfatidil-etanolamina produce un factor ti­

sular activo al mezclarse con la proteina, su combinaci6n con fosfatidil­

colina produce un factor tisular con una actividad casi nula. Cuando se 

combina la parte proteica del factor tisular con una mezcla de tres fosf2_ 

lípidos se obtiene una tromboplastina con una actividad coagulante rrayor 

que la obtenida con la mezcla de dos fosfolipidos: el producto más acti­

vo se obtiene cuando tma pequeña cantidad de fosfatidil-serina (aproxima­

damente 10% del total de lípidos) se adiciona a la mezcla de fosfatidil­

colina y fosfatidil -etanolamina (26, 35) . 

La mezcla de fosfolípidos }l.lede causar una actividad coagulante más alta 

tal vez porque permite W1a distribuci6n mis efectiva sobre la superficie 

membranosa de los diferentes grupos que participan en la unión y activa­

ci6n de los substratos, esto es, JOOdulan la unión y confonnaci6n de la 

apoproteína .tisular (35). 

La actividad del factor tisular no depende de la unión de los fosfolipi­

dos con la parte proteica ya que los fosfolípidos activos e inactivos se 

1.U1en igualmente a esta parte (36). 

El peso molecular del factor tisular es dificil de estimar. La centrifu­

gación por gradiente de suerosa nuestra en el factor tisular la presencia 

de dos proteinas de pesos IJl)leculares de 220 mil y 330 mil (27). Por 

otro lado, por filtración en gel de la proteína·en desoxicolato, el peso 

mJlecular se estima en 50 mil (34). El peso ll()lecular de la proteína del 

factor tisular derivado de cerebro, p.ilm5n y riñón, por electroforesis en 
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gel, fue de 20 mil. Se detectaron algunas proteínas con pesos ioolecula­

res de 60 mil, y en el rifüin Wl nn terial adicional de 120 mil. Debido a 

la tendencia de la proteina a agregar, no es claro si estas proteínas re­

presentan diferentes subtulidades a la molécula completa o si simplemente 

hay agregados de una subunidad simple de peso irolecular de 20 mil (30). 
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LOCALIZACION ANATCMICA E IMPLICACION CLINICA DEL FACTOR TISULAR. 

La tromboplastina es diferente a las demás proteÚlaS que intervienen en la 

coagulaci6n, porque es un componente integral de las células de los teji­

dos y no existe al menos en forma reconocible, libre en el plasma. Las 

dificultades que hay en la obtenci6n de muestras que contengan tromboplas­

tina para su estudio, han proporcionado infonnaci6n insuficiente para tener 

una idea clara de su papel en la funci6n de la célula y su localizaci6n 

cito16gica. 

La tromboplastina estl presente en una gran variedad de tejidos, en partic~ 

lar cerebro, pulnón y placenta son ric::is fuentes de tromboplastina (24, 25). 

Zeldis et. al. (37) observaron altas concentraciones de tromboplastina en 

la membrana celular del endotelio vascular de varios tejidos, c0100 en la 

médula y corteza del riñ6n, en los hepatocitos, en el miocardio, arteria 

coronaria y en pulm6n. La tronboplastina fue particulannente abundante en 

placas ateroesclerosas. Ellos postularon que se podría iniciar la coagul!!_ 

ción por un daño endotelial núnioo o por la ruptura de una placa. 

La tromboplastina ha sido implicada en la patogénesis de formas severas de 

coagulaci6n intravascular diseminada (CID) como la que se observa en cáncer, 

reacciones hemolíticas postransfusionales, embolia por líquido amniótico 

{30, 38), golpe de calor, embolia grasa (39, 40, 41, 42) y la que sigue a 

Wl golpe en la cabeza de suficiente severidad co100 para causar destruc:ci6n 

del tejido cerebral (43). 'fJl estas situaciones la troni>oplastina ~ in­

ducir coagulaci6n por su liber.aci6n a la circulación sanguínea. 
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Los leucocitos nornules no tienen o tienen poca actividad tromboplástica, 

pero su e.xposici6n a endotoxinas incrementa marcadamente su contenido de 

tromboplastina (44, 45). Este incremento de su actividad tromboplástica 

podría mediar CID inducida por endotoxinas. Un incremento de tromboplas­

tina de los promielocitos ha sido descubierta en leucemia promielocítica, 

y se cree que a esto se debe el desarrollo de CID en esta enfennedad en 

particular (46, 47, 48). 

Se ha ubservado tromboplastina en células mononucleares infiltradas en 6r­

ganos transplantados que están siencfo rechazados, y se ha postulado que la 

tromboplastina es la responsable de la acumulaci6n de fibrina asociada con 

la reacci6n de rechazo (49). Lerner et. al. (SO) observaron un incremento 

en la actividad tromboplastina de leucocitos recobrados de un coágulo in 

vitro o de un segmento aislado de vena dentro de la cual hari emigrado. C2_ 

llXl resultado de estas observaciones, postularon que los leucocitos, debido 

a su habilidad para invadir las paredes de los vasos y a su posibilidad de 

generar tromboplastina, bajo ciertas circunstancias, podrían estar involu­

crados en la patogénesis de trombosis venosa. 

La actividad coagulante de células malignas ha sido reconocida durante mu­

cho tiempo (51). La identidad precisa de esta actividad coagulante no es 

enteramente clara, pero ha sido demostrado que es tromboplastina, al me­

nos, en cierto tipo de células malignas. La presencia de esta actividad 

coagulante en células J!Ullignas podría explicar la CID y el incremento de 

enfennedades tromboembólicas en pacientes con cáncer (46, SZ). 

Gierscksky (41) encontró que el tejido adiposo humano manifiesta actividad 
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tromboplástica. Una actividad coagulante similar aparece en el fluído ce­

rebroespinal, lo cual puede ser reflejo de daño del sistema nervioso cen­

tral (53). Algunos investigadores han estudiado la actividad tromboplást:!_ 

ca del fluído amniótico. La actividad coagulante del líquido amniótico 

aparece junto con el surfactante a las treinta semanas de ges"t.aei6n y se 

incrementa gradualmente. Se observa que se encuentran niveles altos de a~ 

tividad tromboplástica en partos ¡x>stmaduros y niveles bajos en pacientes 

cuyos bebés desarrollaron posterionnente síndroue de dificultad respirato­

ria (54, SS). Basándose en estas observaciones se ha desarrollado una 

té~nica para valorar la madurez fetal aprovechando el efecto coagulante 

del líquido amni6tic~ (56). 
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ESPECIFICIDAD DE ESPECIE DEL FACTOR TISULAR 

El mecanismo básico de la coagulaci6n s~guínea es el miSIOO en las dife­

rentes clases de verte.brados: la trombina es la enzima activa y el fibri­

n6geno es el substrato. La similaridad va más lejos ya que la trombina h~ 

mana coagula al fibrin6geno de los peces (57). Sin embargo, hay diferen­

cias cuantitativas y cualitativas interespecies: la concentraci6n de cie! 

tos factores de coagulaci6n difieren mucho de una especie a otra. El fa~ 

tor V tiene una concentraci6n 12 veces más alta y es más estable en plas­

ma bovino que en plasma humano. Los mismos factores de coagulación en d_t 

ferentes especies tienen diferencias en su estructura nnlecular. Blomback 

(58) demostr6 que el fibrin6geno de diferentes especies difieren en sus 

grupos tenninales y en su secuencia de aminoácidos. 

La actividad de la tromboplastina tisular es altamente dependiente de la 

especificidad de especie. Esto es especialmente evidente cuando se trata 

de usar tromboplastinas tisulares animales para la determinaci6n del tiC!)! 

po de protrombina de plasmas humanos. Mmn y Hum {S9} estudiaron más d~ 

talladamente este problema y encontraron que la especificidad de especie 

del factor tisular desaparece después de su incubaci6n con sueros hom:Slo· 

gos. A la substancia presente en el suero responsable de este efecto la 

llamaron "cotromboplastina". Hecht (60) compar6 tromboplastinas tisula· 

res de mamíferos y aves con sus respectivos "lipidos activadores". La ac 

ci6n de la tromboplastina fue específica de especies; en cambio el ''ltpi­

do activador" no 100str6 esta especificidad. Encontró que la tromboplasti 

na ele varios manúferos sobre plasmas de diferentes mamíferos diferían en 

su capacidad para acortar el tiempo de coagulaci6n, y en altas concentra­

ciones no inhibia la coagulación; en cambio la tromboplastina de aves da-
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ba largos tiempos de coagulación, ~ en altas concentraciones inhibía la 

coagulación. Irsigler et. al. (61) probaron preparaciones de tromboplas­

tina tisular bovina, humana y de pollo con plasmas de las mismas tres es­

pecies, y sobre protronbina bovina p.trificada. Sus experimentos irostra­

ron que las trorooplastinas altamente purificadas eran mucho más activas 

sobre plasmas hoiOOlogos que sobre plasmas heterólogos. Estas preparacio­

nes fueron separadas en una parte proteica y una parte lipídica. Se hi­

cieron preparaciones conbinando la parte pYOteica del factor tisular de 

una especie con la parte lipídica del factor tisular de otra especie. ~ 

centraron que estas preparaciones acortaban el tiempo de coagulación de 

los plasmas que eran homr.1logos a su parte pYOteica, y concluyeron que la 

especificidad de especie depende de la parte proteica de la tromboplasti· 

na. 
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RFACCION FACTOR TISULAR - FACTOR VII 

En presencia de calcio, el factor VII es activado por el factor tisular. 

El mecanisnP de este proceso podría involucrar la interacción del factor 

VII con los fosfolipidos del factor tisular, probablemente catalizada por 

el componente proteico (62). 

