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l. 

RESUMEN 

Con el fin de hacer una evaluación en nuestro país sobre 

una buena técnica, en la cual se obtenga un mayor contenido 

de Factor VIII, en los crioprecipitados, obtenidos en el ba~ 

co central de sangre del Centro Médico Nacional, se analiza­

ron 60 crioprecipitados, 35 fueron obtenidos por la técnica 

de E.e. Masan (1978) y 25 obtenidos por la técnica de Pool y 

Shannon (1965). 

A estos dos grupos de crioprecipitados se les determinó 

la actividad de Factor VIII en Unidades por el método de 

Biggs y colaboradores, así como el contenido de proteínas to 

tales por el método de Biuret, fibrinó9eno, por el método de 

Ratnoff y Menzie, anticuerpos aglutinantes y hemolíticos por 

métodos inmunol6gicos. 

Los resultados obtenidos demostraron oue se obtiene un 

mayor contenido de actividad de Factor VIII en los crioprecl 

pitados obtenidos por la técnica de Masan, así también se ob 

servó que en los crioprecipitados obtenidos de plasma de gr~ 

po sanguíneo A contienen un mayor contenido de actividad aue 

los grupos O y B. 

Esto también ocurre por la técnica de Pool y Shannon pero 

el contenido de actividad de Factor VIII es menor. 



Los crioprecipitados obtenidos por la técnica de E. C. 

Masen presentaron un mayor contenido de proteínas totales y 

de anticuerpos aglutinantes y hemolíticos y un menor conte­

nido de fibrin6geno. En cambio en los crioprecipitados obt~ 

nidos por la técnica de Pool y Shannon presentaron un menor 

contenido de proteínas totales y de anticuerpos hemolíticos 

y un mayor contenido de fibrin6geno. Aunque no fue una dife 

rencia estadísticamente significativa. 

2. 
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INTRODUCCION 

un crioprecipitado es un derivado protéico del plasma huma­

no, que contiene factor VIII o Globulina Antihemof ílica en for­

ma concentrada, que es de utilidad para el tratamiento de pa­

cientes con hemofilia A (deficiencia de factor VIII) (111. 

En 1955, Bidwell elabor6 los primeros concentrados de Globu­

lina Antihemof ílica a partir tanto de sangre bovina como porci­

na (1,2); posteriormente Kekwick y Wolf en 1957 y Blomback en 

1958 elaboraron concentrados de Globulina Antihemofílica a par­

tir de sangre humana (3,4,5). Pool y Robinson en 1959 observa­

ron que en el plasma al estar almacenado en refrigerador preci­

pitaba una sustancia insoluble en frío (crioprecipitina) , encon­

trando que contenía una cantidad importante de Globulina Anti­

hemofílica (6); con base a ésto, Pool, Hershgold y Pappenhagen 

en 1964 (7) elaboraron una técnica para producir concentrados a 

gran escala, aunque se presentaron algunos problemas que princi-' 

palmente consistían en una muy baja recuperaci6n de la Globuli­

na Antihemofílica del plasma tratado, además de problemas rela­

cionados con la esterilidad durante el proceso del producto. 

Valiéndose del sistema cerrado de las bolsas de plástico, 

de las centrífugas refrigeradas y tomando como base las expe­

riencias anteriores, Pool y Shannon en 1965 desarrollaron una 

técnica para obtener concentrados de Globulina Antihcmofofílica 

humana, dentro de los límites más estrictos de esterilidad, con 
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la que se recupera un buen porcentaje de la Globulina Antihemofí­

lica y se puede hacer a gran escala (8,9). Esta técnica consiste 

fundamentalmente en congelar el plasma rápidamente por inmersi6n 

en un medio de hielo seco-alcohol y se almacena en un refrigera­

dor a 4ºC durante 24 horas aproximadamente, tiempo suficiente pa­

ra obtener un descongelamiento y la precipitaci6n del Factor VIII. 

Para el tratamiento de pacientes hemofílicos se cuenta con el 

plasma fresco (no más de 6 horas de haber sido separado de la san 

gre recién extraída) . Este producto contiene una unidad de Globu-

1 ina Antihemofílica por ml; es decir, de una donaci6n de sangre 

de 500 ml se obtienen 250 ml de plasma y por lo tanto 250 unida­

des de globulina antihemofílica. 

Los crioprecipitados contienen entre 60 y 80 unidades de Fac­

tor VIII en un vol limen aproximado de 25 ml. En un estudio practica­

do en 1968 en el Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacio­

nal (10), se estimó que los concentrados contenían 120 unidades+ 

29 unidades de Factor VIII, mediante su evaluación en algunos pa­

cientes. 

En los últimos 10 años en varias partes del mundo se ha inte~ 

tado mejorar la técnica para la obtención del crioprecipitado a 

fin de obtener un mejor rendimiento de Factor VIII. Esta técnica 

es la de E. C. Masan (11), que pretende obtener un mejor rendi­

miento y reducir la técnica de preparaci6n de 24 horas a aproxim~ 

damente 2 horas, y cuya característica fundamental es la descoge­

laci6n acelerada del plasma mediante la inmersión del plasma en 

agua corriente a 4°C. 
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También se cuenta con· el factor VIII purificado preparado 

por la Industria Farmacéutica (26) y del que aproximadamente 50ml 

contienen de 250 a 500 unidades de Factor VIII, con la ventaja 

que se presenta liofilizado. El alto costo de éste, lo ha hecho 

poco accesible. En pa!ses en desarrollo como México, el criopre­

cipitado es empleado en más del 90 por ciento de los casos de 

hemof!licos que requieren tratamiento •. 

En 1983 el Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacio­

nal, puso en marcha la técnica de E. C. Masan para la prepara­

ci6n de los crioprecipitados, y uno de los prop6sitos de esta 

tesis es el de definir las diferencias de contenido de factor 

VIII, en los crioprecipitados obtenidos por la técnica de Pool 

y Shannon(l,960)y la de E.C.Mason (1970}. De acuerdo con lo repo~ 

tado en la literatura mundial los concentrados de Factor VIII 

preparados en el Banco Central de Sangre del Centro l!édico Na­

cional con la técnica de E.e. Masen deben de contener una pro­

porci6n mayor de Factor VIII que los que contienen los prepar~ 

dos con la técnica de Pool y Shannon (12). 

Este estudio fue realizado en el Banco Central de Sangre del 

Centro Médico Nacional, en un per!odo comprendido del mes de 

septiembre de 1903 a julio de 1904. 

Los análisis del laboratorio de los concentrados de factor 

VIII incluyeron: 

l. Dosificación del factor VIII. 

2. Determinación de fibrin6geno. 
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3, Determinaci6n de proteínas totales 

4. Determinaci6n de anticuerpos aglutinantes y hemolíticos 

del plasma del grupo sangu!n~o ABO. 



7. 

GE.NEMLIDADES 

La primera informaci6n de Hemofilia apareci6 alrededor de 

500 años A.C. en el Talmud y escritos rabínicos. La ley hebrea 

excusaba al niño del rito de la circuncisi6n si sus hermanos ha­

b!an sangrado copiosamente después de la misma (13). 

Hacia el siglo XII, Maimonides reconoci6 que la enfermedad 

era trasmitida por la madre asintomáticamente, y no fue sino 

hasta 1828 que Hopff, introdujo el término de "Hemofilia" (que 

significa amor a la sangre) , y en el que se agrupan una gran 

cantidad de pacientes con problemas hemorrágicos. 

Como había sido mostrado previamente que el tiempo de coa 

gulaci6n de la sangre de un hemofílico era anormalmente prolo~ 

gado, en 1910 Addis estableci6 mediante experimentos in vitre 

e in vivo, el acortamiento del tiempo de coagulaci6n al adicio 

nar plasma normal al plasma hemof!lico. Además defini6 que· el 

defecto en la coagulaci6n' en la hemofilia estaba acondicionado 

por el retraso en la coversi6n de protrombina a trombina y la 

correcci6n del tiempo de coagulaci6n prolongado en Hemofílicos, 

con transfusi6n de sangre normal,(14,15) 

En 1911, Bullock y Fildes establecieron a la hemofilia como 

una entidad clínica específica que debía llenar algunos requisi­

tos para el diagn6stico y que incluían cierta facilidad para el 

sangrado excesivo desde la infancia, restricci6n al sexo mascu­

lino, historia familiar de hombres afectados en la misma forma, 

la transmisi6n del padecimiento por mujeres aparentemente sanas, 
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un tiempo de coagulaci6n alargado y la ausencia de otra anorma­

lidad que pudiera ser la causa del sangrado (16). 

En 1937 Patek y Taylor (17), designaron a la fracci6n del 

plasma normal que corregía las alteraciones de la coagulaci6n 

de la sangre de los hemofílicos como Globulina Antihemofílica. 

En 1952, se realiz6 un nuevo ensay9 para la cuantificación 

de la Globulina Antihemofílica, hoy conocida como prueba de ge­

neración de tromboplastina, encontrándose por medio de ésta gue 

había una deficiencia de Globulina Antihemof ílica actualmente 

conocida como factor VIII. 

En este mismo año se distingui6 a la hemofilia A de la B en 

laboratorios diferentes casi al mismo tiempo y fue de mucha im­

portancia ya que se demostr6 que la fracci6n del plasma que co­

rregía el plasma de la hemofilia B no tenía efecto sobre el de 

la hemofilia A y viceversa (18, 19, 20). 

A la deficiencia de factor VIII se le da el nombre de Hemo­

filia Clásica o Hemofilia A. Mientras que a la deficiencia de 

factor IX se le conoce como enfermedad de Christmas o Hemofilia 

B. En 1953, Rosenthal describi6 casos que parecían ser de hemo­

filia pero en los cuales ni el factor VIII ni el IX eran defi­

cientes, atribuyendo el defecto de la coagulaci6n a otro factor 

diferente de los anteriores y al que llam6 Antecedente Trombo­

plastíco del plasma (PTA), factor XI o factor antihemofílico c. 

Su deficiencia ocasiona la enfermedad de Rosenthal. 

