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INTRODUCCION

Las causas de los des6rdenes de la coagulacifn sanguinea raramente pueden
ser diagnosticados sin ayuda del laboratorio. Las evaluaciones por el la-
boratorio tienen por cbjetivos: 1) establecer la presencia o ausencia de

un trastorno hemorrédgico; y 2} identificar especificamerite cualquier anoms-

1ia encontrada.

Las pruebas usadas para el primer objetivo son el tiempo de protrombina (TP)
y el tiempo de tromboplastina parcial (TTP), que son fieles indicadores de
las anormalidades de los factores que intervienen en la cdagulacién, y son
dos técnicas bdsicas aplicadas en el estudio de pacientes con diatésis hemo-
rrdgica y hepatopatias, Constituyen, adenﬁs, un auxiliar de gran valor pa-
ra el control del tratamiento con anticoagulantes, asi como pruebas preope-

ratorias obligatorias para intervenciones quirfirgicas de cualquier indole.

La anormalidad de cualquiera de ellas permite detectar en qué via de la
coagulacifn se encuentra la deficiencia. Por ejemplo, el tiempo de protrom-
bina anormal con un tiempo de tromboplastina parcial tambié_n anormal sugie-
ren wun defecto en los factores 11, V 6 X, como resultado de una enfermedad
del b@gado, terapia con cumarina o deficiencia de vitamina K. También se
puede sospechar disfibrinogenemia o hipofibrinogenemia. Un tiempo de trom-
boplastina parcial alargado con un tiempo de protrombina normal puede ser
debido a una deficienciavc‘ie los factores VIII, IX, XI 6 XII, Para la iden-
tificacién especifica de cualquier factor anormal son necesarias otras prue-

bas de laboratorio mds especificas.



Dada la utilidad e importancia del tiempo de protrombina y el tiempo de trom
boplastina parcial, es necesario contar en el laboratorio con tromboplastina
y cefalina, que son los reactivos necesarios para cada una de estas pruebas

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

tores de la coagulacién.



JUSTIFICACION

1. Evitar la dependencia de productos importados.

~

2. Abaratar costos.

3. Promover su preparaci6n en el Sector Salud.

OBJETIVOS

1. Obtener reactivos indispensables en la realizacibn de pruebas de coagula-

cibn de uso rutinario.

2. Conocer la precisiSn de los productos preparados.
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TEORIA DE LA COAGULACION

La teorfa clisica de la coagulacién descrita por Morawitz en 1905 (1), pos-
tulaba la accién de cuatro factores: protrombina, iones calcio, fibrinége-
no y una sustancia derivada de tejidos lesionados. Esta sustancia se desig
nd con diversos nombres como el de trombogquinasa, fermento fibrina, tromba-
sa, indicando una accién enzimitica (2), o el de tromboplastina que es un

vocablo indeterminado (3)}. De acuerdo a esta teoria, tras una lesién histi
ca, la tromboplastina liberada por los tejidos y en presencia de iones cal-
cio act@ia sobre la protrombina transformindola en trombina, enzima proteoii_
tica, que a su vez actlia sobre el fibrinégeno para formar una malla de fi-

brina polimerizada o cSagulo.

El concepto moderno de la coagulacién se basa en la hipStesis de la "casca-
da'' o "salto de agua" (4 y 5), y se puede definir como un proceso de reac-
ciones enzimdticas en las que intervienen varias protefnas plasmiticas, 1i-
pidos e iones, que transforma la sangre circulante en un gel insoluble por
la conversién de fibrinbgeno a fibrina (6).

Las reacciones que llevan a la .formacién de fibrina pueden ser divididas
con fines didicticos en dos partes (fig. 1): las reacciones de la via ex-
trinseca y las de la via intrinseca. La Gltima serie de reacciones en am-

bas vias es igual, por lo que se conoce como via comin.

En la via extrinseca de la coagulacifn intervienen el factor VII y el fac-
‘tor tisular. En esta via la coagulaci6n es iniciada cuando un tejido dafia-
do libera factor tisular que forma un complejo con factor VII y con iores

calcio y este complejo activa al factor X.
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FIGIRA 1, EL SISTEMA DE COAGULACION



En la coagulacién por la via intrinseca intervienen los factores: XII,

XI, VIII y IX, Aparentemente el proceso de la coagulacidn en vivo, por
esta via, es iniciada por el contacto del factor XII con una superficie
Yextrafia" como el tejido coldgeno (activaciSn por contacto), lo que lo

transforma en factor XII activado (XIIa). El factor XIla activa al fac-
. tor XI, convirtiéndolo en factor XIa. E1 factor Xla en presencia de io-
nes calcio activa al factor IX. Los factores IXa y VIII asi como iones
calcio y fosfolipidos forman un complejo que activa al factor X, In vi-

vo los fosfolipidos son suministrados por las plaquetas (factor 3 plaque-

tario) (7, 8).

la via comin es una serie de reacciones que siguen ala activaci6én del
factor X y conduce a la formacién del coigulo de fibrina. El factor Xa
forma un complejo junto con el factor V, fosfolipidos e iones calcio que
actia sobre la protrombina transformindola en trombina, que es una enzi-
ma proteolitica. El fibrin6geno, por la accién de la trombina, se con-
vierte en monSmeros de fibrina que poseen carga negativa lo que permite

que estas moléculas se polimericen mediante enlaces de hidr6geno para

formar cordones de fibrina.

Tanto el sistema intrinseco como el extrinseco tienen un importante papel

fisiolGgico en ‘la hemostasis de los mamiferos y aparentemente funcionan

simulténeamente in vivo (7).

Para evaluar la eficiencia del sistema de coagulacidn in vitro la via in-

trinseca y la via extrinseca pueden ser separadas haciendo variar las con

diciones experimentales.



La prueba del tiempo de tromboplastina parcial (TTP) mide el tiempo que tar
da en coagular el plasma recalcificado, después de incubarlo con cefalina,
que se utiliza como substituto del factor 3 plaquetario, y con caoliﬁ que
actlia como activador del factor XII. Esta prueba detecta deficiencias de
los factores de la via intrinseca (XII, XI, IX y VI.II) y de los de la via
comtn (X, V, protrombina y fibrin6geno)}. '

En la prueba del tiempo de protrombina (TP), se le agrega al plasma una
tromboplastina tisular y calcio, observdndose luego el tiempo que tarda en
formarse el cofigulo de fibrina. Esta prueba revela los defectos plasmiti-
cos en la via extrinseca (factor VII) y en la via comin (factores X, V,

protrombina y fibrinfgeno).



PAPEL DE LOS FOSFOLIPIDOS EN LA COAGULACION

La interaccién entre los factores de la coagulaci6n y los fosfolipidos
juegan un papel crucial en el proceso de la coagulacién. In vitro las
vesiculas de fosfolipidos o liposomas participan en la coagulacién pro-
veyendo una interfase lipido/agua para que interactden los factores de
la coagulaci6én, y de este modo aceleran algunas de las reacciones que
conducen a la formacifn del codgulo. in vivo, los lipidos son aportados
por las plaquetas (coagulacién por via intrinseca) y el factor tisular,

liberado de los tejidos dafiados (coagulacidn extrinseca) (9).

Michas de las antiguas teorias de la coagula}cién se enfocaron a la
participacién de los lipidos (3). Banghan y Dawson (10) describieron
bicapas fosfolipidicas y agregados laminares de fosfolipidos, y propusie-
ron que los fosfolipidos principalmente proveen una superficie sobre la
cual los factores de co_agulacién son adsorbidos y pueden interactuar (fig.
2).

Estudios anteriores demostraron que la insaturacién de los &cidos grasos
de los fosfol_ipidos eran importantes para la aceleracidn de los procesos

de la coagulacién; y la actividad biolSgica estaba relacionada con su es-

tado coloidal (11).

La relaci§n de la insaturaci§n de los.. dcidos grasos y la potencia de los
fosfolipidos en la coagulacicfm es debida principalmente a la facilidad
con la que grandes agregados fosfolipidicos, los cuales se forman inicial-
mente cuando los lipidos son mezclados en soluciones acupsas, se disper-
san en pequefias pérticulas co.n' el 'correspondiente aumento de superficie

por unidad de masa (12).



FIG. 2:

B

Representacibn esquemitica de la interaccién de factores de

coagulaci6n con una bicapa fosfolipfdica.
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Muchos investigadores han demostrado que las mids potentes preparaciones
de fosfolipidos son mezclas de fosfatidil-etanolamina y fosfatidil-seri-

na (13, 14, 15, 16).

Bangham (17) y Papahadjopoulos et. al. (14) mostraron que una carga negi-
tiva neta sobre la bicapa fosfolipidica era mis importante que la ¢struc-
tura quimica de la molécula fosfolipidica. Estas conclusiones fucron con
firmadas en otros laboratorios con una gran variedad de lipidos (13, 16,

18).