La activaci6n del factor VII por el factor tisular no involu:ra cani>ios 

irreversibles en la roolécula, pero probablemente causa la fonnaci6n de un 

complejo fosfolípidos-factor VII, el cual activa al factor X (28). El 

complejo fosfolipidos-factor VII ha sido aislado por centrifugación; di­

cho complejo convierte extrenadamente rápido al factor X a Xa; por otro 

lado, el factor tisular sin el factor VII, Sdlo activa al factor X nuy 

lentanilnte, Ha sido de11Dstrado que el fosfoltpidos-factor VII tiene pro­

piedades que n~guno de sus componentes posee por separado: este complejo 

es inhibido por el deiso¡)ropilfosfofluorhidrato y por el inhibidor de la 

tripsina de las semillas de soya (63). 

Pitlick (30) preparo anticuerpos para ambos reactantes: el complejo fosf2. 

Hpidos-factor tisular s6lo fue inhibido por el antisuero contra el fac­

tor VII; sin embargo, anilos antisueros inhibieron a sus respectivos ant!­

genos cumio fueron adicionados antes de la fornaci6n del complejo. Es­

tos resultados sugieren que el centro activo del complejo reside en el 

factor VII. 

El factor VII ha sido aislado en estado activo desp.lés de su incubaci6n 

junto con factor tisular y calcio, y con subsecuente desttueci6n de toda 

actividad del factor tisular por fosfolipasa C. Este estado activo de¡>C!! 

de de la presencia de los fosfoUpidos unidos al factor VII, puesto que 



- 24 -

la activación es reversible por trata.miento más prolongado con fosfolipa­

sa C. De esto se deduce que la unidn del factor VII al factor tisular no 

es necesaria para la activación del factor X por el factor VII, siempre y 

cuando este último haya sido e~esto_ al factor tisular (62). 

Ha sido dem::>strado por Hvattan et. al. ($4) y·Bjorklid et. al. (35) que la 

tromboplastina tisular tiene una estructura membranosa con arreglo concé!!_ 

trico, y se ha deioostrado que esta apariencia pennanece casi intacta du­

rante el proceso de coagulación. Hasegawa et. al. (64) m:istraron que la 

tromboplastina que existe en el sedimento que queda después de la disolu­

ción del coágulo con uroquinasa, observada a tra~s del microscopio elec­

trónico de barrido, nuestra la apariencia de finos gránulos adheridos a 

la superficie de agregados de partícu~as. En el microscopio elect~6nico 

de transmisión, la tromboplastina del sedimento retiene su arreglo concé!!. 

trico idéntico al observado por Hvatum (34). 

Cuando las estl\JCturas membranosas ñieron separadas tratándolas con fosf~ 

lipasa C, se fonnaron ámpulas por la fusión de algunas membranas. La fo! 

folipasa C separa los grupos fosforilados de los fosfolípidos unidos a la 

ment>rana, e inactiva completamente al factor tisular (64). 

El tratamiento del factor tisular con plasmina y urocinasa provoca pérdi­

da de su actividad coagulante; probablemente estas enzinns digieren gru­

pos proteicos unidos a la neni>rana, y causan un rompimiento de dichas lllC!! 

branas cOPJ se observa despiés del tratamiento con fosfolipasa C (64). 

De este nodo, la actividad del factor tisular parece depender completamen­

te de la presencia de las estructuras membranosas, 
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OBT.ENCION DE EXTRACIDS TISULARES 

Los extractos de tejidos pueden ser preparados a base de !ll)ler con arena 

el tejido ya lavado y libre de sangre, y extrayendo el factor tisular 

con solución salina. También el tejido puede ser deshidratado con aceto­

na, y del tejido deshidratado se nuele para extraer el factor tisular con 

solución salina. Este últ11P procedimiento es generalmente aplicado al 

tejido cerebral, ya que se puede limpiar fácilmente de grandes vasos san­

guíneos, y se reduce fácilmente a un material granular en irortero (65). 

La tromboplastina obtenida de diferentes tejidos varía en su actividad. 

Las más activas y conúnmente utilizadas son las derivadas de pulm5n, pla­

centa y cerebro tanto de hunano COl!I) de conejos; los extractos cerebrales 

de otras especies tienen menos actividad tromboplastica (66). 

TIEMPO DE ProTIU.J.1BINA 

(SEG) 

FUENl'E DE TRCJ.mOPLASTINA PLAS.fA. NORMAL PLASMA DEFICIFNI'E 
DE FACTOR VII 

Cerebro de conejo 12" 45" 

Cerebro humno 12" 50" 

Cerebro de perro 21" 67" 

Cerebro de cerdo 23" 68" 

Cerebro de pollo 57" no detenninado 
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Entre las tromboplastinas de cerebro y pulm5n, se prefiere la primera, ya 

que la de fUlmSn está sujeta a dos variables: a) la cantidad de sangre 

que queda en el tejido (está altamente contaminado con ésta) lo que alte­

ra considerablemente su actividad; b) su susceptibilidad al efecto de W1 

inhibidor existente en el plasma hlD!Wlo. De este 11Ddo, tma variable tie!!_ 

de a acortar el tiempo de protrombina, y la otra tiende a alargarla. En 

cambio la tronboplastina obtenida de cerebro contiene nuy poca sangre, y 

no es afectada por el inhibidor existente en el plasna. Además, el cere -

bro está libre de factor lábil, factor estable, protrombina y calcio (67). 

Los extractos de cerebro de conejo y humano tienen una actividad tronbo­

plástica similar. El cerebro de conejo es particulannente adecuado para 

la obtenci6n de tromboplastina ya que es una especie usual en cualquier 

bioterio y el producto es satisfactorio para medir el tiempo de protromb!_ 

na en plasma del hunano, perro, conejo, gato y otros mamíferos (68). 
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COMPOSICION DE LA CEFALI.NA 

Cuando las plaquetas son rem:>vidas.de plasma nonnal citratado, la recale.!_ 

ficaci6n de éste produce un coágulo en un tiempo casi no:nnal; sin embargo, 

el mecanisIOO de la coagulación no se lleva a cabo norrralmente porque rruy 

poca protrombina es convertida en trombina. Este defecto puede ser tam­

bién demJstrado con la prueba de la generaci6n de la tromboplastina, ya 

que en ausencia de plaquetas esta prueba resulta anorrral por la poca can­

tidad de protrombina que se transfonna en trombina, puesto que las plaqu~ 

tas contienen altas cantidades de fosfolipidos; parece razonable suponer 

que la conversión de protrombina a trombina podría estar relacionada a a!_ 

gún o algunos fosfolipidos de las plaquetas (65). In vivo, la henostasis 

patol6gica en estados trombocitopénicos es un reflejo, en parte, de un de 

cremento de los fosfoltpidos plaquetarios (69). 

Howell (3) en 1912, observ6 que una cefalina derivada de tejido cerebral 

y timo, insoluble en alcohol term:iestable, tenía actividad tronix>plástica. 

Otros autores encontraron una actividad similar a la de las plaquetas en 

semillas de soya (70), Treinta años des?Jés de la observación de li>well, 

.Folch (22) denpstr6 que la cefalina podia ser separada en tres fracciones: 

fosfatidil-etanolamina, fosfatidil·serina y fosfatidil-inositol. 

En 1955 Bell y Alton (71) ioostraron que un extracto de clorofonoo de cer~ 

bro era capaz de reellt>lazar a las plaquetas. 

Robinson y Poole (72), O'Brien (.73), Rouser et. al. (74) y Wallach et. al. 

(11) postularon que la fosfatidil -etanolamina era la sustancia activa que 

podía reemplazar a las plaquetas. 
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Por otro lado, F sher y Hecht (21) encontraron que la fosfatidil-etanola­

mina altamente rificada no poseía actividad tromboplástica. M1rcus y 

Spaet (75) obse ron que la fosfatidil-serina, aislada de plaquetas y P!!_ 

rificada por ero -tografía, era el mejoT substituto de las plaquetas. 

Barkhan et. al. ( 76 ) confinro.ron la actividad tromboplástica de la fosf!!.. 

tidil-serina, per afinmron que bajo algunas condiciones actuaba como i!!_ 

hibidor de la coa aci6n. Los investigadores mencionados anteriormente, 

consideraban que ólo un fosfolípido era el responsable de la actividad 

troniioplástica de "lipido activador"; pero otros creían que al menos dos 

producen tal acti idad: Rappaport (1S)1Therniautl et. al. (77), y Troup 

et. al (78) denostaron que la nezcla de fósfatidil-serina y fosfatidil­

colina tenía una a tividad tromboplástica llllCho m5s alta que la fosfati­

dil-serina sola. 

Slotta (68) encont que la fosfatidil-etanolamina y la fosfatidil-colina 

eran inactivas, pe tenían una alta actividad tromboplástica cwndo se 

nezclaban con fosf idil-serina. Hecht y Slotta (69) llB1lifestaron que s§. 

lo la coni>inaci6n d fosfatidil·serina y fosfatidil-etanolamina o fosfati_ 

dil -colina o ambas, nanifestaron la al ta actividad del "lípido activador" 

de las plaquetas o erebro, 

"lipido activador" o cefalina contiene la 

mejor coni>inaci6n d fosfatidil·serina, fosfatidil-etanolamina y fosfati­

dil-colina junto co substancias inactivas. 
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CO>IPARA.CION DE EXTRACfOS DE FOSFOLIPIIXIS Y FOSFOLIPIIXlS PLAQUETARIOS 

Los extractos de fosfolípidos (cefalina, tromboplastina parcial) son nuy 

usados en pniebas de coagulación com:> substitutos de los fosfolípidos pl! 

quetarios, los cuales son esenciales para la he!!Pstasis normil in vivo. 