La Hemofilia A o Hemofilia Clásica es una enfermedad hemo-
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rrágica hereditaria, producida por un trastorno genético resul­

tante de la mutaci6n ocasional de un gen del cromosoma sexual 

X; esta mutaci6n da lugar a la ausencia de un elemento importa~ 

te en el proceso de la coagulaci6n sanguínea (factor VIII-C) m~ 

tivando que las hemorragias provocadas o espontáneas se prolon­

guen y en ocasiones sean incontenibles. 

La enfermedad se presenta exclusivamente en el hombre y es 

menos frecuente en las mujeres (21) , se caracteriza por una dis 

minuci6n en la actividad biol6gica del factor VIII-e. Es trasmití 

da a través de las mujeres portadoras del gen afectado por la 

hemofilia el cual está localizado en el cromosoma sexual X (22). 

Las mujeres portadoras frecuentemente no muestran efectos clíni 

cos y trasmiten la enfermedad al 50 por ciento de sus hijos va­

rones siendo portadoras el 50 por ciento de sus hijas (23,24). 

Figura No. 1 

Las características de trasmisi6n de la deficiencia de la 

fracci6n procoagulante del (F-VIII-C) , pueden ser de varios gr~ 

dos, clasificándose usualmente como: severa, moderada y leve 

dependiendo de la cantidad de F-VIII-C biol6gicamente activo 

que esté presente. El nivel plasmático de F-VIII-C es de 50 a 

200 por ciento de actividad. Los hemofílicos severos tienen 1% 

o menos de actividad y están expuestos a sangrados espontáneos 

en mdsculos, articulaciones y membranas mucosas.(24,25,26) 

La forma moderada aparece con ni.veles de F-VIII-C del 2 al 

5% y se asocia a una tendencia franca a sangrar, no hay hemorr~ 



10. 

gias graves ni hemartrosis en este nivel (27,28). 

Los hemof!licos leves alcanzan niveles de F-VIII-C del 5 al 

30% y no sufren sangrados espontáneos ni tampoco hemartrosis; 

únicamente tienen dificultad cuando los mecanismos hemostáticos 

son alterados por extracciones dentarias o procedimientos qui­

rúrgicos (29) 

La Hemofilia A es una enfermedad relativamente poco común, 

que se presenta con una incidencia total de 1 por cada 13,000 a 

14,000 hombres (30). Encontrándose que la forma severa se en­

cuentra en 1 de cada 25,000 varones (31). La sociedad Mexicana 

de Hemofilia sólo ha registrado a 1 Hemofílico por cada 77, ha 

bitantes. 

En la Hemofilia A se encuentra afectada la fracci6n F-VIII-C 

del complejo molecular F-VIII, en cambio la fracci6n F-VIIIR-WF 

se encuentra presente en cantidades y funciones normales (29). 



TRANSMISION GENETICA DE LA HEMOFILIA 

Figura No. 1 

X Xº 1--~~~~~~--,.--~~~~~~~~ 
~M-u_j_e_r-~ ~ 
Portadora Normal 

X X 

Conclusiones: 

1.- El 50% de las hijas 
son portadoras 

X Xº 

2.- El 50% de los hijos 
son hemofílicos 

....__x_x_~--------.--------~ 
Mujer 
Normal 

X Xº 

Conclusiones: 

1.- Todas las hijas son 
portadoras 

Xº = Cromosoma afectqdo. 

X Xº 

Hombre 
Hemofílico 

2.- Todos los hijos 
son normales 

11. 
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SINTESIS DE FACTOR VIII 

El sitio de síntesis de la Globulina Antihemofílica conti­

núa siendo en la actualidad un enigma, pese a las numerosas i~ 

vestigaciones que se han realizado tratando de aclarar su si-­

tic exacto de producción. 

Estudios de perfusión y transplante de tejidos sugieren 

que el F-VIII-C es producido por el hígado bajo algunas condi­

ciones (32,33,34,35). Hay conjeturas sobre la función importa~ 

te que juega el hígado en la producción de F-VIII-C, ya que en 

enfermedades hepáticas severas se encuentran valores normales 

o altos, lo que apoya el concepto de que existe una fuente ex­

trahepltica de esta proteína. Algunos estudios sugieren que se 

produce predominantemente en hígado y ¿n menor cantidad en ba­

zo, pulmón n6dulos linfáticos y rifión (36). 

Estudios realizados de inmunofluorescencia (37,38,39) y 

técnicas de inmunoperoxidasa (40,41), han identificado que la 

fracción de F-VIIIR-WF es sintetizada en células endoteliales 

de arterias, arteriolas, capilares y en venas a lo largo de 

todo el cuerpo, así como de megacariocitos y plaquetas. 

El factor VIII o Globulina Antihemofílica es una glucopro­

teína compleja presente en el plasma y con peso molecular de­

pendiendo del grado de contaminaci6n con fibrin6geno se ha re­

portado hasta 2 millones de Daltons, y participa en la vía in­

trínseca de la coagulación. Está disminuida o ausente en la He 

mofilia Clásica. 
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El Factor VIII per se, no es capaz de activar al factor X 

en ausencia de trombina; la activaci6n del factor X por el Fac 

tor VIII requiere de la presencia de Factor IX activado el cual 

es un complejo formado por Factor IX activado, Factor VIII, fo~ 

folípido plaquetario o factor plaquetario 3 (FP 3) y calcio i6ni 

co (42). 

Se han encontrado dos funciones importantes del Factor VIII 

ya purificado. 

1.- Una actividad procoagulante, que tiene la propiedad de 

corregir el tiempo de tromboplastina parcial activada 

del plasma hemofílico A, y que está dada por F-VIII-C, 

con un peso molecular de 285,000 Daltons, y se encuen­

tra en una concentraci6n de 222 nanogramos/ml en el 

plasma, siendo su vida media de 8 a 12 horas (43,44,45). 

Su función es acelerar la coagulaci6n de la sangre por su 

funci6n de cofactor en la activación enzimática del factor X 

por el Factor IX activado, en presencia de fosfolípidos y cal­

cio i6nico. En ausencia del Factor IX activado el Factor VIII-C 

no tiene capacidad intrínseca para activar al Factor X (46,42). 

La trombina desempeña un papel importante en la regulación de la 

actividad coagulante del F-VIII-C. Pequeñas cantidades de trom­

bina (aproximadamente .01 U/ml) son suficiente para incrementar 

la actividad coagulante del Factor VIII 20 veces, pero en pre­

sencia de grandes cantidades de trombina el Factor VIII es rápi­

damente destruido (42). 

2.- El Factor Von Willebrand que tiene la propiedad de co-
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rregir in yitro la ag~egaci6n plaquetaria anormal de las 

mismas con ristocetina, y se encuentra ausente o con fun 

ci6n anormal en la enfermedad de.Ven Willebrand, en cam­

bio el Factor VIII-e puede encontrarse en condiciones 

normales o disminuido. 

El peso molecular del Factor VIIIR-WF es de 800,000 a 

12,000,000 Daltons y está constituida a partir de subunidades 

básicas idénticas de diferente grado de polimerización (47,48), 

el valor estimado para el Factor VIIIR-WF en el plasma humano 

es de 5 a 10 Microgramo/ml, este valor es aproximadamente 100 

veces mayor que la concentraci6n en el plasma de Factor VIII-e 

(49). su función es promover la hemostasia primaria, mante­

niendo el control en las funciones de las plaquetas normales. 

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS 

El Factor VIII humano migra electroforéticamente entre las 

alfas y las betas globulinas, ha sido descrito por varios auto­

res como una alfa 2 lenta, una pre beta e incluso como una be­

ta globulina. Su coeficiente de sedimentaci6n se ha estimado 

que oscila entre 7S y 21S, tiene un espectro de absorci6n en 

el campo ultravioleta distinto a la mayorfa de las protefnas 

con valores que van entre los 255 y 278 nm ésto puede ser de­

bido a dos factores; el efecto de disperi6n de la luz de una 

gran molécula o bien su contenido relativamente bajo de tiro­

sina (50). 

Su actividad no se presenta en el suero, ni puede ser ab­

sorbido por absorbentes inorgánicos, lo que facilita una buena 
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obtenci6n de éste para el estudio de su actividad en el plasma 

(25). La actividad del factor VIII precipita en el plasma, ju~ 

to con el fibrin6geno, en una saturaci6n de sulfato am6nico al 

25%. El factor VIII del plasma se inactiva más tempranamente 

por una congelaci6n lenta o por el almacenamiento a 4ºC, que 

por una congelaci6n rápida y almacenamiento por debajo de-20°C. 

Su actividad disminuye con la trombina, tripsina y agentes fi­

brinoU:ticos. Tambit1n se puede precipitar del plasma junto con 

el fibrin6geno con alcohol, o por procedimientos con éter, pr~ 

cipitándolo del plasma junto con otras crioprote!nas a bajas 

temperaturas. 

COMPOSICION QUIMICA 

El análisis químico realizado por varios autores demostr6 

que la Globulina Antihemofílica, contiene aproximadamente un·. 

75% de aminoácidos, un 11% de carbohidratos y un 11% de lípi­

dos neutros ( 51,52,53). 

Los carbohidratos que la constituyen son principalmente he 

xosas, hexosaminas, ácido neuraminico y ácido siálico. 

Entre los aminoácidos que lo constituyen se encuentran li­

sina, histidina, arginina, ácido aspártico, treonina, serina, 

ácido glutámico, prolina, glicina, alanina, valina, metionina 

isoleucina, tirosina, fenil alanina y triptofano. 
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ESTRUC~URA MOLECULAR 

Hasta hace pocos años eran escasos los conocimientos sobre 

la estructura molecular del factor VIII, pero actualmente en 

hallazgos genéticos, clínicos y de laboratorio de las distin­

tas enfermedades de Van Willebrand y la Hemofilia, se ha acep­

tado que el factor VIII es un complejo bimolecular. 

1.- Una molécula de bajo peso molecular responsable de la 

actividad coagulante (F-VIII-C) y 2.- Una molécula de alto pe­

so molecular responsable de la actividad Van Willebrand (F-VIIIR­

~. 