En conclusién, lus propicdades especificas de la superficie lipidica re-
querida jura la union de los factores de coagulaciGn en la correcta yux-
taposicién parccen ser: I) una carga negativa Gptima en la superfiéie de
la interfase lipido/agua, y una homogénea distribucién de dicha carga;

{I) la presencia dc un grupo nucleofilico para ayudar a la estabilizacién
de los puentes de hidrSgeno entre la superficie del lipido y los residuos
-carboxiglutimicos de la protrombina y el factor X-; ILI) un cierto grado
de insaturaci6n de las cadenas hidrocarbonadas de la bicapa fosfolipidica
para formar una vesicula facilitando la interaccién espontinea con el fac-

tor V.,
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COMPOSICION DEL FACTOR TISULAR

Ha sido demostrado a menudo que la sangre obtenida sin que tenga contacto
con la superficie de tejide dafiado y manejada de manera de prevenir la
destruccién de los gldbulos rojos de la sangre, retrasa considerablemente-
su coagulaci6n. Sin embargo, si 1a sangre fluye en tejido dafiado o los
glébulos rojos se rompen, la sangre coagula ripidamente, La adicibén de
extractos salinos de tej idos, especialmente de cerebro y pulmén, aceleran
la coagulacién todavia mis. Es posible de este modo acortar el tiempo de
coagulacién a menos de un minuto. Por lo tanto, es evidente que en teji-'
dos o c€lulas en general, hay una sustancia que posee la propiedad de ace

lerar la coagulacifn de la sangre.

Carpenter en sus "Principles of Human Ph);siology", 1869, mencionada que
en 1834 se sabia qué tejidos cerebrales o wna emulsién de ellos, frecuen-

temente causaban coagulaci6n intravascular de la sangre.

Wooldridge en 1883 (19) comenz6 a estudiar la naturaleza quimica de dicha
sustancia activa. Trabajando con extractos acuosos de testiculos, timo,

glandulas linfoides y c&lulas rojas de la sangre, concluyS que esta’ sus-

tancia activa era un compuesto proteina-fosfolipido, y que la parte fosfo
lipidica era esencial para 1a actividad coagulante de esta sustancia, aun
que por si sola no producia tal actividad. Sin embargo, la fracci6n fos-
folipidica sola si aceleraba la coagulacién de plasma peptonado in vitro.

Wooldridge 1lamS lecitina a este fosfolipido.

Wright en 1892 concluyS que la substancia era una nucleoalbmina, aunque

el 4cido nucléico solo no poseié actividad coagulante.
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‘En 1898 Brieger y Uhlenhuth estudiaron la toxicidad de extractos de teji-
doé, descubierta por Wooldridge, pasando por alto la actividad coagulante
de dicho material. Llegaron a la conclusién que el material era una toxo

alb@mina.

Dold en '1911 estudil este mismo material tdxigo notando que su toxicidad
decrecia por tratamiento con suero, sin notar su actividad coagulante.
Dold y Ogata en 1912 notaron el efecto coagulante de lé substancia. De-
mostraron que la hirudina prevenia la accifn t6xica de los extractos de
tejidos al igual que una inyeccién previa de peptona. Notaron también
que la extraccién con éter y alcohol destrufa su actividad por lo que de-

dujeron que era de naturaleza fermentativa (20).

Howell en 1912 (3) enfatizd que mient;as los extractos alcohSlicos Ae los
tejidos resistian el calentamiento, los extractos acuosos que eran podero
samente trombopldsticos, perdizin su actividad por calentamiento. También
sugifi6 que el componente fosfolipidico del extracto tisular no era la le
citina, sino la cefalina, y que el compuesto activo era un complejo fija-

do a una proteina.

En 1934 Fisher y Hecht (21) mostraron que, incrementande la pureza de la

cefalina, progresivamente decrecia su actividad coagulante.
En 1942 Folch (22) fracciond la cefalina en tres partes: fosfétidil-serina,
fosfatidil-etanolamina y una mezcla de fosfitidos, uno o mis de los cuales

contiene inositol como constituyente.

La primera preparaci6n purificada de factor tisular se obtuvo por homoge-
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neizacién, precipitacién y centrifugacién diferencial. Esta preparacién
sblo contenfa 1ipidos y proteinas (23). Por extraccidon prolongada con
solventes orgdnicos se obtuvo una proteiné libre de 1ipidos que no poseia

actividad coagulante.

Se reportd posteriormente la purificacién del factor tisular de pulmdn,

cerebro y placenta por homogeneizaci6n y centrifugacién diferencial (24,

25).

Preparaciones de factor tisular de cerebro, pulmdn y rii6én purificadas
1000 veces, al ser sometidas a filtraci6n en gel o a electroforesis en
gel produjeron dos diferentes proteinas. Una contiene mayor cantidad de

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

Bjo_rklid et. al. (28) prepararon un antisuero contra el componente protei
co purificado del factor tisular de cerebro humano. El antisuero neutra-
1iz6 al factor tisular obtenido de cerebro, glindula tiroides y pulmén:
concluyeron que las prote;nas de las diferentes preparaciones ten:an una
reacciﬁn i:ummol§gica cruzada y por lo tanto eran similares o idénticas.
De este modo, las evidencias sugieren que la heterogeneidad de las protef
nas’ est{m en funcién de los lipidos residuales, y este fenSmeno no repre

senta diferencias en el componente proteico del factor tisular.

En preparaciones de factor tisular de pulmdn se detect6 la actividad de
peptidasa, Esencialmente se demostré que estaba presente una actividad
de endo y exopeptidasa, y que dicha actividad no podja ser separada de la
apoproteina soluble del factor tisular de pulmSn (29). Posteriormente

se preparS factor tisular de cerebro y de rifi6n, y la actividad de cada
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uno fue comparada con la del factor tisular de pulmbn, Las tres prepara-
- ciones tenfan actividad coagulante y de peptidasa, pero cuantitativamente

fueron miy diferentes (30):

Actividad coagulante Actividad de peptidasa
(unidades/mg de proteina) (unidades/mg de proteina)

Cerebro 8120 - 12.4
“Pulmbn 16000 120

Rifi6n 1470 , 2035

-

La actividad coagulante del factor tisuiar estsi en ﬂntciﬁn de su conteni-
do de H_pidos. Las preparaciones crudas tienen de 38 a 45% en peso de
fosfoli_pidos {31). La separaci6n de los fosfolipidos del factor tisular
da como resultado pérdida de actividad coagulante, asf como la solubiliza
ci6n del componente proteico (27). Aunque el componente proteico posee
residuos de actividad coagulante, la recombinacién de la proteina con’
ciertos fosfolipidos aumenta.esta actividad de 500 a 1000 veces (26). Es
ta recombinacifn ha sido obtenida por adicién de la parte proteica seca
con soluciones de 1fpidos en etanol (32) o piridina (33), seguida por eva
poraciﬁn del solvente y resuspensién del residuo en buffer. La protein:
y los lipidos han sido mezclados tambiép en soluciones acuosas de desoxi-

colato, y el detergente es removido posteriormente por diflisis (34).

La composicitn de fosfolipidos del factor tisular depende del tejido del
cual ha sido preparado (32, 35):
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Composicibn de fosfolipidos del factor tisular

Valores expresados en porciento en peso de la fraccién fosfolipidica total

Cerebro Cerebro PulmSn

Fosfatidil-etanolamina 15.1 17.5 14.8
Fosfatidil-colina 30.3 33.5 41.4
Fosfatidil-serina ' 3.0 6.5 1.5
Fosfatidil-inositol 3.0 Trazas 1.0
Esfingomielina 36.3 8.0 38.3
Lysofosfatidil-colina 12 ;2 10.5 2.5
Colesterol +-ac. grasos libres t 17.5

Tanto 1la parte hidrofébica como la bidrofilica de los lipidos parecen ser
- importantes en la formaciﬁn del factor tisular con actividad biolGgica.
Claramente se ha demostrado la nnportancm de la parte apolar de los fos-
folipidos, por la observaci6n de que la hidrogenacién catalitica de &stos
elimina su habilidad para restaurar la actividad coagulante de la trombo-
plastina por recombinacifn con la parte proteica (32). En cuanto a 1a es
pecificidad del grupo polar, se ha observade que la fosfatidil-etanolami-
na, cuando se recombina conla proteﬁ;a fisular, ‘restaura completamente su
actividad coagulante (32, 36); recombinaciones menos efectivas se obtuvie
ton con fosfatidil-colina. La fosfatidil-serina, fosfatidil-inositol y
esfingomielina tienen poca o ninguna actividad. La combinacifn de 2 fos-
folj.’pidos yla protejna tisular da como resultado una tromboplastina mis
activa que la obtenida con un solo fosfoljpido: la mezcla de fosfatidil-

etanolamina y fosfatidil-serina es la mds efectiva. La mezcla de fosfa-
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tidil-colina y fosfatidil-serina da una actividad significativa, aunque ca
da uno de estos fosfolipidos por separado- posee una actividad pequena.