Estos fosfolípidos son preparados a partir de varios tejidos, principal­

mente de cerebro por medio de extracciones con solventes orgánicos COllP 

éter en el método de Folch (22), o clorofornD en el método descrito por 

Beel y Al ton (71) • 

. Es generalmente ·aceptado que las plaquetas ayudan a la henx:>stasis por los 

agregados ~e fornan en el sitio en donde hay un daño vascular. Se cono­

ce menos acerca de su contribución a la coagulaci6n sanguinea, pero pare­

cen ser el sitio en donde se activan ciertos factores de la coagulación y 

proveen una superficie meni>ranosa en donde algunos factores de la coagul! 

ción se pueden unir selectivamente (79). 

No parece ser que las plaquetas inicien la coagulación, sino que probabl~ 

mente entren a la secuencia de este proceso desp.iés de que ha empezado. 

Existen evidencias indirectas de su participaci6n en la fase de contacto 

de la coagulación cuando son estinuladas con ADP o colágeno (80) • Una 

vez estimuladas pueden proveer un sitio para la activaci6n de factor X 

(81), factor V (82), y protroni>ina. 

La actividad plaquetaria fonna:dora de producto de contacto, la actividad 

coagulante de las mistms inducida por colágeno y las co111>lejas reacciones 

para la generación de factor Xa sobre la superficie de las plaquetas, han 

sido distinguidas de la bien conocida actividad coagulante del factor pl~ 
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quetario 3, la cual ha sido definida ~specíficamente conn "aquella activ.!_ 

dad de las plaquetas que puede ser medida por el acortamiento del tiempo 

del veneno de víbora de Russell (RVV), para el cual ciertos lípidos pue­

den ser utilizados, y los cuales probablemente representen la contribu­

ció~ de las plaquetas para la interacción de factor Xa, factor V y calcio 

en la activación de la protrombina" (83). 

El tiempo de recalcificación de plasun en tubo de plástico provee un sis­

tema altamente sensible a la presencia de "activación de contacto". Em­

pleando este sistema, se descubrió en las plaquetas una actividad coagu­

lante no suplida por los fosfolípidos aislados de cerebro humano por el 

método de Folch (22). La ventaja coagulante de las plaquetas sobre los 

fosfolípidos de Folch, al meoos en parte, es la capacidad de las plaque­

tas para responder al difosfato de adenosina para activar el factor XII 

asociado a las ·plaquetas (84). Vecchione y Zucker (85), usando diferen­

tes fosfolípidos, fueron incapaces de confirmar la ventaja coagulante de 

las plaquetas sobre los fosfolípidos en la prueba del plasrra recalcifica­

do. 

En un intento para explicar estas diferencias Walsh y Lipsconi> (86) co~ 

raron los efectos procoagulantes de plaquetas y varias preparaciones de 

fosfolípidos utilizando el tiempo de recalcificación de plasma y el tiem­

po de víbora de Russell. La primera prueba, coioo ya se mencionó, es al~ 

mente sensible a la presencia de "activación por contacto", y el segundo 

sistene de prueba es lll.ly influenciado por la presencia de fosfolípidos 

con activi~tl de factor 3 plaquetario. Concluyeron que los lípidos de 

Folch tienen una actividad óptima de factor 3 plaquetario al igual que 

los fosfolípidos de Bell y Alton y las plaquetas ya que las 3 preparacio-
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nes provocan acortamiento del tiempo RVV. Por otro lado, las plaquetas y 

los fosfolípidos de Bell y Alton acortaron el tiempo de recalcificaci6n 

mientras que los fosfolipidos de Folch no twieron esta capacidad, Por 

lo tanto, los extractos clorof6nnicos de cerebro utilizados por Vecchione 

y Zucker (85), poseen capacidad para activar al factor XII en una "fonna 

similar" a la actividad previamente denostrada en las.plaquetas humanas; 

en cambio, los fosfolípidos de Folch coJIJ:l originalmente se report6, no d~ 

llPStraron capacidad para activar al factor XII. Los fosfolípidos de Bell 

y Alton !lllestran actividad de factor tisular, la cual no poseen ni los 

fosfolípidos de Folch ni las plaquetas, 
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SENSIBILIJll\D Y ACTIVACION DE LA CEFALINA 

Los extractos de fosfolípidos (cefalina, tromboplastina parcial) son usados 

principalmente en la prueóa de tiempo de tromboplastina parcial ('ITP) , el 

cual es útil en el diagniistico de he11Pfilia, en el control de la terapia 

. con heparina, y en forrin l!Pdificada, provee las bases de la prueba de Wla 

fase para el factor VIII y otros factores de coagulaci6n (87). 

La cefalina es una mezcla de varias clases de fosflitidos: no están estanda­

rizadas ni su composicidn qufmica ni su actividad coagulante, De esto se 

deduce que diferentes extractos varían considerablemente en su sensibilidad 

(definida coro un cambio en el tiempo de coagulacidn por llll canbio en la 

concentraci6n particulannente del factor VIII y de la heparina) (88). Po­

ller et, al. (89) dertDstraron que estas diferencias en sensibilidad dismin~ 

yen la habilidad de los reactivos para detectar anonnalidades en la coagul!!_ 

cidn, y esto podda tener importantes consecuencias clínicas. 

En la nayoría de los estulios que se han hecho, la raz6n de la diferencia 

en sensibilidad de los reactivos para el TIP oo ha sido investigada. Apar­

te de la diferencia en la composici6n de los fosfoUpidos, ot~s factores 

que pueden ser importantes son el m6todo y el tiempo de activacidn de con­

tacto, coilcentracidn de fosfoUpidos y la presencia de contaminantes. En 

Wl estudio hecho por Barrol«:liffe y Gray (87) con diferentes extractos de 

fosfoUpidos, concluyeron que la concentracidn de fosfoUpidos no parece 

ser un factor que influya en la sensiblidad de los reactivos al factor VIII; 

en cambio, la sensiblidad a la heparina increment6 con la disminuci6n de la 

concentraci6n de fosfollpidos (88), Esto parece :ieberse a que la heparina, 
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a diferencia del factor VIII, no interactúa directamente con los fosfolípi­

dos, y el efecto de la heparina sobre el 'ITP es l!Ediante la inhibici6n de. 

la fase de contacto, en la cual no se requieren los fosfolípidos. 

El método de activación tiene una clara importancia en la detenninación de 

'ITP en nuestras nonna.les y anonnales. Loa activadores usados en los reacti 
. -

vos de fosfolipidos son caolm, celite y ácido elágico. Aunque el tiempo 

de incubación de 1 a Z minutos con caolln puede dar buena sensibilidad a h~ 

parina y a factor VIII, este tiempo sólo causa una subóptima activaci6n. 

El grado de activaci~n con 1-2 minutos varia entre individuos, y con dife~ 

rentes concentraciones de heparina (S71: por lo tanto parece preferible, P! 

ra la reproducibUidad, un tiempo más pro~ongado de activación (10 minutos) 

lo cual da tma completa activación con cualquier ~gente activante (89). 

Se ha denx>strado que los reactivos activados con caolín diferencian los 

plasmas medianamente hemofílicos de los plasmas nonna.les; en contraste, los 

reactivos activados con ácido elágico no diferencian los plasmas hem:>fili­

cos medios de los prasmas nonnales (87), lo que confinlil los resultados de 

Hathaway et. al. (90) de que estos reactivos no son nuy sensibles a defi­

ciencias medias. 

La contaminación de los extractos de fosfolipido con factor tisular no par! 

ce ser mayor problema. Al.mque la mayoría de estos extractos tienen cantida 1 . -
des rnedibles de actividad de factor tisular, la cantidad es tan pequeña que 

no interfiere ~n la coagulación intrínseca (91). La presencia de productos 

de autoxidación de ácidos grasos (aldehídos, cetonas y ep6xidos), es poten­

cialmente uno de los mlis serios problemas: se ha m:istrado que tales produc­

tos tienen un marcado efecto inhibitorio sobre las p11.1ebas de coagulaci6n. 
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La variabilidad en el comportamiento de las diferentes preparaciones de fo~ 

folipidos podría deberse en parte a. la presencia de estos productos de oxi -

daci6n (92) , 
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PREPARACION DE TROMBOPLASTINA INNSZ 

Se prepara a partir de cerebros obtenidos de conejos adultos sanos sacri­

ficados por inyección de aire. Los cerebros fueron extra.tdos de inmedia­

to para facilitar la rem:>ci6n de vasos sanguineos. El procedimiento usa -

do fue el siguiente: 

1. Se hizo con bisturí una incisión longitudinal en la zona central de la 

piel que cubría la cabeza y el cuello, y con unas pinzas se apar~ó la 

piel dejando el cráneo al descubierto. 

2. Con unas pinzas fuertes se incidi6 la articulación occipital alantoi­

dea, se cortó y se separó la calota craneana. 

3. Se cort6 la duramadre y se extrajo el cerebro con el mango de las pin­

zas. Tan pronto COlll> se extrajo, se colocó en hielo sobre papel alwn!. 

nio. 

4. Para limpiar los cerebros se desecM la piamadre, el bulbo raquídeo y 

' se eliminaron todos los vasos sanguíneos posibles con la ayuda de pin­

zas y bistur1. Este procedimiento se llew a cabo sobre hielo. 

5. Se colocaron los cerebros en un va.so de precipitados y se lavaron con 

solución salina fisiol6gica hasta eliminar todos los residuos de san-

gre, 

6. Los cerebros ya limpios se pasaron a un m:rtero y se les adicion6 10 mL 

de acetona por cerebro; para renJJver las posibles trazas d'e-calcio, se 

agreg6 O. 1 mJ. de citrato de sodio al 3.8\ por cada 3 cerebros. 



- 36 -

7. El material se maceró con el pil6n de rrortero y después se desech6 la . 
acetona por decantaci6n·; se agreg6 otra porci6n igual de acetona y se 

sigui6 macerando el material; se deseéh6 también esta segunda acetona 

y se agreg6 una tercera fracci6n: en este paso el material empez6 a ªª­
quirir una apariencia escruinsa y la acetona estaba prácticamente lim­

pia ya que las primeras dos porciones salen opalescentes por la disol!:!_ 

ci6n de lípidos. Se desech6 la tercera acetona Y. se agregó una nueva 

porci6n y se 11Dli6 el material hasta que se obtuvo una substancia gra­

nulosa. 

