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La motivación para organizar un Grupo de Trabajo so­
bre recogida y manipulación de sangre fue la serie con-
tinuada de interrogantes de los tiltimos aflos sobre los 
requisitos para la recogida de sangre para los nuevos 
ensayos especificos de t-PA y PAI-1. iCuales son los re­
quisitos relacionados con los ensayos globales de la fi­
brinolisis (métodos de euglobulina y de lisis del coâgu-
lo) que deben mantenerse, cuales son las novedades y, 
lo que es igualmente importante, qué restricciones se 
podrian suprimir? 

Los elementos de estos procedimientos han sido, en 
ocasiones, objeto de investigaciones controladas, pero 
han surgido muchos preceptos a partir de la experien-

cia, las extrapolaciones y las consideraciones teóricas. 
Se ha encontrado, con frecuencia, que la prioridad para 
la publicación de datos ha sido insuficiente. El Grupo 
de Trabajo se fijó el objetivo de reunir información y 
discutir los aspectos en los que existia un consenso. Se 
creyó que era importante justificar los preceptos con 
datos. 

Como base de la discusión, empleamos un proce-
dimiento de recogida y manipulación de sangre para los 
ensayos de fibrinolisis, extraido de los protocolos prâc-
ticos de requisitos para un conjunto de variables de fi­
brinolisis y coagulación, definidas a partir de la expe-
riencia de muchos participantes de ECAT. 
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RESULTADOS 

1. Procedimiento para el antigène t-PA 

Después de la discusión, se utilizó el siguiente procedi­
miento con requisitos minimos para el antigeno del 
t-PA. Se supone que el ensayo del antigeno del t-PA es 
del tipo denominado «gran total» (ver figura 1). Se ha 
documentado, por lo menos, un ejemplo de este tipo 
de ensayos (3). En el caso de que el ensayo del antige­
no de t-PA no esta caracterizado o si es de sensibili-
dad/especificidad mixta, el procedimiento debe ser mâs 
estricto para impedir la formación de complejos entre 
el t-PA y los inhibidores y se podria seguir el procedi­
miento para la actividad del t-PA (ver mâs adelante). 

A. Sujetos 

Se extraen las muestras de sangre de sujetos en reposo 
(20 minutos), sentados o echados (se debe elegir una 
de las dos posiciones). Se prefiere el ayuno (ver las ob-
servaciones), pero se permite un desayuno ligero sin gra-
sa, té ni café. 

Se sabe que existen efectos a corto plazo, produci-
dos por el tabaco y las bebidas alcohólicas o con cafei-
na; para evitarlos, los sujetos deben abstenerse de fu-
mar y de ingerir las bebidas mencionadas durante un 
periodo minimo de una hora antes de la punción veno-
sa. 

Se tienen que elegir y estandarizar cuidadosamente 
el tiempo o tiempos de extracción de sangre. Los suje­
tos deben tener un estilo de vida con un ritmo circa-
diano normal; se deben anotsu las desviaciones. 

B. Tubos 

La sangre se puede recoger en tubos de plàstico o sili-
conados que contengan anticoagulante. 

C. Anticoagulante 

Se debe emplear citrato o EDTA (ver las observacio-
nes). 

D. Técnica de extracción de sangre 

Se efectiia una punción venosa bien hecha y limpia (sin 
mover la aguja en el interior de la vena), empleando 

una estasis minima (es aceptable la aplicación de un tor-
niquete durante un periodo mâximo de 2 minutos con 
-1-2 kPa, como mâximo, para facilitar cada punción). 
Se pueden emplear tanto la técnica de flujo (suficien-
te) libre como la de vacfo. Se descartan unos ml de san­
gre o no se emplea el primer tubo aspirado para este 
ensayo. 

Después del llenado, se debe mezclar el contenido 
de los tubos invirtiéndolos 5 veces. 

E. Preparación del plasma 

Se centrifuga la sangre durante 30 minutos a 1800 x g, 
antes de 1 a 2 horas desde la punción venosa (no es ne-
cesario el enfriamiento). Después de la centrifugación, 
se debe extraer cuidadosamente el plasma con una pi-
peta y se debe recoger en un tubo pequeflo o vaso de 
precipitación (beaker). Después de mezclar cuidadosa­
mente el plasma reunido, se Uenan los tubos etiqueta-
dos previamente para su conservación. 