~. Por otro lado, afin cuando la fosfatidil-etanolamina produce un factor ti-
sular activo al mezclarse con la proteina, su combinacién con fosfatidil-
colina produce un factor tisular con una actividad casi nula. Cuando se;
combina la parte proteica del factor tisular con una mezcla de tres fosfo
lipidos se obtiene una tromboplastina con una actividad coagulante mayor

que la obtenida con la mezcla de dos fosfolipidos: el producto mis acti-
vo se obtiene cuando una pequefia cantidad de fosfatidil-serina (aproxima-
damente 10% del total de 1ipidos) se adiciona a la mezcla de fosfatidil-

colina y fosfatidil-etanolamina (26, 35).

La mezcla de fosfolipidos puede causar una actividad coagulante més alta
tal vez porque permite una distribucién nﬁs efectiva sobre la superficie
membranosa de los diferentes grupos que participan en la uni§n y activa-
cién de los substratos, esto es, modulan la unit.fm y conformacién de la

apoproteina tisular (35).

la actividad del factor tisular no depende de la uniSn de los fosfolipi-
dos con la parte proteica ya que los fosfolipidos activos e inactivos se

unen igualmente a esta parte (36).

El peso molecular del factor tisular es dificil de estimar. La centrifu-
gacién por gradiente de sucrosa muestra en el factor tisular la presencia
de dos proteinas de pesos moleculares de 220 mil y 330 mil (27). Por

otro lado, por filtracién en gel de la protei_na‘en desoxicolato, el peso
molecular se estima en 50 mil (34). El peso molecular de 15 proteina del

factor tisular derivado de cerebro, pulmdn y rifién, por electroforesis en
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gel, fue de 20 mil. Se detectaron algunas prote@nas con pesos molecula-
- res de 60 mil, y en el riiin un material adicional de 120 mil, Debide a
la tendencia de la proteina a agregar; no es claro si estas proteinas re-
presentan diferentes subunidades a la molécula completa ¢ si simplemente

hay agregados de una subunidad simple de peso molecular de 20 mil (30).
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LOCALIZACION ANATOMICA E IMPLICACIOM CLINICA DEL FACTOR TISULAR.

La tromboplastina es diferente a las demis proteinas que intervienen en la
coagulacifn, porque es un componente integral de las c€lulas de los teji-
dos y no existe al menos en forma reconocible, libre en el plasma. Llas
dificultades que hay en la obtenci6n de muestras que contengan tromboplas-
tina para.su estudio, han proporcionado informacién insuficicnte para tener
una idea clara de su papel en la funcibn de la c€lula y su localizaci6n

citolfgica.

La tromboplastina estZ presente en una gran variedad de tejidos, en particu

lar cerebro, pulmdn y placenta son ricas fuentes de tromboplastina (24, 25).

Zeldis et, al. (37) observaron altas concentraciones de tromboplastina en
la membrana cclular del endotelio vascular de varios tejidos, como en la
médula y corteza del rifibn, en los hepatocitos, en el miocardio, arteria
coronaria y en pulmén. La tromboplastina fue particularmente abundante en
placas ateroesclerosas. Ellos postularon que se podria iniciar la coagula

cidn por un dafio endotelial minimo o por la ruptura de una placa.

La tromboplastina ha sido inmlicada en la patogénesis de formas severas de
coagulacién intravascular diseminada (CID) como la que se observa en céncer,
reacciones hemoliticas postransfusionales, embolia por liquide ammiético
(30, 38), golpe de calor, embolia grasa (39, 40, 41, 42)_ y la que sigue a
un golpe en la cabeza de suficiente severidad como para causar destruccidn
del tejido cerebral (43). ‘En estas situaciones la tromboplastina puede in-~

ducir coagulacifn por su liberaci6n a la circulaci6n sanguinea.
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Los leucocitos normales no ticnen o tienen poca actividad trombopldstica,
pero su exposicién a endotoxinas incrementa marcadamente su contenido de
tromboplastina (44, 45). Este incremento de su actividad tromboplistica
podria mediar CID inducida por endotoxingxs. Un incremento de tromboplas-
tina de los promielocitos ha sido descubierta en leucemia promielocitica,
y se cree que a esto se debe el desarrollo de CID en esta enfermedad en

particular (46, 47, 48).

Se ha ubservado tromboplastina en células mononucleares infiltradas en ér-
ganos transplantados que estdn siendo rechazados, y se ha postulado que la
tromboplastina es la responsable de la acumulacién de fibrina asociada con
la reaccién de rechazo (49). Lerner et, ;'11 . (50) observaron un incremento
en la actividad tromboplastina de leucocitos recobrados de un codgulo in

vitro o de un segmento aislado de vena dentro de la cual han emigrado. (o
mo resultado de estas obsérvaciones, postularon que los leucocitos, debido
" a su habilidad para invadir las paredes de los vasos y a su posibilidad de
generar tromboplastina, bajo ciertas circunstancias, podrian estar involu-

crados en la patogénesis de trombosis venosa.

La actividad coagulante de células malignas ha sido reconocida durante mu-
cho tiempo (51). La identidad precisa de esta actividad coagulante no es |
‘enteramente clara, pero ha sido demostrado que es tromboplastina, al me-
nos, en cierto tip6 de células malignas. La presencia de esta act.ividad
coagulante en células malignas podria explicar la CID y el incremento de

enfermedades tromboembdlicas en pacientes con cincer (46, 52).

Gierscksky (41) encontrd que el tejido adiposo humano manifiesta actividad
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trombopldstica. Una actividad coagulante similar aparece eﬁ el fluido ce-
rebroespinal, lo cual puede ser reflejo de dafio del sistema mervioso cen-
tral (53). Algunos investigadores han estudiado la actividad tromboplisti
ca del fluido amnidtico. La actividad coagulante del liquide amiético
aparece junto con el surfactante a las treinta semanas de gestacién y se
incrementa gradualmente. Se observa que se encuentran niveles altos de ac
tividad tromboplistica en partos postmaduros y niveles bajos en pacientes
cuyos bebés desarrollaron posteriormente sindrome de dificultad respirato-
ria (54, 55). Basindose en estas observaciones se ha desarrcllado una
técnica para valorar la madurez fetal aprovechando el efecto coagulante

del 1iquido amibtico (56).
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ESPECIFICIDAD DE ESPECIE DEL FACTCR TISULAR

El mecanismo bdsico de la coagulacién sanguinea es el mismo en las dife-
rentes clases de vertebrados: la trombina es la enzima activa y el fibri-
négeno es el substrato. La similaridad va mis lejos ya que la trombina hu
mana coagula al fibrin6geno de los peces (57). Sin embargo, hay diferen-
clas cuantitativas y cualitativas interespecies: la concentracidn de cier
tos factores de coagulacién difieren mucho de una especie a otra. El fac
tor V tiene una concentracifn 12 veces mis alta y es mis estable en plas-
ma bovino que en plasma humano. Los mismos factores de coagulacidn en di
ferentes especies tienen diferencias en su estructura molecular. Blomback
(58) demostr6 que el fibrinSgeno de diferentes especies difieren en sus

grupos terminales y en su secuencia de aminoicidos.

La actividad de la tromboplastina tisular es altamente dependiente de la
especificidad de especie. Esto es especialmen_te evidente cuando se trata
de usar tromboplastinas tisulares animales para la determinacién del tiem
po de protrombina de plasmas humanos. Mann y Hurn (59) estudiaron mis de
talladamente este problema y encontraron que la especificidad de especie
del factor tisular desaparece después de su incubacién con sueros homSlo-
gos. A la substancia presenté en el suero respensable de este efecto la
1lamaron '"cotromboplastina'. Hecht (60) comparS tromboplastinas tisula-
res de mamiferos y aves con sus respectivos 'lipidos activadores". la ac
cién de la tromboplastina fue especifica de especies; en cambio el "lipi-
do activador'' no mostr6 esta especificidad. Encontr§ que la tromboplasti
na de varios mamiferos sobre plasmas de diferente¢s mamiferos diferf.an en
su capacidad para acortar el tiempo de coagulacifn, y en altas concentra-

ciones no inhibfa la coagulacifn; en cambio la tromboplastina de aves da-
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ba largos tiempos de coagulacibn, y en altas concentraciones inhibia la
coagulaci6n. Irsigler et. al. (61) probaron preparaciones de tromboplas-
tina tisular bovina, humana y de pollo con plasmas de las mismas tres es-
pecies, y sobre protrombina bovina purificada. Sus experimentos mostra-
TOI (Ue 1as tromboplastinas altamente purificadas eran mucho mis activas
sobre plasmas homSlogos que sobre plasmas heterflogos. Estas preparacio-
nes fueron' separadas en una parte proteica y una parte lipidica. Se hi-
cieron preparaciones combinando la parte proteica del factor tisular de
una especie con la parte lipfdica del factor tisular de otra especie. En
contraron que estas preparaciones acortaban el tiempo de coagulacién de
los plasmas que eran homilogos a su parte proteica, y concluyeron que la
especificidad de especie depende de la parte proteica de la tromboplasti-

na.
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REACCION FACTOR TISULAR ~ FACTOR VII

En presencia de calcio, el factor VII es activado por el factor tisular.
El mecanismo de este proceso podria involucrar la interaccifn del factor
VII con los fosfolipidos del factor tisular, probablemente catalizada por

el componente proteico (62).

