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RESUMEN 

ec re."\lizó un estudio de tipo experimental. transversal. 
orospectivo y comparativo, para la obtención de una 
tromboplastina de alta sensibilidad y fácii manejo en el 
Laboratorio Clínico. 
Para tal efecto se trabajó con cerebros de conejo, para la 
obtención del extracto de tromboplastina~ 
lo~ conejos presentaron los siguientes criterios de 
inclllsión: 

conejos jovenes de un año a año y medio, sin r-aza 
especi f\1".'a q11e hayan sírjo sacrificados un m/il<imo de 24 
hora5 ;)ntes. 

Po-=·t'::!riormente <'\ la tromboplastina obtenida en FES Zaragoz" 
~a le trató con '::'.1..11 fato rfo bario con el fin de aumentAr su 
-;;ensibílidad, se determinó el mejor soporte que .le brind.;\ra 
Cl1~rpo y protección .a la tromboplastina, así como establecer 
el agente surfactanl:e que le permitiera una mejor 
solubili:::"lción del reactivo liofilizado y la integración del 
ión calcio par.;¡ la obtención de una tromboplastina de m;'\s 
fácil manejo. 
Para la determinación del Indic0 de Sensibilid~d 
Internacional de l~ tromboplastina se utilizó el método 
modificado de Biggs y Oenson, el cual utiliza 20 plasmas 
normales y 60 plasmas anticoaguladas. evaluados en 10 días 
di fe rentes de trabajo frente a la preparación de referencia 
ter·cí~ri.a Thromborel-S. 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

- No se observó un aumento en la sensibilidad de l-1\ 
tromboplast:inu. de trabaja en presencia del sulfato de b::trio 
a las concentracíones l. 2. 4, 6 y 8 porciento. 

- El mejor soporte para la tromboplastina fue la albúmina de 
huevo y lactosa al 3 % respectivamente. 

- El agente surfactante más adecuado fue el etilenglicol a l.:i. 
concentración de 0.75 % , sin embargo solubílízó mejor la 
tromboplastina sin él. 

- Se inteqró ol clor1Jro de calcio a la concentración 0.02M. 
- El IS! fue de 1.19 para el lote Z2x y 1.26 para el lote 

Z2y. 

Los resultados del estudio nos permiten concluir qun la 
mejor formulación de la tromboplasti'na es el soporte 
determinado y el ion calcio integrado pues permitieron 
obtener una tromboplaSJ:,ina de al ta sen-:.i bi lid.ad y f.:\ci 1 
manejo, sin embargo cabe mencionar que para obtener un 
reactivo terminado es necesario la integración de un 
conservador y un amortiguaQor. 



II. INTRODUCCION 

Actualmente a muchos pacientes se les administran, 

anticoagulantes orales en el tratamiento y profilaxis de 

transtornos trombbticos. El monitoreo de pacientes 

anticoagulados se hace con base en el tiempo de protrombina 

(TP). El reactivo empleado para esta prueba requiere 

extractos tisulares, 111;1.mados tromboplastinas cuyas fuentes 

son de placenta y cerebro humano, cerebro y pulmbn de conejo, 

y cerebro bovino. 

Las tromboplastinas como proceden de fuentes de tejido 

humano o animal diferente, su sensibilidad varia y por lo 

tanto también la forma de reportar el TP. Para evitar lo 

anterior se requiere la utilizacibn de tromboplastinas 

calibradas. 

Para que una tromboplastina sea utilizada en el 

Laboratorio Cltnico, debe de cumplir con las especificaciones 

que marca la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS). 

La sensibilidad de las tromboplastinas, de cerebro de 

conejo importadas a nuestro pats poseen una sensibilidad 

mediana. Ultimamente una casa comercial extranjera (Organon 

Teknika) ha producido lotes de tromboplastina de cerebro de 

conejo de sensibilidad muy cercana a la preparacibn 

internacional de referencia primaria. 

En las primeras investigaciones sobre la produccibn de 
1 

tromboplastina tisular de cerebro de conejo se encontrb la 



cantidad bptima para la realizacibn del TP, y que la leche es 

el mejor soporte de liofilizacibn (48). 

En el Ultimo estudio realizado ( 38) encontraron que los 

parametros de calibracibn de la tromboplastina estan en los 

U.mitas maximos que exige la OHS y que su comportamiento 

clínico en los padecimientos de Cirrosis Hep3tica A.lcohblica 

Nutricional (CHA.N), Ictericia Obstructiva, Valvulopat1as y 

Tromboflebitis, en comparacibn con las tromboplastinas 

comerciales era muy similar. 

Tomando en cuenta todos los avances que he tienen sobre 

tromboplastinas y que son uno de los reactivos de primordial 

importancia en los Labotatorios de Anhlisis Clínicos 

Nacionales 1 se eligib este proyecto para contribuir al 

desarrollo de tecnologia nacional en la fabricacibn de este 

reactivo. 



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En FES Zaragoza se han realizado con anterioridad 

investigaciones sobre la produccibn de trOmboplastina 

tisular de cerebro de conejo, en los cuales encontraron la 

cantidad bptima para la realizacibn del TP, y que la !.eche 

descremada era el mejor soporte de liofilizacibn (48). 

En el Ultimo estudio realizado { 38) encontraron que los 

parametros de calibracibn de la tromboplastina eRtan en los 

limites maximos que exige la OHS y que su comportamiento 

clinico en los padecimientos de Cirrosis Hep3tica Alcoholica 

Nutricional (CHAN), Ictericia Obstructiva, Valvulopatias y 

Tromboflebitis, en comparacibn con las tromboplastinas 

comerciales ora muy similar. 

Tomando en consideracibn todos los avances que se tienen 

hasta ahora sobre la produccibn de tromboplastina tisular de 

cerebro de cOnejo, as1. como también el hecho de que sea un 

reactivo de primordial importancicJ on los Laboratorios de 

Análisis Cl1.nicos Nacionales, se quiere contribuir al 

desarrollo de tecnolog1.a nacional en la fabricacibn de este 

reactivo. 

Con el fin de obtener un reactivo que presente unas 

caracter1.sticas similares a los reactivos comerciales con los 

cuales se trtibaja comúnmente y principalmente aquellos que 

tienen el calcio integrado, pues son de mas facil manejo y 

que cumpla con los parametros de calibracibn de la 

tromboplastina que exige la OHS. Se pretende primero 

aumentar la sensibilidad de la tromboplastina, eliminando los 



residuos que presente del factor VII, para después liofilizar 

la tromboplastina y para que no se vea afectada por el 

proceso de liofilizacibn, se quiere enc::ontrar un buen 

soporte, asi. como un buen agente surfactante que permita 

obtener un cuerpo poroso, que facilite se solubilice mas 

rl::l.pido el reactivo e integrar el cloruro de calcio para la 

obtencibn de una tromboplastina cl3.lcica. Una vez que el 

producto esté terminado, realizar la calibracibn de manera 

indirecta, con una preparacibn de referencia de trabajo {PRT) 

terciaria ( Thromborel-S). Obteniéndose con esto un producto 

·de bajo costo de facil manejo y de uso confiable en el 

Laboratorio Cl1nico. 



IV. MARCO TEORICO 

IV.1. COAGULACION Y HEMOSTASIA 

El mecanismo de la hemostasia puede considerarse como una 

serie de factores sucesivos puestos en juego y conducentes 

por Ultimo a la detencibn de la hemorragia. Estos factores 

se hal!arian representados por sector vascular, plaquetas, 

factores plasm~ticos de l.:i coagulacibn y inhibidores ele la 

coagulacibn (1,2,3,4). 

l. SECTOR VASCULl\!! 

Cuando las venas estan intactas la sangre fluye en estado 

liquido y permanece dentro del sistema vascular. Esto 

depende de la fragilidad, permeabilidad, tonicidad y factores 

intravasculares y extravasculares. En las venas pequeftas y 

capilares, la hemostasia puede reemplazarse por la simple 

adhesión de las supBrficies endoteliales y la agregacibn 

local de las plaquetas. 

En las pequefias arterias el control espontaneo de la 

hemorragia se 

intervienen: 

logra mediante 

la liberacibn 

un mecanismo complejo donde 

de los factores histicos 

desencadenantes del mecanismo extrlnseco de la coagulacibn, 

una vasoconstriccibn refleja y la adherencia de las plaquetas 

al colhgeno desarrollandose el mecanismo intrlnseco. 



Las plaquetas provienen de la fragmentacibn del citoplasm~ 

de los megacariocitos. Poseen factores especificas que 

intervienen en el mecanismo de la coagulacibn y son: 

el 

1. Factor plaquetario 1 o ac-9lobulínico: semejante al 

factor V plasmatico. Esta en discusibn si es un 

factor específicamente plaquetario o un factor 

adsorbido del plasma por las plaquetas. 

2. Factor plaquetario o cotrombinico: acelera la 

reaccibn en la que interviene la trombina. 

se debate su validez como factor propio. 

También 

3. Factor plaquetario 3 o tromboplasttnico: Fosfoltpido 

que participa de manera especial en el mecanismo 

intrínseco de la coagulacibn. 

4. Factor plaquetario 4 o antihepar1nico: Posee la 

la facultad de neutralizar el efecto de la heparina 

sobre el coagulo. 

Las plaquetas liberan, ademas serotonina y adrenalina en 

lugar de su adhesibn, produciendose ast una 

vasoconstriccibn que ayuda al proceso hemostatico. Así mismo 

poseen trombostenina, una proteína contractil responsable de 

la retraccibn del coagulo y que llevá adsorbidos en la 

superficie factores plasmaticos de la coagulacibn. 



3. :El;l;.TORES PLASMATJCOS DE LA COAGULACION 

Son proenzimas ( zimogenos) que al comenzar el proceso de 

la coagulacibn· se activan convirtiendose en enzimas. Todas 

son proteinas o aglucoproteinas y casi la totalidad de origen 

hepatico. En· la tabla 1 se establece la nomenclatur~ y 

caracterlsticas de todos los factores~ 

4. INHIBIDORES DE LA COAGULACION 

Es normal que existan en el organismo mecanismos 

inhibidores limita ti vos de 1 proceso hemos ta tico, entre los 

que se incluyen el flujo sanguineo que previene la 

concentracibn de procoagulantes en un determinado lugar y la 

eliminacibn de los factores activados por el hlgado y el 

sistema retlculo endotelial. 

Los inhibidores actUan de dos maneras: 

l. Bloquean la reaccibn entre factores 

2. Sobre un f~ct~: determinado lo bloquean de manera 

r~ogresiva. 

F::isten tres grupos de inhibidores: 

l. Inhibidores de la trombina 

2. Heparina y s1Jstancias heparinoides 

3. Inhibidores del sistema plasminbgeno-plasrnina. 



IV. 2. SISTEMA INT-RINSECO Y EXTRINSECO 

El primer paso en la coagulacibn sangui.nea es la 

transformacibn de f ibrinbgeno en fibrina que puede sequir dos 

caminos: el intri.nseco o el extri.nseco, dependiendo de la 

forma de activacibn del proceso. 

El Sistema Intrinseco comprende los factores de la 

coagulacibn presentes en el plasma, calcio en forma ibnica y 

las plaquetas. Lo inicia la adsorcibn del factor VII sobre 

una superficie activante (tubo de vidrio, daño en el 

endotelio de las venas, etc.). 

El Sistema Extrínseco, en cambio es activado por un 

factor histico liberado por un daño en los tejidos, que actUa 

en forma directa sobre el factor VII; se trata de un 

mecanismo mas rapido que el anterior y en el que no 

intervienen las plaquetas (Ver figura l). (1,3). 
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TASI.A 1 : CARAClERISllCAS DE LOS FACTORES DE COAGULACION 
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IV.3. HECANISHO DE LA COAGULACION 

se considera que la coagulacibn consta de cuatro fases y 

lo que podr1a denominarse una prefase lns cuales son lu.s 

siguientes (1,3,4,5): 

A. PREFASE 

El primer hecho llamativo de la intervencibn plaquetaria 

en la coagulacibn es el contacto de las plaquetas con la 

pared vascular, lo que por lo general no sucede merced a la 

existencia de un equilibrio fisicoqu1mico y a la integridad 

de la pared vascular, que se comporta como una superf icíe 

parafinada, al impedir un contacto directo entre la pared y 

la sangre. 

Cuando por ~ualquier razbn se altera el endotelio, se rompe 

el equilibrio y las plaquetas se adhieren al colageno y al 

endotelio. Luego de la adhesibn a los tejidos sigue la 

adhesibn entre si para lo que las plaquetas requieren 

adenosindifosfato (ADP), ibn calcio y una superficie 

9laquetaria reactiva. 

La adhesíbn de las plaquetas entre si se denomina agregacíbn 

reversible; en 8ste momento conservan su estructura y el 

flujo sanguineo pasa a través del coagulo flojo; si resulta 

muy fuerte, el flujo puede arrastrar el coagulo que debe 

volver a construirse. 

13 
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Sl se forma trombi~a-· 11 in situ" 

reversible a iireversible; las· ~láquetas pierden su 

e:st'ructura·¡ se degFanulan, existen al téracione.s m.orf~-16gicas 
y bio~~~rnfcas. Es- entonces_ cuando_ ~'e ')o~-~~-: ~n-_ ~~~b~~J--~~o_Ti .-·ia· 

ayuda d9 los factores de la 

impermeabiliza, contrae y retrae. 

coagulacibn, -que - .-se_ 

B) FASE l. Formacibn de un complejo conversor - de 

protrombina. 

Sblo el sistema intrLnseco utiliza esta fase. La 

coagulacibn ocurre cuando el factor plaquetario 3 se libera y 

reacciona con los factores plasmaticos de la coagulacibn. 

La etapa I involucra el factor XII que es activado "in vivo 11 

por colhgeno, estearatos, acido Urico, etc., y en su momento 

activara al factor XI. Ast se desencadena lo que denominamos 

cascada, cuya base es la teoria que considera que el proceso 

de coagulacibn constituye el principio de una serie de 

reacciones enzimaticas, en las cuales cada enzima activa a la 

siguiente. 

La serie de reacciones ocurridas hasta la activacibn del 

factor 11 {Protrombina) toman 3 a 5 minutos. 

El complejo activador de la protrombina se forma mas 

rapido si en lugar de utilizar el siste~a intr~nseco, se usa 

el extrinseco. 

Este Ultimo necesita para actuar la presencia de 

tromboplastina h,.stica que no se encuentra en plasma en 

condiciones fisiolbgicas, pero en ciertas condiciones 



patolb9i~~S·-'· -como traumas J situ~;,iones qufJ:'urgÍ.cas ,- o 
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circulante. 

-p~-ú áé:Üvar" a' fa protrombina n_ecesita. de la presencia ·del 

·ractor .. -VII, que- en el otro sistema no interviene· y de los 

factores V, X y calcio ibnico. 

· Esta reaccibn ocurre en 12 a 15 segundos pues pasa por alto 

la forrnacibn de tromboplastina intrlnseca que demora como se 

indicb antes de 3 a 5 minutos. 

Como puede apreciarse los factores V y X estan involucrados 

en los dos sistemas y constituirlan un camino comUn. 

FASE 2. Conversibn de protrombina en trombina. 

ta transformacibn de protrombina (Factor II inactivo) en 

trombina (Factor II activo) puede realizarse por ambos 

sistemas: El intrlnseco o el extrínseco. Cuando se forman 

pequeñas cantidades de trombina, éste actUn de manera 

autocatalitica y acelera las primeras reacciones aunque 

intervienen los factores VIII, IX, V y factor plaquetario 3, 

por lo que aumenta en consecuencia la produccibn de trombina. 

La cantidad y la velocidad en que se forma la trombina es un 

paso importantísimo en el mecanismo de la coagulacibn. 

Ademas se ha descubierto que la trombina ataca a la molécula 

de protrombina no para convertirla en trombina activa, sino 

en un intermediario I, que en presencia de Xa, V, Ca++, se 

transforma en un intermediario II que va a dar como resultado 

trombina, como se muestra en la figura 2. 

l~ 
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FIGURA 2. CONVERSION Dil PROTROMBINA EN TROMBillA 
FUENTE: IOVINE E. 1985. 

FASE 3. Conversibn de fibrinbgeno en fibrina. 

Trombina 

La trombina formada en la fase 2 actúa como enzima 

proteolltica sobre el f ibrinbgeno y escinde la molécula nivel 

de uniones de glicina-arginina. Se forma asl el monbmero de 

fibrina con la liberacibn de dos pequeños fibrinopóptidos 

(denominados A y B); la pérdida de esos fragmentos hace que 

las moléculas reduzcan su carga negativa, entonces li:-s 

monbmeros tienden a unirse en forma longitudinal y a pH 

fisiolbgico uniones de tipo puente de hidrbgeno forman la 

fibrina primaria. 

Estas Ultimas en presencia del factor XII!a y Ca++, se unen 

reaccionando la glutamina de un monbmero de fibrina con una 

lisina de otro monbmero. 

16 
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'' ' 

Estas en pi;esencia~ de~' fac1::or_.0 XIII-- activo Y· ·calcio ·fbriicó dan 

un co~gulo insoluble :de -fib~iila, .- com·o 

figura, .3. 

Tromlbina'. ,< F¡¡!c~oi,;~rae, '} ' · 

.• •.·.;ili>i:~n¿~~~~·c<.~';·~oho~f~~~n~é + Fibri~op!ti~o~ 
- 1 

· Fibrina soluble 

1

: FXIII FXIIIa 1 
I Fibrina insoluble 

1 
l'TmrR~NVERSION DE FIBRÍNOGENO EN FIBRINA. 
FUENTE: IOVINE E. 1985. 

FASE 4. Fibrinblisis. 

Es el término aplicado a la destruccibn enzimática del 

coágulo. cuando se produce el tapbn hemost3tico se adsorbe 

plasminbgeno (alrededor de un 20 a 30 % ) en la red de 

fibrina; asi el sistema fibrinolitíco esta colocado "in 

situ" y listo para actuar. El generarse 11 in situ" hace 

especifica a la plasmina (enzima), que libre posee un 9ran 

espectro proteolitico; por esto es que en condiciones 

normales no realiza una proteblisis generalizada (1,6,18). 

