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INTRODUCCION 



INTRODUCCION 

El tratamiento y la prafilamis de los trastornos trombáticos 

se realiza mediante la administración oral de medicamentos anti-

coagulantes a base de cumarina en forma crónica y agudamente con 

heparina intravenosa. 

En le terapia a base de anticoagulantes orales se debe 

tener en cuenta el riesgo de sangrado que puede tener al pacien-

te en calo de que no sea definida la dosis esacta de anticoagy - 

lonte. 

Pare regular la intensidad de terapia anticoagulante el doc-

tor se basa en el Tiempo de Protrombina (TP) en caso de cumari - 

nacos y en el Tiempo Parcial de Tromboplastina (TPT) en caso de 

heparina. El Tiempo de Protrombina se realiza utilizando una 

suspensión de tromboplastina histica, que se prepara a partir de 

e:<tractos de cerebro o pulm,11, de origen humano, conejo y de 

otros animales. 

El problema para definir una dosis eitacta de anticoagulante - 

aun las didcrepanciaa que so observan en los resultados, de le - 

determinación del Tiempo de Protrombina entre diferentes labora-

torios, las variables más importantes y en las que haremos inca-

pie en este trabajo son: el uso de tromboplastina de origen di--

ferente y la forma de espresar los resultados. 

La disponibilidad de tromboplastines correctamente calibradas 

quizá sea el punta clave para lograr la normalización de la vi- 

gilancia del tratamiento anticoagulante oral. 

Es por esto que la Organización Mundial de la Salud (O.M.S.) 

ha preparado tromboplastinas estables de referencia que se 

emplean para calibrar la actividad biológica de otras 
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preparaciones. En 1977 se elaboró, un patrón de referencia inter-

nacional a partir de cerebro humano, que es actualmente conside-

rado como un patrón primaria. Posteriormente en 1979 se elabore!' - 

un patrón a partir de tejido bovino y de conejo. Estas 

preparaciones permiten verificar la calidad y sensibilidad de los 

diferentes preparados comerciales en los que debe venir indicado • 

su Indice Internacional de Sensibilidad (ISI), calculado en 

relación al patrón de referencia internacional que se considera 

de 1.0.(1) 

El resultado del Tiempo de Protrombina puede ser expresado 

como tiempo en segundos; como tasa de protrombina (Tiempo de pro 

trombina del paciente en segundos/Tiempo de protrombina del con-

trol en segundos), como porcentaje de actividad (Tiempo de pro-7 

trombina del control en segundos/Tiempo 'de protrombine del paci-

ente en segundos multiplicado par 100), pero cuando se conoce el' 

Indice Internacional de Sensibilidad (ISI) de la tromboplastina, 

la mejor forma de expresar el Tiempo de Protrombina es en Indice 

Normalizado de Referencia (INRI, que es un sistema de calibración 

uniforme que ha sido recomendado por un Comité Internacional, en 

el que la Tasa de Protrombina sea e:presada en terminas de Indi-

ce Normalizada de Referencia,(2,Z1) logrando esto dar un valer 

equivalente de Tiempo de Protrombina•en cualquier laboratorio 

sin importar el origen de la tromboplastina.- 

En este trabajo se va a estandarizar una Tromboplastina Local 

extraída a partir de cerebro de conejo, utilizaremos como patrón. 

de referencia Tromborel 9 que es una tromboplastina comercial - 

eztraida de placenta humana (de Rehring), la cual ya tiene cal-- • 

culada su Indice Internacional de Sensibilidad (ISI), determina- 



do a partir de la preparación de referencia de la O.M.S.. 

Se utilizare esta tromboplastina ya que es dificil conseguir 

el patrón de referencia de la O.M.S. y ademas por ser Tromborel 

S considerada la preparación mejor calibrada de America Latina. 
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GENERALIDADES. 

El Tiempo de Ouick o de protrombina es el tiempo necesario 

para la coagulacidn de un plasma recalcificado en presencia de un 

exceso de tromboplastina hfatica. E;plora fundamentalmente la 

función de 1A vfa e:ttrenseca de la coagulación, incluyendo el fi-

brinágeno, la protrombina (factor II) y los factores 9, VII y X. 

Esta prueba .ae utiliza principalmente para controlar los efec-

tos de la terapia cmarfniCa, asi u 	como para estudiar a los paca-- 

entes con trastornos congénitos e adquiridos. Fara medir el Tiem-

po de Protrombina se agrade trombuplantina tisular y car2 en  con--

centracion optial,-  do. es,ta forma el facto.-  VII reacciona con el - 

factor histico y se forma un producto que convierte el factor X 

en su forma actii,A; el fau.tor Xa; este, e su vez', reacciona con - 

el factor V, con el 	y con los i•islolipidos del factor bis-- 

tico para furmor pratrombinaea e:Itr(naca, que convierte al fi- - 

brintneno a fibrina.1,1) 

La velocidad de formación de la fibrina depende de la dancen--

traci3n de los factores V, VII, X, protrombina y.fibrinógeno; 

esta prueba mide la actividad total de estos factores. 

2.1 FACTORES DE LA VD:. CONUN DE LA CASCADA DE COAGULACION. 

2.1.1. FIDRINOGENO. 

El fibrineigeno se forma en el parenquima hepático. 

Se trata de un dfmero formado por dos mitades identicas, cada 

una con tres cadenas llamadas 04(A), 11(B) y y . Cada cadena po-
see un extremo libre NH2 y otro COOH. El peso molecular del fibri 
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ndgeno es de apro:cimadamente 340,000 daltons. y el de las tres - 

cadenas, 64,000, 57,000 y 48,000 respectivamente. Las dos mitades 

de la molécula, asf como las cadenas, se encuentran unidas por 

puentes dssulfuro.(5) 

El fibrindgeno es el principal substrato de la coagulacidn y - 

se encuentra en el plasma en concentraciones de 160 a 415 mg/d1., 

la vida media biológica del fibrinógeno varia de s  a 5 días. 

Cuando se anadea trombina al fibrindgeno se forma fibrina. 

La trombina es capaz de romper los enlaces entre arginina y 

glicina en la .molácula del fíbrinágeno formandose un monómero de 

fibrina y dos péptidos, ilamados A y H. Las fibrinopdptidos pro-

vienen del extremo NH2 de las cadenas of.(Al y 0 (8). Los mond-

meronde fibrina se encuentran unidos por enlaces terminotermina- • 

les y latrolateraleti, no covalHntces que pueden disociarse cam-

biendo el pH, o la fuerza idnica del medio o bien'por la acción - 

de agentes desnaturalizentes. La red de fibrina se estabiliza por 

la acción del factor XIII,- que se activa por la trombina. En su 

variedad activa (XtIla), el factor puede catalizar la formación de 

enlaces cru:ados de tipo E -( 	-glutamil) lisina entre los 

monómerpa de fibrina, can la cual aparece una red insoluble de 

fibrina. 

FIBRINOGENO 	a 	MONOMEROS DE FIERINA 	PEPTIDOS A Y• 
B. 

POLIMERO DE FIBRINA 

XII la 
	

Ca+2 

FIBRINA INSOLUBLE. 
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2.1.2. FACTOR V. 

Este factor probablemente se forme en el hígado, pero no 

depende de la vitamina K para su formación. Salo se encuentra en 

el plasma y se consume al coagular la sangre.(7) Este factor 

desemperla un importante papel en las ultimas etapas de la 

formación de tromboplastina. 

El factor V actúa como cafactor con el factor X activado, 

fasfolrpido y Ca+2 para formar el principio activa que convierte 

la protrombina. Tiene un peso ~ocular de 290,000. 

FOGFOLIFIDOS. 

Los fasfolipidos tambien forman parte en el proceso de 

coagulación de la sangre, estos compuestos aceleran la 

coagulación sanguínea participando en las reacciones que afectan 

a los factores VIII y V. La fuente de fasfolípidos pueden 'ser las 

plaquetas o los componentes hfsticos. 

2.2. VITAMINA K. 

Vitamina 	es el nombre genérico de un grupo homólogo de 

vitaminas liposolubles, que consisten en derivadas de 2-metil-1,4 

naftoquinana. Su ausencia de los tejidos animales causa sangrada, 

debido a defectos en la coagulación. Este defecto en la 

coagulación es el resultado de una síntesis inadecuada 

factores activas procoagulantes, II tprotrombina), VII, IX y X. 

Esta vitamina fue descubierta por el Dr. Dam en 1929,(9) al 

estudiar la biosintesis de colesterol en pollos alimentados con 

una dieta libre de grasas, el observó que después de varios días 
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los pollos presentaban hemorragias subcutaneas e intraperitonea--

les, esta enfermedad era causada por una sustancia previamente no 

reconocida, la ausencia de este tachar causaba un retrasa en la - 

coagulación de la sangre que fue finalmente rastreada hasta la 

ausencia de la actividad de protrombina. Esta sustancia se 

denominó vitamina r por 1oagulacidn. 

Como se han 1:wuntradu diferentes tipos de vitamina K, la 

Unttin Internacienal de Bioqufmica a propuesto una nomenclatura 

para los derivados 2-eatil-1,4 naftoquinona. f8) 

Vitamina ri .- Es la 2-metil-Z-fitil-1,4 naftoquinona que es 

conocida como Filoquinonii. Su principal fuente alimenticia es la 

alfalfa y atrae productos del reino vegetal. 