La activaci6n del factor VII por el factor tisular no involucra cambios
.irreversibles en la molécula, pero probablemente causa la fom\acién de un
complejo fosfolipidos-factor VII, el cual activa al facfor X (28). Rl
complejo fosfolipidos-factor VII ha sido aislado por centrifugaciﬁn; di-
cho complejo convierte extremadamente r;gido al factor X a Xa; por otro
lado, el factor tisular sin el factor VII, 5510 activa al factor X muy
lentamente, Ha sido demostrado que el fosfoll_lpidos-factor VII tiene pro-
piedades que ninguno de sus componentes posee por separado: este complejo
es inhibido por el deisopropilfosfofluorhidrato y por el inhibidor de la

tripsina de las semillas de soya (63).

Pitlick (30) prepar§ anticuerpbs para ambos reactantes: el complejo fosfo
1ipidos-factor tisular s6lo fue inhibido por el antisuero contra el fac-
tor VII; sin embargo, ambos antisueros inhibieivn a sus respectivos antI_-
genos cuando fueron adicionados antes de la formaci6n del complejo. Es-

tos resultados sugieren que el centro activo del complejo reside en el
factor VII,

El factor VII ha sido aislado en estado activo despué:s de su incubacidn
7 junto' con factor tisular y calcio, y con subsecuente destrucciﬁn de toda
actividad del factor tisular por fosfolipasa C, Este estado activo depen
de de la presencia de los fosfolipidos unidos al factor VII,‘ puesto que
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la activacidn es reversible por tratamiento mis prolongado con fosfolipa-
sa C. De esto se deduce que la unién del factor VII al factor tisular no
es necesaria para la activacién del factor X por el factor VII, siempre y

cuando este Gltimo haya sido expuesto al factor tisular (62).

Ha sido demostrado por Hvatum et. al. (34) y-Bjorklid et. al. (35) que la
tromboplastina tisular tiene una estructura membranosa con arreglo concén
trico, y se ha demostrado que esta apariencia permanece casi intacta du-
rante el proceso de coagulaci6n., Hasegawa et, al, (64) mostraron que la
tromboplastina que existe en el sedimento que queda después de la disolu-
cién del codgulo con uroquinasa, observada a través del microscopio elec-
tr&nico de barrido, muestra la apariencia de finos grinulos adheridos a
la superficié de agregados de particulas. En el microscopio electrénico
de transmisién, la tromboplastina del sedimento retiene su arreglo concén

trico idéntico al observado por Hvatum (34).

Cuando las estructuras membranosas fueron separadas tratfndolas con fosfo
lipasa C, se formarcn dmpulas por la fusifn de algunas membranas. La fos
folipasa C separa los grupos fosforilados de los fosfolipidos unidos a la

membrana, e inactiva completamente al factor tisular (64).

El tratamiento del factor tisular con plasmina y urocinasa provoeca pérdi-
da de su actividad coagulante; probablemente estas enzimas digieren gru-
pos proteicos unido§ a la membrana, y causan un rompimiento de dichas mem
branas como se observa después del tratamiento con fosfolipasa C (64).

De este modo, la actividad del factor tisular parece depender completamen-

te de la presencia de las estructuras membranosas,



OBTENCION DE EXTRACTOS TISULARES

Los extractaos de tejidos pueden ser preparados a base de moler con arena
el tejido ya lavado y libre de sangre, y extrayendo el factor tisular
con solucién salina. También el tejido puede ser deshidratado con aceto-
na, y del tejido deshidratado se muele para extraer €l factor tisular con
solucién salina. Este Gltimo procedimiento es generalmente aplicado al
tejido cerebral, ya que se puede limpiar ficilmente de grandes vasos san-

guineos, y se reduce facilmente a un material granular en mortero (65).

La tromboplastina obtenida de diferentes tejidos varia en su actividad.
Las mis activas y comimmente utilizadas son las derivadas de pulmdén, pla-
centa y cerebro tanto de humano como de conejos; los extractos cerebrales

de otras especies tienen menos actividad tromboplastica (66).

TIEMPO DE PROTROMBINA

(SEG)
PLASMA DEFICIENTE
FUENTE DE TROMBOPLASTINA PLASMA NORMAL | " “pE"FACTOR VII

Cerebro de conejo 12" 45"
Cerebro humano R Al 50"
Cerebro de perro 21" 67"
Cerebro de cerdo 23" 68" -
Cerebro de pollo 57" no determinado
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Entre las tromboplastinas de cerebro y pulmSn, se prefiere la primera, ya
que la de pulmSn estd sujeta a dos variables: a) la cantidad de sangre
que queda en el tejido (e§t5 altamente contaminado con &sta) lo que alte-
Ta cohsiderablemente su actividad; b) su susceptibilidad al efecto de un
inhibidor existente en el plasma humano. De este modo, una variable tien
de a acortar elﬂtiempo de protrombina, y la otra tiende a alargarla. En
cambio la tromboplastina obtenida de cerebro contiene muy poca sangre, y
no es afectada por el inhibidor existente en el plaSm. Ademis, el cere-

bro estd libre de factor 14bil, factor estable, protrombina y calcio (67).

Los extractos de cerebro de conejo y humano tienen una actividad trombo-
plastica similar, El cerebro de conejo es particularmente adecuado para
la obtencién de tromboplastina ya que es una especie usual en cualquier
bioferio y el producto es satisfactorio para medir el tiempo de protrombi

na en plasma del humano, perro, conejo, gato y otros mamiferos (68).
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COMPOSICION DE LA CEFALINA

Cuando las plaquetas son removidas.de plasma normal citratado, la recalci
ficacién de éste produce un codgulo en un tiempo casi nommal; sin embargo,
el mecanismo de la coagulaéién no se lleva a cabo normalmente porque muy
poca protrombina es convertida en trombina. Este defecto puede ser tam-
bién demostrado con la prueba de la generacién de la tromboplastina, ya
que en ausencia de plaquetas esta prueba resulta anormal por la poca can-
tidad de protrombina que se transforma en trombina, puesto que las plaque
tas contienen altas cantidades de fosfoljpidos; parece razonable suponer
que la conversién de protrombina a trombina podria estar relacionada a al
ghn o algunos fosfolipidos de las plaquetas (65). In vivo, la hemostasis
patolégica en estados trombocitopénicos es un reflejo, en parte, de un de

cremento de los‘fosfolipidos plaquetarios (69).

_Howell (3) en 1912, obsew§ que una cefalina derivada de tej‘ido cerebral
y timo, insoluble en alcohol termoestable, tenia actividad tronbopléstica.b
‘Otz"os autdres encontraron una actividad similar a la de las plaquetas en
semillas de soya (70). Treinta afios después de la observacifn de Howell,
AFolch (22) demostrd que la cefalina podia ser separada en tres fracciones:

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

En 1955 Bell y Alton (71) mostraron que un extracto de cloroformo de cere

bro era capaz de reemplazar a las plaquetas.

Robinson y Poole (72), O'Brien (73), Rouser et, al. (74) y Wallach et. al.
(11) postularon que la fosfatidil -etanolamina era la sustancia activa que

podia reemplazar a las plaquetas.



Por otro lado, Fisher y Hecht (21) encontraron que la fosfatidil-etanocla-
mina altamente purificada no poseia actividad trombopldstica. Marcus y
Spaet (75) observaron que la fosfatidil-serina, aislada de plaquetas y pu |
rificada por cromatografia, era el mejor substituto de las plaquetas.
Barkhan et. al. (|76 ) confirmaron la actividad tromboplistica de la fosfa
tidil-serina, perp afirmaron que bajo algtméé condiciones actuaba como in
hibidor de 1a coa acién. Los investigadores mencionados anteriormente,
consideraban que s6lo un fosfolipido era el responsable de la actividad
trombopléstica del "1ipido activador"; pero otros creian que al menos dos
producen tal actividad: Rappaport (15),:Therniautl et. al. (77), y Troup
et. al (78) demostraron que la mezcla de fosfatidil-serina y fosfatidil-
colina tenia una actividad tromboplistica mucho mis alta que la fosfati-

dil-serina sola.