La plasmina no diferencia entre fibrina y fibrinbgeno, 

ataca también a los factores V, VIII, XI y XII. 
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La plasmin~ ~l -_a-tacar-~'~· f·i~rinbgé~-~ -c_o-~duCé· ·a :·la -~·formac~bn 
de ios siguientes p~oduct.~~. de\ f~;~d~~r~J~c:i.6h ¡~iguia 4)• 

según Marder (1)(19~0): ) :): ·'';;: •.;· ;~;', 
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FIGURA 4. PRODUCTOS DE LA DEGRADAC!ON DEL FIBR!NOGENO, POR EL 
ATAQUE DE LA ENZIMA PLASMINA. 

Cuando se producen coagulacibn y fibrinblisis, en pequeña 

escala y simultB.neamente "in vivo" los productos de 

degradacibn se unen a los monbmeros de fibrina y al 

fibrinbgeno para construir complejos solubles. 

Estos Ultimas son en cierta medida, una eficaz proteccibn del 

equilibrio hemostatico, ya que al combinarse con: 

a} Fragmentos X, evitan que estos precipiten obstruyendo 

vasos. 

b) Monbmeros de fibrina, impiden que el coagulo siga 

aumentando. 

e) Productos de degradacibn, evitan que estos ejerzan su 
poder anticoagulante. 



En condiciones normales escasas cantidades de estos producto~ 

de degradacibn pueden encontrarse en suero {1,6,18) .. 

IV.4. ANTICOAGULANTES 

Son farmacos o susta~cias qulmicás que impiden o r€tardan 

la coagulacibn sangulnea. Pueden ser de tres clases: 

a) Anticoagulantes que actuan 11 in vitro11
• 

Son escencialmente sustancias descalcificantes que 

eliminan el ibn calcio de la sangre, pues fijan el ibn 

formando un precipitado o complejo. Como el oxalato de Sodio 

y el Citrato de Sodio, Resinas de Intercambio Ibnico 

(Amberlita IRlOO), EDTA (disbdico), Acido Citrato de Extrosa 

(ACD) y Fosfato de Extrosa (CPD). 

b} Anticoagulantes que actUan 11 in vivo". 

i) Anticoagulantes directos. 

Se les llama asi a los inhibidores que normalmente se 

encuentran presentes en el plasma como la antitrombina III, 

productos de degradacibn de la fibrina 1 prote1na e y s 1 

llamandolos antitromblnicos pues evitan la formacibn de 

trombina, ademas de inhibir otros factores. 

ii) Anticoagulantes indirectos. 

Son denominados anticoagulantes sintéticos o 

anticoagulantes orales, llamados también drogas 

"Hipoprotrombinémicas", pues retardan la formacibn de 

trombina. Son derivados de la 4-Hidroxicumarina y de la 

indanediona, interfieren en la sintesis hepatica de los 
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factores JI, VII;..-IX Y x->;:Taffibién' int0rfieren en la· síntesis 

de anticoagulantes ~at~ral,es -comc:i' ,la prcite_~na e y s. 

e) J\nticongulantes ·~U·~.- a~-~·tia~·.·;,·i·n vitre" e ºin vivo", 

heparina. 

coma· la 

Es _Un mu_i::~pOlisacarido sulfatado, es un acido fuerte y se 

encuentra disponible en -~arma de sal sbdica. su mecanismo de 

accibn principal es que se une a la antitrombina III y 

experimenta un cambio de comformacibn que aumenta l~ tasa de 

su efecto inactivador sobre la trombina. 

Ademas la hepar ina puede ser captada por las células 

endoteliales y alterar de esa forma las propiedades de los 

vasos sangui.neos, pues es fuertemente electronegativa 

(2,3,7,8,9). 

IV.5. ANT!COAGULANTES ORALES 

Los anticoagulantes orales derivados de la cumar ina son 

ampliamente utilizados en la prevcncibn de las trombosis 

recurrentes. 

En la figura 5 se muestra esquematicamente el mecanismo 

bioqui.mico por el cual estos anticoagulantes orales reducen 

el nivel de los factores de coagulacibn Vitamina K 

dependientes. La vitamina K cataliza la formacibn de acido 

gamac~rboxiglutamico en amino~cidos especificas de los 

factores de coagulacion II, VII, IX y X, asi como en la 

prote1na anticoagulante e y su cofactor la proteina S. 

Estos amiiloá.cidos modificados son los responsables de la 

union al calcio y los fosfollpidos y por lo tanto son 



esenciales pa~n la· actividad enzimhtica de estos factores en 

el esq~ema de coagulac~bn. 

Los anticoagulantes cumar1nicos actllan como antagonistas 

de la Vitamina K, bloqueando las reductasas que producen Su 

regeneracibn en el ciclo de oxidorreduccibn. 

Como se bloquea la accibn de la Vitamina K no se producen los 

restos gamacarboxiglutamico; apareciendo en circulacibn las 

prote1nas no modificadas denominadas Protelnas Inducidas por 

Antagonistas de la Vitamina K (PIVKA). 

21 
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FIGURA 5. Mecanismo de la acción cumarinlca. Los fármacos de tipo cumarínlco 
se Interfieren en el ciclo de la vitamina r: bloqueando la enzima que 
reduce el epóxldo de vlta(flina K a vitamina(<. Se Impide la 
carboxllaclón de los residuos de ác.glutám1co de 1os factores 11, VII, IX 

y X (Izquierda). con lo que Inhibe su activación. 
FUENTE. GOODMAN G. 1986. 
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l:'G.ft ~~-lil?.Il>li!U1RlMQlQIL!l!LIRQ!1~Q!:kl>l?.1'.l!!lll?. 

IV;6.1. DEFINICIONES DE TROMBOPLASTINAS. 

Tromboplastina: Extracto tisular que tiene la propiedad de 

acelera-r la acti'vacibn de la coagulacibn sanguinea, por vi.a 

extrinseca, soslayando asi algunas reacciones de la vla 

intrinseca. 

Las tromboplastinas preparadas con tejidos de mamiferos 

contienen prote~nas y fosfoUpidos. Existen dos tipos de 

tromboplastina, la simple y la combinada. 

También se pueden clasificar las tromboplastinas por tipos 

segUn el origen del tejido que proceden de cerebro y pulmbn 

de conejo, cerebro y placenta humana y cerebro bovino 

(13,14). 

Tromboplastina simple: 

suero salino. 

Tromboplastina combinada: 

Suspensibn de tejido cerebral en 

Suspensión de tejido cerebral sn 

suero salino, o solucibn amortiguadora, con una concentracibn 

apropiada de fibrinbgeno bovino, factor V y cloruro calcico 

añadidos. 

Tiempo de protrombina: Tiempo de coagulacibn de una muestra 

de plasma en presencia de una preparacibn de tromboplastina Y 
de la cantidad apropiada de iones calcio. 



IV .. 6. 2. JJ!Q_ICE DF. SENSIBILIDAD INTERNl\CIONl\L__(_Ul!J 

Para un;:¡. ·tromboplastina dada seüa: 

_ 1) -;'La __ p_éndienté de la Hnea de calibracibn obtenida en un 

,grafi_co- logarítmico doble que representara los tiempos de 

prót_r-ombina para la preparacibn internacional de referencia 

-d0 tromboplastina humana combinada (clave: 67/40) en el eje 

vertical y los tiempos de protrombina para la tromboplastina 

dada en el eje horizontal. 

2) El producto de a) la pendiente de la linea de 

calibracibn obtenida en un grafico logarltmico doble que 

representara los tiempos de protrombina, para cualquier 

preparacibn d~ tromboplastina, cuyo {IS!) hubiera sido 

determinado por regresibn ortogonal, en el eje vertical y los 

tiempos de protrcmbina para la tromboplastina dada en el eje 

horizontal b) el !SI previamente determinado para la 

primera rle las prepar~cion~s (14,15,16,39). 

IV.6.3. RESEílA HISTORICI\ 

En 1935 Armnnd Quick describe una prueba que llama tiempo 

de protrombina, que la profes ibn médica adoptb como tal. La 

cual se ev;¡lua con tromboplastinas, siendo estas extractos 

tisulares 1 cuyas fuentes son comtmmente de cerebro y pulmbn. 

de conejo, cerebro y placenta humana y cerebro bovino, 

algunas eran simples y otras C"ombinadas. 

tromboplast.in'\s a~ Ciferentes fuentes, su sensibilidad v.:i·ria 

y por lo tanto la fo::-ma de reportar el TP toi!lbién. 
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A· la fecha se han realizado modificaciones ª· ~ál pru~ba,·· (", 

fin de mejorar la· setlSibilidEid fnter1aborato'rÜf :.·dij! las 

tromboplastirias en éuanto a los tesuitá'd()~ ;¡~{~~ e~ u~idades 
tréldicionales tales como: % de ~'c~ti~ida·~ ~:.< ~~·~~~~6~, /·~a~~~" 
de ·prótrombina, etcétera ( 11-22 J.. 

Er Comité Internacional de Trombosis y Hemostasia (ICTH). r 
el comité Internaciot\al para la Estandarizacibn de 

Hematologl.a ( ICSH), de la Organizacibn Mundial de la Salud 

(OMS}, contribuyeron enormemente para que se obtuvieran las 

bases y técnicas adecuada$ para la estandarizacHm de 

tromboplastinas, a fin de contar con una unidad de medida 

internacional combn, que tiene el mismo significado en 

cualquier parte del mundo; el Radio de Tiempo de Protrombina 

Internacional Normalizado (RIN) (3,14). 

De acuerdo lo establecido por la OMS, para lu 

estandarizacibn de tromboplastinas, se emplea el método 

moclifi-:ado ~e Biggs y Denson (1983), el cual utili::a 20 

plasmas normales y 60 plasmas anticoagulados, evaluados ~n 10 

d1as diferentes de tr~Pajo, actualmente existen tres tiros de 

tromboplastin? de r~ferencia internacional, de acuerdo al 

tipo de tromboplastina que se desee estandarizar; la BCT/099 

de humano, OBT/079 <le bovino y la RBT/079 de conejo, estas 

son preparacione5 secllndarias de referencia, pues son 

calibradas frente a una preparacibn de referencia primaria, 

la 67/40 (Combinad•) a la BCT/253 (Simple), ambas de cerebro 

humano, que pose~n un Indice de Sensibilidad Internacional 

(IS!) de 1.0 por definicibn. Se habla de m::i.teriales i:'l.~ -
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rt:"f~rencia terci~1rios cuando estos son calibrados ante ur.:i. 

referencia secunqaria, las cuales son tromboplastinas 

comerciales. Por ·lo que se pueden calibrar lotes producidos 

localmente frente a una tromboplastina comercial ( ISI 

·conocido), llamandose a esto una comparacibn indirecta. 

El tener estas tromboplastinas un !SI por def inicibn de 

1.0 deduce que hay un comportamiento lineal entre las 

tromboplastinas denotandola por la relacibn Y = a + bx 

(13,17,23,24). 

De esta forma intentan una mejor correlacibn de datos, 

además deducen que es un error reportar el TP en porcentaje 

de actividad, pues cada tromboplastina tiene diferente 

sensibilidad, ademas de que la curva de referencia esta 

sujeta a muchos factores que afectan los resultados, y que la 

forma adecuada de reportar el TP es en Radio de Protrombina 

(25-28). 

IV.6.4. TROHBOPLASTINAS DE REFERENCIA INTERNACIONAL 

Todas las tromboplastinas usadas deben de ser calibradas 

frente a preparaciones internacionales de referencia. 

Existen preparaciones primarias y secundarias de referencia, 

ambas permiten la comparacibn entre tromboplastinas, ya que 

la primaria esta muy limitada en cuanto a su distribuci6n 

( 29. 30). 

Por contribucibn de la ICSH, ICTH y BCR (Comunidad Boreau 

de RPfer~nci.a) en la tabla 2 se designan caracteristicas de 



las Preparacion'e~S Internacionales de Referencia :( PIR • S) 

primar_ia~, .. y~ Se_cu~dá.r·i~s: pr.opueStas por -la OHS y B<;:R. 
º.' ._ .. , ._-. 
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J:ia, c~f{b~I~i~ll d~ tromboplastinas es mas . precisa cuando 

18.$ -_C~ffip~~-acl'cz~e_S-. ~O_!l hechas . eritre preparilciones similares, 

e·~--· ~~~-~~~-~-~-,-¡_~_::,~~-~~ }.o _ ~ue_ la OMS propuso preparaciones de 

humclno¡ C~fi~j-o y''bovino .(13,14). Se muestra en la figura G. 

,.:~:: •• ~''''º'' 

· OMS Se/gun\da 

PIR (.67/40) 

PIR (BCT/253) 

/\ '" 
PIR' S 

SECUNDARIAS OBT/79 RBT/79 RBT/79 BCT/099 

FIGURA 6. 

\ \ 
Preparaciones 
Nacionales de 
Referencia 

1 \ 
Tromboplastinas 

Comerciales 

1 
Tromboplastinas de Trabajo 

Preparaciones Internacionales de Referencia 
primarias y secunadarias ·propuestas por la OMS 
y BCR. 

FUENTE: OMS. 1983. 



TABLA 2 : CAllACTElllSTICAS DE LAS mOMBOPlASTlNAS DE REFERENCIA 

CODIGO DE REFERENCIA 
WHO BCR 

lrT/40 611/434 m'178 BCT/009 OBT/79 RBT/79 

TIPO DE TE.llDO CEREBRAL HUMANO BOVINO CONE.JO HUMANO BOVINO CONE.JO 

SIMPLE O COMBINADA 1 COMBINADA COMBINADA SIMPLE SIMPLE COMBINADA SIMPLE 

YW...ES O AMPULAS AMPOUETA AMPOUETA AMPOUETA FRASCO DE AMPOUETA AMPOUETA 

VIDRIO VIDRIO VIDRIO HULE CON VIDRIO VIDRIO 

SEUADO SEUADO SEUADO TAPON SEUADO SEUADO 

MASA INICIAL O 2.051 ! 2.2! 1.029 ! 1.45! 2.11 ! 0.5 ! 

VOWMEN ('!°sd) 0.025 g 0.01 g 0.01 g 0.03g O.OOSg 0.02ml 

FASE GASEOSA N!TROGENO VACIO N!TROGENO VACIO VACIO N!TROGENO 
(B8.7KPa 

fRACCION MASA DE 0.0004 0.1121 0.0060 0.02 0.016 O.DI 

AGUA DESPUCS DE LA 

UOFIUZACION ( KG, KG. ) 

PARA SER RECONSTITU~ 2.0 .. 22 .. 1.0 .. 1.0 .. 2.2 .. o.s .. 
DO CON CaCl2 CaCl2 AGUA AGUA+ CaCl2 AGUA 

(3.2 mmol/I) (3.2mmol/I) DESTll.ADA FENOL (32 mmol,1) DESTllADA 
(0.5g¡1) 

PH 6.5 7.73 8.8 
HEMOGLDBINA LB.D.2 LB.O~ LB.D.2 

1) TAMBIEN CONTIENE ABRINOGENO Y FACTOR V DE COAGULACION 
2) LIMITE BAJO DE DETECC10N 

RIENTE. KIRWOOD TBL 1983 



Anteriormente se dijo que cada tromboplastina de trabajo, 

es una preparacibn que debe tener un Indice de Sensibilidad 

Internacional (ISI), por comparacibn con una PIR primaria o 

secundaria, con un ISI asignado. 

Para la obtencibn del ISI inicialmente se relacionaban los 

logaritmos de TP, de ambas tromboplastinas, en una grhfíca, 

resultando una linea recta. 

Y = a + bx ( 1) 

donde -ª es la ordenada al origen y .Q es la pendiente, z. 
y X denotan los logaritmos de los TP¡ grafícando en el eje Y 

la preparacibn de referencia, y en el eje X la preparacibn de 

trabajo. Pero esta ecuacibn no defin1a bien la relacibn 

entre ~mbas tromboplastinas (28,31). 

La ecuacibn se utilizaba tanto para plasmas normales, 

como anormales y se transformaba· el dato de TP de una 

tromboplastina de trabajo en una de referencia, usando de la 

ecuacibn 1 la pendiente {b), por lo que la ecuacibn para el 

. plasma normal y anormal siempre y cuando se utilicen radios 

de protrombina 

b 
RP RP (2) 

67/40 MR 

donde RP Es el radio de protrombina de la PIR 67/40 
67/40 

RP Es el radio de protrombina para otro 
MR material de referencia 

b La pendiente de la 11nea de calibracibn l. 

29 
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Los r~dios ~onveitidos a la escai.:•.de ;PIR :6Ú40 son 

clenominad~s. aa'dio. de 'íior~~lfzáci&'nf rhtérna~io~al ( RI¿) y la 

Pendi:eílte, .~-e·s_·; li~~:~·J·~.:S:~~:' i~~·i~·~;- de 'sensibiiidad Internacional 
:·<:~ :·f;f'°. ~: ~,i'i"; ·.::,·~:~·-: ·-~ ~-";~:'.~-

(!SI) (32). 
, ..... , .. ,._,· ,._ .. ,,_, 

Ei. :¡)robl~rna'••que .·se presentaba era como estim,1r los 

paramefro.s • a· .. Y b de la ecuacibn de calibracibn l. Por 

e~p~ri~_ncia se sabe que en la regresibn lineal, la suma ds 

cuadrados de las desvia6iones son de manera perpendicular a 

la linea, ocasionando desviaciones minimas a los valores, lo 

cual se considera un error calcular a y b. Pero en :!..a 

regresibn ortogonal resultaba una estimacibn simétrica 

completamente de la relacibn lineal con mejor precisibn y 

pruebas de lin~alidad que podían ser derivadas. ·Otra ventaja 

que se obser•:a es que dicho método suprime 1e manera 

implicita, el error estadistico en ambos ejes. Por lo tanto 

los estimadores a y b eran calculados asi: 

donde: 

m 

2 1/2 
b = m + ( m + 1) 

2 
Y-Y ) 

2 
X-X ) 

2 ( X-X ) ( Y-Y ) 

a = y - bx 

1 ~r . 

r = Coeficiente de correlacibn 

Sy 

sx 

Sx y Sy 

y y ¡¡ 
Desviacibn estandar de y Y 

Son las medias da X y Y 

( 3 i 

~1 Sy 
(4) 

( 5) 



Las t~omboplastinas de .. ref~re~~i~ <tie~~l'l: ;-~~10~~s de ·1s1 

asignados, para la PIR. 67 Í 40 su ti;{ ~b~ clÚi.nÍ.Úb~ es 1; por 

lo que para obtener el isI de i¡¡. t;~mb~;~X~in:~¡ ~ef{r<rn~ia 
o de trabajo es: 

donde: e 
MR 

ISI 
MR 

e 
MR 

·IS! 
67/40 

Pendiente de calibracibn obtenido de la 
ecuacibn 3 ( e = b ) 

Rl 

!SI 
67/40 

ISI asignado a la preparacibn de 
referencia 

Por lo tanto la ecuacibn 2 se transforma en 

IS! 
RIN RP 

b 

RIN antilog (!SI log RP) 

Para una obtencibn de resultados mas precisos, en lugar de 

emplear una media aritmética ordinaria en el RP. 