F. Congelación, almacenamiento y descongelación 
del plasma 

Las alicuotas de plasma pueden ser congeladas y des-
congeladas para los ensayos mediante cualquier méto-
do. Se pueden mantener las muestras durante varias ho­
ras a temperatura ambiente hasta su anàlisis. 

2. Procedimiento de la actividad y el antigeno del PAI-1 

No se dispone atin de un inmunoensayo «gran total» 
para el PAI-1 (4) y se combinaron los procedimientos 
para los ensayos de actividad y del antigeno del PAI-1. 
La combinación consiste en un compromiso pràctico 
y no ha sido optimizada para la prevención de la for­
mación de complejos entre el PAI-1 y el t-PA endóge-
no (ver observaciones). 

A. Sujetos 

Se extraen las muestras de sangre de sujetos en reposo 
(20 minutos), sentados o echados (se debe elegir una 
de las dos posiciones). Se prefiere el ayuno (ver las ob­
servaciones), pero se permite un desayuno ligero sin gra-
sa, té ni café. 

Se sabe que existen efectos a corto plazo, produci-
dos por el tabaco, las bebidas alcohólicas o con cafei-
na, y las comidas con carbohidratos ricas en calorias; 
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para evitarlos, los sujetos deben abstenerse de fumar 
y de ingerir bebidas con cafeina durante un periodo mi­
nimo de una hora antes y de tornar alcohol 24 horas 
antes de la punción venosa. 

Se tienen que elegir y estandarizar cuidadosamente 
el tiempo o tiempos de extracción de sangre. Los suje­
tos deben tener un estilo de vida con un ritmo circa-
diano normal; se deben anotar las desviaciones. 

R TUbos 

La sangre se puede recoger en tubos de plàstico o sili-
conados que contengan anticoagulante. 

C Anticoagulante 

No es estrictamente necesaria la adición de agentes es-
tabilizantes de las plaquetas con una manipulación cui-
dadosa y correcta de la sangre, y con una centrifuga­
ción adecuada en el caso de una punción venosa nor-
mal en voluntarios aparentemente sanos (ver Cl). En 
la mayoria de las demâs circunstancias se aconseja la 
estabilización de las plaquetas (ver C2). 

Cl) 0,1 volumen de citrato 
C2) 0,1 volumen de citrato con un suplemento de 

agentes estabilizantes plaquetarios (prostaglandina El 
y teofilina; concentraciones finales en sangre 0,09 y 1 
mM, respectivïunente) o se pueden emplear tubos exis­
tentes en el mercado con vEuios tipos de suplementos 
(no Thrombotest, ver observaciones). 

D. Técnica de extracción de sangre 

Se efectua una punción venosa bien hecha y limpia (sin 
mover la aguja en el interior de la vena, empleando una 
estasia minima (es aceptable la aplicación de un torni-
quete durante un periodo mâximo de 2 minutos con -i-2 
kPa, como mâximo, para facilitar cada punción). Se 
pueden emplear tanto la técnica de flujo (suficiente) li­
bre como la de vacio. Se descartan unos ml de sangre 
o no se emplea el primer tubo de vacio para este ensa­
yo. 

Después del llenado, se debe mezclar el contenido 
de los tubos invirtiéndolos 5 veces y se colocan en una 
mezcla de hielo picado y agua. 

E. Preparación del plasma 

Se centrifuga la sangre lo mâs pronto posible, pero no 

mâs de 30 minutos (sin agentes antiplaquetarios, Cl) 
o 1 a 2 horas (con agentes antiplaquetarios, C2) des­
pués de la punción. Las condiciones minimas son 
ISOOxg y 30 minutos en una centrifuga fria con un ro­
tor de oscUación hacia fuera (temperatura fijada a 
+A° C). 

Inmediatamente después de la centrifugación, se 
debe extraer cuidadosamente el plasma con una pipeta 
y se debe recoger en un tubo pequeflo o vaso de preci­
pitación ipeaker). Después de mezclar cuidadosamen­
te el plasma reunido, se Uenan los tubos previamente 
etiquetados para su conservación. 

F. Congelación, almacenamiento y descongelación 
del plasma 

Las alicuotas de plasma deben ser congeladas. Se debe 
mantener una temperatura de mantenimiento constan­
te e inferior a —30° C. Se puede conseguir la descon­
gelación para el ensayo mediante cualquier método, 
siempre que se évite una exposición prolongada a 37° C 
(arbitrariamente mâs de 10 minutos). Se pueden man­
tener las muestras durante varias horas en una mezcla 
de hielo picado y agua hasta su anàlisis. 