Slotta (68) encontr6 que la fosfatidil-etanolamina y la fosfatidil-colina

eran inactivas, pero tenfan una alta actividad trombopl4stica cuando se

mezclaban con fosfatidil-serina. Hecht y Slotta (69) manifestaron que s6
lo la combinaci6én de fosfatidil-serina y fosfatidil-etanolamina o fosfati
dil-colina o ambas , manifestaron la alta actividad del '1ipido activador"

de las plaquetas o cerebro.

Por lo tanto, probablemente el "1ipido activador" o cefalina contiene la
mejor combinacién de fosfatidil-serina, fosfatidil-etanclamina y fosfati-

dil-colina junto con substancias inactivas.
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COMPARACION DE EXTRACTOS DE FOSFOLIPIDOS Y FOSFOLIPIDOS PLAQUETARIOS

Los extractos de fosfolfpidos (cefalina, tromboplastina parcial) son muy
usados en pruebas de coagulacibn como substitutos de los fosfolipidos pla
quetarios, los cuales son esenciales para la hemostasis normal in vivo. |
Estos fosfolipidos son preparados a partir de varios tejidos, principal-
mente de cerebro por medio de extracciones con solventes orginicos como

éter en el método de Folch (22), o cloroformo en el método descrito por
Beel y Alton (71).

- Es generalmente-aceptado que las plaquétas ayudan a 1a hemostasis por los
agregados que forman en el sitio en donde ha_y un daiio vascular. Se cono-
ce menos acerca de su contribucidén a la coag'ulacién sanguinea, pero pare-
cen ser el sitio en donde se activan ciertos factores de la coagulacidn y
proveen una superficie membranosa en donde algunos factores de la coagula

cifn se pueden unir selectivamente (79).

No parece ser que las plaquetas inicien la coagulacifn, sino que probable
mente entren a la secuencia de este proceso despuds de que ha empezado.
Existen evidencias indirectas de su participacién en la fase de contacto
de la coagulacién cuando son estimuladas con ADP o coldgeno (80). Una
vez estimuladas pueden proveer un sitio para la activacién de factor X

(81), factor V (82), y protrombina.

la actividad plaquetaria formadora de producto de contacto, la actividad
coagulante de las mismas inducida por coligeno y las complejas reacciones
para la generacifn de factor Xa sobre la superficie de las plaquetas, han

sido distinguidas de la bien conocida actividad coagulante del factor pla
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quetario 3, la cual ha sido definida especificamente como "aquella activi
dad de las plaquetas que puede ser medida por el acortamiento del tiempo
del veneno de vibora de Russell (RW), para el cual ciertos 1lipidos pue-
den ser utilizados, y los cuales probablemente representen la contribu-
cién de las plaquetas para la interacci6n de factor Xa, factor V y calcio

en la activacién de la protrombina' (83).

El tiempo de recalcificacién de plasma en tubo de plistico provee un sis-
tema altamente sensible a la presencia de 'activacifn de contacto", FEm-
pleando este sistema, se descubrié en las plaquetas una actividad coagu- '
lante no suplida por los fosfolipidos aislados de cerebro humano por el
mé;odo de Folch (22). La ventaja coagulante de las plaquetas sobre los
fosfolipidos de Folch, al menos en parte, es la capacidad de las plaque-
tas para responder al difosfato de adenosina para activar el factor XII
asociado a las plaquetas (84), Vecchione y.Zucker (85), usando diferen-
tes fosfoljpidos, fueron incapaces de confirmar la ventaja coagulante de

las plaquetas sobre los fosfolipidos en la prueba del plasma recalcifica-

“do,

En un intento para explicar estas diferencias Walsh y Lipscomb (86) compa
raron los efectos procoagulantes de plaquetas y varias preparaciones de
fosfolipidos utilizando el tiempo de'recalcificaciﬁn de plasma y el tiem-
po de vibora de Russell. La primera prueba, como ya se mencion, es alta
mente sensible a la presencia de "activacidn por contacto”, y el segundo
sistem de prueba es muy influenciado por la presencia de fosfolipidos
con actividad de factor 3 plaquetario. Concluyeron que los lipidos de
Folch tienen una actividad 6ptima de factor 3 plaquetario al igual que

los fosfolipidos de Bell y Alton y las plaquetas ya que las 3 preparacio-
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nes provocan acortamiento del tiempo RVV. Por otro lado, las plaquetas y
los fosfolipidos de Bell y Alton acortaron el tiempo de recalcificaci6n
mientras que los fosfolipidos de Folch no tuvieron esta capacidad, Por
lo tanto, los extractos cloroférmicos de cerebro utilizados por Vecchione
y Zucker (83), poseen capacidad para activar al factor XII en una "forma
similar" a la actividad previamente demostrada en las.plaquetas humanas;
en cambio, los fosfolipidos de Folch como originalmente se reporté, no de
mostraron capacidad para activar al factor XII. Los fosfolipidos de Bell
y Alton muestran actividad de factor tisular, la cual no poseen ni los

fosfolipidos de Folch ni las plaquetas,
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SENSIBILIDAD Y ACTIVACION DE LA CEFALINA

_ . Los extractos de fosfollpidos (cefalina, tromboplastina parcial) son usados

principalmente en la prueha de tiempo de tromhoplastina parcial (TTP), el
cual es Gtil en el diagnGstico de hemofilia, en el control de la terapia
~con heparina, y en forma modificada, provee las bases de la prueba de una

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

La cefalina es una mezcla de varias clases de fosfétidos: no estén estanda-
rizadas ni su composiciG:n qu.i.'mica ni su actividad coagulante, De esto se

deduce que diferentes extractos varian considerablemente en su sensibilidad
(definida como un cambio en el tiempo de coagulaciﬁn por un cambio en la

comentraci§n particularmente del factor VIII y de la heparina) (88). Po-
ller et. al, (89) demostraron que estas diferencias en sensibilidad disminu
yen 1a habilidad de los reactivos para detectar anormalidades en la coagula

cién, y esto podria tener importantes consecuencias clinicas.

En la nayoria de los estudios que se han hecho, la razén de la diferencia
en sensibilidad de los reactivos para el TTP no ha sido investigada. Apar-
te de la diferencia en la compqsicit?n de los fosfoli_pidos, otros factores
que pueden ser importantes son el método y el tiempo de activaci6n de con-
tacto, ,cor'r:entracidn de fosfolipidos y la presencia de contaminantes. En
un estudio hiecho por Barrowcliffe y Gray (87) con diferentes extractos de
fosfolipidos, concluyex:on que 1a concentracin de fosfolipidos no parece
ser un factor que influya en la sensiblidad de los reactivos al factor VIII;
en cambio, la sensiblidad a la heparina i.ncrementq con la disminucién de la

concentraci6n de fosfolfpidos (88). Est6 parece deberse a que la heparina,
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a diferencia del factor VIII, no interact@ia directamente con los fosfolipi-
dos, y el efecto de la heparina sobre el TiP es mediante la inhibicién de-

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

El método de activaciqn tiene una clara importancia en la determinacién de
ﬁP en muestras normales y anormales. Loa activadores usados en los reacti
vos de fosfoli_pidos son caolin, celite y dcido eldgico, Aunque el tiempo
de incubacidn de 1 a 2 minutos con caolin puede dar buena sensibilidad a he
parina y a factor VIII, este tiempo s6lo causa una subdptima activacién,

El grado de activacién con 1-2 “minutos varia entre individuos,‘ y con dife-
rentes concentraciones de heparina (,871: por lo tanto parece preferible, pa
ra la reproducjbilidad, un tiempo mis prolongado de activaciﬁn (10 minutos)

lo cual da una completa activacién con cualqhier agente activante (89).

Se ha demostrado que los reactivos activados con caolfn diferencian los

plasmas medianamente hemofilicos de los plasmas normales; en contraste, los
reactivos activados con Scido elagico no diferencian los plasmas heﬁnfili—
cos medios de los plasmas normales (87), lo que confirma los resultados de

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

ciencias medias.

la contaminacién de los extractos de fosfolipido con factor tisular no pare
- ce ser mayor problema. Aunque la mayoria de estos extractos tienen cantida
des medibles de actividad de factor tisular, la cantidad es tan pequefia que
no interfiere en la coagulaci6n intrinseca (91). La presencia de productos
de autoxidacién de é.c,idos grasos (aldehidos, cetonas y eptxidos), es poten-
cialmente uno de los mis serios problemas: se ha mostrado que tales produc-

tos tienen un marcado efecto inhibitorio sobre las pruebas de coagulacién.
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La variabilidad en el comportamiento de las diferentes preparaciones de fos
folipidos podria deberse en parte a la presencia de estos productos de oxi-
dacion (92},



MATERIAL Y METODOS

1. PREPARACION DE REACTIVOS PROPIOS.
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3. METODOS UTILIZADOS PARA DETERMINAR: TIEMPO DE PROTROMBINA (TP) Y TIEMPO
DE TROMBOPLASTINA PARCIAL (TIP).