TP t + t + •.•. t ) In 
N 1 2 n 

Se hizo uso de la media geométrica. 

TP antilog ( log + log + .... log ) In 
N 1 2 n 

ta diferencia entre una y otra era que 

aritmética > geométrica 
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Para la abtencibn del Radia de Pratrambina 

RP 
TP.paciente 

.. TP normal 

Par .. :10 · tanto una vez obtenida el IS!, el TP del paciente 

ant1coagulado se reporta en una escala comtm, que. es el RIN. 

ISI 
RIN RP 

El RIN es una medida universal para un mejor control de estos 

pacientes, ya que éste sl toma en cuenta las diferencias de 

los tipos de tromboplastinas a los efectos de los 

anticoagulantes orales (14,19,27,33). 

Actualmente en el comercio existen una gran cantidad de 

tromboplastinas, cada una de ellas con una diferente 

sensibilidad de acuerdo a las fuentes e tejido del cual 

proceden. De acuerdo a lo establecido por la OMS una 

trornboplastina de uso en el laboratorio debe de tener un IS! 

menor a 2.5 con un porcentaje de coeficiente de variacibn 

menor al Ú de la estimacibn del índice de sensibilidad par 

comparacibn con la Preparacibn Internacional de referencia 

secundaria. 

La precisibn del ISI estimado del lote, teniendo en cuenta 

la precisi bn de la calibracibn de la preparacibn de 

referencia OL1cional o de trabajo, debe tener un coeficiente 

de variacibn del 5% o menas (14). 

32 



33 

Se ha. obs9r~ad<? _qu~: ~uñ siendo la tromboplastina del mismo 

tipo de tejido, difiere mucho su sensibilidad y 

c~rnportamiento, por lo que cada lote que sea producido debera 

de calibrarse como lo exige la OMS y dependiendo de sus 

parametros de calibracibn éste podra ser utilizado (20,34). 

IV.7. LAS PRUEBAS EN TROMBOPLASTIHAS ESTABLECIDAS POR LA OMS 

SON: 

Cada lote- de tromboplastina de cualquier origen debera 

satisfacer los criterios siguientes. 

l. Sensibilidad al defecto inducido por la cumarina. 

La sensibilidad al defecto inducido por la cumarina se 

determinarh por el tie~po de protrombina, utilizando plasma 

normal y cumarinizado. El valor obtenido debera ser analogo 

a los obtenidos con otros lotes de la misma tromboplastina, 

preparados por el mismo fabricante. El Indice de 

Sensibilidad Internacional no debera exceder de 2.5. 

2. Prueba de sensibilidad a la deficiencia de Factor VII. 

La prueba de sensibilidad a la deficiencia del factor VII 

se practica .mediante la prueba del tiempo de protrombina de 

una etapa en plasma qe un sujeto conocido como deficiente de 

íactor VII. El tiempo de protrombina deberh ser semejante 

al obtenido con una tromboplastina de referencia conocida 

como sensiblé al factor VII. 



3. Contenido de hemoglobina. 

·~e~~, ',--.~~a~ais~ ·.de obtener preparaciones tan 'exentas de 

hemoglobina como sea posible. 

4. Opacidad y volumen de sedimento. 

El método de fabricacibn, especialmente el método de 

trituracibn del tejido, tiene un efecto acentuado sobre la 

actividad, la opacidad y el volumen del sedimento de la 

tromboplastina. Como puede usarse equipo fotoeléctrico para 

determinar el tiempo de1 coagulación, es conveniente que las 

preparaciones sean adecuadas para emplearse en esos 

instrumentos. 

5. Ausencia de agentes infecciosos. 

Es deseable aunque no siempre posible preparar 

tromboplastinas estériles. No obstante hay que hacer todos 

los esfu&rzos por utilizar el material menos contaminado 

desde su origen y emplear un procedimiento de f abricacibn que 

impida nuevas contaminaciones y la proliferacibn de 

microorganismos durante la fabricacibn. 

Deber a comprobarse que las tromboplastinas de tejido humano 

estén exentas da virus de la hepatitis B (VHB) y del SIDA 

(VHI), con métodos de gran sensibilidad. 

6. Estabilidad. 

El método de fabricacion de tromboplastir.as debera dar 

estabilidad a las preparaciones. 
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Lá estabiiidad se cÓmprobar~ mediante una prueba de 

d~g·rada.Cibn ,: :acelerada, en la cual las preparaciones de 

1:romb0pf~st-iná liofilizada deberan mostrar que conservan 

actividad. El s<ervicio nacional de inspeccibn especificara 

laS -~-Ó~diciones de prueba. No deben utilizarse 

tromboplastinas que pierdan actividad en una prueba de 

degradacion acelerada. 

La sensibilidad de las tromboplastinas aumentara siempre y 

cuando su valor de ISI se acerque a 1. O. Los valores de ISI 

de las tromboplastinas utilizadas en México varlan entre 1.7 

y 2.2, siendo éstas poco sensibles. Actualmente la casa 

comercial Organon Teknika ha producido lotes de 

tromboplastina, de cerebro de conejo, con un !SI de 1.10 

( Simplastin Excel s), de una alta sensibilidad acercandose 

éste al valor de 1. O de las preparaciones de referencia 

primaria. 

IV 8. Los estudios presentados a continuacibn, nos encaminan 

a la obtencibn de una tromboplastina sensible. 

Estudios realizados por Singar y Sibley (35) discuten que 

la variabilidad del tiempo de protrombina es debido al factor 

VII. Al realizar un estudio con si~te tromboplastinas 

comerciales y una preparacibn de tromboplastina de cerebro 

humano, determinando la sensibilidad de éstas al factor VII; 

emplearon plasmas con % de actividad diferente, respecto al 

factor VII, parn lo cual utilizaron plasmas normales, plasm3s 
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adsorbidos Y·. pl~smas de pacient'9s c0i1 deficiiencÚ·a del factOr 

VII,' ·Encontrando que .la prolonga6ibn, ;:de·{·. jóiempo: <de 

protrombina es. debido principalmen~e / l~ di~~1n'JC:i~~ d~l · · 
~actor .VII en los plasmas d~ estos paci~nte~ ( l;Ji ;.~;, i ' 

Posterior~ent~ · Nevil ~e ( 36), di~ci~te q~~ ·{~;fs~),'Ú~í.7it~~d 
~·. . . '. ; .',. • •:! 

factor VII. Al realizar un estudio. entre ··_dós :~-c'.J'.._iP:o~ _;~1~· 

_ tromboplostinas, una de ellas preparada a partir de, tejido 

cerebral de p~rros normales y la otra con perros con 

deficiencia congénita del factor VII, de la coagulacibn. 

Encontrando que la tromboplastina preparada partir de 

tejido cerebral de perros con deficiencia congénita en el 

factor l/I I, da en plasmas de pacientes, tiempos de 

protrombina 1 m~s largos que los dados por la tromboplastina 

de perros normales, lo cual indica una mayor sensibilidad de 

la primera tromboplastina deficiente de éste factor VII. 

Este estudio reafirma el realizado por Singer y Sibley (36}. 

También otros grupos de investigadores han reportado que 

los diferentes lotes de tromboplastina preparada a partir de 

cerebros anim~les tratados con algbn tipo de anticoagulante 

oral afecta no sblo la produccibn del factor VII, sino 

también de los factores !!, IX, y X (35,37). 

En un estudio realizad6 recientemente (38) se encontrb que 

la tromboplastina tisular 11.quida que se produjo, posee una 

sensibilidad media, con un % de coeficiente de variacibn en 

el Hmite superior al que exige la OMS. Además de realizar 

la comparacibn clinica de la tromboplastina producida, con la 
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de una tromboplastina:"'. comer-Cial en los padecimientos de 

Cirrosis -_Hepatica: A~cohoÚca- :NÚtricional ( CHAN), Ictericia 

Obsir-uctiv~;· \;·~lYu.1oi~~i:~~ ~<·Ti6mbofÍebitis, encontrando que 

no' eKistia: -dÚere-nci~ ·.-·estadistica- entre el comportamiento de 

la trómbopla~Ún~~-cÍe'c t.tabájo producida, con la tromboplastina 

comel:Cial a0 referenci'a. El reactivo obtenido en ~ste 

estudio, como ya se dijo, es sensible en los limites 

estab.lécidos por la OHS, sin embargo, para su uso se 

invierten 1:20 horas, en tanto que una tromboplastina 

comercial, que se· encuentra liofilizada, para su uso se 

necesita de sblo 2 minutos. 

IV .9. Por lo tanto un punto importante de tratar, es la 

conservacibn de la tromboplastina tisular de cerebro de 

conejo, evitando as1, la accibn destructora del calor y la 

oxidacibn de procesos fermentativos (41). 

En la Industria Quimica, una de las técnicas especiales de 

secado, es la liofilizacibn, la cual tiene una aplicacibn 

limitada, pero dentro de ciertas limitaciones esta técnica 

puede proporcionar el mejor método a casos particulares de 

secado y por lo tanto la conservacibn de determinados 

alimentos (carne, fruta, verduras), productos farmacéuticos 

(cultivos de virus, sueros, antibibticos, cultivos de 

bacterias) y tejidos animales y extractas (huesos, piel, 

sangre, tumores, ~rterias, hormonas); como en e 1 casa en 

particular que tratamos, de la tromboplastina tisular de 

cerebro de conejo (41-44). 



La · liofizacibn es un proceso especial de· deshidrataé:ibri 

conducido a bajas temperaturas y altos vac1os, en· el -<cual: se 

elimina el agua por sublimacíon. Los productos Üofilizodos 

se identifican por su gran ligereza y su elevada porosidad, 

friabílidad e higroscopícidad (41,43,44). 

IV.10. El proceso de liofilizacion. 

Usualmente la liofilizacibn es una operacibn discontinua; 

el congelamiento inicial puede ser llevado a cabo fuera del 

liof ilizador o también puede ser obtenido por evaporacibn al 

vacio. El recipiente que contiene la sustancia a secar se 

sitlla dentro de una caja al vaclo o se la conecta a una linea 

de ·vacio (método usado para secar gran cantidad de 

recipientes pequeños). 

Normalmente se eliminan los gases incond~nsables por bombeo, 

y el agua por condensacibn. Debe suministrarse calor a la 

sustancia para proveer el calor latente de vaporizacibn, pero 

el flujo de calor debe de ser lo suficientemente pequefio como 

para que la temperatura del material a secar se mantenga 

menor a O e (41,44) 

Es importante durante el proceso de liof ilizacibn cada una de 

las siguientes etapas: 

IV.10.1. Conduccibn dentro del sblido: En el secado normal 

de las sustancias se encuentran dos etapas de secado. En la 

primera sublima el hielo superficial, dejando un producto 

esponjoso que contiene en su interior cristales d'? hielo 
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aislados. E~ la segunda etapa estos crist_aleS:.· su_blimai:i muy 

l~ntamerite, 
,- . -- . . ;- :.-' ·,_ --- .. ·. - -. 

debido .a.· la .resistenci_a __ a~ fluj_~-. dEi_ ~~-~Or ~hasta 

ellos, el Objeto· es reduclr la humed<id- en· .91.- ·Prodticto·-_.seC-o" 
' . . - ; , .. ··- .. , ,._ •' 

buscando una prolotÍgacibn de su estabílid.;:cl/' ~una'' numedád 

res,idual de1 producto seco del 2_%,_· 

casos satisfactoria (41 ;4:Í ). , 

IV .10; 2;- Congelamiento, 

m_~yorl.a de los 

'ui1 'cO~gelamiento rapido ··pr9duCe ·normalmente los siguientes 

resultados: 

a) Se forman cristales de hielo mas pequeños, lo cual 

disminuye el daño en las paredes de las células, permite una 

mayor velocidad de sublimación y reduce las tenciones debidas 

a la expansibn dentro del recipiente que contiene la 

sustancia. 

b) Se reduce el riesgo de producir soluciones altamente 

concentradas antes que se complete el congelamiento. {Esta:; 

soluciones pueden provocar un desecamiento osmbtico de las 

células o una reaccibn química). 

Sin embargo un congelamiento lento puede meJorar la 

posibilidad de supervivencia de las bacterias y las células. 

Se pueden reducir las tensiones generadas por la expansibn 

del congelamiento por adicibn de ciertas sales, como son 

cloruro ele sodio o potasio o reduciendo la adherenci~ con el 

·recipiente ~ediante un tratamiento de la superficie con un 

brgano-silicona. 



El congelamiento se obtiene con las técnicc:ts 

convencionales de refrigeracibn usando dibxido de carbono 

sblido·; írebn·, etc., esta operacibn se conoce- con 01-- rlombre 

de pt'econ9elacibn; o por evaporacibn por vac1~~ -__ den_tro del 

liofilizador, operacibn conocida como autocongelac1bn. El 

segundo método es mas lento pero puede significar un·ciclo de 

operaciones m~s sencillo. 

IV.10.3. Taponamiento: 1 Para evitar el contacto del producto 

seco dentro de frascos con el aire, se dispone de mecanismos 

automB.ticos de taponamiento; también es posible sellar las 

ampolletas antes de sacarlas del vacio (41,45). 

IV.10.4. suministro de calor por sublimacibn 

Para obtener la maxima velocidad de secado a una 

temperatura dada la sustancia a secar debe tener un pequeño 

espesor y unn gran superficie. Como la velocidad de s~cado 

también depende de la presibn de vapor saturado sobre 1.1 

sustancia, su temperatura no debe ser mas baja que lo 

necesario. 

El flujo de c~lor puede ser controlado por esta temperatura. 

En llf'Juidos: se disponen dentro de una bandeja poco profunda 

o se hacen girar dentro de un recipiente, de tal manera que 

el fluido congelado se esparza por las paredes del recipiente 

(41,44,45). 
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IV .10 .,5.. , Manten'imierito d~l vacío; - ·,- . , .. .· , 

Los g;,:se~\o:~on~éJsables córitenidos- inicialmente en el 

sistema son "eliminados 'POr medio de bombas de vacío y/o 

eyectoreS-de vapor. 

OPerando a pequeña escala se puede eliminar el vapor de 

agua por medio de bombeo, aunque esta técnica introduce !.:i 

complicacibn de tener q\ie separar el agua del aceite d~ la 

bomba. Normalmente el vapor es eliminado del sistema por 

condensacibn. Para un secado rapido la presibn de vapor 

dentro del sistema debe ser lo más baja posible. 

Las siguientes condiciones aseguran esto: 

a) La superficie de condensacibn debe de estar lo más frta 

que sea posible. 

b) Debe de estar cerca de la superficie a liofilizar cuando 

se produce la sublimacibn. 

e) Se debe disponer de un a.rea de condensac ibn tal que e 1 

hielo formado sobre ella no forme una capa gruesa que genere 

una gran resistencia a la transferencia de calor. El hielo se 

deposita preferer.temente en aquellas partes del condensador 

enfrentadas a la sustancia que se esta secando. En el secado 

de muchas sustancias no es un inconveniente la formacibn de 

una capa espesa de hielo en el condensador en las Ultim 01s 

etapas de s~cado, puesto que el factor limitante de la 

veloci~~a de sublimacibn esth dado por la velocidad con que 

las moléculas dq agua abandonan al sblido (41,43,45). 



IV .10. 6. , Descongelacibn ,del condensador. 

El .·hieÍo puede ser eliminado haciendo pasar agua caliente 

p~r el condensador. El condensador puede estar diseñado de 

tal manera que, una vez que se ha fundido la interfase entre 

el hielo y el condensador, el hielo cae limpiamente, de 

manera que se acorta el tiempo de parada del secador. 

También se puede eliminar el hielo mediante alglJ.n mecanismo 

de raspado del mismo. 

IV.11. Tipos de liofilizadores. 

Para ordenar los distintos factores discutidos 

anteriormente podemos clasificar los liofilizadores en tres 

tipos principales: 

a) Liof ilizadores con recipientes rota torios; usados 

solamente para secar ltquidos. 

b) Liofilizadores mtlltiples; son convenientes para secar el 

contenido de una gran cantidad de recipientes pequeños. 

Presentan la desventaja que la ruptura de vac~o en un 

recipiente destruye el vacio en todos los demas. 

e) Liofilizadores de armario con estantes; son los mas 

comunes y se usan para una gran variedad de sustancias. 

Cualquier equipo para liofilizar, consta fundamentalmente 

de cinco elementos indiSpensables: 

1. El sistema de congelamiento. 

2. El sistema de vacio. 

3. El sistema de condensacibn. 
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4. El sistema de calefaccibn. 

5. El sistema de medicibn y control.(41,43,45). 

IV.12. CARACTERISTICAS PARA OBTE!IER UN BUEN LIOFILIZADO. 

IV.12.1. Para llevar a cabo una liofilizacibn se utiliza un 

soporte, el cual le da cuerpo y proteccibn al elemento a 

liofilizar. La sustancia protectora mejora la sobrevivencia 

de materia viva o proteinas, esto es, de productos 

biolbgicos. Los protectores mhs usados son: glicerina, 

suero, gelatina, caseina, metano!, pectina, inositol, 

albúmina y leche descremada. 