Estas tienen distintas características en sus propiedades 

biol6gicas, bioquímicas, inmunol6gicas y de control genético. 

Algunas observaciones indican que en el plasma hay interacci6n 

de estos dos componentes F-:VIII-C y F-VIIIR-WF por medio de 

fuerzas electrostáticas para formar el complejo de factor VIII 

( 54). 

El primer componente es la f racci6n coagulante de la molé­

cula conocida como F-VIII-C o factor antihemof!lico contiene 

la propiedad coagulante y es inactivada por anticuerpos huma­

nos contra este factor, puede ser medido por métodos inmunol6-

gicos como ant!geno de factor VIII coagulante (F-VIII-C Ag) 

cuando estos reactantes son empleados en inmunoensayos. 

El segundo componente es el factor VIIIR-WF, o factor von 

Willebrand, es la fracci6n que constituye la mayor parte de la 
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masa protéica, el cual interactúa con las plaquetas de manera 

que promueve la hemostasis primaria, puede ser inmunoprecipit~ 

do por antisueros heter6logos específicos, se encuentra ausen­

te o con funci6n anormal en la enfermedad de Von Willebrand. 

El Comité Internacional de Trombosis y Hemostasia adopt6 

una terminología uniforme para describir las varias activida­

des atribuidas al factor VIIIR-WF (55¡ , de acuerdo a los subti 

pos clínicos de la enfermedad de Von Willebrand: 

Nombre propuesto 

VIIIR-Ag 

VIIIR-WF (BT) 

VIIIR-WF(GB) 

vuI:..wF(RCFl 

Definici6n 

Actividad antigénica relacionada 

al factor VIII. 

Actividad relacionada al factor 

VIII que está asociada con el com 

portamiento del tiempo de sangra­

do. 

Actividad relacionada al factor 

VIII que está asociada con la re­

tenci6n de plaquetas en columnas 

de perlas de vidrio, 

Actividad relacionada al factor 

VIII que está asociada con la agr~ 

gaci6n de plaquetas por ristoceti-

na. 



INTERPRE'rACION ESQUEMATICJ\ QUE INDICA LA INTERACCION DE 

LOS DOS COMPONENTES, FUNCION Y CONTROL GENETICO DEL FACTOR. 

VIII. 

F-VIIIR-WF 

...____v 
F-VIII-C 

Unidos por fuerzas electrostáticas 

1.- SITIO DE SINTESIS 

F-VIIIR-WF F-VIII-C 

a) C~lulas del endotelio Hígado 
Bazo 

b) Megacariocitos, plaquetas Pulm6n 

18. 

N6dulos Linfoides 
Riñ6n 

2. - O'rRAs CARACTERISTICAS 

F-VIIIR-WF F-VIII-C 

Gen: Autosoma Cromosoma X 

Anticuerpos: Heter6logo Hom6logo 

Act. VIII-C 

Act. VIII-C Ag 

? 

Act. VIIIR-Ag 

Act. VIIIR-WF (BT) 

Act, VIIIR-WF (GB) 

Act. VIII-WF (RCF) P.M. 285,000 Dalt.ons. 

P.M.800 1 000 a 12 1 000,000 Daltons 
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PREPAAACl:ONES TERAPEUTICl\S DE LA GLOBULINA ANTIHF.:MOFILICA 

(FACTOR VIII) PARA LA HEMOFILIA "A". 

El plasma, elemento sanguíneo empleado en la terapia de la 

Hemofilia "A", debe usarse solamente en situaciones de emergen-

cia donde ninguna otra fuente de factor Antihemofílico está 

disponible. Los progresos recientes han hecho que exista una 

variedad de preparaciones potentes y estables disponibles para 

el médico, variando su grado de purificaci6n, En cuanto a las 

reacciones adversas con las diferentes preparaciones los datos 

disponibles indican que hay poca diferencia (56). 

El primer producto para su uso en los Estados Unidos fue 

la fracci6n I de Cohn (precipitado con 8% de etanol) preparado 

de plasma fresco (57). La potencia de este producto era de 50 

unidades/g de proteínas de Factor VIII, y un 60% de fibrin6geno 

este producto cay6 en desuso. Más tarde se introdujo la frac­

cion Blomback I-0 incrementando la purificaci6n a 100 unida­

des/g de proteínas y tuvo un éxito mayor debido a un más adecua 

do manejo de las pruebas y un mejor conocimiento de la Globuli­

na Antihemofílica. Otra proteína predominante en esta prepara­

ci6n fue el fibrin6geno (de BO a 90%), también se encontr6 una 

globulina fría insoluble que se cree es una proteína de la mem 

brana celular hallada en el plasma y de funci6n desconocida(4). 

En 1965 se empezaron a obtener los crioprecipitados de fa~ 

tor VIII, por medio de la técnica de Pool y Shannon y en estu­

dios realizados posteriormente han reportado un promedio de 70 
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unidades por bolsa (7.8) .. Y por la t~cnica de E.e. Masen que es 

la que actualmente se está utilizando en el Banco Central de 

Sangre del Centro M6dico Nacional, la literat.ura reporta de 140 

a 150 unidades obteniendo un promedio de 120 unidades por bolsa 

de crioprecipitado ( 11, 58, 59) . 

FACTORES QUE AFECTAN LA RECUPERACION DE GLOBULINA 

ANTIHEMOFILICA 

Entre los factores que afectan la recuperaci6n de la Glob~ 

lina Antihemofílica se incluyen: el contenido de globulina ant~ 

hemofílica del plasma original, el tiempo entre la extracci6n 

de la sangre y el proceso de congelamiento del plasma para la 

obtenci6n de la Globulina Antihemofílica, el tipo de anticoagu­

lante ACD (ácido cítrico, citrato de sodio, destrosa) o CPD(c~ 

trato de sodio, fosfato, dextrosa), condiciones de centrifuga­

ci6n del plasma, grupo sanguíneo del donador y la edad de los 

plasmas iniciales (58,60). 

VENTAJAS DE LA OBTENCION DEL CRIOPRECIPITADO POR 

UNIDADES 

Una ventaja clave del crioprecipitado es que se obtiene de 

un solo donador y cualquier unidad tiene una probabilidad muy 

baja de estar contaminadas con agentes infecciosos. Para el he­

mofílico leve y moderado que raramente necesitan terapia de 

reemplazo, el crioprecipitado podría ser el tratamiento de elec 

ci6n. Para hemofílicos severos que son tratados frecuentemente, 
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esto es una ventaja menor puesto que eventualmente serán expue~ 

tos a una muy grande cantidad de donadores diferentes. Otra ve~ 

taja es la de administrar crioprecipitados del mismo grupo san­

guíneo y eliminar la anemia hemolítica producida después del 

tratamiento intensivo con crioprecipitados de grupo sanguíneo 

ABO diferentes (incompatibles) al receptor. 
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PRINCIPIOS Y FUNDAMENTOS DE LOS METODOS Y TECNICAS UTILIZADOS. 

TECNICA DE POOL Y SHANNON PARA LA OBTENCION DE CRIOPRECIPITADOS. 

Esta técnica consiste fundamentalmente en congelar el pla~ 

ma en una mezcla de hielo seco-alcohol y descongelarlo lentamen 

te a 4°C durante 24 horas. 

DESCONGEI,ACION POR SIFONEO PARA LA OBTENCION DE CRIOPRECIPITA­

DOS POR LA TECNICA DE E. C. MASON. 

Esta técnica consiste en congelar el plasma en una mezcla 

de hielo seco-alcohol y descongelarlo rápidamente por sifoneo 

mediante la inmersión del plasma en agua corriente a 4°C. 

ENSAYO EN DOS ETAPAS PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE FACTOR VIII. 

(Método de Biggs y col.) (61). 

Este método está basado en la generación de tromboplastina 

que se obtiene en una primera etapa¡ y en la segunda se realiza 

un tiempo de coagulación con esta tromboplastina generada sobre 

un plasma sustrato normal. 

La mezcla de reactivos para generar la tromboplastina debe 

contener, constante y en exceso, todos los factores necesarios 

salvo el Factor VIII cuya actividad se desea medir. 

La tromboplastina generada se prueba por duplicado sobre 

un plasma sustrato normal (de 10 donadores mínimo). Esta estima 

ci6n se lleva a cabo después de recalcificar la mezcla de reac-
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tivos incubada durante 15, a 20 minutos, y debe ser determina­

do para cada lote de reactivos empleados. 

Se asume que el tiempo'decoagulación obtenido debe ser 
-'' .· 

inversamente proporcional a: la actividad del factor VIII en 

la mezcla de reacción. A mayor tiempo de coagulación menor ac 

tividad del Factor VIII. 

En la primer etapa o generación de la tromboplastina, in-

tervienen los siguientes factores: 

Factor V de origen bovino. 

Fosfolípidos, substituto de fosfolípidos de plaquetas. 

Suero Envejecido (que contiene los Factores VII, IX, X, 

XT, XII). 

Plasma absorbido (que contiene principalmente Factor VIII) 

Calcio 0.05 M. 

En la segunda etapa intervienen los siguientes factores: 

Calcio 0.025 M. 

Plasma fresco (fuente de los Factores I,II). 

La primera etapa conocida como generación de tromboplast! 

na es activada por la vía intrínsica o por vía lenta, que se 

lleva a cabo al ser activado el Factor XII por contacto de 

superficie ejemplo vidrio, transformándolo a XIIa(activado), 

esta proteasa actúa sobre el Factor XI dando lugar al Factor 

XIa' proteasa que actúa sobre el Factor IX en presencia de 

calcio, dando la proteasa IXa ésta con el Factor VIII modifi-

cado más fosfolíp.idos y calcio forman un complejo (F IX + 
a 
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VIIIm + fosfolípidos y calcio) que actaa proteolíticamente s~ 

bre el Factor X convirti~ndolo a factor Xa proteasa, siendo el 

lugar de unión dos grupos gama carboxil glutámico del N termi­

nal de las cadenas ligeras del Factor IXª; el fosfolípido ac­

tüa como una superficie micelar que favorece la reacción (62), 

y el Factor VIII actüa como cofactor acelerando la reacción 

1000 veces mediante la trombina. 