3. Procedimiento para la actividad del t-PA 

A. Sujetos 

Se extraen las muestras de sangre de sujetos en reposo 
(20 minutos), sentados o echados (se debe elegir una 
de las dos posiciones). Se prefiere el ayuno (ver las ob­
servaciones), pero se permite un desayuno ligero sin gra-
sa, té ni café. 

Se sabe que existen efectos a corto plazo, produci-
dos por el tabaco y las bebidas alcohólicas o con cafei­
na; para evitarlos, los sujetos deben abstenerse de fu­
mar y de ingerir bebidas con cafeina durante un perio­
do minimo de una hora antes y de tomar alcohol 24 
horas antes de la punción venosa. 

Se tienen que elegir y estandarizar cuidadosamente 
el tiempo o tiempos de extracción de sangre. Los suje­
tos deben tener un estilo de vida con un ritmo circa-
diano normal; se deben anotar las desviaciones. 

Ä TUbos 

La sangre se puede recoger en tubos de plàstico o sili-
conados que contengan anticoagulantes. 
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C. Anticoagulante 

Se debe acidificar la sangre a un pH de aproximada-
mente 6 tan pronto como sea posible. Se puede usar 
un volumen de citrato, suplementado con âcido o âci-
do citrico, o se pueden emplear los tubos existentes en 
el mercado. 

D. Técnica de extracción de sangre 

Se efectùa una punción venosa bien hecha y limpia (sin 
mover la aguja en el interior de la vena), empleando 
una estasia minima (es aceptable la aplicación de un 
torniquete durante un periodo mâximo de 2 minutos 
con +2 kPa, como mâximo, para facilitar cada pun­
ción). Se pueden emplear tanto la técnica de flujo (su­
ficiente) libre como la de vacio. Se descartan unos ml 
de sangre o no se emplea el primer tubo de vacio para 
este ensayo. 

Después del llenado, se debe mezclar el contenido 
de los tubos invirtiéndolos 5 veces y se deben colocar 
en una mezcla de hielo picado y agua. 

E. Preparación del plasma 

Se centrifuga la sangre lo mâs pronto posible, pero no 
después de 30 minutos de la punción (ver avances fu-
turos en las observaciones). Las condiciones minimas 
son ISOOxg y 30 minutos en una centrifuga preenfria-
da con un rotor de oscilación hacia fuera (temperatura 
fijada a 4-4° C). 

Inmediatamente después de la centrifugación, se 
debe extraer cuidadosamente el plasma con una pipeta 
y se debe recoger en un tubo pequeflo o vaso de preci­
pitación {beaker). Dependiendo del ensayo que se de-
sea realizar (ver observaciones), se vuelve a dar al plas­
ma un suplemento de âcido clorhidrico (1 mol/1 de HCl 
al plasma 1-1-15) para obtener un pH aproximadamen-
te igual a 3. 

Después de mezclar cuidadosamente el plasma reu­
nido, se Uenan los tubos etiquetados previamente para 
su conservación. 

F. Congelación, almacenamiento y descongelación 
del plasma 

constante e inferior a —30° C (plasma con un pH=6) 
y preferiblemente a —70° C con el plasma a un pH de 
3. 

Se puede conseguir ràpidamente la descongelación 
mediante un baflo de agua a 37° C. Las muestras son 
retiradas después de un periodo fijo de 3 a 5 minutos 
(dependiendo del volumen de la muestra) y colocadas 
en una mezcla de hielo picado y agua hasta su anâUsis. 

JUSTIFICACIONES Y OBSERVACIONES 

A continuación se présenta un resumen de justificacio-
nes y observaciones obtenidas por las contribuciones 
al Grupo de Trabajo por correo o en las discusiones. 
No se prétende hacer una revision de la literatura dis­
ponible. 

Las discusiones trataron sobre la recogida normal 
de la sangre y no incluyeron consideraciones especifi-
cas sobre la extracción de muestras después de realizar 
pruebas taies como oclusión venosa, goteo intraveno-
so de DDAVP, pruebas de ejercicio o terapia tromboli-
tica. 

También se presto atención a los procedimientos 
para el estudio del PAI-1 plaquetario. Se han discutido 
varios procedimientos para estudiar el PAI-plaquetario, 
pero las experiencias y los datos todavia son demasia-
do limitados como para formarse una opinion. Los pro­
cedimientos para el estudio del PAI-1 plaquetario han 
sido detaUados en tres contribuciones a estos procedi­
mientos (5-7). 