El soporte dé leche descremada manifiesta una actividad 

protectora de 98. 5%, la gelatina diluida logra un 85%, la 

glucosa al 5% logra una actividad protectora de 91% y la 

glicerina al 5% logra una actividad protectora de 48.5% 

( 45' 46). 

IV.12.2. Asi también cuando las estr~cturas de un salute 

crean grietas dura~te el secado y especialmente cuando las 

cantidades de sblidos son bajas, se obtienen productos 

friables, que casi se pulverizan durante su manejo¡ puede ser 

conveniente entonces la adicibn de un aditivo. El aditivo va 

a proporcionar resistencia a la estructura. 

Los aditivos deben reunir varias caracter1sticas: 

a) No ser higroscbpicos 

b) Ser muy solubles en agua 

e) Ser inocuo~ (No alterar sabor en caso de.alimentos) 
~'\ 



d) Para prÓducto~ inyecta§les estar· Úl>res; e!~ antl.genos y 

· .. -·•' -·. =·;::;·-,'.?:_:~~-: '.·: .. '.);' 

~ut¿tJ.'¿J~j~i~~~~~~ ;~'.O b'.{ ~ ' 
pirbgenós .• 

e) Tener puntos 
-,-;--::"' 

_._ L - ··:\"é~~~~;~ -l::;_~::-L1.,}=~~ ~=:~~;;~~~~ _· .. , . ., .. 
oent,ro· de los aditI~O-S:: irn~~~~-~~-~n-~:~,~-:·,1~_e;~:;_~-~,~-~?-~_a/. g~~cocola, 

inosi tol, manitol, ure_a ~ :_~·gel~·t.~p~, :: ~:~~~~~:~~~~:f~-~-e _-:~~~_io, acido 
cltrico y tarthrico (45,4.6), '·;· 

Por otro lado ocurren cambios fidco.C¡\l'i,;,icos / .qulmicos y 

enzimaticos durante la liof ilizacibn como son: 

a) Congelacibn 

b) Desnaturalizacibn de prote!nas 

c) Ruptura de estructura celular por los cristales de hielo 

d) Cambios de pH, alteracibn osmbtica. 

IV.12.3. La adicibn de un agente surfactante ayuda a que los 

cristales formados sean mas pequeños o impidun su formacibn, 

son protectores contra la congelacibn y los mjs usados son el 

glicerol, propilenglicol, butilenglicol, glucosa y sacarosa 

( 44 ,46). 

IV.12.4. La adicibn de fosfatos protegen a las prote1.nas 

contra la desnaturalizacibn, aumentan la capacidad de 

retencibn de agua y evitan que las prote1.nas se deshidraten. 

IV.12.5. Cuando la liofilizacibn se lleva a cabo en 

productos estériles, los pasos preliminares deben hacerse en 

condiciones asépticas: los envases y tapones se deben 

esterilizar térmicamente. El producto debe ser microfiltrado 

por membrana con poro de 0,2 micras; el llenado debe hacerse, 
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en a reas, estériles (de preferencia con protecci6n de flujo 

laminar), 

IV .12; 6. ·Las -e~ui.p~s deben ser esterilizados; ·hay algunos 

que ,~ 1 :8dn\itéil ~. vapor en su interior, permitiendo una 

eSter.i1iz·aciOn térmica (como si fueran autoclaves) en caso de 

no ser as!., una saturacibn del ambiente interno con formol 

durante 4 b 5 horas, suele ser suficiente. En caso de 

contaminaciones microbianas bajas, la liofilizacibn misma 

suele ayudar a lograr el producto estéril, ya que tanto la 

congelacibn como el secado, destruyen a una gran cantidad de 

microbios. 

Iv.12.7. Si es posible un taponamiento al vacio es 

magnifico; si no, la ruptura de vacio debe hacerse con gases 

estériles (microfiltrados). 

IV .17..8. Las bajas humedades en las hreas donde se manejan 

los productos liofilizados, son requisitos indispens~bles. 

IV.12.9. El vidrio neutro (Tipo I) es mejor para la 

liofilizaciOn, por su mejor conduntividad térmica y su mejor 

coeficiente de dilatación, que lo hace más resistente al 

choque térmico. La desventaja es que es más caro. Los 

fondos de los envases deben de ser planos. 

IV.12.10. Casi todo material es más o menos permeable a los 

gases. La goma de la cual es tan hechos los tapones, no es 

una excepcibn. Como la cantidad de aire hilmedo que puede 

penetrar en doce meses es relativamente importante, es casi 

universal el recurrir a otra solucibn. El vacio de la cámara 

de liofilizacibn es roto con nitrbgeno ultrapuro y seco. 



Habiendo este gas en el· interior de los frascos a la presibn 

de una atmbsfera, la permeacibn de aire humado hacia adentro 

del frasco es casi nula. 

IV.12.11. Aparte del problema de la permeabilidad de la 

goma, se ha encontrado que el contenido de humedad de un 
";· ~· 

tapbn de goma natural ,es suficientemente alto como. para 

rehidratar una muestra liofilizada.de o,os9 .de peso· seco ·(S i 

de solidos en 1 ml) desde cero' a .6· .. ·% .de contenido de· humedad 

( 44). 
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V- OBJETIVOS 

- Eliminación ·.del f~ctor VII de la trom,b~Plast.(113 

de trab~jo. 

O~t~rmin~r el 

tromboplastina ·de 

cloruro·· ~d9 
·. :;'-.• 

q!!~Ció. -~ 

trabajo d~_raD_te, 61_ P~~~~~~¿,-~-d~~:.:i'fcii.i1~i~i~~--:{ó_n.>." 

/ : .•. :.~:i.~:.··.·<_.:::·:.;~~; -. ··< .. ~·.: 
1 '~-·-'-

Uti l Í. zar ·.e1 mejOr ··g1iéol' ~1E~i'~-8~glié::o_l-, 

ag-erite -.-' sJ>~~¿.~¡~-~--{~-'.:-::.' ·que-; :_ga·r·a.ntice. 

Propilenglicol), 

como la preparación 

- Calibrar la , tromboplast:ina de trabajo liofilizada 

utilizando el método de Biggs y Denson modificado, 

empleando un.a preparación de refcrcnci~ tert;i. '.:\ri.::i: 

(Tromboplastina comercial). 

- Oetermin.:-.c-ión del Tn•:licc de Sensibilid:id Int0rn-1ciona.l 

(ISI) de };¡_ trombopl<l<:.tin.:t de trabajo liofiliz:.:;da. 

- Realizar Uf'.:\ comparación de costos r;;ntre el re.:i.ctivo 

comercÍi:\l y ~l el.1.borado en el laboratorio. 
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VI. HIPOTBSIS 

La sensibilidad de una tromboplastina se ve aumentada si 

ésta no presenta residuos del factor VII, por lo que si es 

eliminado, su sensibilidad aumentara. 

Si una tromboplastina liofilizada presenta un buen 

soporte, un adecuado agente surfactante y tiene integrado 

cloruro de calcio / entonces tendremos una tromboplastina 

tisular cc'llcica liofilizada de f.3.cil manejo, uso confiable 

para el laboratorio cU .. nico y de más baja costo que una 

tromboplastina comercial. 
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DISERO DE INVESTIGACION 

VII. MATERIAL Y HETODOS 

VII.l. TIPO DE ESTUDIO 

49 

La investigacion se realizo de acuerdo a un es'tudfo de 

tipo ._'éxperimental, transversal, prospectivo y comparativo. 

VII.2. UNIVERSO: MATERIAL BIOLOGICO. 

Se extrajo la tromboplastina de cerebros de- conejos, 

sanos, jovenes de un año a año y medio, que hubieran sido 

sacrificados en un intervalo de tiempo maximo de 24 horas. 

VII.3. UNIVERSO PARA LLEVAR A CABO LA DETERH!NACION DEL ISI. 

Se estudio una población de 20 sujetos sanos y 60 

pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento con 

anticoagulantes orales, del Hospital Regional de Zona no. 25 

del IHSS durante el mes de julio de 1992. 

Vll. 4. CRITERIOS DE INCLUSIOtl Y EXCLUSIOfl PARA LA OBTENCION 

DEL EXTRACTO DE TROMBOPLASTHIA. 

- Conejos sanos, jovenes de año a afio y medio, sin 

importar raza que ha.yan sido sacrificados maximo 24 horas 

antes. 

VII .5. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSIO!I PAR,\ LA 

DETERHINACION DEL IS!. 

- Se obtuvo el plasma de 20 sujetos sanos de ambos sexos, 

que no presentaran defectos en el sistema de coagulaciOn. con 

un porcentaje de TP arriba del 70 %. 

- Se obtuvo el plasma de 60 pacientes que estuvieran 

recibiendo tratamiento con anticoagulantes orales (derivados 

de la indanediona o cumarina: warfarina, fenindiona, ~te.) 



entre un p~~iodo de· tres a seis semanas, Con un rango de RIN 

1 
1 

1 

Soporte 

Agente 
surfactante 

Ibn calcio 

Tiempo de 
Protrombina 

VII.7. 

VII.6. VARIABLES 

DEFINICION 

Le da cuerpo y protec­
cibn al elemento a 
liofilizar 

Ayuda a que los cris­
tales formados sean 
mas pequeños o impida 
su formacibn y <la pro­
teccibn contra la 
liofilizacibn. 

Su integracibn dismi­
nuye el tiempo de pre­
paracibn del reactivo 
para elaborar la 
prueba de TP. 

Tiempo de coagulac1on 
de una muestra de 
plasma en presencia 
de una preparacibn de 
tromboplastina y de la 
cantidad apropiada de 
iones calcio. 

MATER:J:AL 

VII. 7 .1. MATERIAL DE VIDRIO 

CARACTERISTICAS Y 
PROPIEDADES 

No sea higroscbpico 
Sea soluble en agua 1 

Sea inocuo, estar 
libre de pirogenos. 1 

Permite una mejor 
solubilizacibn del 
reactivo liofili­
zado. 

Tromboplastina 
cale ic.:i de mas 
fácil manejo. 

11 a 13 seg 

> 70é actividad 

< 1. 2 RP 

NOMBRE 

Pipetas graduadas 
Tubos de ensaye 
Vasos de precipitado 
Probeta 

ESPECIFICACION 

0.1, 0.2, 1.0, 5.0 y 10 ml 
12x75, 13x100 y 18x150 mm 
100, 250 y 500 ml 

Tubos de vidrio al vacio 
Viales transparentes 
Viales color ambur 

100 ml 
12x75 mm 
10 ml 
10 ml 
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Pipetas pasteur 
Cajas petrí 
Desecador 
Vidrio de reloj 

VII.7.2. EQUIPO 

Liof ilizadora 

Fibrintimer (Fibrbmetro) 

Centrifuga clinica 

Balanza analitica 
Bañ'o metabblico 
Refrigerador 
Refrigerador 
Pipeta semiautomatica 
Pipeta semiautomática 
Engargoladora 
Cronbmetro manual 

VII. 7. 3. SUSTAllCIAS 

Alcohbl eUlico 
Citrato trisbdico 
Cloruro de calcio 
Solucibn salina estéril 
Sulfate de bario 
Acetona grado reactivo 
Acetona destilada 
AlbUmina ho•t:i na 
Albllmina de huevo 
Lactosa 
Leche descremada 
Etilenglicol 
Propilenglicol 
Acetona 
Agua destilada 
Hielo seco 

Freeze Dryer 3 Labconco 
Internacional científica 
BBL 

Solbat J-12, aparatos 
científicos 
Mettler H80 
Mapsa modelo BMT-4 
American 
Reveo Ultra Low 
0.1 ml, Alva nuclear 
0.2 ml, Absoluter 

70 % 
3.8 % (0.11 mol/!) 
0.02 M 
o. 9 % 
Merck 
Baker 9006-62 
48-57 e 
Merck 
Merck 
Bioxon 
Magnolia 
Merck 
Merck 
Industrial 

Tromboplastina cálcica liofilizada de placenta humana 
+ thromborel-S (Lote No. 505795) Behring ISI=l.11 

Tromboplastina de cerebro de conejo (Tromboplastina 
de trabajo) liofilizada 

+ Producida en FES Zaragoza 
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VII.7.4. MATERIAL DIVERSO 

Papel filtro 
Agujas estériles 
Gradilla 
Jeringas desechables 
Gasas 
Perilla de plastico 
Mortero con pistilo de porcelana 
Pinzas de diseccibn 
Tijeras 
Papel parafilm 
Espatula 
Bulbos de goma 
Ligaduras 
Masking tape 
Algodbn 
Porta agujas para vacuntainer 
Tapones de hule No. O 
Agitador de vidrio 
Aplicadores 

Poro mediano 
Calibre 22x32 mm 
metal 
5 ml 

Copas de plastico para el fibrinbmetro 
Tapones y retapas para viales 

52 



M E T O D O L O G I A 

El -presente-- trabajo fue realizado primero- en el 

Laboratorio Central de Análisis Cl inicos Zaragoza para ¡,-:\ 

obtención de tres lotes de extracto granulado de l,'l 

tromboplastina de traba~o. Los lotes obtenidas fueron: Zl, 

Z2 y Z3, de los cuales se obtuvo. 30. 20 y 50 gr.:\11\os 

respectivamente, con el fin de emplear los mismos lotes 

durant.F?- el desarrollo de todo el trabajo y tener un 111ejo1· 

control de los f.actores que intervienen. 

La parte experimental del proceso de liofilización -;;o 

desarrollo en el Laboratorio de Investigación de In1nunoloai3 

de Campus I I de rfS Zaragozc. 

Para la calibración indirecta de los lotes Z2Y y Z2y 

liofilizarles, 1~ p~rte exoerin1e11tal se desarrolló cr1 el 

l::i.tv:ir.~torio clínico del Hospital Regional de Zona No. ~5 del 

IM5'3. 



VIII. TECNICAS. 

Las técnicas enpleadas en éste estudio fueron las siguientes: 

VIII .1. ObtencJJ!n .. J'Le troml>.\l!Ú_ªstina tisu!.fil:.,_ 

a) Método comun para su obtencibn. 

Se obtuvo el cerebro de conejo de 6-24 horas post-morteñ, 

en una caja de petri con agua destilada, se le quitaron 

perfectamente los vasos sanguineos y meningues. 

Se fragmentb el cerebro en pequeños pedazos de uno a dos 

centimetros cuadrados. se macerb con acetona hasta obtener 

el aspecto de hojuelas. 

Por Ultimo se macerb con acetona grado reactivo hasta 

obtener un aspecto de granulado. El granulado se dejb secar 

en papel filtro por media hora y se guardo en un desecador. 

Para probar la sensibilidad de las tromboplastinas, se 

realizaron las curvas de referencia, con pool de plasmas, de 

la misma forma que con el reactivo de referencia Thromborel-S 

y de esta manera se eligi~ron los lotes mas idbneos para la 

calibracibn. 

b) Preparacibn liquida de tromboplastina. 

Se pesa 0.5 g de granulado de tromboplastina en 10 ml de 

solucibn salina estéril. Se incuba a 37º e agitando en el 

vortex cada cinco minutos, un minuto durante media hora. Se 

deja sedimentar durante 30 minutos a 37º C. se separa el 

sobrenadante y se coloca la cantidad proporcional de cloruro 

de calcio 0.02H, se guarda en el refrigerador hasta antes de 

utilizar. 
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VIII. 2.. SELECCION lÍE. PL~SHAS 

a) Normales . 

. s~·:~ ~~\eé;c:;.o~·~~c?~-- ~~ª!""";~~~ ._ d~ _ sujetos sanos a_mbulatorios 

de ambos.···sexos, ':que :·no presentaron defectos en el sistema de - - - - - -

cÓagul~~io~. ~on u~ porce~taje de TP arriba del 70%. 

El pool de plasmas'.se realiza con 5 donadores sanos. 

La sangre se_ obtiene por puncibn venosa con el sistema de 

vacuntainer, evitando la hemolisis y la contaminacibn con 

ll.quidos tisulares. El tubo de vacuntainer al vacío, 

contiene una parte (0'.s ml) de citrato trisbdico (0.11 M) 

que se mezcla con nueve partes de sangre (4.5 ml), se agita 

suavemente para evitar la formacibn de hemblisis. Se 

centrifuga a 3000 rpm por 15 minutos. Se separa el plasma 

sobrenadante y se conserva el plasma a 4° C en el 

refrigerador, hasta la realizacibn de la determinacibn. Se 

procesa en un mbximo d,;: 2 horas. 

b) Anticoagulados. 

Se seleccionaron plasmas de pacientes que estuvieron 

recibiendo tratamiento con anticoagulantes orales, entre un 

periodo de tres a seis semanas, derivados de la indanediona o 

cumarina (Warfarina, fenindiona, etc.), con un rango de RIN 

1. 5 a 5. 

La toma de muestra es en la misma forma que la anterior. 

Estas plasmas fueron utilizados en la calibracibn de 

trombaplastinas. 



VIII. 3. REALIZACION DEL TIEMPO. DE .PROTROMBniA (PRUEBA DE 

QUICK) 

El ... ti~'mp~'. de· p~citro~bina. se. reillizb con el equipo . . . 
semiautomatfzado, fibr6metro; 

'Se -caii-~Ilt}-,p.~é-Vi~~~n-te i( J~oc._c un volumen suficiente de 

Tromboplastina (0.2 ml por prueba) no menos de 15 minutos y 

no mas de 60 minutos. Se co+ocan O .1 ml de plasma, con la 

pipeta semiautomatica, a la copa del fibrinbmetro, 

posteriormente se incubµ de 1-3 minutos a 37°c y no mas de 3 

minutos y se integra enérgicamente O. 2 ml de tromboplastina 

recalcificada iniciandose simulthneamente el cronometraje y 

deteniendose al momento de formarse el coagulo. El tiempo se 

obtiene en segundos digitalmente. Cada TP se realiza por 

duplicado para observar reproducibilidad. 

Nota: En el transcurso de la medicibn de TP, los demas 

plasmas se conservan de 2-6 °c en hielo. La valoracibn se 

realiza dentro de las dos horas después de lo coleccihn de l~ 

muestra. 