El Factor Xa proteasa con el Factor Vm' calcio y fosfolíp! 

dos forman la tromboplastina generada, este complejo se forma 

de una manera similar al complejo anterior donde el papel del 

Factor V como cofactor es similar a la del Factor VIII. 

En la segunda etapa la tromboplastina generada o protromb! 

nasa (Xa + calcio + fosofolípidos) va a actuar sobre la pro­

trombina, transformándola en una enzima altamente específica 

para el fibrin6geno, llamada trombina. Esta transformación es 

catalizada por el calcio y está condicionada por la acción de 

la tromboplastina generada en la primer etapa, sobre la pro­

trombina. Para que esta reacción se lleve a efecto correctamen 

te se requiere la participación del Factor II, V, VIII, X lo 

que se conoce como complejo protrombínico. 

Esta trombina, actGa sobre el fibrin6geno (factor I) para 

dar fibrina soluble. (Is soluble) y ~sta es activada por el 

factor XIIIª (a su vez activado por trombina y calcio) dando 

fibrina insoluble (I 1 insoluble) (63,64). 
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INTERPRETACION ESQUEMATICA DE LA ACTIVACION DE LA COAGULACION 

POR LA VIA INTRINSECA EN QUE SE FUNDAMENTA ESTE METODO 

Vidrio 
XII 

__ ")...._ __ ., XIIa 

XI--,_,J.t_ ....... XI 
a 

1.- Etapa 

(II,V,VIII,X) 

2.- Etapa 

a activado 
m = modificado 

IX~ 
IX a 

Trombina 

ca++ ~ 
VIII_._ VIII 

Fosfolípidos 

(~Xd +VIII + Ca++ + fosfolfpidos) 
m 

Trombina 

V _¡_ V 
m 

Fosf.olfpidos 

X +V +Ca+++ fosfolfpidos ) 
a m 

Tromboplastina generada 

(Protrombinasa) 

Trombina"' 

~ 
I fibrin6geno fibrina soluble 

XIII __ : ___ XII~j 
Ca++ fibrina insoluble 
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DETERMINACION DE FIBRINOGENO POR EL METODO DE RATNOFF Y MENZIE. 

(65). 

El fibrin6geno del plasma se convierte ~n fibrina por ac -

ci6n de la trombina. Esta fibrina se hidroliza y se cuantifica 

la cantidad de tirosina que contiene, con el reactivo de fenol 

de Folin Cicalteau. En solución alcalina estos compuestos son 

reducidos dando una coloración azul directamente proporcional 

a la tirosina presente. 

La cantidad de tirosina que contiene el f ibrin6geno es re­

lativamente constante por lo que se puede calcular la cantidad 

de éste. 

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES POR EL METODO DE "BIURET" 

(66) 

La reacción de Biuret se basa en que al reaccionar un reac 
1 1 
1 1 
1 1 

o= e /e= o 

~'- /~ a ~L /~;e:-• 
N '-O O N 

\ / 
R CH HC 

1 1 
O=C C=O 

1 1 
NH HN 

tivo alcalino de cobre con una sustancia que contiene dos om~s 
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enlaces pept!dicos, se produce un color azul violeta debido al 

complejo que se forma entre el ion caprico y dos enlaces peptf 

'dicos adyacentes. 

La intensidad del color es directamente proporcional al n~ 

mero de enlaces pept!dicos. Se mide en una longitud de onda de 

540 nm. 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS AGLUTINANTES Y HEMOLITICOS (67), 

Los anticuerpos "naturales" del grupo sangu!neo ABO, se 

encuentran en el plasma regularmente. 

Estos pueden aglutinar y/o hemolizar los eritrocitos A 

y/o B cuando se ponen en contacto in vivo o in vitro en condi­

ciones adecuadas de concentraci6n, temperatura, complemento, 

etc. 

Se titularon los anticuerpos aglutinantes y se busc6 ant! 

cuerpos hemolíticos Anti A y/o B en los crioprecipitados. 
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OBJETIVOS 

Debido a que en nuestro país en la actualidad no se ha rea 

lizado ningün trabajo sobre este tema, que es muy importante 

ya que los crioprecipitados se utilizan en más de un 90% como 

terapia para los Hemofílicos debido a que su costo es relativa 

mente econ6mico, da niveles adecuados de Factor VIII, se obtie 

ne de un nümero reducido de donantes, .menor incidencia de hep~ 

titis y no se ha descrito ningGn caso de SIDA, en relaci6n con 

los concentrados liofilizados comerciales preparados por la I~ 

dustria Farmacéutica, su costo es elevado, además que éstospr~ 

Sentan un mayor riesgo de trasmisi6n de hepatitis y un posible 

desar.rollo de SIDA, posible desnaturalizaci6n de Factor VIII y 

un mayor namP.ro de isoaglutininas y de hemolisis, y son prepa­

rados de un mayor nümero de donadores. 

Por lo tanto es importante definir una técnica adecuada 

para un buen rendimiento de Factor VIII en los crioprecipita­

dos y su grado de pureza, determinando las proteínas que pue­

den precipitar al mismo tiempo como son: el contenido de pro­

teínas totales, fibrin6geno y anticuerpos aglutinantes y heme 

líticos. Para tener una mejor referencia sobre estos paráme­

tros y un mejor rendimiento y aprovechamiento para los pacie~ 

tes hemofl'.licos. 

Por lo que nos planteamos los siguientes Objetivos: 

1.- Definir las diferencias de contenido de Factor VIII, pro­

teínas totales, fibrin6geno y anticuerpos anti AB agluti-



nantes y hemolíticos.de los crioprecipitados preparados 

con la técnica de Pool y Shannon. 

29. 

2.- Realizar lo mismo pero en los crioprecipitados preparados 

por la técnica de E. c. Mason. 
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MATERIAL Y METODOS 

MATERIAL BIOLOGICO. 

El presente trabajo representa el estudio de 60 criopreci­

pi tados de los cuales 35, fueron obtenidos por la técnica de 

E. C. Mason en el Banco Central de sangre del Centro Médico N~ 

cional y 25 fueron obtenidos por la técnica de Pool y Shannon 

en el Banco de Sangre del Hospital de Urgencias y Especialida­

des No. 25 y enviados al Banco Central de Sangre del Centro M! 

dico Nacional y en cuyo laboratorio .se realizaron los ensayos 

correspondientes al estudio de dichos concentrados. 

TECNICA DE POOL Y SHANNON PARA LA OBTENCION DE CRIOPRECIPITADOS. 

PROCEDIMIENTO: 

Los crioprecipitados son preparados de una donaci6n sanguf 

nea de 500 ml, de donadores habituales sin seleccionarlos, de 

la siguiente manera: 

Se colocan asépticamente 500 ml de sangre en un sistema . 

triple de bolsa de circuito cerrado que contiene 75 ml de so­

luci6n anticoagulante ACD, (que está constituido por 2.45 g, 

de Dextrosa:, 800 mg de Acido Cttrico:, 2.2 g de Citrato Tris6 

dice:, Agua inyectable c.b.p. 100 ml) se debe de agitar cons­

tantemente de 30 a 40 rpm durante la recolecci6n. (En un agi­

tador Hemolator "Fenwall"). 

El plasma se separa del paquete globular centrifugándolo 
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a 3000 rpm por 20 min. en.una (centrífuga refrigerada "Sorvall") 

a 4ºC, y es separado mediante el (extractor del plasma "Fenwall") 

pasándolo en una segunda bolsa del sistema y la primer bolsa que 

contiene el paquete globular, es eliminado del sistema y se re­

serva para el uso clínico. 

Una segunda bolsa que contiene el plasma se congela a tempe­

raturas inferiores de menos BOºC con hielo seco-alcohol y es po~ 

teriormente colocada en un cuarto a 4°C toda la noche para su 

descongelación. 

Ya descongelado el crioprecipitado se observa como una masa 

blanca gelatinosa suspendida del plasma líquido, se separa el 

crioprecipitado del plasma centrifugándolo a 3000 rpm por 10 mi 

nutos en una (centrífuga refrigerada "Sorvall ") a 4 ºC. 

Por último se separa el sobrenadante en una tercera bolsa 

del sistema, y la bolsa donde queda el crioprecipitado, es se­

parada, congelada y almacenada a menos 30ºC hasta que se re­

quiera para su uso. 

TECNICA DE DESCONGELACION POR SIFONEO PARA LA PRODUCCION DE 

CRIOPRECIPITADOS (E. C. MASON). 

PROCEDIMIENTOS: 

Los crioprecipitados son preparados de una donación san~ 

guinea de 500 ml, de donadores habituales sin seleccionarlos, 

de la siguiente manera: 
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Se colocan as~pticamente 500 ml de sangre en un sistema 

triple de bolsa de circuito cerrado que contiene 75 ml de so­

lución anticoagulante ACD, (que está constituido por 2.45 g 

de Dextrosa¡ 800 mg de Acido Cítrico:, 2.2 g de Citrato de 

Trisódico:, Agua inyectable c.b.p. 100 ml) se debe agitar 

constantemente de 30 a 40 rpm durante la recolección, en un 

(agitador Hemolator "Fenwall"l. 

El plasma se separa del paquete globular centrifugándolo 

a 3000 rpm por 20 minutos en una (centrífuga refrigerada "Sor­

vall"l a 4°C, y es separado mediante el (extractor de plasma 

"Fenwall") pasándolo en una segunda bolsa del sistema y la 

primer bolsa que contiene el paquete globular, es eliminado 

del sistema y se reserva para el uso clínico. 

Una segunda bolsa que contiene el plasma se congela a tem 

peraturas inferiores de menos BOºC con hielo seco-alcohol y 

posteriormente se coloca en un baño de agua que se mantiene 

entre 3 y 5°C. 

Una tercera bolsa cuelga fuera del baño de agua, y alred~ 

dor de 10 minutos principia la descongelación por sifoneo (de 

la segunda bolsa que está en el baño, a la tercera bolsa que 

cuelga) hasta que la masa rectangular congelada de la segunda 

bolsa en el baño de agua ha disminuido a un volúmen alrededor 

de 25 ml. El crioprecipitado se observa como una matriz sóli­

da fuertemente compactada en la masa congelada, este estado 

se alcanza de 1 hora a 1:30 de la introducción de la bolsa del 



plasma congelado dentro del baño de agua. 