Vitamina V: 	.- Es una familia con una larga serie de homólogas 

que tiene cadenas iscprenil nn saturadas. El nombre genertco para 

e,Ite grupo es menoquinnna (11(i), con un sufijo que • indica el' • 

ndmere de unidades de isopreno itW-n). Esta es aislada 

principalmente del pescado, se incrementa su cantidad cuando el - 

pescado esta en proceso de putrefacción. 

Vitamina 1(7. 	.- Esta se conoce como menaquinona 

La absorción de filoquinona y menaquinona requiere de la bilis 

y del jugo pancreatico, la vitamina K que viene en la dieta se 

absorve en el intestino delgado, incorporándose a los 

quilomicrones y a la linfa. Los sitios de captación de la 

vitamina tZ son: el hígado principalmente y luegole sigue en orden 

de importancia piel y musculo. 

La vitamina K. que se ingiere se elimina rapidamente -en 24 

horas, llegando a una reserva corporal relativamente baja 

respecto a otras vitaminas liposolubles, siendo esta reserva de 
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1 Mg por 1 Kg de peso corporal. 

La función fisiológica de la vitamina K fue descubierta por 

Dam y sus colaboradores,(10) cuando demostraran que la prolonga—

ción en la coagulación, por deficiencia de vitamina K se debla a 

la reducción de la actividad de protrombina en el plasma. En los 

próaimos 10 alías 51H descubrieron otras 7. protefnas procoagulantes 

que tambiell,son reguladas por la vitamina K que son los factores • 

VT1, IX y X. 

M4s recientemente se han encontrado cuatro nuevas protefnas - 

dopendidntes de vitamina K que contienen residuos de ¿tido glut4-

mico, que son: las protefnas C, M, 5, y Z. Todas requieren de 

Cm+2 ionizado para su actividad, presentan cierto parecido en su 

estructura con los factores dependientes de vitamina K. 

La protefna C y 5 son anticoagulantes. La protefna C activada; 

en (orina rSpida y selectiva inactiva a los factores V y VIII que 

son los cofactores inmediatos para la activacidrn del factor Y. y 

IT 	(prutrombina), 	también 	estimula 	la 	fibrinálisiS, 

presumiblem.int.- por la liberactoh de un activador tísular de 

elasmincgeno. 

La protefna 5 facilita la inactivación del factor V, por la 

protefna C activada- en presencia de fosfolipidos. El papel 

biologico de la proteína Z y M no se han definido 

Los cuatro factures de la coagulación dependientes de vitamina 

K son distribuidos en el sistema eutrfnseco que es activado por 

dalla celular. El sistema para la formación de estos factores 

requiere de un sustrato peptfdico, 02, CO2 y de vitamina K. No 

requiere de ATP. 

La vitamina K que entra al organismo no es activa, esta se 
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activarj' hasta que sea reducida de la forma quinona a 

hidroquinona en los microsomas hepáticos. La forma reducida de la 

vitamina h es conocida como K1H2, esta acida como un donador de 

electrones en un sistema de transporte de electrones microsamica 

para el cual el ouigeno es el aceptar terminal. Este sistema de 

transporte de electrones se acopla a una reaccidn de fijacidn de 

CO2 que convierte los puentes pept(dicos del glutamato - 

Ó -carboulglutamato. 

Para entender mejor la formación de los factores dependientes 

de la vitamina K pasaremos a la Fig. 2-1. 



Fig.2-1 

El ciclo de la vitamina K en la formacidn de los factores de 

la coagulación depndientes de vitamina K. 

La vitamina K entra al organismo y es reducida a la forma de 

hidroquincna (Vitamina K1H2). Tomaremos como primer paso en este 

esquema, la combinación de la carbouilasa activada (as vitamina - 

K1H2 y 02, que dan lugar a la vitamina rH-00H (hidropercwido). 

El segundo paso es el acoplamiento de KH-00H y la activacidn - 

del pePtido Glutámico, la adición del p4ptido estimula la cardo—.  

milación para formar el 	1 -carboiglutamato (ala) y ademas fa--. 

varees la epcwidación de la forma KH-00H para darnos rl 0, luego 

la forma reducida es regenerada por la epol(ido-reductasa y por la 

nicotinamida adenina dinucludtido (NAOH). 

12 



TADLA 2.a. 

Caracteristicas de las proenzimas de la coagulacion 

dependientes de Vitamina K. 

! 

: 	FACTOR 	PROTEINA 	a 
• . 	:  	 1 
:CARACTERISTICAS: : 	: 	: 	

: 	
: : 

S a 	a II : X : IX :  VII : C 	; M : Z : 
: 	: 	: 	 ; 

I 
:Concsntracion : 	: 	: 	: 	: 	a 	a 	a 	! 
:en plasma mg/ml: 	10 a 	20 : 	7 	: 	1 	: 	10 : 	1 	: < 1 : < 1 : 

a 	a 	: 	: 	a 	: 	a 
: Peso Molecular :72000:55000:5:5000:46000:87000:09000:50000:55000: 

aParcentaJe de : : : : : : : a 
:Carbohidrato : 8 ; •17. : .26 : 13 : e : (4) : 1+) 1 (+) 	: 

a 1 : : e a 
:Humero de : : 1 
:cadenas 

:Numero de 

: 

: 

1 : 2 : 1 : 1 : 2 : 

a 

1 : 1 : 

: 

1 	e 

a 
:residuos 10 ; 12 : 12 : 10 a 11 : 10 a + a 13 a 

2.:. PROENZIMAS DE LA COAOULACION DEPENDIENTES DE VITAMINA K. 

2.3.1. PROTROMDINA (FACTOR II). 

La protrombina se compone de una sola cadena polipeptidica co,, 

alanina como grupo terminal. Su molécula contiene un 8% de 

carbohidratos, los cuales consisten en henasa, hexosamina y 

ácido siálico. 

Los hidratos de carbono eután localizadas en tres o cuatro 

cadenas laterales, una de las cuales está adherida a la porción 

de la molécula que se convierte en trombina y las otras dos o 

tres a la molécula que se pierde durante la conversión de la 

protrombina en trombina.(13) 
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La estructura primaria de la protrombina esta caracterizada 

por la presencia de un aminoácido único, 	el ácido 	y - 
carboKiglutámico. 

El ácido 1-carbomiglutámico que se encuentra en la 

protrombina le confiere la propiedad de fijar al Ca+2. 

La Vitamina V es esencial para la síntesis de acido 

carboxiglutdMica, ya que este se forma por la adicidd de HCO: a 

los residuos de dcido glutámico en el precursor de la 

protrombina. 

La trombina se forma por la hidrólisis que sufren diversos 

enlaces pF?ptfdir:o9 de la protrombina, esto es provocado par el 

factor X activado. 

FACTOR VII. 

Se considera como una proteína procoagulante, y es uno de los 

factores plasmátícos esenciales para el desarrollo de actividad 

de tromboplastina de' origen tisular. 	Este factor para su 

producci&I constante depende de la Vitamina K. Este factor tiene 

des furmas, cada una de estas formas tiene diferente actividad 

coagulante. 

La forma de cadena única del factor VII, es rapidamente 

hidrolizada por el factor Xa en presencia de fosfoltpidos y 

calcio. La forma de dos cadenas tambien es hidrolizada por esta 

enzimas, pero la hidrolisís de estas dos cadenas da como 

resultado, pequeras moléculas con actividad coagulante. 

La forma de dos cadenas del factor VII tiene una actividad 

coagulante es veces mayor que la forma de cadena única, pero lo 

14 



que tienen en común estas cadenas es que ambas deben de ser 

completadas por el factor histico, para de esta manera poder 

activar al factor X. 

Este factor se encuentra tanto en el plasma como en el suero. 

La actividad del factor VII en el suero parece ser superior a 

la que se desarrolla en el plasma, pero la actividad del factor 

VII en al plasma aumenta cuando ha sido eupuestu a una superficie 

de cristal u otras superficies, se cree que el aumento de la 

actividad se debe a los factores de contacto que son el XII y XI. 

Este factor es estable, siempre y cuando se guarde en las 

condiciones que se indican an los bancos de sangre, que son: 

Primero se toma la unidad de sangre que contiene 500 • ml. de 

sangra total, esta unidad se centrifuga a Z000 r.p.m. durante 30 

minutos, de esta forma se obtiene el plasma y el paquete 

globui-ir.. Se separa el plasma / se cungela. 

El plasma fresco congelado es útil para tratar episodios de 

sangrado en pacientes con deficiencia de factor VII. 

2.7..3. FACTOR IX. 

Este factor se encuentra tanto en el plasma como en el suero. 

Este factor es termolábil, se conserva mejor a 40  C. a esta 

temperatura se conserva en cantidades normales durante 2 semanas, 

luego empieza a disminuir rapioamente. En el plasma fresco 

congelado se conserva durante largo tiempo. 