VIII.4. TRAZADO DE LA CURVA DE REFERENCIA (% QUICK). 

El tiempo de protrombina en segundos se transformb en 

porcentaje de actividad utilizando una curva de referencia. 

La curva de referencia se prepara a partir de las 

diluciones de un pool de plasmas citratado, de un mlnimo de 5 

donadores sanos. Las diluciones se realizan con solucibn 

salina 0.9% estéril, como se indica a continuacibn. 
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100 50 ·lÓ 

Dilucibn del' plasma•" 

.El .. tiempo ·de protrombin~p~ia Ld}~iL~ibEsl·;eSiza por• 

triplicado, dentro- ~~~~-;~~-:;.-~·~t~~~~~-- 3~- mi~~t~,s de ·~ealiz-~das 
las diluciones. 

Los tiempos de protrombina se grafican en funcibn del 

porcentaje en las ordenadas y el tiempo en segu.ndos en las 

abscisas en papel milim~trico. Obteniéndose una linea recta. 

El trazado de la curva se puede ver afectado por: 

- La presencia de filamentos de fibrina en el plasma. 

- Plasmas hemolizados o lipémicos. 

- Errores técnicos como variacibn de la temperatura, trombo-

plastina o cloruro de calcio contaminado, variacibn en la 

relacibn uno a nueve de anticoagu!ante con sangre. 

- Incubacibn corta o prolongada de reactivos. 

- Errores en la técnica de lectura del TP. 

Nota: Los datos, se ajustaron por el método de minimos 

cuadrados. 

VIII.5. CALIBRACION DE TROHBOPLASTINA (ISI). 

a) Procedimiento. 

El procedimiento de calibracibn comprende la determinacibn 

de una serie de tiempos de protrombina, realizandose ocho 

determinaciones para cada uno de los 10 dias de prueba, de 



58 

los cuales seis eran plasmas de pacientes anticoagulados y 

dos eran plasmas de pacientes normales, determinados tanto 

por la preparacibn de referencia como por la tromboplastina 

liofilizada calibrar (la cual debe contener material 

suficiente para 10 pruebas por lo menos}. 

La PRT terciaria fue: 

Thromborel-S IS! = 1.11 

Las tromboplastinas liofilizadas a calibrar fueron la Z2x 

y la Z2y. Todo el manipuleo de los plasmas se realizb con 

material de pl~stico. La determinacibn del punto final se 

realizb con equipo semiautomatizado. 

Cada muestra de plasma se evalub por Unica vez, siguiendo 

el procedimiento de Quick. 

El orden de la lectura fue la siguiente: 

Preparacibn de Preparacibn 
Referencia de a calibrar 
Trabajo (PRT) (b) 

PLASMA 
Orden de Tiempo de Orden de Tiempo de 
Prueba coagulacibn Prueba coagulación 

(seg) (seg) 

Normal 1 II 

Paciente III IV 

Paciente 2 V VI 

Paciente VII VIII 

Paciente IX X 

Paciente XI XII 

Paciente XI JI XIV 

Normal 2 XV XV! 



b) Interpretacibn. 

Una vez obtenidos los 80 valores de los 10 días de 

evaluacibn, se sometieron a un andlisi s de regresibn 

ortogonal, ,a fin de obtener un !SI correspondiente a la 

tromboplastina de trabajo liofilizada (lote Z2x y Z2y) y un 

c6eficiente de variacibn del indice de sensibilidad, menor al 

3%. En algunos paises puede ser aceptable una precisibn de 

5%. 

e) Evaluacibn estadistica. 

El ISI de la tromboplastina liofilizada a calibrar se 

obtiene anotando los tiempos de protrombina obtenidos con las 

dos tromboplastinas con los ejes logarltmicos, en el eje Y la 

preparacibn de referencia y en el eje X los de la 

tromboplastina a calibrar, trazando una linea recta v 

calculando la pendiente. La técnica utilizada es la 

regresibn ortogonal. Con esta técnica se calcula la 

pendiente e aplicando lus siguientes fbrmulas. 
PRT,b 
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c ..... = m + ( m' + 1 ) •• 

d d 
:'.:::(LTP,.,·LTP ... i'-I(LTP, ·LTP, ¡' 

on e m = -----------
2 I !LTP,., ·LTP..,> -I!LTP, ·LTP, l 

LTP,., = LOGARITMO DEL TP INDIVIDUAL, EMPLEANDO PRT 

LTP,., = MEDIA DE LOS LOGARITMOS DEL TP, EMPLEANDO PRT 

LTP, = LOGARITMO DEL TP INDIVIDUAL, EMPLEANDO LA TROMBOPLASTINAS A CALIBRAR 
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LTP, =MEDIA DE LOS LOGARITMOS DEL TP, EMPLEANDO LA TROMBOPLASTINA A CALIBRAR 

L =DENOTA LA SUMATORIA DE LOS TERMINOS DE TODOS LOS PLASMAS 
EL INDICE DE SENSIBILIDAD INTERNACIONAL DE LA TROMBOPLASTINA LIOLIZADA 
A CALIBRAR ISI, SE OBTIENE COMO SIGUE: 

ISl"'",b = IS"'1nCPlfl,ti 
EL ERROR ESTANCAR DEL ISl..,SE CALCULA COMO: 

SE¡l&l,PRT) e; ISI PRT SE(Q'RT,b) 

LA FORMULA PARA CALCULAR se.,., .•. USANDO LA REGRESION ORTOGONAL ES: 

SE 
{

(1 +cf)U+VCJ V) tePMu1= e 
nU' 

donde: 

n = No. DE PLASMAS PROBADOS (PACIENTES y NORMALES) 

C=CP!fl',b 

U=I (LTP,.,·LTP..,,l (LTP, ·LTP, l in 

V={:[ (LTP,.,·LTP,.,¡' ·C ¿: (LTP,.,·LW.,,) (LTP, ·LTP,) }/(n-2) 

EL COEFICIENTE DE VARIACION EN PORCIENTO ES: 

%CVL81,1'1{T == 100SEl!l,PRT/ISl,Rt,b 

COMO EL ISI..,, Y C '"'' SON DETERMINADOS EN EJERCICIOS DE CAUBRACION 
INDEPENDIENTE, EL ERROR ESTANDAR DE IS~ EN FUNCION DE LAS IMPRECISIONES 

DE ISI "' Y C,.,,, PUEDE CALCULARSE COMO : 

-- [{'-·~}{-·~}f 
EL COEFICIENTE DE VARIACION DEL IS!, SERA ENTONCES : 
.,. cv..., = 100 se,.,, 11s1, 
TODOS LOS CALCULOS FUERON REALIZADOS EN UNA CALCULADORA CASIO Fx-3BOOP. 



VIII.6. FORMAS DE REPORTAR EL TIEMPO DE PROTROMBINA (TPlc 

El tiempo de protrombina obtenido en segundos, puede 

convertirse en porcentaje de actividad (Quick % ) , Radio de 

Protrombina (RP) o Radio de TP Internacional Normalizado 

(RIN) .· 

Porcentaje de.actividad. 

Este se obtiene interpolando el tiempo en segundos, e,n la 

curva ·da referencia, para as1 obtener el % de actividad. 

Radio de protrombina (RP) 

Se define como l~ relacibn 

RP 
TP paciente en segundos 

TP normal en segUndos 

normal > 70 % 

normal < l. 2 

El plasma normal puede ser un estandar o un pool de 

plasmas. 

Radio de TP Internacional Normalizado (RIN). 

El RIN se calcula a partir del Indice de Sensibilidad 

Internacional (!SI). 

IS! 
RIN . RP 

b 

RIN antilog (IS! log RP) 

Para cada lote de tromboplastina se determina un valor TSI 

mediante su calibracibn frente a una preparacibn de 

referencia. 

fabricante. 

Este dato lo tiene que especificar el 

6J 
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YlU..J_.---1!ITJlRPRETAC.I_Q_N DE LA PRUEBA DE TP 

La prueba del tiempo de protrombina se utiliza sobre todo 

en la seleccibn prequirúrgica para detectar problemas de 

hemorragias potenciales. Una prueba de TP anormal o alargada 

indica normalmente que se ha producido una disrninucibn de 

nivel de uno o mks factores en la via extrinseca o com~n ~º 

la coagulacibn sangui.nea. Esta condicibn puede aparecer 

debido a trastornos de coagulacibn de tipo hereditario, 

deficiencia de vitamina K, enfermedad hep.3.tic~ o 

administracibn de f8rmacos. La prueba de TP es también el 

ensayo de laboratorio ruas corriente utilizado para controlar 

la terapia anticoagulante oral, puesto que es sensible a los 

factores II, VII y X. El TP no es sensible a las 

deficiencias en el pistema de coagulacibn intrínseca 

(factores VIII, XI y XII) ni a disminuciones plaquetarias, ni 

tampoco puede utilizarse para controlar un tratamiento con 

heparina. 

VIII.8. 

TISULAR. 

ELIHIIIACION DEL FACTOR VII DE LA TROHBOPLARTI!ll\ 

En estudios anteriores ( 35-37). Se observb que los 

residuos del FVII de la coagulacibn afectan el TP y en su 

ausencia, el TP se ve alargado por lo que se obtiene una 

tromboplastina mas sensible; en base a estos estudios. i::!l 

primer objetivo de este trabajo, pretende eliminar el factor 

VII, de la tromboplastina tisular, por medio del sulfato de 

bario, el cual adsorbe las proteinas y lipoproteínas del 
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plasma; Ya: ciu~ ·.sab0m'?s ___ que_ :-1~ .. t_ro.mboJ?~ªst:ina ... e:sta f orroacla 

por prote~nas ·y fosfolíp{~o.i\; él F.V.II ~s una beta-globulina 
. ,_. --,-, 

., __ , 
- . . . . ( 47). 

cons:iguie·n·t'~··,~-~e_ :~ia~·i-~a-~~~. d_i~~-rentt!s concent;-aciones. 

~e. su.Íf~to· -~~~--i'~·~io ¡_:_--~~id i-a-~~~: ~6-~ una baja concentracibri. 

Por 

¡\. 

·n.n-_de rl~tectar si o~~r~~n· diferencias O hay alglm ef~cto, se 

pro~uso~ evaluar·, la sensibilidad de la tromboplastina 

conforme-se-fuera sometiendo a las diferentes concentraciones 

de ·sulfato de bario, con curvas de referencia y pool de 

plasmas. 

A continuacibn se muestra el tratamiento a seguir: 

Se pi:!sa un gramo de granulado de tromboplastina y se le 

int.P.grñn 20 ml de solucibn salina estéril, inmediatamente se 

incuba a 37° e agitando en el vbrtex cada 5 minutos 1 por un 

minuto, durante media hora, después se deja sedimentar por 30 

min. a 37°C 1 6e separa el sobrenadante y se mide el volumen. 

El voll1men de sobrenadante se divide en fra.cciones, 

integrandole a cada iraccibn, sulfato de b,:nio al: 1, 2, 4, 

6 y 8 % respectivamente, a una de las fracciones dejarla sin 

sulfato de bario. Se mezcla homogeneamente el sobrenadante 

cor. ~l sulfato de lBrio y dejar sedimentar por 30 minuto ,, 

37° e y se centr i fug;.l min. a 1000 rpm. Después se separa 

el sobrenadante y se le coloc,1 la cantidad proporcional de 

cloruro de calcio C.02 M. y se deja en el refrigerador hasta 

antes de utilizar. 

Se reaJ.izan curvas de referencia para cada concentracibn. 
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vrrr .9. DETERMINACION DEL MEJOR SOPORTE PARA LA LIO_FILIZACION 

DE_- LA TROMBOPLAST INA; DE TRABAJO • 

. ->-,· _·:··:·:·,-~~·:_·~:::_·>: ~- . . 

E~tudi~s '~ni:eriores , (48.l ._han· demostrado que la 

d9·~-~:fr~~~d¡~ ii.~:6~~:~~~-.¡~~ >-·:_~de V?Ca ftlnciona ad8cuadamente 

leche 

como 

soportei -~ liof ilizacfbn presentando como principal 
--.-,o,-.o;-- _.o,--

in!='._On\Íé~ié-flte, concentraciones no controlables de iones 

calcio, - el. _cual es un factor determinante para el tiempo de 

protrombina. Por tanto se pretende encontrar un mejor 

soporte de liof ilizacibn para la tromboplastina de trabajo 

obtenida de acuerdo al objetivo anterior. 

Para ello se procederh a estudiar proporciones variables 

de alhUmina bovina, albUmina de huevo, lactosa y leche 

descremada. 

Se realizaron curvas de referencia, con pool de plasmas 

para evaluar si el liofilizado y/o la sensibilidad de la 

tromboplastina se afectah con cada uno de los soportes. 

Primero se establecio probar, los soportes a la 

concentracibn de 1 %, en base~ los estudios realizados {48). 

Los resultados que se obtuvieron fueron determinantes para 

establecer si eran adecuados, o bien s~ tenían que probar 

otraa concentraciones de soportes, o de mezclas de ellos 

hasta encontrar la concentracibn y el soporte adecuado. 
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METODO A SÉGUIR PARA:. PREPARAR LA TROMBOPLASTINA COll EL 

SOPORTE, 'PARA LIOP!L~ZAIÍ: 
se pesa un .~-ia~·~ ;~.'.-~~. :.~-~ª~~{ado de_. tra·mboP1astinB: 1 se ie 

.. 
integra .. 2CLml. d~ solucibn Sárfna· 8Sté.ril, inmediatamente se 

-inCuba a 37• e agitandO- en el .. vbrtex cada 5 miriutos, por un 

minuto durante media hora, después se deja sedimentar por 30 

minutos a 37° e, se separa el sobrenadante y se mide su 

volumen. Del volumen obtenido se separa 1 ml, al cual hay 

que colocarle la cantidad proporcional de cloruro de calcio 

0.02 M y se refrigera, al volumen restante se le adiciona el 

soporte a la concentracibn a probar, se disuelve y homogeniza 

bien el soporte. Posteriormente, para liofilizar se mide 

ml y se coloca en un vial de 10 ml, enseguida se procede ~ 

formar la monocapa con mezcla frigortfica (hielo seco-

acetona). 

Ya formada la monocapa se coloca el vial en la liofilizadora, 

que previamente se en.c.ontrarh n una temperatura < -50° C y 

que presente un buen vac1o. 

Enseguida se observa la formacibn de una capa de hielo sobre 

el vial, lo cual ser~ indicacibn de que esta liofiliz~ndose 

la trombopl~stina de trabajo, se mide el ti~mpo que tarda en 

perder el vial esta capa de hielo completamente Y se d~ja 

liofilizar de 15 ·a 2\1 minutos mas para garantizar un buen 

liofilizado, por último se coloca al vial su tapbn Y re tapa 

(la retapa se coloca al vial con la engargoladora). 



FORMA DE. PREPARAR PARA s'u uso LA TROMBOPLASTINA LIOFILIZADA. 

Se hidr~ta el vial con 1 ml de agua destilada estéril 

(comerci~l) y si~le "int~gra 1 ml de cloruro de calcio 0.02 M. 

se homogeniZ.a -e· incuba no menos de 15 minutos y no mas de 60 

minutos. De la misma- forma incubar el reactivo, al que no se 

integrb soporte, el cual se probara simultaneamente, para 

observar cambios originados por el proceso de 

liofilización o por el soporte integrado. 

Se realiza curvas de referencia para observar estos 

posibles cambios. 

VIII.10. DETERMI!lACIO!I DEL AGENTE SURFACTAllTE. 

Como ya se planteó anteriormente, el fin principal de un 

agente surfactante, es ser un protector contra 

liofilización, adem~s de que ayuda a la formación de 

cristales pequefios o bien impide su form1J.cibn produciendo un 

cuerpo poroso lo cual permite que se disuelva facilmente el 

reactivo liofilizado. 

Para lograrlo se utilizaron dos glicoles; el etilenglicol 

y el propilenglicol. 

Respecto a las concentraciones a probar, como no hay 

informacibn al respecto, se determinb probar 3, 5, y 10 %, se 

considerb en forma titbitraria que estas concentraciones 

darian pautn para saber si se debía utilizar una 

concentracibn mayor o menor a éstas. 
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Se .. evaluO el: agénte surfactante, mediante curvas de 

referenci·a· 
~ ~ ~... ' 
( éomó .· parametro de 

~ro~-~oP.lá.s,~1:~:~·,_,:-~, de'!, ·:·:~-ef;rencia 
exclusibn), la 

(Thromborel-S) la 
' ·.,-. 

tro"mbopi,as;1'_i~,Ú~~~ ffüajp ya e.en un soporte establecido. 

EL AGENTE SURFACTANTE. 
-· ·-.. :: .. _~. -:: .,_: . - '"'.: ! .'. - : • - : ' - - • 

se· - ~e-~a·. un--- -g~~~o: 'a~ e 9ranulado de tromboplastina y se le 

int~gra 2o: :m·l ·~e soluci6n salina estéril, inmediatamente se 

~ incuba-~a 37° C agitando en el vbrtex cada 5 minutos,· por un 

minuto durante media hora, después se deja sedimentar por 30 

minutos a 37º e, se separa el sobrenadante y se mide su 

volumen. Al volumen obtenido se le integra ~l soporte a la 

concentracibn determinada, se disuelve y se homogeniza el 

soporte y se integra el agente surfactante a la concentracibn 

a proh.1r y s~ flisu~lve bien. Para proceder a liofilizar SP 

mide 1 ml del sobrenadante en las condiciones establecidas y 

51:) rn)or:-;i l')n un vi'1.l de 10 ml, posteriorment~ se r-rcced~ J. 

formñr la monocapa con mezcla frigorifica (hi 0 ~0 seco-

acetona), se coloca el vial er. la liofilizadora, que 

previamente se enc:..ntrara a una temperatura < -50° e y que 

pr-:sente un buen vacio, inmediatamemte se obi:::~rva les 

formacibn de una capa de hielo sobre el vial, lo cu~! indica 

que la trombcplastina de trabajo ya se esta liofili:ando, se 

mide el tiempo que tard~ en perder el vial esta capa de hielo 

completamente y se deja liofilizar de 15 a 20 minutos m-3.s 

para g~rantiz~r un buen liofilizado, por Ultimo se coloca al 

57 
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vial su taPbn "'l retapa (la ,ret_apa. se Co_loc;a con la 

engargoladora). 