En el futuro parece muy deseable, desde un punto 
de vista pràctico, définir un procedimiento unificado 
para recoger y manipular la sangre para todas las va­
riables de t-PA y PAI-1. Sin embargo, este no fue el ob­
jetivo actual del Grupo de Trabajo. No obstante, es muy 
posible que con los tres procedimientos ofrecidos se for­
mule uno solo para todas las variables discutidas. Esto 
se consigne simplemente seleccionando el procedimien­
to mâs exigente para cada apartado (A-F). En este mo-
mento solo es necesario usar mâs de un tubo-l-reactivo 
(apartado C). En un futuro cercano se puede esperar 
que se estudiarân mâs los requisitos para la anticoagu-
lación y la estabilización, obteniéndose posiblemente 
un tipo de «anticoagulante complejo» en los tubos de 
recogida. 

Las alicuotas del plasma deben mantenerse congeladas. 
Se debe mantener una temperatura de mantenimiento 
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Tipo de ensayo A. Sujetos 

El protocolo se centra en t-PA y PAI-1. Hay que desta-
car que el t-PA y el PAI-1 pueden interactuar continua-
mente, formando un complejo, y continua haciéndolo 
in vitro a menos que se tomen medidas de prevención. 
A este respecto la trascendencia del tipo de ensayo es 
mâs manifiesta que en muchas otras situaciones en la 
hemostasia. Para el ensayo de actividad se requière evi-
dentemente la conservación de la situación in vivo; para 
un inmunoensayo o un ensayo de antigenos solo se re­
quière esta conservación cuando un ensayo es especifi-
co para formas moleculares o si discrimina entre estas, 
pero no es necesaria cuando se usa un ensayo Uamado 
«gran total», que registra cuantitativamente la canti-
dad del antigeno estudiado, sin tener en cuenta si el an­
tigeno esta libre, modificado o en cualquier forma de 
complejo. 

En la figura 1 se ilustran esquemâticamente tres po-
sibles tipos de los ensayos arriba mencionados, para una 
situación teórica de una mezcla de t-PA libre, comple­
jo t-PA*PAI-l y complejo t-PA*PAI-2, El ensayo «gran 
total» détermina todas las formas moleculares de t-PA 
con eficiencia igual (x) y, asi, «cuenta» el numero de 
moléculas de t-PA. El ensayo «especifico» solo regis-
tra una forma molecular de t-PA: en este ejemplo, el 
t-PA Ubre. Tàmbién entran en esta categoria los en­
sayos especificos para los complejos t-PA*PAI-l o 
t-PA*PAI-2. El ensayo «mixto» registra las diversas for­
mas moleculares con una sensibiUdad diferente (x, y, 
z). 

Gran total 

^ 

X 

X 

t -PA 

t -PA 
PAI-1 

t -PA 
PAI-2 

4 i 

X 

y 

z 

• 

Especifico 

- • • * 

Mixto 

r 

Figura 1. Ilustracion de las diferencias entre los ensayos «mixtos», los en­
sayos de formas moleculares especificas y de «gran total», en una mezla 
hipotética. Véase la explicación en el texto. 

En cada estudio se debe elegir entre la posición senta-
da y supina, debido a una diferencia en el hematocri-
to. Ademâs, la posición supina no produce cambios sù-
bitos, sino graduales, del hematocrito y también del flu­
jo sanguineo del higado (8), que concluyen solo después 
de unos 20 a 30 minutos. Es necesario, por lo tanto, 
introducir estos periodos de tiempo antes de extraer las 
muestras. 

En las cuatro variables discutidas se ha establecido 
una variación circadiana sinusoïde (9, 10). No se dis­
cute aqui el problema de seleccionsu tiempos para ca-
racterizar apropiadamente este patron ni la detección 
adecuada de cambios (11). Es importante también que 
se anote cualquier desviación del estUo de vida del do­
uante con respecto al ritmo circadiano y que, en estu-
dios longitudinales, la conducta sea constante o se cam-
bie intencionalmente (ver los resultados sobre trabaja-
dores por turnos, 12). 

Especialmente en el caso de la actividad del t-PA 
y también en el antigeno del t-PA (e indirectamente 
con los ensayos de PAI), se debe evitar la Uberación de 
t-PA inducida por el estrés (si no es estudiada y estan-
darizada intencionalmente) y los sujetos deben estar en 
reposo durante un periodo minimo de 20 minutos. La 
punción venosa es de por si estresante y produce un 
aumento de la frecuencia cardiaca (13). El empleo de 
una cânula puede reducir estos problemas. 