Este factor es una cadena polipeptfdica única que contiene 

26% de carbohidratos, esta cadena única tiene a la tirosina como  

grupo terminal amino—libre y tiene puentes disulfuro 

15 



intramoleculares. El factor IX es activado por el factor XIa que 

rompe un enlace peptfdico interno formando un intermedio 

enzimaticamente inactivo de dos cadenas con grupos extremos 

amino-libres tirosina y alanina, un segundo enlace peptidico es 

hidrolizado par el factor XIa, que libera un péptido de 

activación de la cadena mayor y forma con ello una proteína de 

dos cadenas con actividad enzimática. La cadena ligera 

formada, tiene un peso molecular de 10,000, presentando ésta la 

misma secuencia N-terminal, que presenta el factor IX intacto. La 

cadena pesada que tiene un peso molecular de 27,00e es el factor 

IXa. 

FACTOR X. 

Eats Factor se halla en el plasma y en el suero, es una .• 

• glucapruteine que contiene 1)7X de hidratos de carbono. Se han • 

aislado dos formas de factor X <llamadas factor X1 y factor X2), 

El factor X consista en dos cadenas polipeptídicas (cadena 

pewad•il y cadena ligera) conectadas par puentes di sol furo. El 

sitio activo de este factor parece hallarse en la cadena pesada. 

El factor X activado (Xa), es el activador primario de la 

protrumbina, esta reacción requiere Ca+2, fasfolípidos y factor V 

como cofactor. 

Se he encontrado una estrecha semejanza estructural con la 

protrombina, per la presencia en la cadena ligera de unos 14 

residuos de .cido l'-carboxiglutjmico, que es el aminoácido que 

caracteriza a los factores de la coagulación dependientes de 

 

 

 

 

 

 

vitamina Y. 
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2.4. ANTICOAGULANTES ORALES. 

Un trombo puede formarse en cualquier parte del sistema 

cardiovascular, incluyendo venas, arterias, el corazón y la 

microcirculacitin. El trombo venoso se forma en areas de flujo 

lento o moderada, esta compuesto de una mezcla de celuias rojas, 

plaquetas y fibrina. 

Las complicaciones de una trombosis pueden ser debidas a un 

obstrucción local o embolizacidn tardía, pero se pueden prevenir 

tales complicaciones mediante un tratamiento anticoagulante muy 

bien vigilado por un doctor. 

Los anticoagulantes no tienen efecto directo sobre un trombo 

ya establecido ni pueden revertir del darlo tisular producido por 

la isquemia. Sin embargo, una vez que una trombisis ha ocurrido, 

el tratamiento anticoagulante tiene como objetivo prevenir una 

irwyor etensiLln del coagulo ya formado y prevenir 

secundariamente, las complicaciones tromboembálicas que. pueden 

der como resultado graves y posiblemente fatales secuelas. 

Entre los anticoagulantes orales podemos mencionar a la 

ind.ndiona y a los anticoagulantes a base de cumarina como 

dicumarol, la dlhidrouicumarina, la warfarina de sodio. 

Para hablar de anticoagulantes orales, nos inclinaremos por la 

warfarina dn sodio ya que es el antagonista más popular • de la 

Vitamina r, utilizado en America, por tener las propiedades 

farmacolGgicas mis favorables que el dicumarol. y su toxicidad es 

menor que la de otros anticoagulantes. 

La característica química esencial que le confiere a la 

cumarina su actividad anticoagulante como antagonista de la 

17 



Vitamina K es su núcleo 4-hidrowicumárica con un sustituyente en 

la tercera posición, la warfarina tiene un carbono asiankrico 

sustituyendo una tercera posición. 

La warfarina sádica actúa deprimiendo la síntesis, en el 

hígado, de diversos factores que participan activamente en el 

mecanismo de la coagulación, en una gran variedad de trastornos 

caracteri-:ados por fenómenos tromboembólicos. El efecto in-vivo 

de la warfarina sodica es la depresión en orden secuencial, de 

los fantures VII, IX, X y U. El grado de depresión depende de la 

dosis administrada.(0) 

Los anticoagulantes orales son antagónicos de la Vitamina K ya 

que interfieren en su regeneración metabólica, esta provoca una 

disminucidn de los factores dependientes de Vitamina I. Lo cual  

ce!plica la acción hipotrombinjfinica de estas dragas. La (arma en 

que actuan 	anticeagulantes cumarInicon se eaplicarl en la 

Z.Z.. 

Despues de su administración oral, su adsorción es completa .  

alcrinzandu su ITILMA cuncentracidn plasmática en un lapso que 

dura de 1 a 7 horas. Apro2imadamente el 97% de la warfarina 

sódica va liga a id albeSmina del plasma e induce 

hipoprotrombinemia en .1:6 a 76 hr., pudiendo persistir la duracion 

da este efecto hasta par 4 o 5 días, produciendo así una curva de 

respuesta, de larga duración, poco elevada. Ademes se elimina 

facilmente por la orina. 

La dosificación se debe adaptar a cada paciente de acuerdo 

con las respuesta obtenidas. 

La mejor manera de regular la terapia con anticoagulantes 

orales es can el Tiempo de Protrombina. El tejido 
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tromboplastinico utilizado debe estar estandarizado con 

tromboplastina de referencia y debe realizarse una curva estandar 

a partir de plasma de referencia. El Tiempo de Frotrombina UF/ • 

es sensible a diveros factores de coagulacidn dependientes de 

Vitamina K; factor II, VII y X. El Tiempo de Frotrombina debe de 

ser determinado diariamente 	cuando se empieza una 	terapia 

con anticoagulantes orales y luego se realizard la prueba 

semanalmente y posteriormente cada mes, esto se hace como control 

en aquellos pacientes que estar bajo terapia anticoagulante por 

largo plazo. 

Se debe de tomar muy en cuenta que el rango de los valores 

terapedticon de Tiempo de Frotrombina varía de laboratorio a 

laboratorio. 

Fig. 2.2. 

Esta es una parte del ciclo de la Vitamina K en la formación 
de los factores de la coagulactein dependientes de Vitamina K. La 
warfarina actúa en este ciclo evitando que se forme la Vitamina 
K reducida (K1H2), por lo tanto esto provoca una acumulación de 
epomido de Vitamina K (K10). 
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MATERIAL Y METOD05 

PARTE a. MATERIAL. 

2.a.l. MATERIA PRIMA: 

Cerebro de conejo (en este trabajo se utilizaron 

cerebros de conejo). 

EQUIPO: 

- Pinzas para cortar hueso 

- Pinzas 

- Tijeras 

- Embudo 

•- Papel filtro 

- Mortero y pilón 

- Papel aluminio 

- Hielo 

- Fibrinómetro (de marca Eehring) 

- Tubos de ensayo (especiales para fibrinóMetro) 

- Tubos de ensayo de 75 u 10 mm. 

- Papel parafilm 

- Pipeta pasteur 

- nano maría a 50 C. 

- Centrffuga 

- Tubos de vacutainer (especiales para Tiempo de Protrombina) 

- Vacutainer 

- Agujas para vacutainer 

- Balanza 



- Termoblock 

REACTIVOS. 

- Acetona (de calidad farmacopea) 

- Solucidn Salina Fisiológica 

- Solución de Citrato de Sodio (concentración de 

- Solución de Cloruro de Calcio 0.025 M 

- Agua Destilada 

- Tromborel S (tromboplastina cticica de Dehring) 
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t. 

PARTE b. METODOS. 

METODOS PARA OBTENER LA TROMEOPLASTINA Y EL TIEMPO DE 
PROTROMBINA. 

Para el proceso de obtención de tromboplastina de cerebro de 

conejo, que naturalmente se inicia can el sacrificio de los 

animales; la muerte de estos se provoca mediante la inyección de 

60 cmE. de aire por la vena media de la oreja causandole una 

embolia gaseosa. De esta forma se obtiene que el animal no tenga 

mayores consecuencias que puedan influir.en los resultados de la 

preparación de tromboplaltina. 

Es conveniente remover el cerebro inmediatamente después de 

matar al conejo, para esto se procede de la siguiente forma: se 

hace una incisión longitudinal en la zona central de - la piel 

dejando el craneo al descubierto. Con una pinza fuerte se incide 

la articulación occipitoatloidea, se recorta y se separa la 

calota craneana. Se corta la duramadre extrayendo el cerebro con 

la ayuda de un instrumento sin filo (puede servir el mango de la 

pinza). A medida que se van extrayendo los cerebros se van 

colocando en papel aluminio sobre hielo. 

Luego se procede a limpiar los cerebros, quitándole todos los 

vasos sanguineos, la piamadre y bulbo raquídeo (esto se hace con 

la ayuda de unas pinzas). Ya limpios los cerebros se lavan dos 

veces con un poco de solucion salina fisiológica. Se colocan los -

cerebros en el mortero, se agrega 0.1m1. de citrato de sodio 0.2M 

par cada E cerebros; esto es para remover las posibles trazas de, 

calcio. 

Despues de esto se cubren los cerebros con acetona (10 ml. por 
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ceda cerebro), se presiona el material con la mano del mortero; 

en esta etapa hay que abstenerse de dividir el material; se vuel-

ca la acetona y se agrega otra porción de acetona repitiendo el 

tratamiento anterior, se retira la segunda porción y se agrega 

una tercera, en este momento el material comienza a ser escamoso 

y se puede desintegrar. Se decanta la acetona que en esta etapa 

queda precticawente limpia, ya que las porciones anteriores 

salían op4lecentes por la disolución de lípidos. 

Se agrega una porción nueva de acetona y se muele el material 

cubierto por 14 acetnnA hasta obtener una sustancia granulosa. 