( 

8. Se desech6 la cuarta acetona por filtraci6n en un embudo de filtraci6n 

~pida. El polvo de tromboplastina que se obtuvo se esparci6 sobre un 

papel filtro en una charola, y se coloc6 en una estufa a 37°C durante 

30 minutos. Posterionnente se coloc6 a temperatura ambiente por 24 h2, 

ras, y finalmente se guard6 en refrigeraci6n en un frasco tapado. 

Nos referirenos a ella con.> troni>oplastina INNSZ en los experimentos sub­

secuentes descritos en este trabajo. 
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PREPARACION DE. CEFALINA INNSZ 

La cefalina se obtuvo a partir de la troni>oplastina INNSZ de acuerdo al 

siguiente procedimiento: 

1. A 3 g de tromboplastina INNSZ colocados en un frasco con tap6n, se les 

adicionaron 62.5 mL de acetona, y se agit6 por inversión durante Z mi-

nutos. 

2. Se dejd reposar la suspensión tapada durante dos horas a ter.pera tura 

aili>iente, y se cer.trifug6 S minutos a 200 G. 

3. Se decant6 el sobrenadante, y se dejd secar el residuo a teq>eratura 

aili>iente sobre un papel filtro. 

4. Se transfiri6 el residuo a wi vaso de precipitados de 250 mL, se adi­

cionaron 62.S mL de clorofonio, y se J111Dtuvo en agitaci6n continua por 

dos horas en Wl agitador magndtico, 

S. Se filtr6 la mezcla a traws de un eniJudo de filtra.cidn, r.fpida. El 

filtrado se colect6 en un ·vaso de precipitados de 250 mL y se dej6 e\1!, 

porar a temperatura amiente (aproximdamente 3 dias}. En el fondo 

del vaso qued6 un residuo poso anarillo obscuro. 

6. Se pas6 el precipitado, con ayuda de aplicadores, a un ~geneizador 

de tejidos y con 34.7 mL de soluci6n sal:ina fisiol6gica se h:xnogeneíz6 . . . 
hasta que se obtuvo una suspensión lechosa de color anarillo p4lido. 
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7. Se dividió la suspensión en alícuotas de 1 mL y se congelaron. 

La designadeTIJPs cefalina INNSZ en el ·resto de este doc\.Dllento. 

BUFFER DE VERONAL 

Pesar y poner en un matraz volumétrico de 1000 mL: 

Dietilbarbiturato de sodio 

Cloruro de sodio 

HCl 0.1 N 

Aforar con agua destilada. 

lllardar en refrigeración. 

5.87 g 

S.33 g 

215 m1 
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REACTIVOS CXHRCIALFS l1WX>S 

110l!OPLASTINA 

fJ1 varios experimentos se utiliz6 con fines de conparaci6n con la tronbo­

plastina INNSZ una troni>oplastina comercial (Difco Laboratories), que es 

una troniloplastina obtenida de cerebro de conejo y envasada en 8J1t1Clletas 

de 1 SO mg que penniten aproximadamente 35 detenninaciones. Se debe alna­

cenar entre 2° y 8°C, y para reconstituirla se adicionan 4 mL de solucilSn 

salina a la airqx>lleta; se incuba en bafto marra a 46°C por 10 minutos 

(cuando han transcurrido S minutos de incubaci6n se resuspende la troni>o­

plastina cuidadosamente con pipeta pasteur). Despu6s de la incubaci6n se 

le ailade O. 1 mL de citrato de sodio al 3 .8 \ C<;)Jll> conservador. Se mezcla 

y se deja sedimentar en el refrigerador 24 horas. En el J1Dmento de usar­

se, el sobrenadante se transfiere a un tubo liq>io con ooa pipeta pasteur. 

El sobrenadante es estable por 7 d~s. lDs valores de referencia de ti~ 

po de protromina en nuestro laboratorio con esta tromboplastina son de 

11.0 a 15.2 segundos. 

Nos referirems a ella com troni>oplastina comercial en el resto del tra• 

bajo. 

~ 

Pn varios experimentos la éefalina INNSZ se conp¡r6 con la Trod>oplastina 

Parcial Activada La~n que es lDl extracto cloro~rmico obtenido de cere-. . . . 

bro de conejo que contiene W1 activador plasmttico insQld>le. C!lda fras-
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co del reactivo contiene 4.2 mL, lo. cual es suficiente para aproximadame!!_ 

te 40 detenninaciones. Se recomienda guardar entre 2° y 8°C mientras no 

est~ en uso. Este reactivo se presenta en fonna Uquida, es~ listo para 

usarse, y se debe agitar antes de emplearlo. Los·valores de referencia 

de este reactivo para la pnieba de tiempo de troniioplastina parcial son 

de 22 a 42.S segundos en nuestro laboratorio. 

PLASMA CONI'ROL CCJ.iERCIAL (PCC) 

En nuchos experimentos se us6 µira la realización de las pruebas de tieq>0 

de protrombina (TP) y de tiempo de troni>oplastina parcial (TI'P) wi plasma 

liofilizado comercial (Plasim Control Nornal, Ortho Diagnostic) que es wi 

plasma humano citratado que debe ser almacenado entre 2° y SºC. Para re­

constituirlo, se adi~iona 1 mL de agua destilada y se agita hasta lograr 

solubilizar todo el liofilizado. Debe usarse fresco (no más de 8 horas 

después de reconstituido). 

Nos referiren>s a este plasma coml PCC (~lasna Control Canercial) en to­

dos los experimentos subsecuentes de este trabajo. 
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~mrooos. PARA DETERMINAR TP y TIP 

Las determinaciones de las pruebas de tiempo de protrombina (TP) y tiempo 

de tromboplastina parcial (TIP) se llevaron a cabo en un fibr6metro (Fi­

bro System BBL). Los procedimientos fueron los siguientes: 

TP 

Fn una _microcopa de plástico se pipetea O. 1 mL de tromboplastina y O. 1 mL 

de plasma. Se incuba durante 1 minuto en el bloque de calentamiento del 

fibr6metro (37°C); al cabo de este tiempo se añade 0.1 mL de cloruro de 

calcio 0.02 M precalentado a 37°C. Silllllt!neamente a esta adición se 

echa a andar el cron6metro del fibr6metro; el fibr6metro autom.itk:unente 

determina el tiempo que tarda en coagular el plasna. 

1TP 

Fn una microcopa pipetear 0.1 mL de troni>oplastina parcial (cefalina). 

Incubar 1 minuto a 37°C en el bloque de calentamiento, atladir 0.1 mL de· 

plasma e incubar la mezcla 2 minutos m4s; al cabo de este tiemp:i adicio­

nar 0.1 mL de cloruro ·de calc'~o 0.02 M precaleniado a 37°C; al mism tie!! 

po hacer funcionar el cron6metro del fibT6metro, el cual registra autom­

ticamente el tiempo que tarda en coagular el plasna. 

Las determinaciopes tanto de TP com de 1TP, a menos que se indique, se 

hicieron por duplicado y se infonm el promedio. 
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METOOOS DE EVALUACION 

Las estrategias de evaluación de TP y 11'P son diferentes ya que el TP pue­

de ser evaluado a base de curvas de TP en función de la concentraci6n va-

riable de plasma dilu1do con soluci6n salina, en cambio, el plasma diluido 

con suero o con solución salina arroja curvas de T1'P inconsistentes y err!_ 

ticas. Consecuentemente la estandarización y evaluación de la tromboplas­

tina INNSZ para TP se presenta separadamente de la cefalina INNSZ para ITP. 

EVALUACI~ DE LA TRl>IBOPLASTINA INNSZ 

Se hicieron dos tipos de estudios: 

1. Estandarización del reactivo por medio de curvas de TP en plasma dilut-
. . 

do s_iguieOOl> un protocolo que se describe en la secci6n de Resultados y 

Discusión. En esta parte se evalu6: 

·a) Coix:entraci6n 6ptillla de ti'odx>plastina, 

b) Estabilidad de la trOll'boplastina reconstitu1da. 

c) O>q:>ortamiento de la tromboplastina en funci6n del substrato. 

d) Efecto de citrato de sodio sobre la estabilidad de la t?Olli>oplastina, 

2. Una vez estandarizada la tromboplastina INNSZ se coapr6 versus W18 
•' . 

tromboplastina comercial importada (Difco, lote 684823) en 135 pla5111lS 

d~ la rutina en un periodo de 23 dhs hábiles (7 de febrero a 30 de 

marzo de 1983). Estos estudios comparativos ·fueron pocos debido a que 

· .. · .. ·.·.··.···1 

. ' 

'._. 

'·. 
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sólo se contaba con un remanente pequeño de tromboplastina con:ercial~. 

En esta parte se evalu6: 

a) Precisi6n intralote. 

b) Correlaci6n inter-tromboplastinas. 

e) Frecuencia de congniencias e i.ncongTUencias inter-tromboplastinas. 

d) Estabilidad a largo plazo. 

EVALUACION DE LA CEFALINA INNSZ 

Se hicieron dos tipos de estudios: 

1. Estandarizaci6n de la cefalina por el método que se describe en la s~ 

ci6n de Resultados y Discusi6n. 

2. Una vez es tarda rizada. la cefal.ina Th.ll\SZ, se comparo con una cefalina 

comercial (Lafón, lote 132) en plasms de la rutina. En estas Compaf! 

dones se evalu6: 

a) Precisión intralote. 

b) Correlación inter-cefalinas. 

e) Frecuencia de incongruencias inter-cefalinas. 

d) Estabilidad a largo plazo. 