PREPARACION DE LA TROMBOPLASTINA LIOFILIZADA CON EL AGENTE 

SURFACTl\NTE. 

Se hidrata un vial con ml de agua destilada estéril 

(comercial) y se le integra 1 ml de cloruro de calcio 0.02 M, 

se homogeniza e incuba no menos de 15 min. y no mas de 1 

hora. Se realizan las curvas de referencia. 

Nota: Si se liofilizan 2 ml de reactivo, entonces se hidrata 

con 2 ml de agua destilada. 

VII I.11. INTEGRACIO!I DEL CLORURO DE CALCIO A LA TROMBOPLl\S1'INA 

DE TRABAJO. 

La importancia principal de la integracibn del cloruro de 

calcio a la tromboplastina de trabajo radica, en la obtencibn 

de una tromboplastina c81cica, lo cual facilita su uso, en el 

laboratorio clinico principalmente. 

Para lo cual se pretende integrar el cloruro de calcio a 

la concentracibn 0.02 M, que es, la concentracibn co la cual 

se trabaja, para los fines cllnicos propuestos. 

Tomando en cuenta que durante un proceso de liofilizacibn 

se pierde el agua; y las sales y solutos se conservan, Y por 

lo tanto no se ven afectados. 
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METODOLOGIA PARA LIOFILIZAR LA TROMBOPLASTINA. CON CALCIO 

INTEGRADO. . - . - . . 
Se pesa' ·_un.'·9~a~O_" d_~-~·:gr_á'~uiadó _de tromboplastina y se le 

integra 20 ~1 de. solucibn salina estéril, inmediatamente se 

incuba a- 37-º:C agitándo .. en el vbrtex cada 5 minutos, por un 

minuto dur-ante media hora, se deja sedimentar por 30 minutos 

a 37º e, se separa el sobrenadante y se mide su volumen, 

posteriormente se integra el soporte a la concentracibn 

determinada, se disuelve y se homogeniza el ::;aporte, 

inmediatamente después se le coloca la cantidad proporcional 

de cloruro de calcio 0.02 M y se homogeniza. Se miden 2 y 4 

ml y se colocan en forma individual en un vial de 10 ml. Se 

procede a formar la monocapa con mezcla frigorifica (hielo 

seco-acetona) y se coloca rbpidamente el vial en la 

liofilizadora que previamente se encontrarh a una temperatura 

menor de -50°C y que presente un buen vacio, inmediatamente 

se empieza a observar la f ormacibn de un capa de hielo sobr~ 

el vial, lo cual serb i~dicacibn d~ que esta liofiliz~ndose. 

Posteriormente se mide el tiempo en que tarda en perder el 

vial esta capa de hielo completamente y se deja liofilizar de 

15 a 20 minutos mhs para garantizar un buen liofilizado. Por 

Ultimo se coloca nl vial su tapbn y retapa (la retapa se 

coloca al vial con la engargoladora). 
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FORMA DE PREP/IRllR .• P~R~ SU: USO; .J:.11 TROHBOPL/ISTIN/I C/ILCIC/I DE 

:~::J:~ofiÚzb {y4ml.de~~· t;omLplastina de trabajo, se 

hidratan con . 2 ·;; ¿ ~l;~;~~~~ct.¡vamente' de agua destilada 

estéril, se ;,~Omo9~n'i-i~~ Y .se incuba no menos de 15 minutos Y 

no mas de 60 minutos;--

Nota: De igual- -manera los viales liofilizados, se sometieron 

a realizar· curvas de referencia para determinar cambios y 

evaluar la sensibilidad de las tromboplastinas. 
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TROHBOPLASTINAS DE TRABAJO 

A continuacibn se muestra en la tabla los resultados 

obtenidos para las curvas de referencia de los lotes Zl, Z2 y 

Z3 con los que se desarrollb todo el trabajo para la 

determinacibn de la formulacibn de la tromboplastina de 

trabajo liofilizada, en comparacibn con la tromboplastina de 

referencia Thromborel-S. 

Se observb en los tiempos obtenidos para el lote Zl y Z2 que 

tendían a ser parecidos a la tromboplastina de referencia, lo 

cual se observa m~s claramente en la grafica 1, lo cual nos 

indicb indirectamente que se contaba con lotes sensibles. 



TABLA 1 
DATOS PARA LAS CURVAS DE REFERENCIA. 

% DE ACTIV. T-S Z-1 Z-2 Z-3 

100.0 9.5 11.1 10.5 14.5 

50.0 14.0 16.0 15.0 21.9 

25.0 25.1 27.1 24.3 38.5 

12.5 47.0 53.8 46.1 72.6 

10.0 63.0 69.5 59.8 83.0. 

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN 

MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL DE PLASMAS. 

... 
"" 
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EFECTO DEL SULFATO DE BARIO EN LA SENSIBILIDAD DE LA 
TROHBOPLASTINA DE TRABAJO 

Para observar- -si se mejoraban en su sensibilidad los 

lote.~ obten·~dos se estudiaron las concentraciones 1, 2, 4, 6 

y á · % ·de ·sulfato de bario en el lote Z3 y se observb que 

todaS ~stas conC:entraciones tendi.an a aumentar el TP en el 

100 % de actividad de O. 4 a O. 7 seg excepto al e % 

continuañdo con un % de actividad menor hasta llegar al 10 

de actividad el TP tiende a seguir "siendo muy parecido al TP 

de la tromboplastina que no tiene sulfato de bario 

excepcibn que al 8 % de sulfato de bario el TP es mas bajo lo 

cual indicaria que la sal ya esta interfiriendo de alguna 

manera en e 1 TP. Con esto se observa que el sulfato de bario 

no favorece realmente bajo estas condiciones a aumentar la 

sensibilidad como se puede observar en la grafica 2 , por lo 

que considerando los resultados obtenidos de cada lote en la 

tabla y grafica 1, se decidio continuar trabajando con el 

extracto natural de cada lote que cor.:o ya se dijo, 

indirectamente, los resultados establecidos en esta tabla y 

graf ica 1 indican buena sensibilidad. 

11, 



TABLA 2 

DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA 

% ACT 
CONCENTRACION DE SULFATO DE BARIO 

0% 1% 2% 4% 6% 8% 

100.0 14.1 14.5 14.5 14.8 14.7 14.0 
50.0 22.0 23.0 21.8 21.0 21.3 19.0 

25.0 36.8 38.2 35.8 35.0 39.6 37.3 

12.5 73.0 87.2 76.4 80.7 78.5 74.0 

10.0 93.0 92.5 93.5 84.7 94.0 75.6 

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS 

EN UN MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN 

MISMO POOL DE PLASMAS. 

.... 
"' 
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DE1'ERMINAC!ON DEL MEJOR SOPORTE. DE LIOFrLIZACION 

Para ''.determi'nar-' el: :mejor soporte de liofilizacibn 

iniciál~ente 'se' proc~Ú~ a probar leche descremada al 1 % que 
. -· ...... - . - ,-- . 

en un es_tudio- realÚado anteriormente ( 48) se establecib que 

era· el ·m~jor· soporte, as5. como albllmina de huevo y albllmina 

bovina al 1 y una mezcla de albllmina bovina-albllmina de 

·huevo al 0.5 % respectivamente en comparacibn con la 

tromboplastina de trabajo (L-Z3) sin soporte la 

tromboplastina de referencia Thromborel-s. Los resultados 

obtenidos se muestran en la tabla 3 nos mostraron que la 

leche incrementb los TP en cada porciento de actividad de la 

tromboplastina aun sin liofilizar por lo que ya estaba 

afectando de antemano la actividad de la misma y observando 

los resultados de los
1 

otros soportes tambidn tienden a 

aumentar el TP, a esta concentracibn estudiada ningl.mo fue 

efectivo. Después de probar mks concentraciones de estos y 

otro soporte que fue la lactosa se establecio que l~ 

concentracibn mas apropiada así como el soporte mas adecuado 

era la albllmina de huevo-lactosa al 3% respectivamente, como 

se puede observar en la tabla 4 pues a pesar de que la 

albllmina de huevo sola como soporte presenta TP adecuados a 

los respectivos % de actividad, el aspecto del liofilizado 

era muy quebradizo y se adherla a las paz::edes del vial lo que 

dificultaba su solubilizacibn en tanto que la .albllm1na de 

huevo-lactosa presento un cuerpo poroso no adherido ¿\ las 

paredes y fhcil de solubilizar. 



TABLA 3 

DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA OBTENIDAS CON LOS 

SOPORTES Y DIFERENTES CONCENTRACIONES. 

SOPORTE NINGUNO LE LE AB AB AH AH AB-AH AB-AH 

CON CENT. 0% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 0.5%-0.5% 1 T-S 

% ACTIV. NL NL L NL L NL L NL L 

100.0 14.0 16.0 16.5 14.0 16.5 14.0 15.0 16.0 14.5 9.0 

50.0 22.5 24.5 23.5 20.5 25.0 21.5 24.0 24.5 24.5 14.5 

25.0 36.0 41.5 37.5 35.5 46.0 34.0 44.5 44.0 41.0 25.0 

12.5 76.0 78.1 88.0 66.5 92.7 69.1 96.0 93.0 88.0 52.0 

10.0 102.5 112 110 97.0114 96.5123 112.5 120 68.0 

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN 

MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL DE PLASMAS. 

SE LIOFILIZO 1 mi. ( LIOFILIZADO • L Y NO LIOFILIZADO • NL ) .... 
"" 
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TABLA 4 

DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA OBTENIDAS CON LOS 

SOPORTES Y DIFERENTES CONCENTRACIONES. 

SOPORTE NINGUNO LACT LACT AH AH AH-LACT AH-LACT 

CON CENT. 0% 3% 3% 3% 3% 3%-3% T-S 

% ACTIV. NL NL L NL L NL L 

100.0 13.4 14.5 14.5 14.0 13.8 14.0 14.0 10.5 

50.0 19.0 18.7 25.1 21.122.5 21.2 23.0 14.7 

25.0 34.7 34.8 54.0 37.136.0 35.5 40.7 25.7 

12.5 65.3 44.8 75.2 69.771.2 73.0 72.9 45.2 

10.0 93.5 70.3 104.5 91.0 94.4 95.5 97.7 61.7 

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN MISMO 

DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL DE PLASMAS. 

SE LIOFILIZO 1 mi. (LIOFILIZADO • L, NO LIOFILIZADO • NL). 
~ 
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TROMBOPLASTINAS DE TRABAJO 

Se d_~terr.ünaron nuevamente las curvas dÉi referencia- 'de 

los lot>:-s Zl, Z2 : Z3, las cuales se encontraban·-·afffiacenaáOs 
. - - - . - . 

en compartimentas diferentes de papel fil~ro en ~ri-_de:Secador 
" " " 

y i!demils estaban divididos en partes igua.le·s en dos 
. ·. '"""''" .·· 

83 

compartimentos cada !ote por lo cual se constderb cada uno de_ 

ellos como un late -ai-fereílte, por-·10 que Se .9.g.ignb a--caau uno 

i?l siguiente simbolo de identificacibn: Zlx, Zly, Z2x, Z2y, 

Z3~. y Z3~. se llevb a cabo esta nueva determinacibn pues se 

encontraron problemas para poder mantener los !ates en 

condiciones apropiadas. 

Se trabajo con la tromboplastina liquida de cada lote en 

comparaciOn con la tromboplastina de referencia Thromborel-S 

j se encontrb que los lotes habian incrementado el TP en cada 

poi;ce~_taj~ de nctividad,
1 

sin embargo se obs~rvb que la curva 

de referencia obtenida con respecto a la do referencia indica 

buena sensibilidad para los lotes Zlx, Zly, Z2x y Z2y, siendo 

mejor la'de !o~ lotes Z2x y Z2y, lo cual se puede observar en 

la tabla 5 y grafica 5. 



TABLA 5 

DATOS PARA LAS CURVAS DE REFERENCIA 

% ACTIVIDAD T-S Z1x Z1y Z2x Z2y Z3x Z3y 

100.0 1 o.o 12.6 12.3 11.1 11.4 14.0 13.2 

50.0 13.7 18.5 17.2 15.0 16.2 20.3 19.9 
25.0 24.0 34.9 33.6 27.4 29.1 36.5 33.5 
12.5 41.1 69.2 67.0 54.7 56.5 71.5 65.3 

10.0 54.9 85.5 92.7 72.4 74.2 89.2 86.0 

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN 

MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL DE PLASMAS. 

"' ... 
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DETERMINACION DEL AGENTE SURFACTANTE 

Para la determinacibn del agente surfactante, se empezb 
analizando el etilenglicol unicamente, pues era el ünico con 
el que se contaba. Se estudio inicialmente la concentracibn 
de 3, 5 y ·10 % y se encontrb que debia de ser una 
concentracibn menor 'l 3 % considerando las curv.:is de 
referencia obten idus, de esta manera se continllo estudümdc 
otras concentraciones hast.:i. establecer que ln concentrncitn 
mb::; bptima fue al O. 75 i con etilenglicol. Posteriormentl? S(? 

contb con el propilenglicol y se decidio probar unicamente a 
la concentr.:'lctbn de O. 75 i en compurncibn con el 
etilenglicol, pura tal fin se utilizb el L-Z3x sin soporte 
(SS) y sin agente surfactante {SAS) como control, se 
determinaron las curvas de referencia a la tromboplastina 
liofilizada (L) y no liofilizada (NL) y se liofilizaron 2 ml. 
De esta manera se observb que el liofilizado obtenido 
unicamente con el soporte era facil de disolver y tenía un 
buen aspecto, con el etilenglicol integrado se observb un 
poco de dificultad para disolver y su aspecto no era tan 
poroso, con el propilenglicol se aspecto era aun menos poroso 
y presentb dificultad para disolverse nsí cerno se presentaren 
problemas para poder liofilizar, como puede observarse en la 
tabla 6 los tiempos obtenidos con el etilenglicol liofi!iz~do 
no varian mucho con respecto al reactivo que presenta sblo el 
soporte también liofilizado, en tanto que en el 
propilenglicol se obseryaron resultados muy rliferentes y que 
no son arlecu;;i.clos si consideramos la tromboplastina líqu.ttla 
sin el agente surfactante y sin el soporte. 



TABLA 6 

DATOS PARA LAS CURVAS DE REFERENCIA OBTENIDAS CON LOS 

AGENTES SURFACTANTES A LA CONCENTRACION 0.75 %. 

AG.SURF. SAS/SS SAS/CS SAS/CS E E p p 

% ACTIV. NL NL L NL L NL L 

100.0 13.5 13.3 13.8 13.5 13.5 13.5 17.5 
50.0 20.0 19.3 22.5 21.0 21. 1 21.0 28.0 
25.0 33.1 35.4 39.2 34.0 39.3 33.0 54.3 
12.5 59.5 69.3 75.5 63.0 78.0 65.0 111 

10.0 90.5 91.0 100.7 98.0 94.7 97.5 146 

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN 
MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL DE PLASMAS. 

E • ETILENGLICOL P • PROPILENGLICOL 

es • CON SOPORTE INTEGRADO .,, 
.... 
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INTEGRACION DEL~CLORURO DE CALCIO 

Para tal Z3y. A b 

tromboplast:ina l~c¡~id~ié:o~'~l. '~oporte. (Albbmina de hu~vo 3~ 'i 

Lactosa 3\, ~Se le /,'.,~~·t~~r·t,'~: "el ~··:~l~~~r-~- ': d·e--~ :- Calci:o: --a·-· la~ 
conce!ltracib1{ dec ·0.02-cM·- Y-"se liofilizaron.-2 

estud.5 . .''J la tromboplastina sin soporte (SS), sin calcio· ·(SC.:i} 

integrado asi. como con soporte -(CS) pero sin calcio pnra 

a·stablecer diferencias, ademas de con soporte y con calcio 

integrado (CS +Ca). 

En este estudio se encontrb como se puede observar en la 

tabla 7 que el calcio liofilizando 4 ml del reactivo presenta 

resultados muy similares al reactivo liofilizado unicamente 

con el soporte, asi. como el aspecto que presentb el 

liofilizado con el ibn calcio integrado, fue muy parecido al 

aspecto que presenta el, reactivo de referencia Thromborel-S, 

pues se liofilizb un vial de este reactivo (el cu.J.l. fue 

hidrñtado previamente y liofilizado nuevamente pero bqjo 

nuestras condiciones de trabajo) simultaneamente con la 

trombcplastina de trabajo y tanto la tromboplastina de 

trabajo como la de referencia al hidratarlos se solubilizaron 

facilmente, en el c~so de la tromboplastina de trabajo, tanto 

para 2 y 4 ml liofilizados, El tiempo de liofilizado de 2 ml 

fue en promedio d~ 1:30 hrs y para 4 ml fue de 2:30 hrs. 



TABLA 7 

DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA OBTENIDOS EN LA 

INTEGRACION DEL ION CALCIO. 

CONDICIONES SS/SCa CS/SCa CS/SCa CS+Ca CS+CA 

VOL. LIOF. - -- - - --- 2 mi 2 mi 4 mi 

o/o ACTIV. NL NL L L L 

100.0 12.5 12.5 13.0 13.5 13.0 

50.0 17.8 18.5 19.5 20.0 18.5 
25.0 30.0 30.5 32.7 35.5 34.1 
12.5 59.0 57.2 66.1 74.1 67.0 

10.0 76.9 74.5 86.0 91.6 88.0 

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN 

MISMO DIA DE TRABAJO Y CON UN MISMO POOL DE PLASMAS. 