Se filtra a travuu de un papel filtro y el polvo de 

tromboplastina :.esesal aire libre, de un día para otro. 

Z.b.2. ACTIVACION DE LA TROMEOPLASTINA LOCAL. 

Ya que tenemos nuestro polvo de tromboplastina seca, 

se procedemos a preparar los viales con los que se va a trabajar. 

Para la preperacion de los viales, ocupamos tubas de ensayo de 

75 u 10 mm., en los que se colocan 0.2 grs. de polvo de 

Tramboplashina, deL4pue,3 se sellan los tubos, con papel parafilm y 

ce guardan los tubos ye preparados a 4.C. 

Lo act.ivacion de la tromboplastina, se va ir haciendo según se 

vaya ocupando. 

Para 	activarla se agregan Z.5 ml. 	de solución 	salina 

fisiológica, al tubo que contiene la tromboplastina, se mezcla 

bien con una pipeta pastear (procurando que no se formen muchas 

burbujas) y se incuba durante 20 minutos en un baRo marta a 501IC 

(el bario se pone previamente a esta temperatura). 
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Ya que trascurrió este tiempo, se procede a centrifugar el 

tubo para obtener el sobrenadante que se pasara a otro tubo de 

ensayo (75 m 10 mm.). 

Este sobrenadante es la Tromboplastina activada lista para 

usar. 

1.b.3. ODTENCION DE LA MUESTRA. 

Se selecionaron muestras de sangre de pacientes normales. 

Para la obtención de la muestra, se utilizaron tubos de 

vacutainer ya calibrados. estos contienen una parte de citrato de 

sodio al 0.11 M (0.5 ml) y el vacio necesario, para lograr una 

proporción de 1 a 9 con la sangre obtenida. 

La muestra se toma por punción venosa, con el vacutainer, 

evitando la hemolisis de la muestra. Ya tomada la muestra se 

mezcla el citrato de sodio con la sangre, para obtener una 

muestra hamogenea, esto se hace mediante una inversión repetida 

del tubo, procurando formar la menor cantidad de burbujas 

posibles, desput4u de esto la muestra se centrifuga durante 10 

minutos a :000 r.p.m. de esta manera obtenemos un plasma pobre en 

plaquetas. 

Despues de la centrifugación, se va a observar un claro 

fraccionamiento de la sangre donde se obtiene el plasma y el 

paquete globular; se separa el plasma sobrenadante, con la ayuda 

de una pipeta pasteur y se pasa a un tubo de vidrio de 75 m 10 

mm. 
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3.b.4. REALIZACION DE LA PRUEBA. 

El principio de esta prueba (Tiempo de Protrombina> consiste en 

desencadenar el proceso de coagulación mediante la incubación del 

plasma can cantidades óptimas de trombaplastína y calcio; 

midiendo el tiempo transcurrido hasta la formación de un coágulo 

de fibrina. 

a) TROMBOREL G. 

Tromborel S es una tromboplastina cálcica humana, que sirve 

para la determinación del Tiempo de Protrombina, este producto es 

de la marca Fehring. Tromborel 5 es una tromboplastina 

liofilizada que se ha extraído de tjiido humana. 

La 	preparación de Tromborel S consiste en- disolver la 

tromboplastina licifilizada, con la cantidad de agua destilada 

indicada en el envase, después se incuba a 7j7.C. y está lista. 

para la realizaci¿n de la prueba, que consiste: 

Pipetear 	en un tuba de ensayo precalentado a +37 C 

Plasma Citratado 0.1 ml. 

Incubar 1 minuto a + 37 C 

Tromborel 5 (precalentado a + 37 C3 0.2 ml. 

Simultaneamente can el agregado de Tromborel S poner en: 
: marcha el cronómetro o el reloj del coagulómetro y determinar : 
: el tiempo de coagulación. 
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b) TROMDOPLASTINA LOCAL. 

Esta tromboplastina estará lista para usar cuando Ya sea 

activada ( esto se explica en la seccion 3.b.2.). 

: Pipetear en un tubo de ensayo precalentado a +37 C 

  

; Plasma citratada 

 

0.1 ml. 

 

Tromboplastina Local (activada y precalen- : 
: toda a +37 C 

 

0.1 ml. 

   

Incubar 1 minuto a +37 C 

  

Cloruro de Calcio 0.025 M 	 0.1 ml. 

Simultaneamente con el agregado del Cloruro de Calcio 0.025M: 
:poner en marcha el cronometro o el reloj del coagulometro y de-: 
:terminar el tiempo de coagulacion. 

Se analizaron 94 muestras de plasma normal, en donde ló 

muestras formaron parte del "pool" de plasma y las 84 restantes 

fueron la poblacion analizado. 

El Tiempo de Protrombina 	(TP) realizada a cada muestra se 

hizo por duplicado, se sacó un promedio entre las dos resultados, 

en el yee la diferencia de uno a otro no debe de ser mayor de 0.5 

segundos. 

Cada muestra se analizó con Tromborel S y con la 

Tromboplastina Local. 
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METODOS PARA LA EVALUACION DE LAS TROMBOPLASTINAS. 

En la evaluación de las tromboplastinas se incluirA los 
siguientes puntos: Curva de actividad, Sensibilidad, 
Reproducibilidad, Estabilidad y Rango terapedtico. 

3.h.5. CURVA DE ACTIVIDAD. 

La Curva de Actividad o Curva de Referencia, nos sirve para 

ver como se comparta el reactivo de tromboplastina, en caso de 

concentraciones bajas de Factor VII (por diluciones elevadas del 

plasmai. 

El trazado de la Curva de Referencia, se hace a partir de un 

"papi" de pl~a41 c:. tratados do 10 donantes masculinos sanos de 

entre 10 a 40 a(m do edad. La serie de diluciones que se hacen, 

50 preparan ron solucijn isotánica de Cloruro de Sodio (NaC1 

0.9%). 

 

Porciento del normal : 	100 % 
	

% 	25 

        

       

• 

 

: Diluci¿n del Plasma : Sin diluir : 

 

Observación de resultados en: Cuadro 4.1, Cuadro 4.2, y Fig. 

4.a.1.. 

      

SENSIBILIDAD. 

Para poder obtener la sensibilidad de una tromboplastina, se 

tiene que observar que la diferencia en segundos de las 

concentraciones de 100 y de SO porciento, esten en un rango de 4 

4 
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a ó segundas.(14) 

Pasar al cuadro 4.2.. 

Z.b.7. REPRODUCIBILIDAD. 

Este es uno de los varios requerimientos con los que debe 

contar el reactive de tromboplastina, en este caso lo que se hizo 

fue la determinación de la media, de la desviación standar, de la 

T de Student y la observación del polígono de frecuencia para 

ambas tromboplastinasi los resultados se compararon entre ambas 

tromboplastinas (Trambarel S y Trombaplastina Local>. 

73.b.7.1 MEDIA. 

Esta es una medida de tendencia central, que comunmente la 

gente denomina "promedio". La medía se obtiene, sumando todos los 

vaicres en una población o muestra y dividiendo entre el número 

de valores que se sumaron. 

Se usa 7 para designar a la media de la muestra y n para 

indicar el número de valores en la muestra. 

X i 
1 

n 

DESVIACION STANDAR. 

Esta es una medida de dispersión, o bien la diseminación de 

los valores alrededor de la media. La Desviación Standar se 

denomina S, en este trabajo nos servirá para obtener el rango 
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normal de Tiempo de Tromboplastina en segundos. 

Para la determinación de 6, se resta la media de cada uno de 

los valores, se elevan al cuadrado las diferencias y 

continuacidn se suman. Esta suma se divide entre el tamaño de la 

muestra, menos 1, de esta forma obtenemos la varianza (9%) a esta 

le sacamos la raiz cuadrada y obtendremos la desviación standar. 

C X i - X12. 

n - 1 

El rango normal de Tiempo de Protrombina en segundos es igual 

a: 

+- 2 S de la 7 

Loe valores para fromborel 3 estaran representados en le Tabla 

4.b. y los valores para la Tromboplastina Local en la Tabla 4.c. 

FOLIGONO DE FRECUENCIA. 

Esta es la representación gráfica, de la distribucirin de 

frecuencia de los Tiempo de Protrombina en segundos, para cada 

Tromboplastina. Tromborel S Fig. 4.a.2.. Tromboplastina local 

Fig. 4.a.3.. 

Z.b.S. ESTABILIDAD. 

Para el estudio de estabilidad, se sometieron los tubos con 
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tromboplastina ya activada a las temperaturas de OC., 37°C. y 

50°  C. y se midió el Tiempo de Tromboplastina durante una semana 

utilizando plasmas normales. Esta se hizo solo para la 

Tromboplastina Local. Los resultados de estabilidad se encuentran 

en el Cuadro 4.7.5.. 

3.b.9. RANGO TERAPEUTICO. 

El rango terapedtico se establece con los reactives de 

Pathoplasma I y Pathoplasma II; de la marca Behring. 

Pathoplasma se obtiene a partir de una mezcla de plasmas 

citratados provenientes de donantes sanos de 20 a 40 anos de 

edad. 