La segunda bolsa donde se encuentra el crioprecipitado 

es cortada de la tercer bolsa, congelada inmediatamente y al­

macenada a temperaturas de menos de 30°C, hasta que se requi~ 

ra para su uso. 

ENSAYO EN DOS ETAPAS PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE FACTOR VIII 

(Método de Biggs y col.). 

33. 

A los crioprecipitados obtenidos tanto por la técnica de 

Pool y Shanon y la de E.e. Masan se les determin6 el contenido 

de actividad de Factor VIII por el método de Biggs. 

CURVA ESTANDAR DE FACTOR VIII 

Primera etapa Generaci6n de Tromboplastina. 

Se hacen tres diluciones con citrato salino (se prepara 

citrato de sodio al 3.8% en agua destilada. Se toma una parte 

y se mezcla con 5 de cloruro de sodio al 0.9%) del estandar de 

trabajo plasma bovino absorbido (se toma 1 ml de plasma bovino 

y se le agrega 0.1 ml de gel de hidroxido de aluminio se mete 

a baño María a 37°C durante 3 minutos, se centrifuga y se sep~ 

ra) . Los tiempos obtenidos de estas diluciones deben estar en­

tre 18 y 32 segundos. Estas diluciones se hacen por duplicado. 

Se diluye el Factor V (Se hacen diluciones del Factor v 

bovino de 1:5 a 1:10 con soluci6n salina fisiol6gica 0.9% y se 

prueba su actividad con un tiempo de tromboplastina parcial de 



la sigui•nte manera): 

0.1 ml de plasma deficiente de Factor V 

0.1 ml de plasma V bovino diluido 1:5 a .1:10 

Se incuba durante 3 minutos a 37°C y se le añade O.l ml 

de tromboplastina cálcica y se toma el tiempo de coagulaci6n. 

Se hace también una determinaci6n de Factor VIII para ver si 

no se encuentra contaminédo con este factor. 

El fosfolípido (extracto clorof6rraico de cerebro de co­

nejo) se diluye con soluci6n salina fisiol6gica 0.9% 1:10 a 

1:40 dependiendo de su actividad que se prueba con un tiempo 

de tromboplastina parcial de la siguiente manera: 

0.1 ml de fosfolípido diluido 1:10 a 1:40 

34. 

0.1 ml de plasma normal fresco (10 donadores mínimos) 

0.1 ml de Caolín (5 mg de caolín en 1 ml de agua destila 
da). 

Se mezclan y se incuba durante 3 minutos a 37°C y se le 

adiciona 0.1 ml de cloruro de calcio 0.025 M y se toma el tiem 

po de coagulaci6n. 

suero Envejecido (se toma sangre de 10 donadores en con-

diciones estériles se incuba durante 6 horas a 37ºC, después a 

4ºC toda la noche, se separa el suero con pipeta estéril en 

alícuotas de 1 ml y se liofiliza. Antes de emplearse se hace 

una diluci6n de 1:10 (o diluci6n 6ptima) con una soluci6n amor 

tiguadora de imidazol pH 7.3 (se pesa o.68 g de imidazol y 

1:17 g de cloruro de sodio se disuelve en 100 ml de agua desti 

lada aproximadamente, se agregan 37.2 ml de HCl O.l N y se afo 
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ra a 200 ml con agua destilada y se mide el pHJ • Se guarda a 

4ºC durante 24 horas para su activaci6n completa: Su actividad 

se prueba haciendo un tiempo de tromboplastina parcial de la 

siguiente manera: 

0.1 ml de plasma deficiente de factor X 

O.l rol de suero envejecido 1:5 a 1:30 con soluci6n amor­

tiguadora de imidazol a pH de 7.3. Se mezcla y se incuba duran 

te 3 minutos a 37ºC y se le añade 0.1 ml de tromboplastina cál 

cica y se toma el tiempo de coagulaci6n. 

Ya preparadas las diluciones del estandar de trabajo y 

las diluciones 6ptimas de Factor V, fosfolfpidos y suero enve­

jecido se procede de la siguiente manera para la generaci6n de 

tromboplastina. 

Se coloca en 6 tubos nuevos de 10 x 75 mm 0.1 rol de Fac­

tor V, 0.1 rol de fosfolfpido y 0.1 ml de suero envejecido, es­

to se realiza sobre hielo y se mezcla perfectamente el canten~ 

do de estos tubos. Este procedimiento se indica en el (cuadro 

No. 1). 

Se agrega 0.1 ml de cada una de las diluciones del están 

dar de trabajo a cada uno de los 6 tubos de la mezcla anterior 

(cada dilución se hace por duplicado) este paso se realiza ta~ 

bién sobre hielo y se empieza por la dilución más alta como se 

indica en el (cuadro No. 2). 

Se mezcla perfectamente el contenido de los tubos (que 

se presentan en el cuadro No. 2) y se le añade cloruro de cal-
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cio 0.05M en el rango de O a 5 minutos este procedimiento se 

realiza en un baño Maria a 37°C. Esto se indica en el cuadro 

No. 3). 

A los 15 minutos se colocan en el baño Maria a 37ºC 6 tu­

bos de 10 x 75 mm (nuevos) conteniendo cada uno 0.2 ml de clo 

ruro de calcio de 0.025 M, y un tubo con 1.4 ml de plasma sus 

trato (figura No. 2). 

La segunda etapa se lleva a cabo de la siguiente manera: 

Al minuto 17 con 40 segundos, se pasa 0.1 ml de la mezcla del 

tubo No. 1 al tubo que contiene cloruro de calcio enfrente de 

él. Al minuto 18 a este mismo tubo se agregan 0.2 ml de plas­

ma sustrato y simultáneamente se acciona el cron6metro. 

Se observa la formaci6n del coágulo y se para el cron6me­

tro y se reporta el tiempo obtenido (que no debe exceder de 

32 segundos) • 

Al minuto 18 con 40 segundos se repite la operaci6n con el 

tubo No. 2 y asi sucesivamente hasta el tubo No. 6 (figura No. 

3). 

El tiempo de coagulaci6n de los dos últimos tubos deben 

dar un tiempo mínimo de 18 segundos. 

Se grafica tiempo (en segundos) contra diluci6n (en %) en 

un papel semilogaritmico tomando la diluci6n más concentrada 

como 100% (Gráfica No. 1). 
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Para determinar la actividad de Factor VIII en los criopr~ 

cipitados se realizó de la siguiente manera: 

Se descongelan en un baño María a 37°C y se restituyeron 

con 10 ml de solución salina fisiol6gica (0.9%), Se hacen las 

diluciones y se procede de la misma forma que para la curva 

estándar. 

Para calcular las unidades de Factor VIII en los criopre­

cipitados analizados se hace de la siguiente manera: 

Se interpolan los datos obtenidos de las di.luciones corres 

pendientes (en segundos) y se obtiene el resultado en % de fa~ 

tor VIII este valor obtenido se multiplica por el volumen to­

tal que contiene la bolsa de crioprecipitado y se divide por 

100. 

UNIDADES DE FACTOR VIII = % de Factor VIII x VolG.men Total 
1 o 

CUADRO No. 1 

MEZCLA DE FACTOR V, FOSFOLIPIDO Y SUERO ENVEJECIDO 
PARA LA PRIMER ETAPA 

Tubo No. 

Factor V 

Fosfoltpido 
suero Env. 

dil. 
n 

11 

g,.hlo,.~oO.hlo0.-0.:0.hl 
0.3 ml rrezcla de Factor V + Fosfolípick> Suero Eml'ejeció:> 

O.lml O.lml O.lml O.lml O.lml Q.lml 

O.lml O.lml O.lml O,lml O.lml O.lml 
O.lml O.lml O.lml O.lml O.lml O.lml 

Este procedimiento se realiz6 sobre hielo a 4°C. 
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CUADOO No. 2 

A la mezcla de los tubos del cuadro No. 1 se le añade 0.1 ml 

de cada una de las diluciones del estándar de trabajo o pro-

blP.ma. 

1:256 

1:128 

1:64 

0.3 m1 de la mzcla realizada en el Qiadro No. 1 + 
0.1 ml del estándar diluicb. 

0.1.ml O.lml 

O.lml O.lrnl 

0.1ml. O.lrnl 

Esto se realiz6 sobre hielo a 4 ºC. 

CUADOO No. 3 

A los . tulx>s del cuadro No. 2 se le añade cloruro de calcio O • O 5 M • 

Minutos 

o 
1 

2 

3 

4 

5 

0.4 ml de la mzcla del C.Uadro No. 2 + O.lr.l de eac1
2 

0.05M. 

O.lntl 

O.lml 

O.lml 

O.lml 

O.lml 

o .lrnl 

Este procedimiento se realizó en un baño María a 37ºC. 
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FIGUR/\ No. 2 

Esta figura nos indica como quedan los tubos en el baño María 

para iniciar la segunda etapa. 

'IDBO NJ, 

1 2 3 4 5 6 

BB;g,@BB 
o ~:~1

1r~11;~)jo 

EJ 

'l\!bos con la nczcla 

generada en la prirrer 

etapa (0.5 mll. 

'l\!bos con 0.2 m1 ele 

cacr.
2 

al o. 025 M. 

'l\!bo con l. 4 m1 de 

plasma sustrato. 

Esto se realiz6 dentro de un baño María a 37ºC. 



40. 

FIGURA No. 3 

Esta figura nos indica como se realiz6 el tiempo de coagula-

ci6n (segunda etapa) que nos mide la tromboplastina generada 

en la primer etapa. 

17'40" 10'40" 
0.1 ml 

18' 19' 

0.2 ml 

3 

Mezcla o 
19"40" 

0.1 ml 

20' 

0.2 ml 

TUBO No. 