Ademâs de una variedad de datos sobre el estilo de 
vida de los douantes con respecto a los efectos a largo 
plazo sobre los nivelés de t-PA y PAI-1, también se co-
nocen varios efectos a corto plazo. El hâbito de fumar 
produce un aumento agudo del t-PA y el individuo no 
debe fumar durante un periodo minimo de 60 minutos 
antes de la punción venosa, para evitar este efecto (13). 
Las bebidas con cafeina aumentan la actividad fibri-
nolitica de la sangre poco después (unas horas) de su 
consumo (14). El alcohol produce una reducción de la 
actividad fibrinolitica después de 1 a 6 horas (15, 16), 
debido a un aumento del PAI-1 (17), aunque también 
aumenta el antigeno del t-PA (17). Las comidas con car­
bohidratos, ricas en calorias, producen, después de 
aproximadamente 2 horas, un aumento de la actividad 
del PAI-1 (18). 

Es posible evitar todos estos efectos mediante pres-
cripciones adecuadas para los pacientes. Sin embargo, 
se puede aducir que taies prescripciones no deben pro-
ducir una desviación excesiva de los hàbitos normales 
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de los individuos porque se podria producir un efecto 
por el cambio o la abstinencia (19). Por lo tanto, las 
prescripciones sobre abstinencia deben ser lo mâs mi­
nimas posibles para reducir este dilema y deben ser con-
sideradas segtin cada nueva situación. Esto es especial­
mente aplicable en la extracción longitudinal de mues­
tras durante el dia y en las extracciones que no se hagan 
por la mEiflana. Es interesante seflalar que, en su estu­
dio sobre el efecto de la cafeina y el café, Joerg y cols. 
(6) hayan elegido continuar la ingestion de café y ca­
feina justo hasta el momento de la extracción de la 
muestra; en cambio, Veenstra y cols. (20) introdujeron 
una abstinencia desde la noche anterior. En el caso del 
consumo de alcohol, los efectos tardios observados por 
el consumo nocturno sobre las variables matutinas (ac­
tividad del PAI-1) (17), también indican la prescripción 
de un periodo prolongado de abstinencia del alcohol, 
que podria ejercer teóricamente un efecto en los indi­
viduos habituados a un consumo moderado y regular 
de alcohol. 

Es preferible el ayuno en las extracciones por la ma-
nana, para evitar cualquier influencia sobre los resul­
tados por los cambios en el volumen y distribución de 
la sangre durante la digestion (observación de E. 
Anglés-Cano y M.J. Larrieu), pero se puede tomar el 
desayuno Ugero indicado. Es preferible que IEIS otras co­
midas sean ligeras y uniformes; la extracción debe efec-
tuarse al menos 1 hora después psura reducir al minimo 
los efectos a corto plazo. Hay que considerar cuidado­
samente qué ingredientes podrian influir en las varia­
bles de t-PA y de PAI-1. Es preferible no realizar prue­
bas de ejercicio en ayunas para evitar efectos indesea-
bles en algunos individuos (observación de I. Huisveld). 

R Tubos 

Para los ensayos de fibrinolisis global y de otros tipos, 
no es deseable la actividad por contacto del vidrio (21) 
y se han prescrito tubos de vidrio siliconado o de plàs­
tico. Solo en raras ocasiones se usan tubos, solo de vi­
drio, para recoger la sangre. Se deben considerar los 
efectos potenciales sobre la estabUidad plaquetaria y la 
generación de enzimas de activación por contacto con 
actividad sobre los sustratos cromogénicos sintéticos 
empleados. 

C. Anticoagulantes 

En general, se emplea el citrato como anticoagulante 
para las variables de fibrinolisis. Se puede usar EDTA, 
pero se obtiene un hematocrito distinto debido a una 
diferencia en la deshidratación de los hématies. Se ha 
observado que el plasma con EDTA da valores mâs ele-
vados en los ensayos de antigeno de t-PA (observación 
de M. Ranby sobre el ensayo descrito en (3)) (observa­
ción de I. Wieczorek sobre el ensayo descrito en (22)). 

Aunque el EDTA junto a los agentes estabiUzantes 
plaquetarios es eficaz si no se mantiene la sangre du­
rante un tiempo prolongado a temperatura ambiente 
(23), con el EDTA se obtiene una mayor Uberación de 
plaquetas, especialmente cuando se emplea solo (23) y 
no se recomienda para la extracción de muestras para 
PAI-1. 