Mediante un procedimiento especial, los factores II, VII, IX y 

son ajustadae a niveles determinados. De esta manera son 

simulados los trastornos de la coagulación en la forma en que se 

presentan durante el tratamiento con anticoagulantes orales a en 

canos de deficiencias congénitas o adquiridas del sistema 

eitógeno da la coagulación. 

Pathoplasma I: Zona inferior de la Terapia Anticoagulante. 

Pathoplasma II: Zona superior de la Terapia Anticoagulante. 

Loa resultados de las pruebas de Tiempo de Protrombina con 

Pathoplasma / y II se observan en el cuadro 4.4. 
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METODOS PARA LA ESTANDAR/ZAC/ON DE LA TROMBOPLASTINA. 

ODTENC1ON DEL INDICE NORMALIZADO DE REFERENCIA (1NR). 

3.b.10. DeterminaciaA del Indice Internacional de Sensibilidad 

(191) de la Tromboplastina Local. 

El Indice Internacional de Sensibilidad (ISI) se debe de 

calcular en relación al patrón de referencia internacional que se 

considera de 1.0, pero como es dificil conseguir este patrán de 

referencia de la O.M.S., lo calcularemos usando como patrón 

Tromborel S que tiene un Indice Internacional de Referencia 	de 

1.04. 

Para la determinación del Indice Internacional de Referencia 

(IS/) de la Tromboplastina Local tomaremos el promedio de las 

lecturas' de Tiempo de Protrombina que se hicieron, para el 

"pool" de plasma normal, para el plasma ortho control, para 

Pathoplasma 1 y II. Las pruebas de Tiempo de Protrombina se 

hicieron utilizando Tromborel S y la Tromboplastina Local. 

Con el promedio de las lecturas de Tiempo de Protrombina en 

segundos se sacara un ISI parcial para cada fase, esta se hará de 

la siguiente forma: 

de Tromborel 13)(TP promedio de cada fase con 
la Tromboplastina Local) 

ISI parcial 
TE promedio de cada fase con Tromborel 5 

Los valores relacionados para la determinación del Indice 

Internacional de Sensibilidad (19I) se observan en el cuadro 4.5. 
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Después de tener el ISI parcial de cada fase, sacaremos el 

Indice Internacional de Sensibilidad de la Tromboplastina Local. 

191 parciales 
ISI de la Trumboplastina Local = 

4 

3.b.11. TASA DE FROTROMBINA. (PR) 

Para llegar a la determinación del Indice Normalizado 'de 

Referencia (INR) se necesita sacar la Tasa de Frotrombina para 

cada valor esto es Igual a: 

TF de la muestra en segundos 
TASA DE FROTROMSINA = 	  

TF promedio de la población 

Tiemple de Frotrambina promedio para Tromborel S = 11.8" 

Tiempo de Protrombina promedio para Tramboplastina Local = 19.5" . 

Estos fueron calculados como se indica en la seccion 3.O.7.1. 

3.b.12. DETERMINACION DEL INDICE NORMALIZADO DE REFERENCIA (INR). 

Aunque todavía se puede observar variaciones en la Tasa de 

Frotrombina cuando se usan diferentes Tromboplastinas, por medio 

del Indice Internacional de Sensibilidad (ISI) se trata de hacer 

que los valores de Tasa de Frotrombina sean parecidos cuando se 

expresan en Indice Normalizado de Referencia (INR). 
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ISI 
Indice Normalizado de Referencia (Tasa de Protrombine) 

La determinación de la Tasa de Pratrombine y el Indice 

Normalizado de Referencia (INR), para cada muestra, utilizando 

Tromboplastina Local y Tromborel S se observaran en la Tabla 4.a. 

Z.b.1:. PRUEBA DE AJUSTE DE BONDAD DE KOLMOGOROV-SMIRNOW. 

Es una estimacidn entre 2 poblaciones para establecer si hay o 

no una diferencia significativa desde el punto de vista 

estadIstice, relacionando yalor por valor. 

Esta relación se hizo entre los valores de Indica Normalizado 

da Referencia (INR), de amt).3s tromboplastinas. Los valores fueron 

acomodados en orden creciente, tanto para Tromborel S y para la 

Tremboplastina Local. 

Para esto se hace una cumparaciÓn entre una distribución 

teórica (en este caso serIan lee valores de Tromborel S) y una 

distribución de les datos de la muestra (serian loe valores 

obtenidas por la Trambaplastina Local.). 

El inter4s por la Prueba de aJuste de bondad de Kolmogorov,  

Smirnow se centra en probar la hipótesis de que las 

distribuciones de las dos poblaciones tienen un 95% de similitud.' 

Para este me hace una comparación entre la frecuencia acumulada 

teórica (Frec.A(M)) y la frecuencia acumulada de la muestra 

(Frec.A(m)). Estas valores se expresan en la Tabla 4.d.. 

La diferencia entre la Frecuencia Acumulada Teórica, 

Frec.A(M), y la Frecuencia Acumulada de la Muestra, Frec.A(m), se 

mide.por medio de la estadística a, que es la distancia vertical. 
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m¿xima entre Frec.A(M) y Frec.A(m), para que haya una relación 

del 95% entre Tromborel S y la Tromboplastina Local. 

La a m44ima se determina utilicando las tablas respectivas 

para esta prueba 	y en este caso es de 0.145. Para que la 
1 

hipótesis sea válida al y a2 nu deben de ser mayores de 0.145. 	[ 
1 

al y a2 se expresan en la Tabla 4.d.. 	 i 
i 
1 
1 

Acumuladas de Tramborel S y du la Tromboplastina Local. 

al = Frec.A(M) n 	Frec.A(m) n-1 

a2 = Frec.A(t1) n - Froc.A(m) n-1 

al y a2 se determinan pur la diferencia entre las Frecuencias 
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1 12.2" 19.7" 

11.9" s 18.5" 

12.0" 19.8" 

4 11.7" 18.9" 

5 11.9" 17.0" 

10.8" 16.5" 

7 12.9" 20.4" 

E 10.5" s 16.7" 

9 12.2" s 20.0" 

10 11.6" 17.5" 

CUADRO 4.1. Determinaci6n del Tiempo de Protrombina, con 

Tromborel S y con la Tromboplastina Local para los 10 

donantes, que formaron el "pool" de plasma normal. 

TROMBOREL S: TROMBOPLASTINA LOCAL: 
s No. DE DONANTE : 	TIEMPO DE PROTROMBINA EN SEGUNDOS 
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16.8" 0.86 

ler 

2do 

:ro 

TIEMPO DE PROTROMBINA 

CUADRO 4.2. Tiempo de Protrambins de las diluciones que me 
hicieron del "pool" de plasma normal. Los resultados • en segundos 
son pera determinar la sensibilidad y en Tasa dp Protrambina (PR) 
para la Curva de Actividad. 

TIEMPO DE PROTROMBINA 
No. DE DIA9 	: 

19.57 19.4" 20.0" 

10.0" 18.5" 24.5" 

18.7" 18.6" 25.  

19.4" s 19.5" s 29.0" 

19.0" s 19.7" 32.4" 

19.4" 19.2" 40.3" 

18.4" : 13.6" 51.2" 

CUADRO 4.3. Tiempo de Protrombina en segundos, realizado con la 
Tramboplastina Local sometida a diferentes temperaturas, durante 
el lapso de una semana. 
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:1) 	I 	L U C 	I 	O N: 

1(% DEL NORMAL) 	: 
T R O M B O R E L 	5 

SEGUNDOS 	: 	PR 

100 % : 11.05" : 0.94 

50 7. 16.55" 1.40 

2% 	5; 26.7" 2.26 

4to 

Sto 

6to 

7mo 

s TROMBOPLA3TINA LOCAL : 

: SEGUNDOS : PR 

: 	22.8" 	: 	1.17 

: 34.5" 	1.77 : 



11.0" :TROMBOREL S 

:TROMBOPLASTINA: 
:LOCAL 

PATHOFLASMA I : 	38.5" 

: PATHOFLASMA II : 	62.7" 

CUADRO 4.4. Limito inferior y limite superior de la Terapia 

Anticoagulante en segundos. 

:"Pool" de :PlasmaOrtho:Pathoplasma :Pathoplasma 
:plasma N. :control 	: 	I 	II 

ISI Parcial : 	1.59 	s 	1.65 	s 	0.91 

CUADRO 4.5. Valores utilizados para determinar 

Internacional de Sensibilidad USD. 
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;2.7" 

49.7" 

REACTIVO 	:TROMBOREL S:TROMBOPLASTINA LOCAL: 



FIG. 4.a.1. Curva de Actividad. 

A = Tromboplautina Local. 

= Tromborel S. 
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FIG. 4.a.2. Polfgcna de Frecuencia para Trom—
bcrel S. 
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FIG. 4.a.Z. Folfgano de Frecuencia para la Trpm-
boolastina local. 
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9 

No. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
B 
9 

10 
11 
12 
12 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

22 
23 
24 
25 
26 

20 
29 
14 
31 
32 
33 
34 
35 
26 
37 
28 
39 

41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
40 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
SO 
59 
6.) 
al 
62 
63 
84 
65 
66 
67 
60 
66 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 
DO 
01 
02 
03 
04 

21 0.96 

2711.3" 

4011,7" 

1---- 
I SEGUNDOS' 

10.2" 
104" 
10.6" 
10.6" 
10.6" 
10.6" 
10.7" 
10.8" 
10.0" 
10.8" 
10.0" 
10.9" 
11.0" 

11.0" 
11.1" 
11.1" 
11.1" 
11.1" 
11.2" 

11:1: 
11.3" 
11.3" 
11.3" 
11.1" 

11.4 -  
11.4" 
11.4" 
11.4" 
11. 4" 
11.5" 
11.5" 
11.5" 
11.5" 
11.6" 
11.6" 
11.8.  