4 

zcla 

20 '40" 
0.1 ml 

21' 

0.2 ml 

5 6 

zcla o Mezcla H Mezcla O .5 u· ml lºetap;i 

21 140" 22'40" 
0.1 ml 0.1 ml 

22' 23' 

0.2 ml 0.2 ml 

0.1 ml 

0.2 ml de 
CaC12 
0.025 M 

0.2 ml 

0"- 0"'-sustrato sustrato BPla- [}·-sustrato sustrato BPla~ sustrato 
lasma 

sustrato 

Medir el TiE!llpJ " 
de coagulaci6n 

Anotar el re­
sultado 

" 

Los resultados se obtienen en segundos se grafica contra la diluci6n 

(en %) (Gráfica No. 1). 
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GRAFICA No. 1 

Curva estandar para la actividad de Factor VIII 

"':: i:· . : JUU 

.¡~ :~;. ;;f~ ~:~f g!~ ;¡¡· 

.. '·: ¡;~, if¡¡ ::~ !iij "º 
... . .. . ..•. ...• .. 200 

. :::: ... :::~ ~:~ :~g 

··:..:.;.;!::: :;:.:;:: 

l.5"9 3.U'k 6.25% 12.5% 25% 50% 100% 

1:128 1.&4 1.32 

Esta curva estandar se realizó oon un estandar de Factor VIII ·b:Jvino, hacienó:> 3 dilu­
ciones 1:32, 1:64, 1:128. Los restiltados obtenidos en S0CJlllY]os se grafica oontra la di­
luci6n (%) tarrurlo la dilución más concentrada. caro 100%. 
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DETERMINACION DE FIBRINOGENO POR EL METODO DE RATNOFF Y MENZIE. 

En un tubo de ensayo 13 x 75 mm se coloca 1 ml de solu­

ción salina-lisina (se pesan 50 mg de L-lisina (sigma Chemical) 

y se colocan en 100 ml de 0.15 M de cloruro de sodio (se pesan 

B.7 g de cloruro de sodio y se afora a 100 ml) y se agrega 0.5 

ml de crioprecipitado (disuelto en 10 ml de solución salina fi­

siológica y se homogeniza) más 0.5 ml de Cac1
2 

0.025 M (se hace 

una dilución 1:40 a partir de Cac1 2 1 M). Y a todo esto se agr~ 

ga 0.5 ml de trombina (trombina humana Fibrindex MR 50 Us). 

Se le agrega 

0.5 ml de crioprecipitado 

0.5 ml de cac1 2 0.025 M 

0.5 ml de Trombina (hidratada) 

,.___ 1 ml de sol. salina-lisina. 

Se agita con una varilla de vidrio lentamente y la fibri­

na que se empieza a formar en la varilla (aproximdamente a los 

5 minutos) debe enrollarse cuidadosamente, para evitar que se 

rompa, después que se termina de formar completamente el coág~ 

lo éste es prensado entre la varilla y el tubo cuidadosamente. 

El coágulo de fibrina es lavado con solución salina-lisi 

na, prensando la varilla que contiene la fibrina dentro del tu 

bo de ensayo de 13 x 100 ~m, que contiene la solución salina­

lisina y se deja reposar durante 10 minutos dentro del tubo, 

este procedimiento se hace dos veces. 
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Se pasa la varilla con la fibrina ya lavada y escurrida 

sobre una gasa a un tubo de 15 ml cónico graduado y se le 

agrega 1 ml de NaOH 2.5 N (se pesan 100 g de NaOH y se afora 

a 100 ml) , la fibrina debe quedar sumergida. Asi se coloca en 

un baño Maria a ebullici6n durante 10 minutos, para que se di 

suelva la fibrina. Después de este tiempo se le agrega 2 ml 

de HCl 1 N (Merck), la varilla de vidrio se remueve lavándola 

con agua destilada. Otra vez se homogeniza muy bién y de ésto, 

se toma una alícuota de 2.5 ml se le añade 1.5 ml de carbona­

to de sodio al 20% {se pesan 23.3 g de carbonato de sodio hi­

dratado y se disuelve en 100 ml en agua destilada) más 2.5 ml 

de reactivo de fenal diluido (del reactivo de fenol 2 N se ha­

ce una diluci6n 1:10 quedando una normalidad de 0.2 N). 

La mezcla se deja reposar durante 30 minutos a tempera­

tura ambiente para desarrollo de color y se lee en un espec­

trofqt6metro a una lingitud de onda de 710 nm en celdillas de 

vidrio de 12 x 75 mm. Se lleva a 100% de transmitancia la ag~ 

ja del espectrofot6metro con un blanco de reactivo trabajado 

en la misma forma que el problema (sin plasma) . 

En cada determinación se us6 como control una mezcla de 

plasma de 10 donadores habituales. 

La lectura de cada problema se transforma a mg de fibri­

nógeno por dl, utilizando la curva de referencia, que es traza 

da en un papel milimétrico, colocando los mg de tirosina o su 

conversión a f ibrin6geno en las ordenadas y la absorbancia en 
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las abcisas (Gráfica No. 2). 

PREPARACION DE LA CURVA DE REFERENCIA PARA FIBRINOGENO. 

El fibrin6geno contiene 8.547 de tirosina. La reacci6n 

de color empleada en la determinaci6n de fibrin6geno es debi­

do a la fracci6n de tirosina que contiene. La soluci6n Madre 

se prepara en esta sustan~ia y por lo tanto debe quedar asen­

tado que 1 mg de tirosina equivale a 11.7 mg de fibrin6geno. 

100 

8.547 
11.7 mg de fibrin6geno 

Esto se prepara inicialmente de una soluci6n madre de 

tirosina (se pesan 20 mg de L-Tirosina (Fisher) y se colocan 

en 100 ml de HCl 0.05 N (se hace una diluci6n de 1:50 a partir 

de HCl 1 N) . 

. En 6 tubos de ensayo de 13 x 75 mm se colocan 7.0 ml de 

agua destilada, luego se le agrega a cada tubo (0,0.2, 0.4, 

0.6, 0.8 y 1.0 ml) respectivamente de la soluci6n madre de ti­

rosina. Se le añade a cada tubo 1 ml de NaHO 2.5 N y 2 ml de 

HCl 1 N, homogenizando perfectamente el contenido de cada tu­

bo. De esta mezcla se pasan 2.5 ml a tubos de ensayo de 18 x 

100 mm y se le agrega 1.5 ml de carbonato de sodio al 20% más 

2.5 ml de fenal diluido. 

Se deja reposar durante 30 minutos a temperatura ambie~ 

te y se lee en un cspectrofot6metro a una longitud de onda de 

710 nrn, llevando a 100% de transmitancia con la muestra No. 1 
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Cálculos para la curva estandar de fibrin6geno. 

a 
Tubo No. Mg. de tirosina mg/dl de fibrin6geno 

1 o.o o.o 
(Blanco de reactivo) 

2 0.04 93.6 

3 o.os 187.2 

4 0.12 • 280.B 

5 0.16 374.4 

6 0.2 468.0 

a 
Este resultado fue obtenido después de multiplicar la co~ 

centraci6n de tirosina en cada tubo x 2 que es el factor para 

tener 1 ml de la muestra) x 11.7 (ya que un mg de tirosina 

tiene 11.7 mg de fibrin6geno) x 100 para obtenerlo en mg/dl. 

Ejemplo: 

mg de tirosina x 2 x 11.7 x 100 mg / dl de fibrin6geno. 
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FIGURA No. 4 

REPRESEN'rACION ESQUEMATICA PARA EL ME'l'ODO DE FIBRINOGENO. 

TUBO No. 

8 8 8 8 o o 
AGUA DESTILADA 

7 ml 7 ml 7 ml 7 ml 7 ml 7 ml 

SOLUCION DE TIROSINA MADRE 

O.O ml 0.2 ml 0.4 ml o .6 ml o.a ml 1.0 ml 

HIDROXIDO DE SODIO 2.5 N 

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 

ACIDO CLORHIDRICO 1 N 

2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 

Se mezcla muy bien y de esto se pasa 2.5 ml a otros 6 tubos 

2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 

g o o 8 8 o 
CARBONATO DE SODIO 

1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 

FENOL DILUIDO 

2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 

Se deja reposar 30 minutos a temperatura ambiente y se lee a 

una longitud de onda de 710 nm. 



47. 

GRAFICA No. 2 

CUERVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE FIDRINOGENO 

Esta curva estandar se realiz6 a partir de una soluci6n madre 

de tirosina de 20 miligramos haciendo 5 diluciones diferentes 
de ésta. Y se ley6 a. una longitud de onda de 710 nanómetros. 
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DE'l'ERMINJ\CION DE PROTEINAS TOTALES POR EL METODO DE "BIURET" 

se colocan 3 tubos de ensayo de 18 x 100 mm y se numeran 

del l al 3. Al tubo No. l se le agrega 9.5 ml de NaCl al 0.85% 

y 0.5 ml de la muestra diluida (1:20) del tubo No. l. Al tubo 

No. 3 que es el blanco de reactivo se le agrega 2 ml de NaCl 

al 0.85%. A cada tubo se le agregan 8 ml del reactivo de Biu­

ret y se mezclan por inmersi6n, y se dejan reposar todos: pr~ 

blema y blanco 30 minutos a temperatura ambiente y se lee el 

cambio de color azul desarrollado a una longitud de onda de 

450 nm usando celdillas de vidrio de 12 x 75 mm. 

Ajustando previamente a 100% de transmitancia con el con 

tenido del tubo No. 3 que es el blanco de reactivo (no contie 

ne proteínas) Los resultados se interpolan en la curva estan­

dar preparada con diluciones del control de proteínas (Moni­

trol-1 MR Dade) • 

CURVA ESTANDAR PARA PROTEINAS TOTALES 

De un control químico de concentraci6n conocida (Moni­

trol-1 MR que contiene 6.5 gramos en 100 ml, de proteínas to­

tales), se hizo una diluci6n 1:10 (1.0 ml de monitrol-1 MR 

más 9 ml de NaCl 0.85%) y se colocaron de la siguiente manera 

en tubos de 18 x 100 mm. 
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'l\.1l::o No. Sol. Salina M:mi trol-1 MR Concentrado de erotefna gr/dl 

1 2.0 ml o.o ml o.o 

2 1.5 ml 0.5 ml 3.25 

3 1.0 ml 1.0 ml 6.50 

4 0.5 ml 1.5 ml 9.75 

5 o.o ml 2.0 ml 13.00 

De·spués de esto se le agreg6 8 rnl del reactivo de Biuret 

y se mezclan por inrnersi6n. Se dejan reposar 30 minutos a tem­

peratura ambiente y se lee el color azul desarrollado a una lon 

gitud de onda de 450 run en celdillas de vidrio de 12 x 75 mm. 