Estabilización plaquetaria 

Debido a la gran cantidad de PAI-1 contenida en el com-
partimiento plaquetario, una Uberación relativamente 
pequefla de plaquetas puede producir ràpidamente una 
adición significativa al PAI-1 plasmâtico. 

Esto es especialmente cierto en la forma mâs abun­
dante de PAI-1 en las plaquetas, la forma inactiva o la­
tente y, por lo tanto, la sensibilidad del ensayo poste­
rior de PAI-1 para esta forma détermina la magnitud 
del efecto (23, 25-27). Se han observado, de hecho, di­
ferencias en los efectos relacionados con los métodos 
de ensayo, que se ilustran adicionalmente en los siguien-
tes ejemplos. 

4»C TA 4°C TA 

I +Agentes antiplaquetarios | | Citrato | 

Figura 2. Antigeno libre de PAI-1 en el plasma (centrifugación, 30 minu­
tos) de 6 sujetos con variación en la manipulación a 4° C o a temperatura 
ambiente (TA) y presencia de agentes antiplaquetarios. Datos I. Juhan-
Vague. 
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Durante la manipulación son importantes las tem-
peraturas bajas. Los datos obtenidos por I. Juhan-Vague 
muestran un aumento de los nivelés de antigeno de PAI-1 
(ensayo ELISA, PAI-1 Ubre, (24)) a temperatura ambien­
te (figura 2). 

En otro conjunto de plasmas recogidos y manipu-
lados de manera variable (a 4° C), el citrato normal 
mostró (en comparación con el citrato mâs agentes es­
tabilizantes (Diatube®)) datos similares en el PAI-1 U-
bre y total (n=12, ensayos ELISA, (24)), pero valores 
aumentados cuando se empleo un radioinmunoensayo 
(n=17) (25). 

M. Stegnar y N. Vene obtuvieron datos que revela-
ron que su manipulación produce no solo una tenden-
cia no significativa a valores mâs altos en las muestras 
con citrato solo (en comparación a la adición de PGEl 
y teofilina) evaluadas con los métodos Imulyse y Tint-
Elize (medianas, 6,7 en comparación con 6,2, Tint-
Elize, y 6,1 en comparación con 5,3 ng/ml, Imulyse; 
n=9). 

Los datos de E. Eriksson (figura 3) ilustran ademâs 
que se debe evitar la temperatura ambiente incluso cuan­
do las plaquetas estén estabilizadas y cuando los pe­
riodos de manipulación sean mâs prolongados. 

Asi, se pueden comprender los diferentes datos so­
bre los efectos de la estabilización plaquetaria y esta tie-
ne poca importancia en el caso de una manipulación 
cuidadosa de las muestras en la investigación y cuando 
el ensayo empleado sea relativamente insensible al PAI-1 
latente o inactivo. Sin embargo, es aconsejable la esta­
bilización cuando no sea posible aplicar procedimien­
tos rigurosos y cuando se espère que la estabilidad de 
las plaquetas sea variable. Se puede argumentar ade­
mâs que, en todos los casos en que se registre un cam­
bio en el antigeno o en la actividad del PAI-1 en el plas­
ma, es aconsejable hacer una comprobación para de-
terminar si podria ser debida a (un cambio en) la 
Uberación de plaquetas in vitro. Segün este argumento, 
podria ser pràctico emplear siempre procedimientos de 
estabiUzación plaquetaria en lugar de repetir la extrac­
ción o de comprobar en las muestras la ausencia de 
otros productos de Uberación de plaquetas (p. ej., trom-
boglobuUna, que solo da información cuando no hay 
presencia de productos circulantes in vivo). 

Se ha encontrado que los tubos Thrombotect® con­
tienen una sustancia inhibitoria del t-PA. Esta sustan-
cia demuestra tener un comportamiento similar al PAI-1 
en la prueba de actividad del PAI-1 de Verheijen y cols. 
(28) (Kluft C. y cols., no publicado). 
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Figura 3. Efectos del almacenamiento de sangre sobre el antigeno de PAI-1 
en plasma recogido. Se recogió sangre de 6 pacientes en tubos vacutal-
ner con 1/10 de volumen de citrato (0,13 mol/1 de citrato de sodio) o CTAD 
(0,11 mol/1 de âcido cîtrico, 15 mmol/l teofilina, 3,7 mmol/l adenosina, 0,198 
mol de dipiridamol: Diatube®). 
Los tubos preenfriados se mantuvieron en hielo; los tubos a temepratura 
ambiente se mantuvieron a esta temperatura (TA) durante horas y se cen-
trifugaron para obtener plasma (200 g, 4° C, 20 minutos). Antigeno de PAI-1 
ensayado por Tintelize, Biopool, Suecia. Datos de Erilœson, 1989. Activa­
dor e Inhibidor del plasminógeno tisular en la sangre y los tejidos. Tesis. 