4, METODOS DE EVALUACION.
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PREPARACION DE TROMBOPLASTINA INNSZ

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

ficados por inyeccibn de aire. Los cerebros fueron extraidos de immedia-

to para facilitar la remocién de vasos sanguineos. El procedimiento usa-

do fue el siguiente:

Se hizo con bistur{ wna incisién longitudinal en la zona central de la

~ piel que cubria la cabeza y el cuello, y con unas pinzas se aparid la

2.

piel dejando el crineo al descubierto.

Con unas pinzas fuertes se incidié la articulacién occipital alantoi-

dea, se cort6 y se separS la calota craneana.

Se cortd la duramadre y se extrajo el cerebro con el mango de las pin-

zas. Tan pronto como se extrajo, se colocS en hielo soi)re papel alumi

nio.

Para limpiar los cerebros sé desechS la piamadre, el bulbo raquideo y
se eliminaron todos los vasos sanguineos posibles con la ayuda de pin-

zas y bisturi. Este procedimiento se llevé a cabo sobre hielo.

Se colocaron los cerebros en un vaso de precipitades y se lavaron con
solucién salina fisiolSgica hasta eliminar todos los residuos de san--

gre,

Los cerebros ya limpios se pasaron a un mortero y se les adicions 10 mL
de acetona por cerebro; para remover las posibles trazas de calcio, se

agregb 0.1 ml. de citrato de sodio al 3.8% por cada 3 cerebros.
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7. El material se macerS con el pilén de mortero y después se desech6 la
acetona por decantacifn; se agregd otra porcién igual'de acetona y se
siguié macerando el mteriai; se desechS también esta segunda acetona
y se agregb una tercera fraccifn: en este paso el material empezé a ad
quirir una apariencia escamosa y la acetona estaba prdcticamente lim-
pia ya que las primeras dos porciones salen opalesc'entes por la disolu
cién de lipidos. Se desechS la tercera acetona y se agregé una nueva
porcifn y se moli6 el material hasta que se obtuvo una substancia gra-

nulosa.

8. Se desechﬁ la cuarta acetona por fﬁtraci(?n en un embudo de filtracién
rﬁpida. El polvo de tromboplastina que se obtuvo se esparci6 sobre un
papel filtro en una charola, y se colocﬁl en una estufa a 37°C durante
30 minutos. Posteriormente se colocS a temperatura ambiente por 24 ho

ras, y finalmente se guard§ en refrigeraciSn en un frasco tapado.

Nos referiremos a ella como tromboplastina INNSZ en los experimentos sub-

secuentes descritos en este trabajo.
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PREPARACION DE CEFALINA INNSZ

La cefalina se obtuvo a partir de la tromboplastina INNSZ de acuerdo al

siguiente procedimiento:

1. A 3 g de tromboplastina INNSZ colocados en un frasco con tapén, se les
adicionaron 62.5 mL de acetona, y se agit6 por inversi6n durante 2 mi-

nutos.

2. Se dejé reposar la suspensién tapada durante dos horas a temperatura
ambiente, y se centrifugS 5 minutos a 200 G.

3. Se decant§ el sobrenadante, y se dejé secar el residuwo a temperztura

ambiente sobre un papel filtro.

4. Se transfiri6 el residuwo a un vaso de precipitados de 250 mL, se adi-
cionaron 62.5 mL de cloroformo, y se mantuvo en agitacifn contimua por

dos horas en un agitador magnético,

5. Se filtr6 la mezcla a través de un embudo de fﬂtmciQn, rdpida. El
filirado se colectlS en un vaso de precipitados de 250 mL y se dej6 eva
porar a temperatura ambiente (aproximadamente 3 dias). En el fondo
del vaso quedd lm.residm gomoso amarillo obscuro.

6. Se pasb el precipitado, con ayuda de aplicadores, a un homogeneizador
de tejidos y con 34.7 nL de soluciSn salina fisiol6gica se homogeneizs
hasta que se obtuvo una suspensién lechosa de color amrillo pdlido.
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7. Se dividi§ la suspensién en alicuotas de 1 mlL y se congelaron.

La designadermos cefalina INNSZ en el resto de este documento.

BUFFER DE VERONAL

Pesar y poner en un matraz volumétrico de 1000 mL:

Dietilbarbiturato de sodio 5.87 g
Cloruro de sodio 5.33 g
H1 01N © 25 m

Aforar con agua destilada.

Guardar en refrigeracién.
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REACTIVOS COMERCIALES USADOS

TROMBOPLASTINA

En varios experimentos se utiliz6 con fines de comparacién con la trombo-
plastina INNSZ una tromboplastina comercial (Difco Laboratories), que es
una tromboplastina obtenida de cerebro de conejo y envasada. en ampolletas
de 150 mg que permiten aproximadamente 35 determinaciones. Se debe alma-
cenar entre 2%y 8°%, y péra reconstituirla se adicionan 4 ml de solucifn
salina a la ampolleta; se incuba en baiio marfa a 46°C por 10 minutos
(cuando han transcurrido 5 minutos de incubacin se resuspende 1a trombo-
plaétina cuidadosamente con pipeta pasteur). Despufs de la imubacidn se
le afiade 0.1 mL de citrato de sodio al 3.8% como conservador. Se mezcla

' Y se deja sedimentar en el refrigeradotr 24 horas., En el mmenio de usar-
se, el sobrenadante se transfiere a un tubo limpio con una pipeta pasteur.
El sobrenadante es estable por 7 dfas. Los valores de referencia de tiem
po de protrombina en nuestro laboratorio con esta Atrbuboplastina son de
11.0 a 15.2 segundos. | |

Nos referiremos a ella como tromboplastina comercial en el resto del tra-

bajo.

CEFALINA

En varios experimentos la Cefalina INNSZ se compar® coxi;l,a Tromboplastina
Parcial Activada Lafén que es un extracto clorof6rmico obtenido de cere-
bro de conejo que contiene un activador plasmitico insoluble. Cada fras-
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co del reactivo contiene 4.2 mL, 1o cual es suficiente para aproximadamen
te 40 determinaciones. Se recomienda guardar entre 2° y 8°C mientras no
esté en uso. Este reactive se presenta en forma liquida, estd listo para
usarse, y se debe agitar antes de emplearlo, bo_s -valores de referencia

de este reactivo para la prueba de tiempo de tromboplastina parcial son

de 22 a 42.5 segundos en nuestro laboratorio,

PLASMA CONTROL COMERCIAL (PCC)

En muchos experimentos se usl para 1a realizacifn de las pruebas de tiempo
de protrombina (TP) y de tiempo de tromboplastina parcial (TTP) un plasma
liofilizado comercial (Plasma Control Normal, Ortho Diagnostic) que es un
plasma humano citratado que debe ser almacenado entre 2° y 8°C. Para re-
constituirlo, se adiciona 1 ml de agua destilada y se agita hasta lograr
solubilizar todo el liofilizado. Debe usarse fresco (no mis de 8 horas
después de rei:onstituido).

3

Nos referiremos a este plasma como PCC {Plasma Control Comercial) en to-

dos los experimentos subsecuentes de este trabajo.
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* METODOS - PARA DETERMINAR TP Y TTP

las determinaciones de las pruebas de tiempo de protrombina (TP) y tiempo
de tromboplastina parcial (TTP) se llevaron a cabo en un fibrémetro (Fi-

bro System BBL). los procedimientos fueron los siguientes:

TP

En una microcopa de pldstico se pipetea 0.1 mL de tromboplastina y 0.1 mL
de plasma. Se incuba durante 1 minuto en el bloque de calentamiento del
fibr6metro (37°C); al cabo de este tiempo se afiade 0.1 mL de cloruro de
calcio 0.02 M precalentado a 37°C. Similtdneamente a esta adici6n se
echa a andar el cronSmetro del fibrfmetro; el fibrﬁmetro automiticamente

determina el tiempo que tarda en coagular el plasma.

P

En una microcopa pipetear 0.1 mL de tfonboplastina parcial (cefalina).
Incubar 1 minuto a 37"‘C en el bloque de c@lentamiento, afiadir 0.1 mL de -
plasma e incubar la mezcla 2 minutos mis; al cabo de este tiempo adicio-
nar 0.1 nl de cloruro de calcio 0.02 M precalentado a 37°C; al mismo tiem
- po hacer funcionar el cronﬁmetro del fibrémetro, el cual registra automi-

ticamente el tiempo que tarda en coagular el plasma.

las determinaciones tanto de TP como de TIP, a menos que se indique, se

hicieron por duplicado y se informa el promedio.
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METODOS DE EVALUACION -

Las estrategias de evaluacién de TP y TIP .son diferentes ya que el TP pue-
de ser evaluado a base de curvas de TP en funcifn de la concentracitn vé-

riable de plasma dilufdo con solucifn salina, en cambio, el plasma dilui&o
con suero o con solucifn salina arroja curvas de TTP inconsistentes y errd
ticas. Consecuentemente la estandarizacifn y evaluacifn de la tromboplas-

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

EVALUACION DE LA TROMBOPLASTINA INNSZ

Se hicieron dos tipos de estudios:

1. Estandarizaci6n del reactivo por medio de curvas de TP en plasma diluf-

do siguiendo un protocolo que se describe en la seccién de Resultados y
Discusifn. En esta parte se evaluf:

‘a) Concentracién fptima de tromboplastina,

b) Estabilidad de 1la tromboplastina recon;titu;da.