T-S 

10.5 

14.7 

23.0 
46.2 

59.3 

"' o 
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FOllHULl\CION DE LI\ TllOHBOPLl\STINI\ DE TRl\Bl\JO 

Para establec~r la formulacibn de la tromboplastina s-: 
decidio trabajar con las condiciones que habían resultado 1nas 
favorables tanto para el 5oporte, ngente surfactante y 
calcio. Para tal fin se utilizb el lote Z2y con el soporte 
albbmina de huevo 3% y lactosa 3%, el etilenglicol al 0.751 y 
el calcio al 0.02 M. Se liofilizaron 2 y 4 ml en estas 
condicionf':'.5 l;is cuales se muestran en la tabla 8. La;:; 
cond!ciones de trabajo se identifican con la siguient& 
simbología: 

SS = Sin soporte 
SCü = Sin calcio integrado 
SE = Sin etilenglicol integrado 
CS = Con soporte integrado 
L ::: Liofilizado 
NL = No liofilizado 
CS+Ca+E = Con soporte, calcio y etilenglicol integrado. 

Se estudiaron todas estas condiciones para observar mejor 
las posibles diferencias y se encontrb que los resultados 
tienden a ser muy parecidos pues las diferencias son minímas 
si la tromboplastina tiene unicamente el soporte o si 
presenta soporte y calcio, soporte y etilenglicol o bien 
soporte calcio y etilen9licol, sin embargo consider.:rndo las 
características del liofilizado en cada caso, así ~orno su 
solubilidad se encontrb que la tromboplastina de trab.1j·::> con 
el soporte y ".:'nlc:io integrado observb un mejor aspecto del 
liofilizado facilidad para disolverst muy ~imilar ~las 
caracter~sticns que presenta Thromborel-S, en tanto que 
observb un poco de dificultad para liofilizarse el ~ue teni~ 
ademas o:?tilenglicol integrado y su aspecto era poco poroso 
así como dificultad para disolverse. Se liofilizaron 2 ml en 
un promedio de 1:30 hrs y 4 ml en 2:30 hrs. 



TABLA 8 

DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA EN LAS CONDICIONES 

ESTABLECIDAS PARA LA FORMULACION. 

CON DIC. SS/SCa/SE CS/SCa/SE CS+CA/SE CS+E/SCa CS+CA+E 

VOL. LIOF. -- -- - - 2 mi 4 mi 2 mi --4 mll T-S 
% ACTIV. NL NL L L L NL L 

100.0 11.5 11.8 11.7 12.1 11.8 12.011.5 

so.o 16.5 18.2 16.3 17.1 16.8 18.0 17.0 

25.0 28.8 28.7 28.2 28.8 27.3 28.0 29.3 

12.5 57.0 56.2 53.5 54.0 55.3 56.0 55.7 

10.0 75.7 72.0 70.3 68.8 72.6 71.0 70.0 

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN 

MISMO DIA DE TRABAJO CON UN MISMO POOL DE PLASMAS. 
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CURVllS DE REFERSNCill DE Ll\S TROMBOPLllSTirll\S LIOFILIZllDllS 

11 CllLIBRl\R. 

En la tabla 9 se muestran los resulados de las curvas 

obtenidas de los lotes seleccionados para la determinacibn 

del ISI en comparacibn con la tromboplastina de 

Thromborel-S empleando el lote utilizado 

referencia 

para la 

determinacibn del !SI y como se puede observar en la 

graf ica 9 sus curvas son muy parecidas lo cual indica que las 

sensibilidades son muy parecidas. 

Al final de las curvas de referencia se muestra una tabla 

de dato~ para las tromboplastinas liofilizadas Z2x y Z2y asi 

corno de T-S Lis cuales presentc:rn diferente sensibilidad, pues 

dependiendo de l~ sPnsibilidJd de la tromboplastin~ producida 

van a ser los datos utilizados. 

95 



TABLA 9 

DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA. 

% ACTIVIDAD Z2x Z2y T-S 

100.0 11.1 11.6 10.9 
50.0 16.3 16.3 14.8 

25.0 26.0 25.5 23.9 
12.5 48.7 46.4 47.2 
10.0 65.3 62.0 63.7 

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN 

MISMO DIA DE TRABAJO Y CON EL MISMO POOL DE PLASMAS. 

EL LOTE DE THROMBOREL-S EMPLEADO FUE EL MISMO QUE SE 

UTILIZO PARA CALIBRAR. LOTE No. 505795. 
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TIEMPO (SEG) I "'.ACTIVIDAD ¡------·---·---
Z2y T·S Z2X 

SEG. % 
10.0 > 120 
10.3 117 > 120 

10.6 106 114 > 120 
to.e too \OS 117 
11.2 91 100 111 
11.s 6S 91 100 
11.e 60 67 95 
12.1 74 61 67 
12.4 69 77 63 
12.7 67 74 76 
13.0 62 70 74 
13.3 60 68 7t 
13.6 S7 64 68 
13.9 S4 60 64 
14.2 63 S6 60 
15.0 46 63 54 
15.5 46 so 51 
16.0 44 46 49 
16.5 43 46 47 
17.0 41 44 45 
17.5 40 43 43 
16.0 36 41 41 
19.0 36 39 36 
20.0 34 36 36 
22.0 30 32 32 
24.0 27 29 28 
26.0 2S 26 2S 
26.0 23 24 23 
30.0 21 22 21 
32.0 20 21 20 
34.0 19 19 te 
36.0 17 18 t7 
38.0 16 17 16 
40.D IS 16 IS 
42.0 1S 15 14 
46.0 13 14 13 
so.o 12 12 12 
54.0 11 11 ti 
se.o 11 11 10 
60.0 10 10 
64.0 • 70.0 
7S.0 

i 
60.0 
85.0 
90.0 

TABLA 10, CURVAS DE TRDMBOPLASTINAS CON.DIFERENTESENSIBIUDAD 



ESTANDARIZACION INDIRECTA 
FUE UTILIZANDO EL THROMBOREL·S 

COMO MATERIAL DE REFERENCIA, EN 10 
DIAS DIFERENTES DE TRABAJO. 

DIA 
TIEMPOS DE PROTRO~ ----

0 
-¡ DIA --j 

PRT 
·--·----- -

b PRT 

11,5 12.6 9.1 9.6 

1 
20.5 20.0 19.6 20.7 
13.1 13.6 23.1 21.5 
29.5 29.6 35.5 33.5 6 22.0 22.0 29.5 26.5 
25.8 23.5 20.0 20.6 
29.1 25.4 18.0 17.3 
10.1 12.1 10.1 11.6 

11.1 11.6 10.2 11.6 
22.5 21.5 1~0 17.0 
32.5 31.1 12.5 13.6 

2 24.5 23.1 19.0 17.7 7 17.0 18.6 20.6 28.1 
24.0 20.5 14.6 15.0 

23.1 21.6 28.1 29.1 
10.7 12.0 10.6 11.5 

13.0 12.1 12.3 11,5 

20.2 16.0 36.0 31.0 
20.5 20.6 21.4 226 

3 
19.4 21.5 24.2 21.4 

8 38.6 36.5 19.0 20,0 

19.5 19.4 20.7 21.4 
18.1 19.4 34,0 33,6 

10,5 11.4 10.9 11.6 

11.5 12.6 1ZO 12.4 

21.1 20.2 35.0 38.0 
12.2 13.0 24.0 26.1 

4 13.1 13.0 25.0 27.1 9 34.0 31.6 29.5 30.9 
17.1 17.5 20.0 21.0 

29.5 23.9 15.5 16.7 
10,6 12.2 10.5 11.5 

10.4 10.9 Hl.6 11.6 
28.6 31.0 22.0 22.0 

1 

21.5 19.9 2M 23.7 

5 25.6 23.6 17.2 16.5 10 
19.2 19.5 28.4 29.3 
13.1 13.7 17.0 16.6 

L 31.5 30.5 25.7 2~.o 

10.5 11.9 10.1 11.4 

TABLA 11. DATOS DE TP OBTENIDOS EN EL PROCEDIMIENTO 
DE CAUBRACION DEL LOTE Z2x. 



LA CALIBRACION FINAL CON THROMBOREL-S FUE : 

DIA n 

B 

2 8 

3 8 

4 a 
5 B 

6 8 
7 8 

a a 
9 8 

10 8 

¿ 10 80 

m CPRT.• 
----

0.217 1.24 

0.160 1.19 

0.01 1.01 

0.227 1.25 

0.091 1.09 

0.121 1.12 

0.117 1.12 

0.078 1.08 

·0.006 0.99 

0.14 1.15 

0.072 1.07 

ISI PRT,b 

1.37 

1.32 

1.12 

1.39 

1.21 

1.25 

1.24 

1.20 

1.10 

1.27 

1.19 

SEcPRT,b SEISl,PRT %CVISl,PRT SEISI.• %CV1si.1> 
·-0-.0-7_2 ____ 0_.0_6_0 ____ 5_.84 ____ 0_.1_28---~ 

0.087 0.097 7.34 0.152 11.45 1 
0.087 0.097 8.65 0.138 12.30 

0.077 0.085 6.15 0.137 9.87 

0.067 0.075 6.16 0.111 9.14 

0.050 0.055 4.44 0.083 6.69 ! 
0.670 0.074 5.95 0.111 8.96 1 

0.085 0.095 7.93 0.14 11.68 

0.02 0.022 2.01 0.031 2.84 ¡ 
0.059 0.065 5.14 0.10 7.83 ' 

0.042 0.046 3.90 0.068 5.73 

TABLA 12. PARAMETROS OBTENIDOS DE LA ESTANDARIZACION DEL LOTE Z2x 



ESTANDARIZACION INDIRECTA 
FUE UTILIZANDO EL THROMBOREL·S 

COMO MATERIAL DE REFERENCIA, EN 10 
DIAS DIFERENTES DE TRABAJO. 

--~-· 

~ 
TIEMPOS DE PROIBOMBINA 

DIA DIA PRT PRT b 
···------

11.5 12.6 9.1 10.0 
20.5 10.9 19.6 20.7 
13.1 14.1 23.1 21.5 

1: 29.5 27.8 35.5 32.5 6 22.0 20.9 29.5 25.6 
25.6 24.0 20.0 20.6 
29.1 25.6 10.0 17.0 
10.1 12.0 10.1 11.6 

11.1 11.5 10.2 11.1 
22.5 21.0 15.0 17.0 
32.5 29.0 12.5 13.6 

2 24.5 22.4 19.0 18.0 7 17.0 17.5 29.6 28.0 
24.0 20.B 14.6 14.7 
23.1 21.6 28.1 27.6 
10.7 11.5 10.6 12.1 

13.0 13.0 12.3 12.1 
20.2 10.2 36.0 30.0 
20.5 20.1 21.4 22.5 

3 19.4 19.6 24.2 21.5 8 381! 35.5 19.0 18.6 
19.5 19.1 20.7 20.2 
16.1 19.0 34.0 30.0 
10.5 11.6 10.9 11.1 

11.5 13.0 12.0 12.2 
21.1 20.1 35.0 37.4 
12.2 12.0 24.0 25.0 

4 13.1 13.5 25.0 26.4 9 34.0 30.5 29.5 30.0 
17.1 17.5 20.0 19.8 
29.5 25.1 15.5 16.0 
10.8 11.9 10.5 12.1 

10.4 11.6 10.B 11.1 
28.6 29.4 22.0 21.5 
21.5 20.6 25.0 24.6 

5 25.6 24.5 11.2 17.5 10 19.2 19.1 28.4 27.6 
13.1 13.6 17.0 17.5 
31.5 26.6 25.7 24.7 

10.5 12.0 10.1 11.1 

TABLA 13. DATOS DE TP OBTENIDOS EN EL PROCEDIMIENTO 
DE CAUBRACION DEL LOTE 12.y 



LA CALIBRACION FINAL CON THROMBOREL-S FUE : 

DIA n m CPRT.b ISIPRT,b SECPRT,b SEISl,PRT %CV1S1,PAT SE,Sl,b %CVISl,b 

8 0.266 1.30 1.44 0.051 0.057 3.97 0.094 6.51 

2 8 0.208 1.22 1.38 0.061 0.067 4.96 0.107 7.86 

3 8 0.091 1.09 1.21 0.065 0.072 5.97 0.107 8.85 
4 8 0.214 1.23 1.37 0.081 0.068 4.97 0.108 7.91 

5 8 0.163 1.17 1.30 0.050 0.055 4.25 0.085 6.56 

6 8 0.193 1.21 1.34 0.063 0.069 5.2 0.109 8.17 

7 8 0.156 1.16 1.29 0.049 0.055 4.25 0.084 6.54 

8 8 0.146 1.15 1.28 0.067 0.075 5.84 0.114 8.94 

9 8 0.027 1.02 1.14 0.044 0.049 4.30 0.070 6.17 

10 8 0.102 1.10 1.22 0.024 0.027 2.23 0.041 3.33 

í 10 80 0.134 1.14 1.26 0.038 0.042 3.36 0.064 5.11 

TABLA 14. PARAMETROS OBTENIDOS DE LA ESTANDARIZAGION DEL LOTE Z2y 
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COMPARACION DE COSTOS ENTRE LA TROMBOPLASTINA COMERCIAL 

THROMBOREL-s·y LA TROMBOPLASTINA DE TRABAJO. 

Las cantidadeS establecidas para la comparacibn de cosfos 

entre el Thromborel-S y la tromboplastina de trabajo, son las. 

necesarias para 59 de extracto de tromboplastina, obtenidas·~ 

partir de 1 Kg de cabezas de conejo; las cuales son de 

conejos jovenes de un año a año y medio, sanos y con un 

maximo de 24 hrs de haber sido sacrificados. 

De 5 g de extracto se obtienen 36 viales de tromboplastina 

liofilizada, con la formulacibn establecida mediante el 

estudio realizado en este trabajo. 

El balance de costos se establece unicamente, mediante el 

material y reactivos necesarios para la obtencibn y 

fabricacibn de la tromboplastina de trabajo, considerando los 

resultados obtenidos en la investigacibn realizada en est~ 

proyecto. 

No se va considerar el costo del equipo de 

liofilizacibn, desgaste y m<1ntenimiento del mismo, pues este 

va a depender del tipo y calidad del equipo del cual se 

disponga en un momento dado, para efectuar la produccibn de 

este reactivo (Tromboplastina tisular liofilizada J, pu~s 

depende principalmente
1 

del tipo de liofilizadora, el 

rendimiento de produccibn. Ademas se debe considerar que la 

formulacibn de este reactivo, abn no esta completa, dado que 

es necesario integrarle un conservador y un amortiguador. 



PRESUPUESTO DE LA TROMBOPLASTINA DE TRABAJO CONSIDERANDO 

SOLO LA FORMULACION ESTABLECIDA EN ESTE PROYECTO. 



Ahora bien, una caja de reactivo comercial Thromborel-S, 

contiene 8 viales, cada uno de ellos para hidratar con 4 rol 

de agua destilada, realizando 20 pruebas por vial, siendo un 

total de 160 determinaciones de l caja, la cual tiene un 

costo de N$ 300.00, en tanto que para producir 36 viales, los 

cuales se hidratan también cada uno con rol de agua 

destilada y se obtiene el mismo nllmero de determinaciones de 

cada uno de ellos, se necesita hacer un costo total de 

produccibn, considerando sblo las cantidades necesarias de 

reactivos y materiales a utilizar, respecto al costo en el 

mercado de ellos, de N$ 55. 75, por lo que con esta cantidad 

se puede hacer un total de 720 determinaciones. Con esto que 

da justificado, que implicando toda la serie de gastos 

necesarios para la produccibn de tromboplastina tisular 

liofilizada, su costo de produccibn sigue siendo bajo. Pues 

el reactivo se produce con la cuarta parte del costo de una 

caja de tromboplastina comercial y ademas se pueden realizar 

560 determinaciones m~s, en las condiciones propuestas. 

Sin embargo hay que tomar en cuenta que se realiza un 

costo total para adquirir los reactivos y materiales de 

N$ 803. 40, pero aun as1, como se esta produciendo un total 

de 4 cajas y media, se ",necesita N$ 1,350.00 para adquirir el 

reactivo comercial, por lo que la tromboplastina de trabajo, 

sigue siendo de mas bajo costo, ademas de que se cuenta con 

mas reactivo para seguir produciendo. 



DI5CU5ION DE RE5U~TAD05 

Se obtuvieron los lotes Zl, Z2 y Z3 para el desarrollo de 

éste estudio, siendo el lote Z3 el que se empleo mas pues .se 

encontraba en mayor proporcibn. 

Se realizaron curvas de referencia (% Quick) como parametro 

de exclusibn para cada cambio efectuado a la tromboplastina 

de trabajo en su formulaci6n en comparacibn con la 

tromboplastina de referencia Thromborel-5 (T-5), ésto se 

llevb a cabo, considerando que a medida que disminuye el 

angulo de inclinacibn con respecto al eje de las abscisas la 

sensibilidad aumenta y sí el ~nguio tiende a aumentar la 

sensibilidad disminuye por lo tanto en las curvas de 

referencia hay tromboplastinas con sensibilidad baja o 

sensibilidad alta. 

De esta manera en la grhf ica 1 se observa que el 

lote Zl presenta una sensibilidad mayor que la referencia T-S 

y una menor sensibilidap que el lote Z2. Por lo tanto el 

comport.amiento que presenta el lote Zl con respecto ala 

referencia T-S, nos indica que contamos con un lote de buena 

sensibilidad. 

Pretencl.:endo aumentar la sensibilidad de las 

tromboplastinas de trabajo, se integro sulfato de bario, a 

concentraciones de 1, 2, 4, 6 y 8 % al lote Z3, se utilizb 

como control el r.lismo lote pero sin integracibn da sulfato 

de bario, para observar modificaciones en los resultados. Por 

lo que en la grafica 2 se observa claramente que la 

tromboplastina de trabajo, no sufría realmente un aumento en 

106 



Úl sen~(bi~~:~~~/~.;P';ies, :~f ma~~ria ~de>los_ ·resUltadoS/ o.bte·nido"S 

tienden ·.a··. ser' ,parecido¿; 'AdeÍná~ de que. ~n. el ' 100. % de 

actividad ll¡~ u~.~ ~~ri~~ibn de Oi4 a O; 7 unidades entre cada 
. , - -~ ,·:-; - .• .:_,,,, ;_ '..:_--:. . ·" ·.> __ , ·,e 

cOnc8iitraciOfi_. __ e·v)11uada; ~--con.· -res~,-e~to 'al que no presenta 
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sulfato de ·,bario.· Lo cual es significativo pues se pretendio ·· 

priñciPalmente incrementar los tiempos de protrombina { TP), 

conforme ·el porcentaje de actividad, tratando de alterar el 

TP lo menos pasible en el 100 % de actividad, Estos 

resultados es posible se hayan obtenido debido a que se 

tienen lotes, con buena sensibilidad respecto a la referencia 

T-S, por lo que pudiera ser que la tromboplastina de trabajo, 

no presentara residuos significativos de FVI I, por otro lado 

se observb que el sulfato de bario dependiendo de la 

concentracibn, modifica el TP, en el 100 % de actividad. 