Inactivación del PAI-1 para el ensayo de t-PA 

Para evitar la inactivación de t-PA por el PAI-1 in vi­
tro, especialmente cuando el PAI-1 esta elevado (29), 
es necesario detener inmediatamente la reacción de in-
hibición. Esto solo se consigne de manera eficaz reco-
giendo directamente la sangre en un medio âcido (29-
30). Se debe conseguir al final un pH de aproximada­
mente 6 (29, 30). 

No es suficiente detener la reacción en la sangre o 
el plasma solamente, puesto que durante el ensayo (tam­
bién después del fraccionamiento de euglobuUna (31)), 
el pH y la temperatura vuelven a aumentar, reducien-
do la recuperación de la actividad del t-PA (29, 30). Un 
método consiste en una fuerte dilución de la muestra 
(30); otro, en una inactivación irreversible adicional del 
PAI-1 reduciendo mâs el pH (aproximadamente a 3) (29, 
32). 

D. Técnica de extracción de la sangre 

Previamente la ECAT recomendó la extracción por flujo 
libre (1), pero posteriormente se han adoptado técni-
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cas de vacio (2). El uso de una cânula reduce los efec­
tos del estrés causado por las punciones venosas (13). 
Se ha demostrado que, para el PAI-1, las extracciones 
repetidas de sangre (10 muestras con un intervalo de 30 
segundos) dieron resultados simUares (33). Las prolon-
gadas discusiones del Grupo de Trabajo dieron lugar 
a la aceptación de una estasia minima para facilitar una 
punción cuando sea necesario, definida como la apU-
cación durante un mâximo de 2 minutos de un torni­
quete, con una presión maxima de -1-2 kPa. Este requi-
sito se relaciona en su mayor parte con un aumento del 
t-PA, inducido por otros medios. 

En teoria no es necesario el enfriamiento de la san­
gre y el plasma para el antigeno de t-PA cuando se em­
plea un ensayo «gran total». Igualmente, la incubación 
de sangre o plasma acidificado para el ensayo de acti­
vidad del t-PA a temperatura ambiente durante unas 
horas no parece ocasionar pérdidas importantes de la 
actividad (30). Se aconseja, sin embargo, la manipula­
ción, a 4° C, de la sangre y el plasma para medir la ac­
tividad del t-PA (también en vista de los beneficios de 
una centrifugación râpida, ver mâs adelante), hasta que 
se disponga de datos en sentido contrario. 

«Congelación» de la situación del PAI-1 

Para la estabilización de la situación del PAI-1, el pro­
cedimiento suministrado no ha sido optimizado para 
evitar la formación de complejos con el t-PA endóge-
no. En los ensayos de actividad del PAI-1 empleados 
corrientemente, la actividad del PAI-1 titulada es la que 
permanece después de la actividad neutralizada (in vi­
tro) por el t-PA endógeno. En las muestras de sangre 
recogidas por la tarde y después de los procedimientos 
y pruebas que aumentan el t-PA circulante, los efectos 
del t-PA endógeno se vuelven significativos; en cam­
bio, los efectos por lo general son relativamente peque-
flos debido a la situación normed de un exceso del PAI-1 
activo sobre el t-PA activo. 

Se puede tener en cuenta la formación de comple­
jos entre el PAI-1 y el t-PA endógeno en inmunoensa-
yos que no discriminen entre el PAI-1 libre y los com­
plejos PAI-l*t-PA (4). Esta especificación es esencial 
en tales ensayos a fin de usar el procedimiento presen-
tado; de otro modo, la extracción de sangre es mucho 
mâs compleja. 

Aunque en la mayoria de los ensayos de actividad 
y de antigeno del PAI-1 se puede tener en cuenta la for­
mación de complejos entre el t-PA endógeno y el PAI-1, 

se enfria la sangre para reforzar la estabilización pla­
quetaria y no se debe mantener el plasma durante pe­
riodos prolongados a 37° C, puesto que el PAI-1 se con-
vierte espontâneamente de una forma activa a una inac­
tiva, con una vida media de aproximadamente 2 horas 
a 37° C (34). Con temperaturas mâs bajas, la veloci-
dad de conversion se reduce signifîcativamente, con un 
factor de 5 por cada 10 grados de disminución de la 
temperatura (Kluft C , no publicado). Varios ensayos 
de antigeno del PAI-1 son bastante sensibles a la con­
version de PAI-1 activo a inactivo (4). 