* Su importación está prohibida actualmente en ~ico por la SECDFIN. 
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l.a incongruencia de datos obligó a realizar cinco periodos de comparaci6n 

los cuales fueron: 

MES FECHAS DE 1983 No • DE PLAS-4A.S CGIPARAOOS 

MARZO 8/2 a 4/3 92 

ABRIL 11/4 a 18/4 119 

MAYO 16/5 a 24/5 107 

JUNIO 16/6 a 27/6 120 

JULIO 4/7. a 20/7 223 



T R O M B O P L A S T I N A 

' 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

EVAWACION DE LA TRCMBOPLASTINA. 

Como se dijo en la secci6n de material y mt'.itodos, la tromboplastina INNSZ 

se evalu6 usando dos tipos de estudios que tenían como finalidad: 1) es~ 

tandarizar el reactivo; y 2) comparar la trornboplastina INNSZ versus una 

trornboplastina comercial. En ambos estudios se utiliz6 un misl!V) lote de 

trornboplastina comercial (Difco 684823) así com:> un s61o lote de tri:lmbo­

plastina INNSZ (lote 1) que se almacen6 en un frasco tapado mantenido en 

refrigeración. De este frasco se tomaba el reactivo según se iba utlizan­

do. 

Para lograr el primer objetivo se efectuaron cuatro experimentos: 

1. El primer paso para estandarizar la trontloplastina INNSZ fue determinar 

la concentración a que deb1a usarse para tener resultados satisfacto­

rios. 

2. Una vez establecida la concentración óptima del reactivo, se observó su 

estabilidad a corto plazo des?Iés de reconstituirlo. 

3. Posterionnente se analiz6 el comportamiento de la tromboplastina INNSZ 

con substratos distintos. 

4. Por último, se observ6 el comportamiento comparativo del reactivo re­

constituido en presencia y ausencia de citrato de sodio. 

Los cuatro experimentos anteriores se hicieron siguiendo un mism protocolo 

de evaluación: el protocolo, asi colOCl los experimentos y sus resultados, 

se describen y discuten a continuaci6n. 
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PROI'OCOLO DE EVALUACIOr;l DE "fRCt.IBOPLASTINA INNSZ 

En todas las evaluaciones de la troni>oplastina INNSZ se siguió Wl misno · 

sistema operativo. El protocolo de cada dia de trabajo fue el siguiente: 

1. Preparar 7 diluciones de PCC con soluci6n salina a concentraciones de 

100\, 60\, 40%, 30\, 20\, 15\ y 10% (100% es el PCC reconstituido de 

acuerdo a las instnlCciones del fabricante), 

2. Iniciar las mediciones del TP por duplicado en cada l.Ula de las 1 dilu­

ciones utilizando troirboplastina INNSZ, comenzando con la concentraci6n 

de 100\, y finalizando con la de 10\. 

La gr4fica de los datos reales de ~ (en X) versus \ de PCC (en Y) es Wla 

cur\ra hiperb6lica (gr:ifica 1.1), por lo que es preferible usar la recipro­

ca de \de PCC (1/y) en la ~fica (gr4fica 1.2). Con ello se obtiene una 

recta cuya ecuaci6n tiene la siguiente fonna general: 

Ibnde: 

1/y • ax - b 

y • concentracióii de PCC en \ 

a • pendiente de la recta 

b • intercepto de la recta 

x • tit?q>o de protrombina en segundos 

los datos de la ecuación de la recta que se presentan en cada una de las 

evaltBciones de la tromboplastina INNSZ son las siguientes: 
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GRAFICA 1 • 1 • Curva que se obtiene al graficar TP versus concentración de PCC. 



• 48 -

Conc. de 
PCC (\) 

1_ 

.09_ 

.os_ 

.07 

.06 

.os 

.04 

.03 

~02 

.01 

10 20 30 40 so TP (segs) 

QW:ICA. 1.2. Curva CJle se obtiene al graficar TP versus 1/concentraci6n de PCC. 
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1. La correlaci6n como tm índice de la bondad de ajuste de los 7 datos ~ 

perirnentales a la ecuaci6n obtenida: e.l ajuste es tal, que una correl! 

ci6n por debajo de 0.98 la consideraros de nal ajuste. Se designa co­

m:> r en las tablas. 

z. La pendiente y el intercepto de la ecuaci6n, ya que son los parámetros 

que caracterizan totalmente a una recta, que se designan a y b, res~ 

tivamente, en las tablas. 

3. Finalmente se dan los TP calculados de la ecuaci6n para y "' 100\ y pa­

ra y"' 15\, ya que son dos concentraciones iqlortantes en la evalua· 

ci6n de una tromboplastina. La de TP 100\ representa el coqx>rtamien­

to del plasma sin diluir, y la de TP 15\ corresponde a m TP de ZS a 

35 segundos, el cual es el tiempo en el que se .trata de estabilizar a 

los casos que reciben terapia con anticoagulantes. 

Pasareros a nostrar los Tesultados de los experimentos hechos con este 

protocolo: 
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1. CONCENI'RACION OPl'IMA DE TROMBOPI..ASTINA INNSZ 

Con el objeto de determinar la concentración 6ptima de tromboplastína 

INNSZ que debe utilizarse para la detenninaci6n del tiempo de protrombina 

(TP), se hicieron experimentos en cuatro días de trabajo. Usando el pro­

tocolo de evaluaci6n y PCC colll) sustrato se obtuvieron los siguientes re-

sultados: 

DIA DE CONC. DE 'fR(}.IBO r a b TP 100\ TP 15\ 
TRABAJO PLASTINA INNSZ- (X10-4). (Xl0-4) (segs.) (segs .) (mg/mL)* 

3 5 0.95 40.7 -700 19.8 33.7 

3 10 0.92 33.2 -450 16.6 33.6 

3 15 0.99. 36.2 -500 16.7 32.3 

3 20 0.98 28.4 -300 14.2 34.2 

1 25 0.99 28.4 -220 11.3 31.3 

4 27.5 0.99 26.8 -200 11.3 32.4 

1 30 0.99. 25.5 -180 11.0 33.2 

4 32.5 0.99 26.9 -190 10.9 32.0 

1 37.5 0.99 23.0 -140 10.6 32.5 

1 42.5 0.99 25.6 -170 10.5 32.5 

2 47.5 0.99 23.5 -140 10.1 34.2 

2 52.5 0.99 19.6 -80 9.0 37.9 

* Concentración del reactivo de trabajo en mg de polvo de tromboplastina 

INNSZ por mL de soluci6n salina. 
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Corro se observa, los datos de la tabla anterior se pueden dividir en tres 

grupos con las siguientes características: 

CONC. DE TR(l.IB()PLASTINA 
INNSZ 

5 a 20 mg/mL 

47.5 y 52.5 mg/mL 

. 25 a 42.5 mg/mL 

Ci\RACTERISCT IC::\S 

Los TP del PCC al 100\ son nuy alargados (14.2 

a 19.8 segs versus 10.5 a 12.5 de la trombo­

plastina coioorcial con este PCC) • Además, 

las concentraciones de 5 y 10 mg/mL no se a­

justan bien a una recta (la r es baja). 

Los TP del PCC al 100\ son JllJ)' cortos (menos 

de 10.S segs.) • 

No tienen inConvenientes: los TP del·PCC al 

100\ son de 10.5 a 11.3 segs.; se ajustan a 

una recta (r • 0,99); y las pendientes e in­

terceptas son poco variables. La ecuaci6n 

promedio.para estas seis concentraciones es: 

1/y m 0.0026x - 0.018 

Por lo tanto, se decidi6 tonar COIOO concentraci6n 6ptiDB de la tronilopl~ 

tina INNSZ la de 32. 5 mg/mL (.intennedia entre 25 y 40 mg/mL) lo cual da 

un margen de seguridad de '!' 23\ al pesar el reacti~ sin que se afecten 

substancialmente los paránetros de la recta. 
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Como se observa, los datos de la tabla anterior se p.ieden dividir en tres 

grupos con las siguientes características: 

CONC. DE TRCMBOPLASTINA 
INNSZ 

5 a 20 mg/mL 

47.5 y 52.5 mg/mL 

25 a 42.5 mg/mL 

CARACTERISCTICAS 

Los TP del PCC al 100% son llllY alargados (14.2 

a 19.8 segs versus 10.5 a 12.5 de la trombo­

plastina ·comercial con este PCC) • Además, 

las concentraciones de 5 y 10 mg/mL no se a­

justan bien a tma recta (la r es baja) • 

Los TP del PCC al 100\ son nuy cortos (menos 

de 10.5 segs.). 

No tienen inConvenientes: los TP del·PCC al 

100\ son de 10.5 a 11.3 segs.; se ajustan a 

una recta (r • 0~99); y las pendientes e in­

terceptes son poco variables. la. ecuaci6n 

promedio'para estas seis concentraciones es: 

1/y • 0.0026x - 0.018 

Por lo tanto, se decidí~ toner cono concentraci6n 6ptima de la tromopl~ 

tina INNSZ la de 32. 5 mg/mL (.intermedia entre 25 y 40 mg/mL) · 10 cual da 

un margen de seguridad de ! 23\ al pesar el reactiY9 sin que se afecten 

substancialmente los parámetros de la recta. 
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3. CCNPORTAMIENTO DE LA TROMBOPLASTINA INNSZ EN RJNCION DEL SUBSrRATO. 

Para observar el comportamiento de la troinboplastina INNSZ con diferentes 

substratos, se siguió el protocolo de evaluaci6n usando lDl substrato dif~ 

rente en cada uno de 4 dias de trabajo. El substrato de cada día de tra­

bajo era un pozal de los plasmas frescos seleccionados de la rutina del 

día en base a que llenaran los siguientes requisitos: a) que el plasma 

tuviera TP y TIP nonnales con los reactivos de la rutina, y que ro estu­

viera ictérico o lipémico; b) que no procediera de un sujeto con algún 

diagn6stico en que se sabe se afectan los factores de coagulaci6n. Unos 

8-10 plasmas fornaron el pozal en cada mo de los dlas de trabajo. Los 

resultados fueron: 

DIA SUBSTRATO r . ª-4 b_4 TP 100\ TP 15\ 
(XlO. ) . .. (XlO ) ·. (segs.) (segs.) 