11.0" 
11.0" 
11.0" 
11.0" 
11.0" 
11.0.  
11.8" .1.4» 
1?::: 
12.0.  
12.0" 
12.0" 

11:1: 
12.1" 
12.1" 
12.2" 
12.3" 
12.3" 
12.3" 
12.3" 
12.3" 
12.4" 

11:::  
12.5" 
12.5" 
12.6" 
12.7" 

11:;: 

12,0" 
12.0" 1.08 
12.9" 
12.9" 
13.0" 
13.0" 
13.2" 
13.3» 
13.4" 
13.5" 
13.5" 

TROMOORELS 

11.0' 0.93 

PR 

0.86 
0,87 
0.90 

0.90 
0.90 
0.91 
0.92 
0.92 
0.92 
0.92 
0.92 
0.93 
0.93 
0.93 

:::: 
0.94 
0.94 
0.95 

0.96 
0.96 
0.96 
0.96 
0.96 
0.96 

0.97 
0.97 0.97 
0.97 
0.97 

0.97 
:::: 
0.98 
0.98 
4.99 
1.00 

1.00 
1.00 
1.00 
1.00 

1.01 i... 
1.02 
1.02 
1.02 
1.02 
1.02 
1.02 
1.03 
1.01 
1.03 

1:I: 
1.04 
1.34 
1.04 
1.05 
1.05 
1.06 
1.06 
1.06 
1.07 

1.08 
1.08 
1.08 
1.08 

1:1: 
1.10 
1.10 
1,12 
1.13 
1.13 
1.14 
1.14 

12.8. 1. 

0.90 16.6" 

0,97 17.5" 

0.97 19.5" 

1.00 19.6" 

1.00 
 

TROLA 

1 	1 N R 

0.85 
0.86 
0.90 
0.90 

0.90 
0.91 
0.92 
0.92 
0.92 
0.92 
0.92 
0.93 

0.93 
0.94 
0.94 
0.94 
0.94 
0.95 
0.96 
0.96 
0.96 
0.96 
0.96 
0.96 
0.96 
0.97

97 
0.97 
0.97 
0.97 
0.97 
0.97

97 
0,97 

I::: 
0.90 
0.99 
1.00 

1:11 

ill 
1.01 
1.01 

1:11 
1.02 
1.02 
1.02 
1.02 
1.01 
1.03 
1.03 
1.04 
1.04 

1::: 
1.04 
1.05 
1.05 
1.06 
1.06 
1.06 
1.07 
1.08 
1,00 
1.08 

I::: 
1.08 
1.09 

1:1 
1.10 

1:11 
1.14 
1.15 
1.15 

4.4. 

1 SEGUNDOS. 

16.0" 
16.2" 
16.5" 

18.2" 
16.9" 
17.8" 
16.5" 

• 16.9" 
17.2" 
16.6" 
16.5" 
17.5" 
16.5" 
17.1" 
18.0" 
19.5" 

111: 
19.6" 
:6,0" 

10.4-  
18.2" 
18.7" 
10.7" 
10.6' 

19.1" 
19.7" 
24.5" 
10.6" 
20.3" 

20.0" 
20.4" 
20.2" 
19,2" 
19.5" 
19.2" 
20.5. 

19.9. 
20.4" 
19.5" 
19. a" 
19.8" 19,13" 

111: 
19.9" 
20.0" 20.4' 
19.1" 
21.7" 
21.2" 
20.2" 
21.0' 
20.7" 

II:?: 
20.5" 
21.5" 
21.4" 
19,3. 

21.0" 

IP 
21.0" 

IP 
20.5" 
21.3" 
21.1" 
21.3" 
21.4' 
21.7" 

11:i: 
22.6" 
22.1" 
22.0" 

TROM.OPLASTINA 

17.5" 0.00 

19.7" 1.01 

PR 

0.02 
0.81 
0.85 
4.85 
0.83 

1171 
0.87 
0.80 
0.85 
0.05 
0.90 
0.85 
0.88 
0.92 
1.00 
4.92 
0.96 
1.41 
0.06 

:::: 
0.91 
0.96 
0.96 
0.95 
0.90 
0.98 
1.01 
1.05 
0.95 
1.04 
1.00 
1.07 
1.95 
1.04 
0.90 
1.00 
0.90 
1.05 
1.01 
1.02 
1.41 
1.00 
1.42 

 1.  1:11 
1.07 
1.04 
1.02 
1.03 
1.05 
0.99 

1.09 

1:S1 
1.05 
1.05 
1.10 
1.10 
0.99 

1:11 

1.11 
1.06 

1:0: 
1.09 
1.0E1 

1:7C1 

1:11 
1.12 

1:1t 
1.13  

LOCAL 

1 	INR. 

0.78 
0.79 
0.82 
0.02 
0.79 
0.84 

1::: 
0.02 

:::1 
0.82 
0.85 

01.11 
0.95 
1.01 
0.03 

0.93 

::::  
0.95 
0.94 

1.11 
1.06 
0.94 
1.05 
1.00 
1.09 
1.46 
1.05 
0.98 
1.00 
0.90 
1.06 
1.41 
1.02 
1.04 

1:II 4... 
1.02 
1.09 
1.05 
1.02 
1.04 
1.06 
0.99 

1:1: 
1.05 
1.15 

1.'11'n 
1.06 
1.06 

1:11 
0.99 

1.15 

1.11 
1.07 

1...112. 
1.11 
1.10 
1.11 
1.12 
1.14 

1:1: 
1.20 

1:1:  

Relación del Indice Norm411:ado de Re4erenal. (INRI do los 84 paciente. 
que /orearon parte de este trabajo, .stoe datos o. obtuvieron con Trude- 
t'arel 8 y con 1. IromboolatIn. Local. 
44444 de protroatlin. IPR1. 
.71empo de rrrrrrrr In. (Segundos/. 

1 



TADLA 4.h. 

. 	No. 	1 SEGUNDOS 	1X1 	(XI - 2/'  w 

1 10.2" -1.6 2.56 
2 10.3" -1.5 2.25 
3 10.6" -1.2 1,44 
4 10.6" -1.2 1.44 
5 10.6" -1.2 1.44 
6 10.6" ..1.2 1.44 
7 10.7" -1.1 1.21 
11 10.8" -1.0 1.00 
9 10.0" -1.0 1.00 
10 10.0.  -1.0 1.00 
11 10.8" -1,0 1.00 
12 10.9" -0.9 0.81 
13 11.0" -0.8 0.64 
14 11.0" -0.8 0.64 
15 11.0" -0.0 0.64 
16 11.1" -0.7 0.49 
17 11.1" -0.7 0.49 
18 11.1" 0.49 
19 11.1" -0.7 4.49 
20 11.2" -0.6 0.36 
21 11.2" -0.5 0.25 
22 11.3" -0.5 4.25 
23 11.3" -0.5 0.25 
24 11.3" -0.3 0.25 
25 11.1" -0.5 0.25 
26 11.1" -0.5 0.25 
27 11.3" -0.5 0.25 
28 11.4" -0.4 0.16 
29 11.4" 0.16 
30 11.4" -0.4 0.16 
St 11.4" -0.4 0.16 
32 11.4" -0.4 0.16 
33 11.5" -.*...3 0.09 
34 11.5" .4.1 0.09 
35 11.5" -0.3 0.49 
36 11.5" -0.2 0.09 
37 11.6" -4.2 0.04 
30 11.6" -0.2 0.04 
39 11.6" -4.2 0.04 
44 11.7-  .4.1 0.01 
41 11.8" 0 0 
42 11.0" 0 0 
43 
44 

11.8" 
:1.0- 

O 
o 

0 
o 

45 11.8" O 0 
46 11.8" 0 0 
47 11.0" 0 0 
40 11.9" 0.1 0.01 
49 11.9-  0.1 4.01 
50 12.0 0.2 0.04 
SI 12.0" 0.2 0.04 
53 12.0" 0.2 	, 0.04 
52 12.0.  0.2 0.04 
54 12.0" 0.2 0.04 
2.7. 12.0.  0.2 0.04 
56 12.1" 0.3 0.09 
57 12.1" 0.3 0.09 
50 12.2" 0.4 0.16 
59 12.2" 0.5 0.25 
60 12.3" 0.5 0.25 
61 12.3" 0.5 0.25 
62 12.3" 0.5 0.25 
62 12.3" 0.5 4,25 
64 12.4" 4.6 0.36 
05 12.4" 0.6 0.36 
66 12.5" 0.7 0.49 
67 12.5" 0.7 0.49 
68 12.5" 0.7 0.49 
69 12.6" 0.0 0.64 
70 0.01 
71 15:1: 0.9 

0.81 
72 12.7" 0.9 0.81 
73 12.8" 1.0 1.00 
74 12.8" 1.0 1.00 
75 12.8" 1.0 1.00 
76 12.9" 1.1 1.21 
77 12.9" 1.1 1.21 
78 13.0" 1.2 1.44 
79 13.0" 1.2 1.44 
80 13.2" 1.4 1.96 
81 13.3" 1.5 2.25 
82 13.4" 1.6 2.56 
83 13.5" 1.7 2.09 
84 13.5" 1.7 2.89 
	 ........... 