E. Preparación del plasma 

Ver (D) sobre las restricciones en la temperatura y el 
tiempo de incubación de las muestras. 

El gran contenido de PAI-1 en las plaquetas requiè­
re su eliminación eficaz. Para una eliminación maxi­
ma de plaquetas debe ser adecuada una centrifugación 
(33). En la tabla 1 se Uustra la importancia de la cen­
trifugación. 

Tabla 1. Efectos de la centrifugación de sangre sobre 
el contenido de antigeno de PAI-1 en el «plasma». 

Antigeno de PAI-1 (ng/ml) 

Centrifugación 10 min 2.000xg 30 min 2.000x g 

Antes de la oclusión venosa: 

Método 1 13,9 
Método II 10,6 

Después de 20 minutos de oclusión venosa: 

IVIétodo 1 15,1 
Método II 11,6 

6,7 (p<0,05) 
6,1 (p<0,05) 

4,3 (p<0,05) 
5,1 (p<0,01) 

Sangre recogida en citrato-Na. Método 1 = Tintelize; Método 11 = Imulyse 
de Biopool AB, Suecia. Medianas de 9 sujetos. Datos de M. Stegnar y N. 
Vene. 

La presencia de residues plaquetarios cerca del me-
nisco de la parte superior del tubo de sangre centrifu-
gada indica la aspiración de plasma solo de la capa in­
termedia de plasma (observación de C.A. Ludlam). 

Para la actividad del t-PA se esta investigando la 
centrifugación de corta duración con velocidad alta, 
que parece beneficiosa (29, tabla 2). 

F. Congelación, almacenamiento y descongelación 
del plasma 

La descongelación y posterior enfriamiento de 600 ĵ l 
de plasma en tubos de plàstico en un bano de agua y 
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Tabla 2. Efecto de una centr i fugación râpida y a veloci­
dad alta sobre la evaluación de la act iv idad de l t-PA en 
5 pacientes (datos de E. Eriksson). 

Recogida* y Actividad del t-PA en ei plasma después 
centrifugación de la oclusión venosa (Ul/ml) 

pac 1 pac 2 pac 3 pac 4 pac 5 

Estabilyte+8000 g/2 min 1,8 11,6 2,4 15,3 3,3 

Estabilyte+2000 g/20 min 2,0 10,8 1,6 12,5 3,0 

Citrato+8000 g/2 min 0,8 10,8 1,0 3,3 1,2 

* El plasma se acidifica en todos los casos y se congela; citrato=0,13 mol/1; 
ver los métodos en (23). 

una mezcla de hielo y agua, son procesos râpidos, como 
se muestra en la figura 4. 

La congelación y descongelación repetidas pueden 
aumentar el escape de PAI-1 de las plaquetas residua­
les en el plasma (observación de E. Eriksson). 

RESUMEN 

Los procedimentos de recogida y manipulación de san­
gre son diferentes segiin las diversas variables présen­
tes en la hemostasia y tienden a cambiar gradualmente 
a medida que avanzan los conocimientos y los méto­
dos. El Grupo de Trabajo ha reunido información so­
bre los antécédentes de los procedimientos y ha discu­
tido los requisitos minimos para la evsduación especifi-
ca de t-PA y de PAI-1. El procedimiento generd de 
ECAT fue tomado como referenda y se modificó se­
gün las necesidades. Se resume la información discuti-
da sobre los antécédentes y se proporcionan modifica-
ciones en forma de procedimientos de los requisitos mi­
nimos de cada variable. 

Palabras clave: Recogida de sangre, variables preanaliticas, activa­
dor del plasminógeno de tipo tisular (t-PA), inhibidor 1 del activa­
dor del plasminógeno (PAI-1). 

Proceso de descongelación 

6 7 8 
Tiempo (min) 

Proceso de enfriamiento 

6 7 8 
Tiempo (min) 

Figura 4. Temperatura en una muestra de 600 jul de plasma durante la des­
congelación y enfriamiento. (+) représenta un enfriamiento reforzado con 
agitción. (Datos de P. Turion y G. Dooijewaard.) 
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