Tomando todo lo anterior en cu8nta, se continúo 

trabajando con los lotes obtenidos inicialmente. 

Continu.:mdo ahora con la determinacibn del soporte de 

liofilizacibn, en la tabla 3, se tienen la leche, la cual 

habla sido considerada uno de los me)ores soportes para la 

tromboplustina, sin embargo aqul se observa que en el 100% de 

actividad el TP se ve aumentado en 2.0 unidades con respecto 

al control, lo cual ya es bastante significativo, pero hai' 

que considerar que ul liofilizar, los tiempos no se ven 

realmente muy alterados, por lo que realmente proteje de] 

proceso de liofilizacibn a la tromboplastina, pero por otro 

lado al hidratar el color de la tromboplastina es blanco 

mate, aclP.mas de que se adhiere demasiado a la pared del \'ial, 



lOE 

lo cuai clifi~últ~ · su · s~lubiÚza~ibn y, 'tierie .. urf : asp·ec.fo· 

qu~·~'ra~'i·~·6:~~:·~·~:-·i~:-ií~i·i~·f;z:~·~~~:~ . ~-~~··r·:: ~~tl~ razones º~~.e:·····~·~Scaitá 
como· s~P~~~-~.:.Í~':.: .. {~~;~~ ,>':.:, · .. -·. :;·_.-:-· . }.·:·.::: ,':·:~::. · 

.• s~ ;~~~Í¿a:r~~~~e~f~ric~s, ~i~ctosa;(~{l:, 'Albiímina ·de 

huevo (AHf; Albumina bovina (AB¡-;evaluarid~ ~o~cent~~ci~nes 
dil~r.~~~-eS ~- l'as · ciiáles se fueron estableciendo conform~ los 

resµlt_adcis que se fueran obteniendo. Se decidía hacer 

mezcla~ en donde estuviera presente la lactosa, pues es un 

aditivo que brinda resistencia a la estructura, par lo que se 

evita con él, obtener un liofilizado quebradizo, guiandose 

por el aspecto poroso que presentb la albUmina de huevo sola, 

se penso en probar juntos a la lactosa y la albllm11rn de 

huevo. En la tabla 4 se observa que la AH 3% y AH 3% - Lt 3% 

presentan TP muy identicos al control, 1nejorandose la 

sensibilidad. Considerando lo antes mencionado de la Lt y 

AH, SP. decidio que el mejor soporte es AH-Lt (AH 3% y Lt 3%), 

en la grhfica 4 se aprecia, como bajo estas condiciones la 

tromboplastina de trabajo presenta mejor sensibilid3d. 

Ademas el liofilizado presenta un aspecto poroso, no ésta 

adherido a la pared del vial, se disuelve fb.cilmente y ya 

hidratado presenta un color ligeramente mhs amarillento que 

la referencia Thromborel-S. 

En la tabla 5, se muestran los resultados para las 

curvas de referencia, n~evamente de los lotes Zl, Z2 y Z3 en 

las mismas condiciones que los mostrados en la tabla 1, se 

realizb nuevamente su estandarizacibn, pues se encontrb un 

aumento en los TP, por lo que se evalub en forma individual 



cada lote, s~glln su comportamiento ante el almacenamiento. 

Se cree que el incremento de los tiempos se debio 

posiblemente a un aumento del contenido de humedad del 

extracto ·ae tromboplastina, pues es muy higroscbpica, lo cual 

pudo ser la causa de que ahora el lote Z2?t Y Z2y sean los 

lotes mas sensibles con respecto a la referencia T-S, como s~ 

puede observar en la grafica 5. 

Para la determinacibn del agente surfactante, se probb 

el etilenglicol inicialmente, pues era con el que se contaba 

unicamente. Se probaron arbitrariamente las concentraciones 

3, 5, y 10 % , los resultados obtenidos indicaron que se 

requeria encontrar una concentracibn menor al 3'!, dado las 

curvas de referencia obtenidas, ademas que el etilenglicol a 

estas concentraciones no proporcionb un aspecto poroso ni 

facilidad para disolver el reactivo. 

Se continllo evaluando concentraciones mas pequeñas 

entonces que 3% y se encontrb que al 0.75 

brindaba en apariencia mejores 

el etilenglicol 

caracteristicas, 

posteriormente se contb con el propilenglicol y se decidio 

probarlo unicamente la concentracibn de O. 75 en 

comparacibn con el etilenglicol y fue asi como se observb que 

el liofilizado obtenido unicamente con el soporte era mas 

f.3.cil de disolver y tenia buen aspecto en tanto que con el 

etilenglicol integrado se observb un poco de dificultad para 

disol'ler el reactivo ll.ofilizado y su aspecto no era tan 

poroso y con el propilenglicol el aspecto del reactivo 

liofilizado era aun menos poroso y presentb bastante 
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dificu1t_.ad _:·P<?.ra' ai~?lv~r!O asi _ como t.lffibién se". preser:itaron 

problemas p~ra 'pode'r ÚoÜÜziirio. En la 'tabla 6 se pueden 

.ob~-~ry~; ·.·.;l~~·/" ri~m~~·s ~'~tenido~-· con el reactivo liofilizado 

:pre~-e-nt·~·da~·~;~:ti~:¿~g{icÓl los cU~les no va·rian .~uch_o respecto 

·al l:eaétivo,~:·-liofilízado que tiene unicamente el soporte en 

-·tanto-- qu_e ___ ccin er propilenglicol se observaron resultados muy 

diferentes y que no son adecuados si consideramos la 

~rOmb~plastfna liquida sin el agente surfactante y sin el 

soporte. 

Ahora continuando con la integracibn del ibn calcio, 

se decidib integrar el calcio en la concentracibn que se 

trabaja normalmente para la determinacibn del TP, que es 0.02 

M, y se sabe que durante el proceso de liofilizacibn lo que 

se pierde es el agua por sublimación, en tanto que las sales 

y solutos no se pierden, se deben de conservar en l~s 

proporciones establecidas, y si el soporte es el indicado se 

van a proteger del proceso de liofilizacibn. En la tabla 7 

se muestran los resul tarlr:is obtenidos para las curvas de 

referencia, probandose en la liofilizacibn 2 y 4 ml 1 siendo 

que al inicio de éste proyecto se utilizó ml para 

liofilizar al igual que en otros estudios reali=ados. ~ere 

considerando que la OMS pide qu? los viales que se trabajan 

para la calibr3ción de tromboplastinas debe de tener un 

mínimo para 10 pruebas, por lo que se estab!ecio, liofilizar 

2 y 4 ml para realizar' un nUmero de pruebas de 10 y 20 

respectivamentP., con cada vial liofilizado. 
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Se en.Contl".b ~~.~r: ·:!:6 · ·t_a.Íl_t~ ·que ··Íos; resulta dos obtenidos 

para el o_·~i·~¡ ~.:i:~fli¡~-~~·~, --~ci:~n :A ,~~-, 'preserltb los TP mas 

simÍia~-~-~)-~ Vi~':: t'I-'ó-mbOP1~-s·t·1na.:"d~_\t~aQaj'o_ qu0 tenia el soporte 
"":; ·_--::,-.:;~_-._ -·....;-::.~--'-- -- .>-. .- -

integr~d~::_:y·;:~·l cilC:ió: no'ic esto puede 'apreciarse mejor en la 
--·,_; 

C.ú:·)JffC~--7~( ·r-:,.o---; 
_, 

Ef-tiempo observado para· liofilizar 2 ml. fue de 1:30 
-;_'. '· : ~ " - ,. '- - ~- . 

hrs: En _·tan_to. que. para 4 ml ·fue de 2:30 hrs. Por- lo que 

conviene liofilizar 4 ml y poder determinar 10 pruebas por 

una 'hora más de liofilizacibn, durante un proceso de 

produccibn, en tanto que si se tuvieran que obtener los 4 ml 

en 2 procesos de liofilizacibn diferentes se invertirian 3 

hrs, por tanto más tiempo asl corno mas material y gasto de 

equipo, entre otras cosas. 

Por otro lado cabe mencionar que los viales 

liofilizados con un volumen de ml, conteniendo el soporte y 

el calcio integrado, tendla a presentar un aspeclo del 

reactivo liofilizado muy similar al de referencia T-S. Para 

tener un control del proceso se hidrato un vial del reactivo 

comercial T-S, y se liofilizb simult~neamente con la 

tromboplastina de trabajo bajo las mismas condiciones de 

liofilizacibn. Se observb que tardo el mismo tiempo en 

liofilizarse, asl como la estructura que presenta en el 

aspecto poroso ~s similar en ambos. Tanto T-S y la 

tromboplastina de trabajo se disolvieron f~cilmente, la bnica 
' diferencia mas marcada que se observb, fue que tenla un color 

blanco el T-S y la tromboplastina de trabajo es ligeramente 



amarillenta (La tromboplastina de trabajo fue_liofilizada con 

el soP~r·te 'Y calcio· Unicamente.). 

Para establecer la formulacibn de la tromboplastina .de 

trabajo, se probaron soporte, agente surfactante, ibn calcio, 

en_ las_ condiciones que se establecieron como mas apropiadas·, 

estci se observa en la tabla 8. Los TP obtenidos tienden a 

ser muy similares, presentando una variacibn de 0.2 a 0.6 

unidades en el 100 % de actividad. Ademas de los TP 

obtenidos1 es importante tomar en cuenta, aspecto del 

liofilizado, facilidad para disolverse. Tomando esto en 

cuenta el liofilizado que presentó el mejor aspecto y que se 

hab1a mencionado antes, fue al que se le integrb sblo el 

soporte y el calcio, se disolvib muy f~cilmente, en tanto que 

el que tenla el soporte, el calcio y el etilenglicol, su 

aspecto no era tan poroso y presentb un poco de dificultad 

para disolverse y el color del mismo era un poco mas 

amarillento. 

En base a estos resultados, se descart~ el integrar el 

agente surfactante, y se establece, sblo la integracibn del 

soporte AH-Lt (Alb~mina de huevo 3% y Lactosa 3%), con el ibn 

calcio integrodo en una solucibn 0.02 H. 

Anteriormente se establecib que el lote mas sensible 

fué el Z2x y Z2y, pues son los que presentaron una curva de 

referencia muy similar a la tromboplastina de referencia T-S. 

Por lo cual se calibraron ambos lotes con T-S. obteniéndose 

' para el lote Z2x un ISI de 1.19 y para el lote Z2y un ISI de 

1.26, variando sblñmente por 0.07 unidades, por lo tanto el 
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ISI obtenido en ambas calibraciones, fue relativamente 

similar. Se obtuvo un i de coeficiente de variacibn (CV) 

para el L-Z2x de 3.9 y para el L-Z2y de 3.36. Su % de c.v. 

fue relativamente mayor al permitido por la OMS (< 3 %), pero 

que puede ser aceptable si es menor a un 5 % • Por lo tanto 

el L-Z2x es O. 9 unidades mayor y el L-Z2y es O, 3 unidades 

mayor. 

Se hizo una comparacibn de costos con respecto a la 

formulacibn establecida en éste proyecto y el costo de el 

reactivo comercial T-S. 

Se establecib realizarlo en base a la produccibn que 

se obtendria de 1 Kg de cabezas de conejos sanos y con un 

promedio mhr.imo de ser sacrificados de 24 horas. Se ha 

determinado que por cu.da cerebro de conejo se obtiene un 

gramo de e>:tracto y como 1 Kg de cabezas contiene un promedio 

de cab~zas se obtendrian gramos de extracto de 

tromboplastina. Con lo cual se pueden obtener 36 viales de 

tromboplastina liofilizada, con la formulacibn establecida 

durante éste estudio. 

El balance de costos se establece unicamente mediante 

el material y reactivos necesarios para la obtencibn 

fabricacibn de la tromboplastina de trabajo. 

el costo del equipo de liofilizacibn, 

No se considerb 

desgaste y 

mantenimiento del mismo, pues depende del tipo y calidad del 

equipo del cual se disponga para efectuar la produccibn del 

reactivo (Tromboplasti~a tisular liofilizada), pues el 
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rendimienfo de produccibn depende principalmente del. tipo de 

liofilizadora con que se cuente. 

Considerando que la formulacibn establecida .. en este 

p~oyecto -.aun no esta completa, pues es necesario integrarle 

un conservador y un amortiguador. 

En- base a estas condiciones si sblo se toma en cuenta 

las cantidades exactas de los reactivos para su produccibn el 

costo es de 56 nuevos pesos y con este costo se realizarían 

un total de 720 determinaciones. Con esto se justifica que 

al incrementar todos los gastos necesarios, tomando en cuenta 

una formulacibn completa, el costo de produccibn sigue siendo 

bajo¡ si tomamos en cuenta que una caja de T-S tiene un costo 

de 300 nuevos pesos. El reactivo se produce por lo tanto con 

la cuarta parte del costo de una caja de tromboplastina 

comercial T-S, y adernl:ls se pueden realizar 560 

determinaciones mas. 

Ahora bien si se considera el costo total en la 

adquisicibn de los reactivos y materiales, este es de 

N$ 803.40 pero aun asi, como se esta produciendo un total 

de cuatro cajas y media¡ se necesitaria NS 1,350.00 para 

adquirir el reactivo comercial, por lo que ln tromboplastina 

de trabajo, sigue siendo de mas bajo costo, además de que 

cuenta con un gran remanente para seguir produciendo. 



CONCLUSIONES 

Se' obtuvieron lotes con diferente sensibilidad (Zlx, Zly, 

Z2x, Z2y, Z3x y Z3y), siendo los lotes Z2x y Z2y los que 

presentaron una sensibilidad similar a la tromboplastina de 

refarencia Thromborel-S ( T-S}, con base a las curvas de 

referencia. 

Se establecio que para los lotes obtenidos el sulfato de 

bario no aumento la sensibilidad. 

Los agentes surfactantes propuestos ( etilenglicol y 

propilenglicol}, no beneficiaron como se planteo inicialmente 

a la tromboplastina en su porosidad y solubilidad. Por lo 

que se suprimio el usarlo en la formulacibn. 

Presento características muy similares el liofilizado, al 

reactivo de referencia T-S, con el ibn calcio integrado en 

una solucibn 0.02M y con el soporte albUmina ae huevo 3% y 

lactosa 3 %. 

Por lo tanto se calibraron los lotes zzx y Z2y en lJ.s 

condiciones antes mencionadas. Las calibraciones realizadas 

fueron de manera indirecta con tromboplastinas de referencia 

terciarias (comerciales¡ Thromborel-S). 

De la calibracibn se obtuvo un !SI para L-Z2x de 1.19 y 

para ei L-Z2Y de 1. 26, con un % de CV de 3. 9 y 3. 3 

respectivamente, por lo que fueron relativamente mayores al 

permitido por la OMS (< 3 %) pero que puede ser aceptable si 

es menor a un 5 % • Por lo tanto los % de C'J son menores al 

maximo permitido. 
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D.e. los .. r.esult¡;dos. obtenidos para el L~Z2X y el L.-Z2Y y 

hac.i0il~o ';i.:~-. ~-~mpar-~~ibn bibliografica, se puede decir qu8:,,_10S: 
'·. ·.··. -~ :·-_ -.... <··._ ·-.. · 

lotes · pro'ducidos ·en FES Zaragoza, son parecidos al pr?duCt_o 

·come.rc.ial.:· de)mportacibn Thrombore 1-S de Behring,. a pesar ·ae 

s-~r -~~~~-~~¡-e~~:~s de especies y organos diferen~e~, 'd~--~--:~-~~-~-~\-~ ·.-

, d0 cOn-ejo -y placenta humana respectivamente. 

Por lo tanto en la FES Zaragoza es conveniente seguir 

produciendo lotes con la misma sensibilidad que el L-Z2r. o 

el·-L-Z2y o aun mejorar su sensibilidad, pero con un % de CV 

bajo ( < % ) , que se parezca aun mas a la preparcibn de 

referencia. 

Ademas se comprobb con la comparacibn de costos, que se 

esta produciendo un reactivo econbmico 1 de gran utilidad en 

el laboratorio clinico, fbcil de trabajar, y con una 

sensibilidad comparable al reactivo comercial. 

Con la calibracibn de tromboplastinas, el TP de pacientes 

que reciben anticoagulantcs orales deberán reportarse en RTN, 

el cual toma en cuenta las diferentes sensibilidades de las 

diferentes tromboplastinas a los efectos de los 

anticoagulantes orales, puesto que proporciona un simple 

medio de obtencibn de una medida universal -una que tiene un 

mismo significado en todo el mundo independientemente de la 

fuente de tromboplastina-; facili_tando el control de este 

tipo de pacientes. 

Cuando son padecimientos donde no se administran 

anticoagulantes orales, se reporta un tiempo en segundos (con 

control), porcentaje dc
1 

actividad (con base a la curva de 



refe.rencia} o en radio de protrombina (RP}, mientras no se 

proponga una escala universal. 

Por todo lo anterior se debe establecer un conservador y 

amortiguador adecuados con los cuales el reactivo cumpla con 

todos los requerimientos que exige la OMS, para asi producir 

en FES Zaragoza un reactivo de alta calidad y sensibilidad 

comparable a productos de importacibn en donde su tecnologla 

e infraestructura es avanzada. 

, Ahora bien tomando en cuenta el TLC debe pensarse 

seriamente en la competitividad. Para ello, se requiere 

perfeccionar el proceso de produccibn e ingenieria de 

productos. 11 Si nuestra tecnologla no esth al nivel de otros 

paises, que producen articulas en masa con poca inversibn, la 

situacibn para México no mejorara y nos veremos desplazados 

del mt?rcado ". 
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