1 	991.3" 	o 	i 	51.83 	e 

Resultados de Tiempo de Protromblna, ut iiiii ndo 
Tronborel S. Esto. resultados sirvieron para deter-
minar la i y 8. 



TABLA 4.¿. 

i 	No. 	1 	SEGUNDOS 	1 	lié 	- 

	

15.2. 	-4.3 

lif 	- 	i1 	p, 
18.49 

2 16.0.  -3.5 12.25 
3 16.2.  -3.3 10.09 
4 16.5.  -3.0 9 
5 16.5" -3.0 9 
6 16.5.  -3.0 9 
7 16.5" -3.0 9 
0 16.6• -2.9 0.41 
9 16.6" -2.9 0.41 

16.0" -2.7 7.29 
16.9" -2.4 6.76 
16.9" -2.6 6.76 
17.1" .4 5.76 
17.2. -2.3 5.29 
17.5" -2.0 4.0 
17.5.  -2.0 4.0 
17.5" -2.0 4.0 
17.0" -1.7 2.09 
10.0.  -1.5 2.25 
10.0.  -1.5 2.25 
10.2.  -1.3 1.69 
10.4" -1.1 1.21 
10.6.  -0.9 0.01 
10.6" -0.9 0.81 
10.7' -0.11 0.64 
10.7.  -0.0 0.64 
to.a- -o./ 0.49 
19.1.  -0.4 0.16 
19.2.  -0.11 0.09 
19.2.  -0. 0.09 
19.3.  -0.2 0.04 
19. 
19.5.  
19.5.  

-0.2 
o 
O 

0.04 
o 
o 

19.5.. o O 
19.5" o O 
19.6" 0.1 0.01 
19.6" 0.1 0.01 
19.6" 0.1 0.01 
19.7" 0.2 0.04 
19.7.  0.2 0.04 
19.0.  4.3 0.09 
19.0" 0.3 0.09 
19.9' 0.4 0.16 
19.9" 0.4 0.16 
20.0" 0.5 0.25 
24.0" 0.5 0.25 
20.2.  . 7 0.49 
20.2" 0.7 0.49 
20.2" 4.7 0.49 
24.1" 0.0 0.64 
20.4" 0.9 0.01 
20.4" 0.9 0.81 
20.4.  4.9 0.01 
20.0" 1 
20.5" 
20.5" 1 1 
20.5" 1 1 
20.7" 1.2 1.44 
20.7.  1.2 1.44 
20.7" 1.2 1.44 
20.0" 1.3 1.69 
20.0.  1.1 1.69 
20.9.  1.4 1.46 
21.0" 1.5 2.25 
21.0.  1.5 2.25 
21.1" 1.6 2.56 
21.2' 1.7 2.09 
21.2.  t.7 2.09 
21.3" 1.8 1.24 
21.3" 1.0 1.24 
21.3" 1.0 3.24 
21.4" 1.9 3.61 
21.5.  2.0 4.0 
21.5.  2.0 4.0 
21.7" 2.2 4.04 
21.7.  2.2 4.54 
21.7" 2.2 4.04 
21.8" 2.3 5.29 
21.0.  2.3 5.29 
21.8" 2.3 5.29 
22.0" 2.5 6.25 
22.1" 2.6 6.76 
22.6" 3.1 9.61 

1639.3. 	1 	1 	240.03 	1 

14.multados de Tiempo de protrombína. utilizando 
l• Tromeoptastina Local. Esto. valores s. usaron - • 
para determinar la 4 y 0. 
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TABLA 4.0. 

00.:1004no.114114. Froc.00.00Frec.A.M.pgrec.Atm11Frec.A1.4. 	41 	1 	42 	Y 

0.05 0.78 0.014 0.014 0.009 0.009 0.011: 	0.001, 
2 0.06 0.79 0.410 0.020 0.009 0.010 0.013, 0.002, 
3 0.90 0.79 4.011 0.031 0.009 0.027 0.015, 0404: 
4 0.90 0.82 0.011 0.042 0.010 0.037 0.016. 0.005. 
0 0.90 0.02 0.011 0.053 0.010 0.047 0.017* 0.006. F. 
6 0.90 0.82 0.011 0.064 0.010 0.057 0.018. 0.07. 

• 7 0.91 0.02 0.011 0.073 1..010 0.067 0.019, 0.000. 
0 0.92 0.82 0.011 0.006 0.010 0.977 0.020, 	0.049, 
9 0.92 0.82 0.011 	' 0.097 0.010 0.087 0.421: 	0.010: 
.0 4.92 0.83 0.011 0.108 0.014 0.07 0.022. 	0.011. 
11 0.92 0.04 0.011 4..19 0.010 0.107 0.023, 	4.012. 
12 0.92 0.04 0.011 0.1:0 0.010 0.117 0.024, 0.012a 
13 0.93 0.85 4.411 0.141 0.410 4.127 0.025, 0.014: 
14 0.93 0.85 0.011 0..52 0.010 0.137 0.026* 0.015. 
15 0.93 0.00 0.011 4.163 0.014 0.147 0.027. 0.016, 
16 0.94 0.88 0.011 0.174 0.010 0.157 0.020, 	0.017; 
17 0.94 0.88 0.011 0.105 0.010 0.167 0.029: 	0.0101 
10 0.94 0.09 0.011 0.196 0.01: 0.170 0.029. 0.018, 
19 0.94 0.90 4.011 0.207 0.411 0.109 0.029. 0.010. 
24 4.95 4.90 0.011 0.210 0.411 0.2.00 0.09, 0.018. 
21 0.96 0.91 0.011 0.229 6.011 0.211 0.029, 0.010, 
22 4.96 0.93 0.011 0.240 4.0.1 0.222 0.029, 4.410. 
2: 0.96 0.94 0.011 0.251 0.011 4.213 0.029, 0.08, 
24 0.98 0.94 4.011 .5.262 0.011 0.244 0.029, 	9.0181 
25 0.96 0.95 0.011 0.273 0.011 9.255 0.029, 	4.0181 

0.76 0.95 4.011 9.284 0.0.1 166 0.0.9, 4.0183 
27 0.96 0.95 4.411 0.295 4.011 0.277 0.0244 	0.0111: 
24 4.97 4.90 0.012 0.307 0.012 0.209 0.030* 0.0181 
29 0.97 0.90 4.0:2 0.219 4.012 0.30: 0.00: 0.0181 
30 0.97 0.98 0.012 4.121 0.412 0.313 0.430a 0.010. 
11 0.91 4.99 0.41: 0.343 0.012 9.125 0.0.0, 0.018, 
12 0.97 0.99 0.012 0.355 4.012 1..117 0.030, 0.010. 
23 0.97 1.4.. 4.41: 0.167 0.012 0.249 0.010: 	0.5111, 
34 0.97 1.00 0.01: 0.379 0.912 0.361 9.039. 0.010: 
35 6.97 1.00 .41: 0.191 0.012 0.173 4.414, 0.010. 
36 0.97 1.00 0.0.2 0.403 0.412 0.305 0.0:0, 4.0111. 
37 0.96 1.01 0.012 4.415 4.012 0.197 0.030, 0.018, 
111 0.90 1.01 0.412 0.427 0.912 0.409 0.030. 0.0181 
39 0.90 1.01 0.012 0.4:9  0.012 4.421 0.001 0.018: 
40 0.99 1.01 0.012 0.451 0.012 0.411 0.030, 	0.0184 
41 1.04 1.01 0.012 0.40 0.012 0.445 0.024, 	4.028. 
42 1.00 1.02 4.412 0.475 0.012 0.457 0,530 4.010. 
43 1.04 1.42 0.012 1,401 0..)I2 4.46/ 4.030, 4.0108 
44 1.04 1.0 0.012 0.499 0.012 0.401 0.4:01 4.010, 
45 1.40 1.02 4.012 0.511 0.012 0.493 0.030* 0.010* 
44 1.0° 1.94 4.012 0.522 0.012 0.505 4.410, 0.010. 
47 1.00 1.04  0.01: 0.525 0.012 0.517 0.00, 0.010, 
40 1.01 1.05 0.41: 0.147 4.012 0.52/ 0.09, 0.010. 
49 1.01 1.45 0.01- 0.159 0.012 0.541 0.019, 	0.0101 
50 1.0* 1.45 0.012 0.571 0.412 0.553 0.00, 0.010, 
51 1.02 1.45 0.01: 0.161 0.012 0.565 0.430, 4.4181 
52 1.02 1.46 0.012 4.595 49.013 0.570 0.429, 0.017. 
5: 1.02 1.06 0.012 4.647 0.013 0.591 0.00, 0.016. 
54 1.62 1.08 0.012 0.619 0.011 0.444 0.027, 	0.015. 
55 ..02 1.06 4.01: 0.6:1 0.913 0.617 0.074. 	9.0:4, 
50 1.03 1.41. 0.012 0.641 0.01.1 0.610 0.025, 	0.011: 
57 1.01 1.06 0.012 0.655 0.013 0.641 0.0241 0.012. 
50 3.03 1.46 0.012 0.667 0.013 0.656 0.923, 0.011, 
59 1.04 1.0 0.012 0.679 0.01 0.669 0.022, 0.0141 
40 1.44 1.0 0.012 0.891 0.011 0.602 0.021, 0.009, 
61 1.04 0.412 0.703 0.013 0.05 0.417* 0.4061 
6: 1.04 1.09 .3.012 0.715 0.911 0.200 OMS, 0.005, 
63 1..4 1.09 0.012 0.727 0.011 4.721 0.417: 	0.004, 
*4 1.05 1.09 0.012 0.739 0.013 0.714 0.0171 	0.004, 
65 1.05 1.10 0.012 0.751 0.411 0.747 0.017* 0.0041 
66 1.46 1.10 0.0.3 0.764 0.413 0.760 0.0171 0.004, 
47 1.06 1.10 0.013 0.777 0.011 0.773 0.017* 4.404, 
64 1.06 1.11 0.013 0.790 0.013 0.706 0.017, 0.0041 
69 1.07 1.11 0.013 0.003 0.012. 4.799 0.017e 	0.004, 
70 1.00 1.11 0.013 0.816 0.012 0.812 0.0171 	0.004: 
71 1.90 1.11 0.013 0.029 0.011 0.825 0.017* 	0.004, 
72 1.00 1.12 0.013 0.842 0.41.1 0.030 0.017, 	0.004, 
/2. ..o0 1.12 0.013 0.053 0.013 0.051 0.017. 0.00* 
74 1.90 1.12 0.013 0.060 0.013 0.064 0.0171 0.004, 
75 1.00 1.12 0.013 0.881 0.013 0.077 0.017* 0.004 
76 1.49 1.14 0.011 0.094 0.014 0.341 0.016, 0.003, 
71 1.09 1.14 0.013 0.907 0.014 0.905 0.015, 	0.002, 
2a 1.10 1.14 0.013 0.920 0.014 0.919 0.014: 0.001. 
/9 1.10 1.15 0.011 0.913 0.014 0.913 0.411, 0.000. 
00 1.12 1.15 0.013 0.946 0.0.4 0.947 4.0134-0.001. 
01 1..4 1.15 0.014 0.960 0.014 0.961 0.0131.0.001. 
82 1.14 1.16 0.414 0.974 0.014 0.975 
03 1.15 1.16 0.014 0.900 0.014 0.909 
04 1.15 1.20 0.014 1.004 0.014 1.003 