Ajustando previamente a 100% de transrnitancia con el contenido 

del tubo No. 3 y se hacen las lecturas de los demás tubos. En 

un papel milimétrico se traza la curva de la siguiente manera. 

Los gr/dl de proteínas totales en las abcisas y las absorban­

cias en las ordenadas (gráfica No. 3). 
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GRl\FICA ~o. 3 

CUHVA ESTANDAH Pl\Rl\ LA DETERMINACION DE PROTEINl\S TOTALES. 

Esta curva estandar se realiz6 a partir de un control químico de M~ 

nitrol-1 MR que contiene 6.5 gramos en 100 mililitros de proteínas t~ 

tales haciendo 5 diluciones diferentes de ~sta, y se ley6 a una lon 

gitud de onda de 540 nanómetros. 
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PROCEDIMIENTO PARA ANTICUERPOS AGLUTINANTES 

se colocan una serie de tubos de 12 x 75 mm marcados con 

la dilución respectiva del crioprecipitado S/D, 1/2, 1/4, 1/8, 

1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512. A partir del segundo 

tubo se agregan 2 gotas de solución salina fisiológica (0.9%) 

a cada uno de los tubos. Luego de este paso, al primer y segu~ 

do tubo se le agregan dos gotas de crioprecipitado (ya homoge-

nizado con 10 ml de solución salina fisiológica (0.9%). El se-

gundo tubo se hornogeniza perfectamente y de este se pasan 2 g~ 

tas al tercer tubo y así sucesivamente. Las diluciones quedan 

como sigue: 

Tubo No. 1 'fuOO No. 2 Tubo No. 3 Tubo No. 4 Tubo No. 5 

Sin diluir 1/2 1/4 1/8 1/16 

Tubo No. 6 'fuOO No. 7 Tubo No. 8 Tubo no. 9 ' Tubo No. 10 

1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 

A cada uno de estos tubos se le agregan 2 gotas de sus­

pensión al 2% de eritrocitos lavados de grupo conocido y se 

mezclan perfectamente el contenido de los tubos. se centrifu-

gan a 2500 rpm por 30 segundos, despu~s de esto se resuspenden 

los botones celulares de cada uno de los tubos por agitación 

moderada y se observa contra una fuente de luz blanca, el gra­

do de aglutinación, anotándose de inmediato. El título se re-

porta como el inverso de la última dilución que de graniento 

(g) macroscópicamente. Ejemplo: 
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DILUCIONES 

S/D 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 

o D Q ~ Q ~ 
r--

o .... .. , . . . . 
'--!!.-' 

+H+ -1+-H- +++ ++ ++ + g 

El título que se reporta es el de 1/64 

Una vez leídos los tubos se incuban a 37ºC, se centrifu-

gan a 250 rpm por 30 segundos, y se lee de nuevo y se reporta 

de la manera anterior. Ejemplo: 

DILUCIONES 

S/D 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 

oo~w~~~ 
+H+ +H+ +++ +++ ++ + (+ ?) 

El título que se report6 es el de 1/128 

1/128 
.---

... . . . . . , 
G 
(g) 

1/256 

o 
PROCEDIMIEN'l'O PARl\ DETERMINACION DE l\NTICUERPOS HEMOLITICOS 

En un tubo de ensayo de 12 x 75 mm se colocan 2 gotas de 

crioprecipitado (ya homegenizado con 10 ml de soluci6n salina 

fisiol6gica 0.9%). Despu6s se le adicionan dos gotas de eri--

trocitos de grupo conocido lavados y suspendidos al 5% en so­

luci6n salina fisiológica 0.9%). Y a esto se le adiciona 1 g2 
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t~ de suero AU como fuente de complemento (fresco o liofiliza 

do) y se mezcla perfectamente. 

Con este mismo método se montan 3 tubos: Uno con eritri­

citos A uno con eritrocitos B y otro con los propios del mis­

mo grupo del crioprecipitado o eritrocitos del grupo O (auto­

testigo). Se incuban a 37°C durante 2 horas; cuando transcu­

rre 1 hora se mezcla el contenido de los tubos con agitaci6n 

moderada y se dejan otra hora dentro del baño María a 37°C. 

Pasadas las dos horas se observa si hay hemolisis, segan 

el aspecto del sobrenadante en los tubos que contengan los 

eritrocitos A o B y el auto testigo. 

INTERPRETACION: 

HEMOLISIS PARCIAL: los tubos con las células A o B muestran 

un grado ligero de hemolisi~comparado con 

el autotestigo. 

!IEMOLISIS TOTAL: 

NEGATIVO: 

No se observan eritrocitos suspendidos en 

el sobrenadante, ya que se encuentran to­

talmente hemolizados. 

sin hemolisis. 
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RESULTADOS: 

Se determin6 el contenido de Factor VIII (en unidades) en 

60 crioprecipitados, 35 fueron obtenidos por la técnica de E. 

c. Mason y 25 por la técnica de Pool y Shannon, a estos resul­

tados se les determin6 el valor promedio (x), la desviación e~ 

tandar (O.E.) y la prueba t de estudent, para comparar la dif~ 

rencia entre los promedio con un nivel de significancia del 

5%. 

En la tabla No. 1 y 2 se observa un promedio mayor de a~ 

tividad en los crioprecipitados obtenidos por la técnica de E. 

c. Mason que los obtenidos por la técnica de Pool y Shannon. 

También se representa el promedio (x) de actividad de Factor 

VIII por grupo sanguíneo de cada crioprecipitado según la téc­

nica, obteniendo un mayor contenido de actividad, en los del 

grupo sanguíneo A, O, B respectivamente (gráfica No. 4). 

Se puede observar que la probabilidad es menor de O.OS 

esto nos indica que hay una diferencia estadísticamente signi­

ficativa entre los promedios de cada técnica. Se puede deducir 

que el incremento de Factor VIII en los crioprecipitados al 

utilizar la técnica de E.C. Mason es probablemente significat! 

vo. 

También a cada crioprecipitado se les determinó el conte­

nido de proteínas totales y de fibrin6geno, se encontró un con 

tenido mayor de proteínas totales y un contenido menor de fi­

brin6geno en los crioprecipitados obtenidos por la técnica de 
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E. c. Mason, siendo lo contrario para los crioprecipitndos o~ 

tenidos por la técnica de Pool y Shannon ya que se obtuvo un 

menor contenido de proteínas totales y un mayor contenido de 

fibrin6geno (tabla No. 3). 

La probabilidad·obtenida fue mayor de O.OS, lo que nos 

indica que no hay diferencia estadísticamente significativa 

en ninguno de los dos m~todos utilizados. 

Para estos dos métodos se realizaron 12 controles norma­

les (mezcla de plasma de 10 donadores como mínimo) a los cua­

les se les determin6 el promedio x y la desviación estandar 

(D.E.) (tabla No. 3). 

De los anticuerpos aglutinantes en soluci6n salina que 

se determinaron en los crioprecipitados, aquellos con título 

mayor de 1/200 se pueden considerar como peligrosos. 

Por la t6cnica de Pool y Shannon se obtuvieron los si­

guientes resultados: De 8 crioprecipitados del Grupo A, s6lo 

se obtuvo 1 anti B con un título de 1/256, de 4 crioprecipit~ 

dos del grupo B no se obtuvo ninguno, de 13 crioprecipitados 

del grupo O se obtuvieron 2 anticuerpos anti B, uno con un tí 

tulo de 1/256 y otro de 1/512 (tabla No. 4). 

Por la t6cnica de E. C. Mason se obtuvieron los siguien­

tes resultados: De 11 crioprecipitados del grupo se obtuvie­

ron 2 anticuerpos anti B con títulos de 1/256 y otro con un t! 

tulo de 1/2048. De 17 crioprecipitados del grupo B se obtuvie-
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ron 2 anticuer,pos anti ]\ con un titulo de 1/256. de 7 criopr!:_ 

cipitados'del grupo O se obtuvieron un anticuerpo anti B con 

un titulo de 1/256 y 2 anticuerpos anti A con titules de 

1/512 (tabla No. 5). 

En cuanto a la actividad de los anticuerpos hemolíticos 

determinados en los crioprecipitados según la técnica de ob­

tenci6n, tenemos los siguientes resultados: Técnica de Pool y 

Shannon: De 8 crioprecipitados del grupo A no se encontr6 ac­

tividad de anticuerpos hemolíticos. De 4 crioprecipitados del 

grupo B no se encontr6 actividad de anticuerpos hemolíticos. 

De 13 crioprecipitados del grupo O se encontraron 2 crioprec! 

pitados con actividad de anticuerpos hemolíticos anti B con 

titulas de 1/256 y 1/512 (tabla No. 6). 