Pozal l 0.99 31.2 -260 11.6 Z9.7 

2 Pozal 2 0.99 31.6 -320 13.4 31.2 

3 Pozal 3 0.99 30.5 -320 13.7 32.3 

4 Pozal 4 0.99 30.2 -240 11.4 30.0 

Mldia 0.99 30.88 -285.0 12.53 30.80 

DE o 0.64 41.2 1.19 1.19 

CV\ o 2.1 14.S 9.5 3.9 

Puede observarse que, si bien los resultados son similares en los 4 poza­

les, hay mayor variabilidad en pendiente, intercepto y TP 100\ en estos 

4 pozales que los que se observan cu.mdo el substrato no varia (ver la 

tabla del inciso anterior). 
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La mayor variabilidad de los pozales puede deberse a que en ellos no es 

constante la concentraci6n de los diferentes factores de coagulación. 

Además intervienen otros factores corro es el manejo de la nuestra desde 

que se toma hasta que se procesa en el laboratorio, v. gr., venopllllción, 

proporción sangre: anticoagulante, fonna de agitar la muestra (fol11\'.lción 

de espuma) y tiempo que tarda cada muestra en llegar al laboratorio. To­

dos estos son factores que no operan en el PCC, y que por ende pueden co!!_ 

tribuir a su menor variabilidad en el sistema de evaluación. 
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4. EFECTO DEL CITRATO DE SODIO (lTI'ILIZAOO C~D COOSERVAOOR) SOBRE LA EST~ 

BILIDAD DE LA TROMBOPLASTINA RECONSTITIJIDA. 

El efecto del citrato de sodio sobre la trornboplastina r:.;.¡sz r~constituída se 

analizó de la siguiente manera: se reconstituyeron dos fracciones del rea~ 

tivo de 260 mg cada 1.ma (8 mL), y a una de ellas se le adicion6 0.2 mL de 

citrato de sodio al 3.si (0.2 mL a los 8 mL de reactivo) y a la otra ali· 

cuota se le adicionó 0.2 mL de salina. Se siguió el protocolo de evalua­

ción con cada una de las fraccion~s en tres días de trabajo utilizando PCC 

coro substrato. Los resultados se nuestran en la siguiente tabla: 

DIA rosr- CITRATO DE r ª·4 b TP 100\ TP 15\ 
RECONSfITUCIOO SODIO Al• 3.8\ . CXlO ) ~lo"4) (segs.) (segs.) 

SI. 0.99 21.S ·160 12.0 38.4 

00 0.99 21.0 ·140 11.5 38.S 

4 SI 0.99 28.1 -240 12.0 32.1 
NO 0.99 29.7 -249 11.7 30.8 

8 SI 0.99 27 .1 -230 12.2 33.6 

00 0.99 25.3 -190 11.3 33.7 

PRct<IEDIOS SI 0.99 25.6 ·210 12. 1 34.7 

00 0.99 25.3 ·193 11.5 34.3 

El finico efecto' del citrato fue m TP 100\ ligerruoonte superior al que se 

observa en ausencia de éste (.12;1 vs. 11'.5 segs,), pero sin que la dife­

rencia alcance significancia (t pareada} posiblemente porque sólo son tres 

comparaciones. '·' ·.:.·.·· ... ··.·.·.1 
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CreenDs que el citrato de sodio en el reactivo tiene un papel similar al 

que tiene en la deshidrataci6n del cerebro de conejo (ver preparaci6n de 

la tromboplastina), esto es, para eliminar residuos de calcio que pudie­

ra tener todavía el reactivo, lo que provocaría el alargamiento que se 

·observa en el TP 100\. 
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Una vez estandarizada la tromboplastina INNSZ, se procedió a efectuar el 

segundo tipo de estudio: compararla versus W1ll tromboplastina comercial 

en plasmas de la rutina. En esta fase se evalu6 lo siguiente: 

1 • Precisión intralote. 

z. Correlación inter-tromboplastinas. 

3. Frecuencia de incongruencias inter-tromboplastinas. 

4. Estabilidad a largo plazo. Coroo complemento a los estaiios hechos se 

ofrece una comparación inter-tromboplastinas en el programa interno de 

control de calidad de TP durante una parte del periodo en' que se comP! 

raron las tromboplastinas así COllX> en los meses siguientes. 

Las evaluaciones se llevaron a cabo haciendo determinaciones siJrultáneas 

de TP utilizando la tromboplastina INNSi y la tromboplastina comercial en 

135 plasmas de la rutina. A continuación se dan y discuten los resultados 

de estas evaluaciones. 

En la tabla 1, 1 se 111.1estra la precisión intralote que se obtuvo al hacer 

determinaciones duplicadas de cada plasma, con la tromboplastina INNSZ y 

con la tromboplastina comercia~. Como se puede observar, la precisión 

intralote de la tromf:loplastina INNSZ en plasmas con TP menor de 30 segun­

dos es igual a la de la tromf>oplastina comercial. A niveles de TP por 

al'riba de 30 segundos, la precisión de amos reactivos se deteriora, pero 

es más marcado este deterioro en la tromboplastina comercial, por lo que 

se obtiene una mejor precisión global con la tromboplast:i.na INNSZ. En 

vista de que a niveles de TP 30 segundos la imprecis~6n aumenta, se deci-
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dió excluir a los ·g_ plasmas con TP alto de los cálculos del coeficiente 

de correlación y de los padmetros de la recta de regresi6n inter-trornbo­

plastinas cpe se n11estran en la tabla 1 • 2: de los datos de la tabla se 

puede concluir cpe se obtuvo una buena correlaci6n inter-tronboplastinas, 

ya que tanto el coeficiente de correlaci6n CO!lll la pendiente de la recta 

de regresi6n se aproximan al valor ideal de \.DlO. Por otro lado,· el ínter 
' -

cepto de la recta de regresión se aleja un poco del valor ideal de cero 

lo cual es debido a que los valores obtenidos de TP obtenidos con la tro!! 

boplastina I~Z fueron, en general, \ll segundo más altos que los obteni­

dos con la tromboplastina canercial. Por esta raz6n, el límite superior 

de 1S.2 segundos dP TP de la tromboplastina comercial en nuestro laborat~ 

rio se cambio a 16.2 segundos para la tromboplastina INNSZ. Tomando en 

cuenta los limites anteriores, la tabla 1.3 nuestra las incongruencias 

cpe se obtwieron entre ambos reactivos en las determinaciones de TP en 

los 135 plums de la rutina: las inco~gruencias fueron 11 (8.1\), pero 

la diferencia entre ellas fUé mtniJIB (menos de dos segundos) y a niveles 

de anormlidad lll)' ligera. l\ieron infructuosos los intentos de estable­

cer, por cUnica. ~es de los dos resultados incongruentes era válido: 

eran datos que apenas rebasan el lfmite normal, y ninguno de los pacien­

tes tenla wt problena clSnico obvio de trastorno de coagulación. . . 

Pata COllJ>lementar los estudios hecms a la tranboplastina INNSZ se obser­

vó su estabilidad a largo plazo, para lo cual se analizaron los datos ob· 

tenidos en el control de calidad interno (promedio de TP y CV\) duarante 

una parte y despufs del periodo en que se evalud la tromboplastina. INNSZ. 

El control de calidad interno se lleva a cabo haciendo determinaciones de 

TP con la trodloplastina, utilizando como substrato PCC entero (100\) y 
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dilu~do con soluci~n salina al 25%, esto se hace con el fin de observar 

el comportamiento del reactivo a niveles normales y anornales. 

Fn la tabla 1.4 se Jlllestran los datos del promedio de TP y CV\ del control 

• de calidad int.erno que se obtuvieron con el lote 1 de la tromboplastina 

INNSZ en el periodo de marzo-abril, ast COllD los obtenidos con la trombo­

plastina comercial en marzo y los de la tromboplastina INNSZ, lote 2 en 

abril-junio. 

F.n el periodo marzo•aéril se observd una elevación gradual y constante en . . 

el pl'Olledio de los TP obtenidos con la tromboplastina INNSZ tanto en PCC 

100\ como en el PCC 25\ .(gr~fica 1,3), lo cual se reflejd en un deterioro . . 

de la precisidn interlotes. Se concluyd que la elevaci6n de los prome­

dios de TP y el aunento de la imprecisidn interlotes era debido al dete­

rioro del reactiw, por lo que se decidid preparar tm 111evo lote de trom­

boplastina INNSZ (lote Z)~ Este nuevo lote se almacen6 en alícuotas de 

130 mg en frascos sellados y mantenidos en refrigeracidn. 