104.04 	104.23 t 	1.002 	1 	o 	1.003 	a 
........... ----------- 
(41. Con .40.1. 11160010 se repres•ntan 10 válnres c ...... andIentes • 14 	- 
7,04:110 ..... 1na Local. 
1,1 	Con est. 6~010 66 ...... 00440 109 valore. ...... pendllante* 4 114 
1r0.00614 ..... comere1411 	17,04.00,01 81. 
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ANALISIS DE RESULTADOS. 

Los resultados observados en el Cuadro 4.2. y en la Fig. 

4.a.l. nos, dan a conocer el comportamiento de la Curva de 

Actividad en donde podemos observar que la Tromboplastina Local, 

no presenta una variación proporcional entre la Tasa de 

Frotrombina y la concentración del plasma. 

Los valores que se muestran en el Cuadro 4.2. tambien son 

útiles para determinar la sensibilidad de la Tromboplastina • 

Local, para esto se tiene que observar la diferencia en segundos 

entre las concentraciones de 100 y 50 porciento, en este caso fue 

de 6 segundos,.por lo tanto podemos afirmar que la Tromboplastina 

Local responde a las disminuciones del factor VII. 

Le Tabla 4.a. nos muestra, el comportamiento del Tiempo de 

Protrombina de cada paciente con ambas tromboplastinas. Tromborel 

S y Tromboplastina Local. 

Los valores eapresados en la Tabla 4.b. y 4.c. nos sirvieron' 

para determinar el valor de la media (X) y de la desviación 

standar (5) para cada tromboplastina. Con estas tablas podemos 

decir quo: 

El valor medio y rango de los Tiempos de Frotrombina 

efectuados con la Tromboplastina Local, usando 84 plasmas 

narmales:.  

19.5 (16.1 — 22.9) Seg. 

El valor medio y rango de los Tiempos de Frotrombina 

efectuados con Tromborel 5, usando los mismos 84 plasmas 

normales: 

11.8 (10.2 — 13.4) Seg. 
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En las Figs. 4.a.2 y 4.a.3. que representan el Polígono de 

Frecuencia para Tromborel S y la Tromboplastina Local 

respectivamente, podemos observar, que en los rangos mas 

frecuentes, se encuentra la media para cada Tromboplastina. 

Los valores que se muestran en el Cuadro 4.3. son las 

resultados de la prueba de Estabilidad de la Tromboplastina 

Local. En los que se puede observar que la Tromboplastina Local 

sometida a 4•C y 37.0 durante una semana, permaneció estable, ya 

que no se obtuvieron variaciones sinificativas en los valores de 

Tiempo du Frotrombina usando plasmas normales. 

Los valores prolongamos obtenidas con el reactivo sometido a 

50*  C, hacen pensar que el reactivo sufrid algún proceso de 

desnateralizaci¿n en su molécula, mis que un proceso de 

degradación. 

El cuadro 4.4. nos muestra los valores de Rango Terapedtico 

obtenidos con Fathoplasma I y II, en donde el limite inferior es 

de 72.7 segundos y el limite superior de 49.7 segundos. Este 

rango no queda del todo establecido debido a que estos reactivas 

son ajustados a que se comporten segun la Terapia anticoagulante. 

El Indice Internacional de Sensibilidad (/S/) de la 

Trombaplastina Local se determinó con los valoren que se muestran 

en el Cuadra 4.5.. El Indice Internacional de Sensibilidad para 

la Tromboplastina preparada fue de 1.24. 

Para la prueba de ajuste de bondad de Kolmogorok-Smirnov, los . 

resultados se encuentran expresados en la Tabla 4.d,, con estos 

resultados podemos decir que hay un 95% de similitud entre la. 

tromhoplastina de origen animal y la tromboplastina de origen 

humano, siempre y cuando Iras valoAe Zaa W pellmbin. 
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sean e:cpresados en unidades internacionales de Indice Normalizado 

de Referencia <INP). 

so 



C O N C L U S I 0 N E S 
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CONCLUSIONES. 

CONCLUSIONES PARTICULARES RESPECTO A LA TROMEOPLASTINA LOCAL. 

En cuanto a la sensibilidad, la Tromboplastina Local fue menos 

sensible que Tromborel 5, esto se debe al diferente origen de las 

tromboplastinas, ya que las tromboplastinas de origen humano, en 

este caso Tromburel S son mucho más sensibles a la disminución de 

los factores circulantes dependientes  de Vitamina K.  

Especialmente a la concentración de factor VII hablando de Tiempo 

de Protrombina. 

Con los estudios estadísticos que se realizaron se puede - 

corroborar que ambas tromboplastinas son confiables y  

reproducibles. 

En cuanto a su Estabilidad podemos asegurar que es adecuada 

por lo tanto es Factible producir un lote de buen tamaño de 

tromboplastina tisular que pueda conservarse. en refrigeración por 

ti~ns prolongados sin que está preservación afecte su 

actividad. 

Para establecer un rango terapejtico real, es necesario. 

trabajar con pacientes anticoagulados para observar su 

comportamiento clínico, debido a que a veces, aunque los 

pacientes me mantengan en el rango terapelltico:estos presentan un 

riesgo de sangrado. Por lo tanto el rango terapeilitico establecido 

en eate trabajo nn se debe utilizar para controlar a un paciente. 

anticoagulado. 

El rango normal establecido se debe de confirmar con un 

estudio más amplio, el cual tenga una población de pacientes 

 

) 
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mayor. 
CONCLUSION FINAL. 

Con este trabajo se demuestra la factibilidad de producir una 

Tromboplastina a nivel local, que sea de alta calidad, estable, 

sensible, reproducible y cuyo costo de producción sea bajo. 

La ventaja de producir una tromboplastina a nivel local es de 

que haya la posibilidad de estandarizarla de acuerdo a los 

patrones do referencia internacionales con el objeto da reportar 

las resultadosde Tiempo de Protrombina en unidades 

internacionales de Indice Normalizado de Referencia (INR), ya que 

la •creación de estas uniliades y de los patrones de referencia de 

la O.M.S. se realizaron con el fin de calibrar las 

tramboplastinas y de reportar en estas unidades el Tiempo de 

Protrambina, para eliminar de esta forma, la diferencia que se 

presenta al reportarlo en porcentaje de actividad, Tasa de 

protrambina u en segundo.s. 

El objetivo de este estudio fue buscar la posibilidad de 

preparar una trombopldstina a partir de cerebro de conejo que 

diera buenos resultados, pero con un método enalogo al anterior 

podemos obtener tromboplastina de mejor calidad, utilizando como 

materia prima 	cerebro humano a placenta, esta tromboplastina 

acortarfa el rango de dispersidn en los valores, - su costo de 

producción seria igual de-bajo y por lo tanto disminuirte el 

costo de funcionamiento del laboratorio. 
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