Técnica de E. c. Masen: De 11 crioprecipitados del grupo 

A no se encontr6 actividad de anticuerpos hemolíticos. De 17 

crioprecipitados del grupo B se encontraron 2 crioprecipita­

dos con actividad de anticuerpos hemolíticos anti A con títu­

los de 1:128 y 1/256. De 7 crioprecipitados del grupo se en­

contraron 5 crioprecipitados con actividad de anticuerpos he­

molíticos, 3 anti A con títulos de 1 con 1/128 y 2 con 1/512 

y 2 anti B con títulos de 1/64 y 1/256 (tabla No. 7). 
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TABLA No. 1 

TECNICA DE E. C. MASON 

Sangu!neo No. de - D.E. Valor de p Grupo X 

Muestras 

A 11 146.68 64.89 p <: o.os 

o 17 88.S6 28.82 p <: o.os 

B 7 79.S8 S2.S3 p <: o.os 

A,B,O 3S 108.44 8S.68 p <: o.os 

TABLA No. 2 

TECNICA DE POOL Y SHANNON 

Grupo sanguíneo No.de - D. E. Valor de p muestras X 

A 8 9S.42 60.S4 p <: o.os 
o 4 S8. 71 26.38 p <: o.os 
B 13 32.33 24.89 p <: o.os 

A,B,O 2S 71.08 66.91 p <: o.os 
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GAAFICJ\ No. 4 

Unidades· 

150 -

100 -

50 - Unidades 

150 

Gpo.A Gpo."o Gpo.B 
100 

Técnica de Mason 

50 

Gpo.A Gpo.O Gpo.B 

Técnica de Pool y Shannon 

Representaci6n gráfica del contenido de actividad de Factor 

VIII (en unidades) obtenidas seqtln el grupo sanguíneo ABO, y la 

técnica de obtenci6n. Se puede observar que el grupo sanguíneo 

que contiene mayor actividad de Factor VIII en los crioprecipit.!!_ 

dos es el "A", en ambas t~cnicas. 
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TABLA No. 3 

CONTENIDO DE PROTEINAS TOTALES Y DE FIBRINOGENO EN LOS CRIOPRE 

PITADOS SEGUN LA TECNICA DE OBTENCION. 

PROTEINAS TOTALES 

TECNICA DE POOL TECNICA DE MASON 

- - Valor de p X D.E. X D.E. 

4.27 g/dl 1.09 3.69 g/dl 1.34 p :>o.os 

FIBRINOGENÓ 

- -
X D.E. X D.E. Valor de p 

411.33 mg/dl 232.83 S39.14 rng/dl 300.87 p :>o.os 

VALORES CONTROLES 

PROTEINÁS TOTALES FIBRINOGENO 

- -X D. E. X D. E. 

6.09 g/dl 0.401 282.93 mg/dl 24.88 
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TABLA No. 4 

TITULOS DE ANTICUERPOS AGLUTINANTES DE CRIOPRECIPITADOS ODTENIDOS POR 
LA TECNICA DE POOL Y SHANNON 

TITULOS 

ANTI B ANTI A 

No.DE 
SllOOUINID M1JE'Sl'RA 1/8 ~ 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 . }¿!!. 1/16 1/32 1/64 ~ 1/256 1/512 ---

A B 4 2 1 1 

B 4 1 2 1 

o 13 3 1 3 2 2 1 1 2 5 2 3 1 

De 25 crioprecipitados obtenidos por esta técnica, 4 presentaron titules mayores de 

1/200. 

(1\ 

o 
' 



G¡:o.san- No.de 
~ rmmstras 

A 11 

B 17 

o 7 

TABLA No. 5 

TITULOS DE ANTICUERPOS AGLUTINANTES DE CRIOPRECIPITADOS OBTENIDOS 

POR LA TECNICA DE E.C. MASON 

TITULOS 

ANTI B ANTI A 

1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 ~ 1/1024 1/2048 1/2 1/4 ~ 1/16 ~ ~ 1/128 1/256 1/512 

1 2 1 4 2 1 

1 2 3 3 1 5 2 

3 1 1 1 1 1 2 2 

De 35 crioprecipitados obtenidos por esta tecnica, B presentaron títulos mayores de 1/200 



TABLA No. 6 

ANTICUERPOS HEMOLITICOS DE CRIOPRECIPITADOS OBTENIDOS POR LA 

TECNICA DE POOL Y SHANNON 

GRUPO SANGUINEO No. DE MUESTRAS 

A B 

B 4 

o 13 

ANTICUERPOS HEMOLITICOS 

ANTI A 

Todos los criopreci­
pitados analizados, 
Negativos. 

Todos los criopreci 
pitados analizados­
negativos 

ANTI B 

Todos los crioprecipi 
tados analizados, ne= 
gativos. 

Dos crioprecipitados 
presentaron Hemoli­
sis parcial: 

1/256 y 1/512. 

De 25 crioprecipitados obtenidos por esta t~cnica, 2 crioprecipitados presentaton activi 

dad Hemolítica. 

O\ 
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TABLA No. 7 

ANTICUERPOS HEMOLITICOS DE CRIOPRECIPITADOS OBTENIDOS POR LA 

GRUPO SANGUINEO 

A 

B 

o 

TECNICA DE E.C. MASON 

No. DE MUESTRAS 

11 

17 

,7 

ANTICUERPOS HEMOLITICOS 

ANTI A 

Dos crioprecipitados 

con hemolisis par­

cial: 1:128, 1:256. 

ANTI B 

Todos los criopreci­

pitados analizados, 

negativos. 

~ crioprecipitados Dos crioprecipitados 

con hemolisis parcial: con hemolisis parcial: 

1-1/128 y 2-1/512. 1/164 y 1/256. 

De 35 crioprecipitados obtenidos por esta t~cnica, 5 crioprecipitados presentaron ac-

tividad Hemolítica. 

°' w 
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DISCUSION 

La actividad del F-VIII de los crioprecipitados obteni­

dos por la técnica de Pool y Shannon en este estudio presenta­

ron una actividad menor que los preparados por la técnica de 

Mason (tabla No. 1 y 2). Esta diferencia puede ser debida a la 

descongelaci6n lenta a 4°C durante 24 horas, que sumado al 

tiempo de centrifugaci6n para separarlo del plasma residual lo 

que prolonga el tiempo de procesamiento (68) . La temperatura 

de centrifugaci6n es critica durante esta etapa, ya que si no 

está rigurosamente controlada puede causar una pobre obtenci6n 

y/odegradaci6n con pérdida de actividad (69) .Por el contrario 

la descongelaci6n rápida en la técnica de E. C. Masen y la eli 

minaci6n y separación continua del plasma sobrenadante por si­

foneo se lleva a cabo en aproximadamente una hora a temperatu­

ra de.3ºC, reduciendo el tiempo de contacto entre el precipit~ 

do y el plasma residual, factores que pudieran permitir una me 

jor cosecha del crioprecipitado o una mínima degradaci6n. 

Una observaci6n interesante hecha previamente por otros 

grupos (53) es la relaci6n entre la actividad de Factor - VIII 

de los crioprecipitados, con los grupos sanguíneos del sistema 

ABO del donador (figura No. 1) ya que el crioprecipitado obte­

nido de plasma, particularmente el grupo sanguíneo A presenta 

una mayor actividad de Factor VIII y siguiendo un orden los o~ 

tenidos del grupo O y B. No se analizaron del grupo sanguíneo 

AB, dado que este grupo es sumamente raro en el valle de Méxi-
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co, y su disponibilidad es muy reducida (70). 

No tomando en cuenta el grupo sanguíneo de los donadores 

en los crioprecipitados se obtuvo un promedio en la técnica de 

Pool y Shannon x = 71.08 Unidades y en la técnica de Masan un 

promedio de x = 108.44 Unidades. Existe una diferencia altame~ 

te significativa entre estas dos técnicas ya que existe una 

probabilidad menor de 0.05 (tabla No. 1 y 2). 

En cuanto a la determinación de proteínas totales por el 

método de Biuret se comprobó que existe menor cantidad de és­

tas en los crioprecipitados obtenidos por la técnica de Masan, 

en los que se obtuvo un promedio de x 3.69 g/dl y los obteni 

dos por la técnica de Pool y Shannon el promedio fue de 

x = 4.27 g/dl no existiendo diferencia estadísticamente signi­

ficativa entre ambas técnicas ya que la probabilidad es mayor 

de 0.05 (tabla 3). 

El contenido de f ibrin6geno determinado por el método de 

Ratnoff y Menzie, en los crioprecipitados obtenidos por la téc 

nica de Pool y Shannon fue de x = 411.33 mg/dl y en los crio­

precipitados obtenidos por la técnica de Masan fue de 

x = 539.14 (tabla No. 4) no existiendo diferencia estadística­

mente significativa entre ambos métodos ya que la probabilidad 

fue mayor de 0.05. 

El título de anticuerpos aglutinantes anti A y anti B así 

como de anticuerpos hemolíticos es un parámetro a considerar 

en especial en la administración de dosis masiva de criopreci-
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pit~dos a pacientes hemo~ílicos de grupo sanguíneo ABO diferen 

te. 

En relación a lo anterior, est§n descritas reacciones he­

molíticas atribuibles a esos anticuerpos si sus niveles son 

elevados (71) . 

Por este motivo es necesario la determinación del título 

de anticuerpos aglutinantes y la büsqueda de anticuerpos hemo­

Hticos. 

En los crioprecipitados obtenidos por la técnica de Mason 

los anticuerpos aglutinantes encontrados con títulos mayores 

de 1/200 fueron en mayor grado que los encontrados en la técn! 

ca de Pool y Shannon (tabla No. 4,5). También se encontraron 

mayor número de anticuerpos hemolíticos en los crioprecipita­

dos obtenidos por la técnica de Mason y un menor número en los 

obtenidos por la técnica de Pool y Shannon (tabla No. 6,7). 
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e o N e L u s l o N E s 

1.- Los crioprecipitados obtenidos por la técnica de "Masen" 

presentaron una mayor actividad, que los obtenidos por 

la t€!cnica de "Pool y Shannon", lo que es importante en 

la terapéutica de los pacientes hemofilicos. 

2.- Se debe considerar que los crioprecipitados de grupo san 

guineo A muestran mayor actividad de factor VIII por am-

bas técnicas, lo que es recomendable para su empleo tera-

p€!utico. 

3.- La cantidad de prciteinas totales es mayor en los criopr! 

cipitados obtenidos por la técnica de "Pool y Shannon" 

que los obtenidos por la técnica de "Mason". Por el con-

trario la cantidad de f ibrin6geno obtenida por la t€!cni-

ca "Pool y Shannon" es menor que la obtenida por la téc-

nica de "Masen". 

4.- La cantidad de anticuerpos hemolíticos encontrados en la 

t€!cnica de "Masen" pueden ser una desventaja para su em­

pleo en transfusiones masivas a pacientes de grupo san-

guineo ABO incompatible. 
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