El· lote Z de la tronboplastina INNSZ mantuvo un promedio de TP y una pre­

. cisión interlotes similar a la de la tromboplastina comercial por un pe-

riodo ms prolongado que el lote 1 (ver tabla 1 .4). Creenos que la mejor 

..conservaci6n del lote 2 de la tromboplastina INNSZ }U!de obedecer al he­

cho de haberla almacenado dividida en allcuotas, lo cual evitaba destapar 

y sacar del refTigerador el lote completo de tromboplastina cada vez que 

se iba a utilizar. Esto nos había sucedido en el caso del lote 1, el 

cual se habla almacenado en un solo frasco. Irrelevante de la causa, lo 

que surge de estos datos es que la fonna de almacenamiento tiene un papel 

importante en el comportamiento del reactivo. 
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TABLA 1.1 

PRECISION INI'RALOfE DE TP F.N 135 Pl..Af*IAS DE U. RlffINA EN FUNCION DE 

TR!M!OPLASTINA 

TRGtBOPLASTINA TR(}IBOPLASTINA DIF. DE 
TP (segs) DIFCO INNSZ VAR!ANCIAS 

n CV\ n CV\ F p 

15 42 2.7 24 2.3 

15-19.9 68 2.8 76 2.6 

20-29.9 17 2.4 25 2.7 

SUBTOTAL 127 2.69 125 2.65 1.10 NS 

30-39.9 6 8.8 8 4.7 

40+ 2 18.S 2 3.8 

SUB TOTAL 8 15.95 10 4.54 13.54 0.001 

GLOBAL 135 9.33 135 3.46 6.34 0.001 
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TABLA 1.2 

CORRELACION Y PARAMETROS DE LA RECTA DE RE<JmSIOO 

(X•TP DIFO:>; Y•n> INNSZ) 

EN 127 P~ DE LA Rln'INA* 

COEFICIOO'E DE RECTA DE RE~IOO 
CORRELACION PENDIENI'E INTERCEl'l'O 

0.93 1.01 1.08 

*Se excluyeron 8 plasmas con TP arriba de 30 segundos. 
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TABLA 1.3 

FREOJENCIA DE INCOO~IAS DE LOS RF.ACTIVOS 

INNSZ Y DIFCO EN EL TP DE 135 

TOrAL N/N A/A 

135 41 

* Mls de 15.2 segs. 

** Mh de 16.2 segs. 

83 

PLA.'iK\S DE LA. RUI'INA 

501.D DIR:O SOLO INNSZ 
ANORMAL" ANOJM\L"* 

8 3 

INC(}lGRUENCIAS""* 

11/135 • 8.1\ 

*** Sieq>re llJbo menos de 2 segs. de diferencia entre Difco e INNSZ en las 
11 incongruencias (Dif. t .2 segundos). 



1',\BLA 1.-t 

CONTROL 

- ··~ 

. TP JOOi 
cv~ 

. TP 25?. cvi PERIOOO TRCMlOPl.J\Sf IM N X cv~ I1'1HUJJfE N X cvi INl'ERLOTE INfRAWTE Ii\TRALOTl: 

MARZO DIFCO 21 12 .6 1.4 6.3 9 2-t.7 2.5 7.4 

*i"RZO-ABRIL INNSZ· 1 29 14.2 1.0 8.7 28 26.7 2.5 11.4 

ABRIL-JUNIO INNSZ-2 63 13.0 1.6 6. 1 60 23.8 1. 7 8.9 

* Fechas con inestabilidad de trombopla.stina JN'JSZ-1 (ver texto) 
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GRAPICA 1.l. Control de cullJad interno de TI' en el periodo marzo-julio usundo tromboplastina lNNSZ (lote 1 --¡ y 
lote 2 ··--):u) utilizamlo conK> substrato PCC al IOOi¡ b) utilizando coroo substrato l'C~ al l5t, 
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CONCLUSIONES 

La tronboplastina INNSZ es estable cuando menos 7 días después de ser re­

constituida, lo que pennite prepararla para varios días de tra'!>ajo sin que 

se deteriore. 

Awlque se pueden utilizar pozales de plasna frescos para el control de la 

estabilidad de la tromboplastina INNSZ, es recomendable usar PCC u otTO 

plasma liofilizado para no tener nás de una variable que afecte el compor~ 

tamiento del react~vo. 

La adici6n de citrato de sodio a la tromóoplastina ya reconstituida no in­

fluye en su estabilidad y el alargamiento que provoca en el '!P 100\ no es 

significativo, por lo que puede usarse o no sin que se afecten apreciáble:: 

mente los valores obtenidos o la estabilidad de la tl'Olllboplastina. 

La tromboplastina INNSZ es estable aproxinadamente tres ~ses almcenada 

en frascos viales tapados y mantenidos en refrj.geraci6n. 

La tromboplastina INNSZ 11Dstr6 precisiones .interlote e intralote sDlilares 

a las obtenidas con el reactivo comercial y, el número noT!llal/anotml en 

plasmas de enfem>~ entre ambos reactivos fue bajo. Estos datos sugieren 

que logranx>s obtener un reactivo de calidad comparable a la de una troaix>­

plastina comercial importada. 



C E F A L I N A 
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RESULTAOOS Y DISCUSIOO 

EVAUJACIOO DE LA CEFALINA. 

La evaluaci6n de la cefalina INNSZ, al igual que la de la tronboplastina 

INNSZ, se hizo en dos partes: 

·f. Estandarización de la cefalina INNSZ. 

Z. f.omparaci~n de la cefalina INNSZ contra una cefalina comercial. 

Estos estudios se hicieron con \.D1 solo lote'de cefalina INNSZ que se alma­

ce~ en aU:cuotas de 1 mL de cefalina sin diluir, en tubos de ensaYo tapa-. . 
dos con ''parafilm", y congelados a ·ZOºC. c.ada allcuota se con¡e16 y des-.. . . 

. congel~ unas diez veces, ya que el reactiw de trabajo se prepara, inmedi!_ 

·tamente antes de utilizarlo,. diluyendo 0, 1 mL de ·1a cefalina. 

F.nseguida se describe la estandarizaci6n de la cefalina ThmZ y posterior 

mente su comparaci6n con la cefalina comercial. 
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ESfANDARIZACICW DE LA CEFALINA 

La proporci6n de cefalina y caol!n nñs conveniente en la preparacidn de tm 

reactivo adecuado para lr. prueba del tiempo de tranboplastina parcial (TfP), 

se detennin6 de la siguiente nanera: se hicieron diluciones del reactivo 

de cefalina en buffer de veronal a concentraciones de o.s, 1, 2, 4 y 10\ 

de cefalina fYNJ. Cada una de estas diluciones se mezcl6 con volúnenes 

variables de WJa suspensi6n de caolin al 4\ (P/V): 

ltézcla A ., 1 mL de cefalina + O. S mL de caolín 

ltézcla B • t mL de cefalina + t mL de caol!n 

?tezcla C • t mL de cefalina + 4 mL de caoUn 

r.on las preparaciones anteriores se hicieron detenninaciones replicadas 

(n•20 y n•6) de TrP al PCC s:in diluir. 
f 

Se obtuvieron los siguientes resultados en este experimento cruzado: 

CONC. n roR ECLAA MEZCLA B M:ZCLA C 
ORIGINAL CASILLA media cv media cv media cv 
CEFALINA 

10\ 20 45.8 ·S.3\ 41.4 4.5\ 44.9 3.2\ 

4\ 20 l 3s.6 I 3.6\ 139.31 3.6\ 45. 1 3.1\ 

2\ 20 l 4o.o 1 3.6\ 139.91 7.6\ 47.9 4.8\ 

1\ 6 46.7 . 48.S . .. -
0.5~ 6 48.7 - 52.5 . - -
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1.a selecci6n de la mejor combinaci6n se hizo bajo los siguientes crite-

rios: 

a) Q.le el resultado fuera ''normal" ya que se us6 el PCC que debe dar va­

lores nol'm'.lles de TIP segtln el fabricante, v. gr., menos de 42.S se­

gtmdos de TIP • 

. b) Q.ie la imprecisi6n intralote, ju.zgada por el CT, fuera la menor posi­

ble. 

c) Que los costos fueran lo más bajo posible .. 

Los valores nonnales C. 42.5 seg. de 'ITP) se concentran en las cuatro 

casillas en que cruzan las cefalinas de 4 y 2\ con las mezclas A y B: la 

imprecisi6n es de 3.6\ en 3 de estas 4 casillas. La menor inq>recisi6n 

(3. 1 y 3. 2\) ocurre en las dos casillas superiores derechas, pero los 

TrP son anannalnente largos por lo que fueron descartadas. 

Consecuenteroonte se seleccion6 la combinaci6n de 4 \ de cefalina con Wl 

punto intemedio entre las mezclas A y B, o sea, que el reactivo de 

trabajo se prepara con 1.5 mL de cefalina mis 1.0 mL de caolin, ambas 

al 4\. 

. . 
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La segunda fase de la evaluacilSn, una, vez estandariz~ la. cefalina INNSZ, 

fue la comparacidn con wia cefalina comercial (Laf6n 132) en plasma de la 

rutina, En esta etapa se eval~ lo siguiente: 

1. Precisi&l intnlote. 

2. r.orrelaci6n inter-.ceialinas, 

3. Frecuencia de incongruencias inter-ceialinas, 

4. Estabilidad a largo plazo, Conx> complemento, se hizo tma comparaci6n in­

ter~efalinas en el programa interno de control de calidad de TI'P durante 

la 6poca en que se canpararon las ceialinas con objeto de establecer la 

precisidn interlotes y la estabilidad a largo plazo de la cefalina INNSZ, 

· las evaluaeiones se llevaron a cabo haciendo determJnaciones duplicadas si -

JllÜWeas de 'ITP con la cefalina comercial y con la cefalina INNSZ durante 

cinco periodos (marzo a julio de 1983} en 1Dl total de 661 plaSllaS de la ru­

tina, El nQmero de periodos se ala_rgd debido. a que, para comprobar los re-

sultados obtenidos en e'1 prmer periodo (Jmrzo} y ya que se contaba con ·su­

ficiente cantidad del reactivo comercial, se decidi6 realizar. wi segundo ~ 

riodo de conpraci&l (abril) el cual no Jll)Strc5 co~ordancia de resultados 

con el primero, ~r ello se ~o una tercera conpraci6n (mayo) en la cual 

se obtuvieron resul t3'los que disCrepaban con los periodos anteriores. Esta 

variabilidád de resultados 11~ a prolongar los periodos de evaluad&\ a 

cinco.· A contiruaci6n se dan y discuten los resultados de estos cinco pe­

riodos de evaluacidn, 

&l la tabla 2. t se mestra la precisi6n intralote global de la cefalina I?fiSZ 

y de la ce:falina comercial, obtenida en los cinco periodos, al hacer deter­

ainaciones duplicadas de cada plasna. r.om se-·puede observar, la precisi6n 
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intralote que se obtuvo con la cefal.ina INNSZ fue mejor que la que se obtlNO 

con la cefalina comercial a cualquier nivel de TIP, 

En la tafüa 2.2 se dan los coeficientes de correlaci~n y los par&netros de 

las rectas de regresi6n que se obtuvieron en los cinco periodos de evaluaci6n. 

,Para calcular estos datos se excluyeron los plasms con TIP mayor de 150 se­

gundos. De los datos de la tabla 2 .2 se puede concluir que, en los periodos 

de marzo y mayo, la correlaci6n inter-tromboplastinas fue mala, pero en los 

periodos de abril, jl.Ulio y julio se obtuvieron correlaciones inter-cefalinas 

acetables ya que el coeficiente de correlaci6n y la pendiente e intercepto 

de la recta de regresi6n se aproxmron a los valores ideales (1, 1 y O res­

pectivamente), sobre todo en abril. El intercepto en abril, junio y julio 

fue superior a cero, lo que obedecta a que los valores de 1TP con la cefali­

na INNSZ eran superiores a los obtenidos con la cefalina comercial • Por 

ello se fijd el limite superior nornal de la cefalina INNSZ en 45 segwldos 

para evaluar las inc~ngruencias inter·cefalinas, 

El n1Jnero de· incongruencias entre ambos reactivos fue distinto en los cinco 

periodos de evaluacidn (tabla 2 ,3), leí cual no es sino Wl reflejo de la va­

riabilidad de la correlacidn inter•cefalinas en los cinco periodos: coro era 

esperable, el ~ bajo porcentaje de incongruencias entre a.ri>os reactivos se 

obtuvo en los periodos con mejor correlacidn inter-cefalinas (abril, junio y 

juliol, y las m4s altas incongruencias en los de mala correlaci~n inter-cef!_ 

linas (Jmno y mayo). ·1.os intentos por establecer las posibles causas que 

explicaran las discrepancias ínter-periodos fueron infructuosos. 

Para complementar los estudios se observtS la estabilidad de la cefalina INNSZ 

a largo plazo, para lo cual se analizaron los datos obtenidos en el control 
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de calidad interno durante la ~poca d~ las evaluaciones. El control de cali -

dad interno se llevó a cabo haciendo detenninaciones duplicadas d~ TIP, con 

ambas cefalinas, utilizando c0100 substrato R:C _(gr4fica 2.1 y 2,2), La ta­

bla 2 .4 1111estra el promedio de TIP y CV\ obtenidos con la cefalina INN.SZ y 

con la cefalina comercial usando PCC cono substrato durante los meses de ma!. 

zo a julio de 1983; aquí se confimi que la cefalina INNSZ tiene mejor preci, 

sión intralote que la cefalina comercial en el PCC, pero la precisión inter­

lote fue similar con ambos reactivos, No apareció fenómeno de inestabilidad 

en las cefalinas, 

La tabla 2.5 nuestra el promedio de TIP y el CV\ obtenidos por Sibley y Col. 

(93) con seis diferentes cefalinas. Se observa que a pesar de que en este 

estudio se utilizó un miSDD plasma nonnal. liofilizado los promedios de TI'P 

que se obtuvieron varia de W1 reactivo a otro, siendo de 33.0 seg el menor 

y de 49.1 el nayor. La precisión tanto intta COlll> inter-lote de la cefalina 

IlfiSZ son semejantes a las obtenidas por Sibley con dos de las cefalinas que 

utiÜztS: una casera y tma comercial (las de menor precisitSn inter e intralo­

te en su estudio). Por otro lado la imprecisi(5n de la cefalina comercial 

utilizada en el presente trabajo fue mayor que la obtenida tanto con la ce­

falina INNSZ COllD la obtenida con las cefalinas evaluadas por Sibley. 

De lo anterior se piede concluir que si bien la cefalina INNSZ no es compa­

rable con los reactivos de mejor precisión utilizados por Sibley, si tiene 

una.precisit5n semejante a la obtenida con.t.ma cefalina casera y una comer­

cial, creemos· que se p.aede substituir po:r la coimm:ial local con una mejorfa 

en la precisi6n. 
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TABLA 2,1 

PRECISION INTRALOTE DE TIP* 

NIVEL LAFON INNSZ 
'ITP N CV\. N CV\ 

42.5 532 7.'3 459 5.5 

42.5-49.9 68 7.3 75 4.5 

50.0-74.9 40 5.3 88 5.2 

75.0.;99.9 6 25.0 17 9.9 

100.0-149.9 7 16.8 14 8.4. 

GLOBAL 653 7.7 653 5.5 
... 

* · Excluidos 8 plasmas con 'ITP arriba de 150 segs. 
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TA B LA 2.2 

CORRELACION Y PAIWffiTROS DE LAS RECTAS DE RErnESICW 
(X•TTP CCHRCIAL; Y=TTP INNSZ) 

EN LOS CINCO PERIOOOS DE 1983 

N COEFICIENI'E DE RECTA DE REGRESION 
CORRELACION PENDIENTE INI'ERCEPTO 

92 0.97 1.4 -7 

118* 0.92 0.9 5 

105** 0.68 0.6 -40 

118*** o.as 1.0 3 

220*** 0.79 0.9 5 

* Cada asterisco representa tal caso en qu~ tanto INNSZ COJll) comercial dieron 

más de 1 SO seg. de TIP, y que se excluyeron del análisis estadtstico. 



- 74 -

TA B LA 2.3 

FRECUENCIA IE CXlNClUJOCIAS E INCONGRUENCIAS DE LOS REACTIVOS 
INNSZ Y CXM:RCIAL EN EL 'ITP DE LOS PI.Ag.fAS DE LA RUI'INA 

IlURANI'E 5 PERIODOS DE 1983 

PERIODO TOI'AL CONGRUENCIAS INNSZ CCJ.IERCIAL INCONGRUENCIAS 
NIN 

MAAZO 92 35 

ABRIL 119 93 

MAYO 107 61 

Jlt.IIO 120 93 

JULIO 223 187 

TOfAL 661 469 

* TI'P llll)'Or de 45 segundos. 

** TI'P myor de 42 • S segundos. 

.A/A 

35 

19 

26 

15 

25 

120 

ANORMAL* ANORMAL** 

20 2 24\ 

s 2 6\ 

14 6 !9\ 

11 1 10\ 

8 3 5\ 

58 14 
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TA B LA 2.4 

PRECISION INI'ERLOTE E INI'RALOfE DE 'ITP EN PCC 

CEFALINA PERIOOO N X INI'RALOI'E INI'ERLOTE 
CV'!. CV'!. 

INNSZ M\RZO-JUNIO 81 41.4 4.9 8.6 

COMERCIAL MARZO-.ruNIO 96 38.8 8.2 8.2 

. ··,·. 



1 
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T A B L A Z.S 

-
r«MlRE CDE«:IAL N X CV\ CV\ 

DE LA CEFALINA l~'TIW.OTE INfERLOTE 

ESIUDIO DE SIBLEY 

OOL+ 
FIBK>LET 5 33.0 1.0 1.2 

y 

TillOl!OFAX 5 35.9 4.0 4.1 

SUBSl'RATO • lfi tM.AND s 35.7 3.0 4.2 
MISM) ~ f«JRK\L . 

LIOFILIZAOO PLATELIN 5 49.1 2.7 4.3 

ACTIVA1'ED s 39.2 S.1 S.1 CEAfAWPLASTIN 

CEFALINA s 38.8 S.1 S.1 CASBA 

ES1E F.SIUDIO IlfQ s• 41.1 S.1 S.4 
(2.6-8.2) (2.3-8.0) 

SUB.511tATO • FCC 

CEFALINft s• 38.8 8.3 6.2 
O>B:IAL (4 .2-11. 7) (3.0-10.1) 

+ la m1lia se obtuvo de S dlas de pnleba. 

• Promedio de 14 sesmas de S datos. Fntre parfntesis se da la horq.dlla del 
CV\ durante las 14 semnas. 
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GRAFICA 2. 1, C.Ontrol de calidad interno de TfP con la cefalina INNSZ utilizando coro substrato PCC. 
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CONCLUSIONES 

Olando se utiliza PCC, o bien, plasmas de la rutina cono substrato, la prec!. 

si6n intralote obtenida con la cefdina INNSZ (S.S\ de CV) fue mejor _que la 

obtenida con la cefalina comercial (?. 7\ de O/). La precisi6n obtenida con 

la cefalina INNSZ (S.36\ de CV) fue superior a la obtenida con la cefalina 

comercial {6.68\ de CV}. 

En los periodos (iibril, junio y julio}, de los 5 periodos de comparac~n, se 

obtuvo una corrélaci~n inter-cefaUna aceptable: el ndmero de inconBNencias 
. . 

normal/anormal entre aJJi>os reactivos en plaSllBS de enfem)S en estos tres ~ 
. -

riodos fue bajo (10\ de incongruencias), Pero no encontranos explicacidn ~ ·. . ; -
ra la mala comparatividad de los reactivos en los otros 2 periodos intercal! 

dos (marzo r •yo). 

Los datos del control de caU.dad interno mdican que la cefalina INNSZ, sin 

diluir y alnllcenada en tufios de ensayo tapados con ''parafilm.", es estable 

cuando menos s meses, r se p.iede congelar·r desc:~gelar aproximadamente 10 

veces sjn que pierda actividad, 

Se concluye ·que, aunque los dos reactivos no ti.enen W1 coq>ortamiento unifo!'. 

me a lo largo del tianpo, la cefalina I~ es superior a la comercial en lo 

que concl.eme a una mejor precisi&l inter e intnlote. 
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