¢) Comportamiento de la tromboplastina en funcifn del substrato,

d) Efecto de citrato de sodio sobre la estabilidad de la tromboplastina.

2. Una vez estmﬁér?zada 1a tromhoplastina INNSZ se comparﬁ versus s
tromboplastina comercial importada (Difco, lote 684823) en 135 plasmas
d2 la rutina en un periodo de 23 digs hibiles (7 de febrero a 30 de
marzo de 1983), Estos estudios cm@arativos -fueron pocos debido a que



- 43 -

s6lo se contaba con un remanente pequefioc de tromboplastina comercial*.

En esta parte se evalud:

a) Precisi6n intralote,
b) Correlacién inter-tromboplastinas.

c) Frecuencia de congruencias e incongruencias inter-tromboplastinas.

d) Estabilidad a largo plazo.

EVALUACION DE LA CEFALINA INNSZ

Se hicieron dos tipos de estudios:

1. Estandarizacién de la cefalina por el método que se describe en la sec
ci6n de Resultados y Discusién.

2. Una vez estandarizada la cefalina INNSZ, se compard con una cefalina

comercial (Lafén, lote 132) en plasmas de 1a rutina. En estas compara

ciones se evalud:

a) Precisién intralote.
b) Correlacién inter-cefalinas.
c) Frecuencia de incongruencias inter-cefalinas.

d) Estabilidad a lérgo plazo.

.  * Su importacién estd prohibida actualmente en México por la SECOFIN.
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La incongruencia de datos obligb a realizar cinco periodos de comparacién

los cuales fueron:

MES FECHAS DE 1983 | No. DE PLASMAS COMPARADOS
MARZO 8/2 a 4/3 ' 92
ABRIL 11/4 a 18/4 ' 119
MAYO ' 16/5 a 24/5 107
JUNIO _ ~ 16/6 a 27/6 120
JULIO 4/7 a 20/7 . 223




TROMBOPLASTTINA
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RESULTADOS Y DISCUSION

EVALUACION DE LA TROMBOPLASTINA.

Como se dijo en la seccifn de material y métodos, la tromboplastina INNSZ
se evalub usando dos tipos de estudios que tenian como finalidad: 1) es-
tandarizar el reactivo; y 2) comparar la tromboplastina INNSZ versus una
tromboplastina comercial. En ambos estudios se utilizé un mismo lote de
~ tromboplastina comercial (Difco 684823) asi como un sélo lote de trombo-
plastina INNSZ (lote 1) que se almacenS en un frasco tapado mantenido en

refrigeracién. De este frasco se tomaba el reactivo segin se iba utlizan-
do.

Para lograr el primer objetivo se efectuaron cuatro experimentos:

1. El primer paso para estardarizar la tromboplastina INNSZ fue determinar

la concentracién a que debia usarse para tener resultados satisfacto-

rios.

2. Una vez establecida la concentracifn Sptima del .reactivo, se observé su

estabilidad a corto plazo después de reconstituirlo,

3. Posteriormente se analizé el comportamiento de la tromboplastina INNSZ

con substratos distintos.

4. Por Gltimo, se observs el éomportamiento comparativo del reactivo re-

constituido en presencia y ausencia de citrato de sodio.

Los cuatro experimentos anteriores se hicieron siguiendo un mismo protocolo
de evaluacién: el protocolo, asi como los experimentos y sus resultados,

se describen y discuten a continuacibn.
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PROTOCOLO DE EVALUACION DE TROMBOPLASTINA INNSZ -~

En todas las evaluaciones de la tromboplastina INNSZ se sigui6 un mismo ~

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

1. Preparar 7 diluciones de PCC con solucifn salina a concentraciones de
100%, 60%, 40%, 30%, 20%, 15% y 10% (100% es el PCC reconstituido de

acuerdo a las instrucciones del fabricante).

2. Iniciar las mediciones del TP por duplicado en cada una de las 7 dilu-
ciones utilizando tromboplastina INNSZ, comenzando con la concentracitn
de 100%, y finalizando con 1a de 10%. | |

La grifica de los datos reales de TP (en X) versus % de PCC (en Y) es wna

cuﬁ/a hiperbSlica (grifica 1.1), por lo que es preferible usar la recipfo- ‘

ca de 4 de PCC (1/y) en la gréfica (grifica 1.2). Con el1o se obtiene una

recta cuya ecuacién tiene la siguiente forma general:

/ys=ax-b
Donde:

"y = concentraci6n de PCC en §
a = pendiente de la recta
b = intercepto de la recta

x = tiempo de protrombina en segundos |

Los datos de 1a ecuacifn de la recta que se presentan en cada una de las

evaluaciones de la tromboplastina INNSZ son las siguientes: '
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GRAFICA 1.1. Curva que se obtiene al graficar TP versus concentracién de PCC.
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GRAFICA 1.2. Curva que se obtiene al graficar TP versus 1/concentracifn de PCC.
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1. La correlacibn como un indice de la bondad de ajuste de los 7 datos ex
perimentales a la ecuacifn obtenida: el ajuste es tal, que una correla
cién por debajo de 0.98 la consideramos de mal ajuste. Se designa co-

mo I en las tablas.

2. La pendiente y el intercepto de la ecuaci6n, ya que son los pardmetros
que caracterizan totalmente a una recta, que se designan a y b, respec

tivamente, en las tablas.

3. Finalmente se dan los TP calculado; de la ecuacifn para y = 100% y pa-
ra y = 15%, ya que son dos concentraciones importantes en la evalua-
cién de una tromboplastina. La de TP 100% representa el comportamien-
to del plasma sin diluir, y la de TP 15% é:omsponde awm TP de 25 a

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

los casos que reciben terapia con anticoagulantes.

Pasaremos a mostrar los resultados de los experimentos hechos con este

protocolo:
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1. CONCENTRACION OPTIMA DE TROMBOPLASTINA INNSZ

Con el objeto de determinar la concentracién Sptima de tromboplastina

INNSZ que debe utilizarse para la determinacién del tiempo de protrombina

(TP), se hicieron experimentos en cuatro dias de trabajo.

Usando el pro-

tocolo de evaluacién y PCC como sustrato se obtuvieron los siguientes re-

sultados:

DIA DE | CONC. DE TROMBO | a b TP 100% | TP 15%

TRABAJO P“%ﬂ;}ﬁiff“sz 1074 fxiohy | (segs.) | (segs.)
3 5 0.95 | 40.7 |-700 19.8 33.7
3 10 0.92 | 33.2 |-450 16.6 33.6
3 15 0.99- 36.2 | -500 16.7 32.3
3 20 0.8 | 28.4 |-300 14.2 34.2
1 25 0.99 | 28.4 |-220 11.3 31.3
4 27.5 0.99 26.8 | -200 11.3 32.4
1 30 0.99. | 25.5 |-180 11.0 33.2
4 32.5 0.99 26,9 - | -190 - 10.9 32.0
1 37.5 0.99 | 23.0 |-140 10.6 32.5
1 42.5 0.99 | 25.6 [(-170 | = 10.5 32.5
2 47.5 0.99 | 235.5 |[-140 0.1 | 3.2
2 52.5 0.99 | 19.6 | -80 9.0 37.9

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

INNSZ por ml de soluci6n salina,
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Como se observa, los datos de la tabla anterior se pueden dividir en tres

grupos con las siguientes caracteristicas:

CONC. DE TROMBOPLASTINA
INNSZ

5 a 20 mg/mL

47.5 y 52.5 mg/nL

25 a 42.5 mg/nl

CARACTERISCTICAS

~ Los TP del PCC al 100% son muy alargados (14.2

a 19.8 segs versus 10.5 a 12.5 de la trombo-
plastina comercial con este PCC). Ademis,
las concentraciones de 5 y 10 mg/mL no se a-

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

Los TP del PCC al 100% son muy cortos (menos
de 10.5 segs.). '

No tienen inconvenientes: 1los TP del PCC al
100% son de 10.5 a 11.3 segs.; se ajustan a
una recta (r - 0.99); y las pendientes e in-
terceptos son poco variables. la ecuacién

promedio para estas seis concentraciones es:

1/y = 0.0026x - 0.018

Por lo tanto, se decidiS tomar como concentracién Sptima de la tromboplas

tina INNSZ la de 32.5 mg/mL (intermedia entre 25 y 40 mg/mL) lo cual da

un margen de seguridad de % 234 al pesar el reactivo sin que se afecten

substancialmente los parimetros de la recta,
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Como se observa, los datos de la tabla anterior se pueden dividir en tres

grupos con las siguientes caracteristicas:

CONC. DE TROMBOPLASTINA g
INNSZ CARACTERISCTICAS

5 a 20 mg/mL " Los TP del PCC al 100% son muy alargados (14.2
| | a 19.8 segs versus 10.5 a 12.5 de la trombo-
plastina ‘comercial con este PCC). Ademis,
las concentraciones de 5 y 10 mg/mL no se a-

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

47.5 y 52.5 mg/mL Los TP del PCC al 100% son muy cortos (menos
de 10.5 segs.). |

25 a 42.5 mg/mL No tienen inconvenientes: los TP del PCC al
~100% son de 10.5 a 11.3 segs.; se ajustan a
- una recta (r = 0.99); y las pehdientes e in-

terceptos son poco variablgs. La ecuac16n

promedio para estas seis concentraciones es:

1/y = 0.0026x - 0.018

Por lo tanto, se decidi6 tomar como concentracién 6ptima de la tromboplas
tina INNSZ 1a de 32.5 mg/mL (intermedia entre 25 y 40 mg/ml) lo cual da
un margen de seguridad de tata pesar el reactivo sin que se afecten

- substancialmente los parimetros de 1a recté.
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3. COMPORTAMIENTO DE LA TROMBOPLASTINA INNSZ EN FUNCION DEL SUBSTRATOC.

Para observar el comportamiento de 1la tromboplastina INNSZ con diferentes
substratos, se siguid el protocolo de evaluaci6n usando un substrato dife
rente en cada uno de 4 dias de trabajo. E1 substrato de cada dia de tra-
bajo era un pozal de los plasms frescos seleccionados de la rutina del
dia en base a que llenaran los siguientes requisitos: a) que el plasm
tuviera TP y TIP normales con los reactivos de la rutina, y que no estu-
viera ictérico o lipémico; b) que no procediera de un sujeto con algin
diagn6stico en que se sabe sé afectan los factores de coagulacién. Unos )

©8-10 plasmas formaron el pozal en cada uno de los dfas de trabajo. Los

resultados fueron:

TP 1003 TP 15%

DIA -~ SUBSTRATO r o a, b_,
e o (X10.7) . .10 ) (segs.) (segs.)

1 Pozall 0,99 31.2 -260 1.6 29.7
2 Pozal2 0.9 31.6 -320 13.4 31.2
5 Pozal3  0.99  30.5 -320 13.7 32.3
4 Pozal 4 0.9 30.2 -240° 1.4 30.0
Media  0.99 30,88  -285.0 12.53  30.80

DE 0 0.64 1.2 1.19 1.19

o -0 2.1 14,5 9.5 3.9

Puede observarse que, si bien los resultados son similares en los 4 poza-
les, hay mayor variabilidad en pendiente, intercepto y TP 100% en estos
4 pozales que los que se observan cuando el substrato no varfa (ver la

tabla del inciso anterior).
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La mayor variabilidad de los pozales puede deberse a que en ellos no es
constante la concehtracién de los diferentes factores de coagulacién.
Ademds intervienen otros factores como es el manejo de la muestra desde
que se toma hasta que se procesa en el laboratorio, v, gr., venopuncién,
proporcidn sangre: anticoagulante, forma de agitar la muestra (formacidn
de espuma) y tiempo que tarda cada muestra en llegar al laboratorio. To-
dos estos son factores que no operan en el PCC, y que por ende pueden con

tribuir a su menor variabilidad en el sistema de evaluacién.
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4. EFECTO DEL CITRATO DE SODIO (UTILIZADO COMO CONSERVADOR) SOBRE LA ESTA
BILIDAD DE LA TROMBOPLASTINA RECONSTITUIDA.

" El efecto del citrato de sodio sobfe la tromboplastina I'NSZ recomstituida se
analizé de la siguiente manera: se reconstituyeron dos fracciones del reac
tivo de 260 mg cada una (8 mL), y a una de ellas se le adicion6 0.2 mL de
citrato de sodio al 3.8% (0.2 mL a los 8 mlL de reactivo) y a la otra ali-
cuota se le adicioné 0.2 ml de salina. Se siguié el protocolo de evalua-
cidn con cada una de las fracciones en trés dias de trabajo utilizando PCC

como substrato., Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

DIA POST-  CITRATO DE r a, b, TP 1003 TP 153
RECONSTITUCION SODIO AL-3.8% ..(x10°%  (x10™%) (segs.) (segs.) -

1 SI..  0.99 21,5 -160 12,0 38.4

N0 0.9 21.0 -140 115 38.5

4 SI 0.99  28.1 240 12.0 32.1

NO 0.99  29.7 249 117 30.8

8 s1 0.99  27.1 230 12,2 33.6

| No 0.99 253  -190 1.3 337

~ PROMEDIOS SI 0,99 25.6 210 121 3.7

N 099 253 <193 115 34.3

El finico efecto del citrato fue un TP 100% ligeramente superior al que se
~ observa en ausencia de éste (12.1 vs, 1.5 'ségs.), pero sin que la dife-
rencia alcance significancia (t pareada) posiblemente porque s6lo son tres

comparaciones.
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Creemos que el citrato de sodio en el reactivo tiene un papel similar al
que tiene en la deshidratacién del cerebro de conejo (ver preparacién de
la tromboplastina), esto es, para eliminar residuos de calcio que pudie-
ra tener todavia el reactivo, lo que provocarfa el alargamiento que se

.observa en el TP 100%.
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Una vez estandarizada la tromboplastina INNSZ, se procedié a efectuar el

segundo tipo de estudio: compararla versus una tromboplastina comercial

en plasmas de la rutina., Fn esta fase se evaluS§ lo siguiente:

1. Precisién intralote.

2. Correlacién intef-tromboplastinas.

3. Frecuencia de incongruencias inter-tromboplastinas.

4, Estabilidad a largo plazo., Como complemento a los estudios hechos se
- ofrece una comparacidn inter-tromboplastinas en el programa interno de

control de calidad de TP durante una parte del periode en'qhe se compa

raron las tromboplastinas asi como en los meses siguientes.

Las evaluaciones se llevaron a cabo haciendo determinaciones simultineas
‘de TP utilizando la tromboplastina INNSZ y la tromboplastina comercial en

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

de estas evaluaciones.

- En 15 tabla 1,1 se muestra la precisiﬁn intralote que se obtuvo al hacer
deteminaéiones duplicadas de cada plasma, con la tromboplast.i'na INNSZ y
con la tromboplastina comercia;. .Como se puede observar, la precisién
intralote de la tromboplastina INNSZ en plasmas con TP menor de 30 segun- -
dos es igual a la de la tromboplastina comercial., A niveles de TP por
arriba de 30 segundos, 1a precisiﬁn de ambos reactivos se deteriora, pero
es m.«’_:s marcado este deterioro en la troinboplastina comercial, por lo que
se obtiene una mejor precisi§n global con ;g tromboplastina INNSZ. En

vista de que a niveles de TP 30 segundos la imprecisiSn aumenta, se deci-
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dié excluir a los 8 plasmas con TP alto de los célculos del coeficiente
de correlacin y de los parimetros de la recta de regresin inter-trombo-
plastinas que se muestran en la tabla 1.2: de los datos de la tabla se
puede concluir que se obtuvo una buena correlacién inter-tromboplastinas,
ya que tanto el coeficiente de correlaci6n como la pendiente de la rect;i
de regresién se aproximan al valor ideal de uno. Por otro lado, el intei
cepto de la recta de regresién se aleja un poco del valor ideal de cero
lo cual es debido a que los valores obtenidos de TP obtenidos con la trom
boplastina INNSZ fueron, en general, un segundo mis altos que los obteni-
dos con 1a tromboplastina comercial. Por esta razén, el lfmite superior
de 15.2 segundos de TP de la tromboplastina comercial en nuestro laborato
rio se cambio a 16,2 segundos para la tromboplastina INNSZ. Tomando en
cuenta los limites anteriores, la tabla 1.3 muestra las incongruencias
que se obtuvieron entre ambos reactivos en las determinaciones de TP en
los 135 plasmas de la rutina; las incongruencias fueron ﬁ (8.1%), pero
la diferencia entre ellas fueminim (menos de dos segundos) y a niveles
de anormalidad miy ligera. Fueron infructuosos los intentos de estable-
cer, por clinica, cugles de los dos resultados incongruentes era vilido:
eran datos que apenas rebasan el lﬁnite normal, y ninguno de los pacien-

tes tenfa un problema clfnico ohvio de trastorno de coagulacién.

Para complementar los estudios hechos a la tromboplastina INNSZ se obser-
v6 su estabilidad a largo plazo, para lo cual se analizaron los datos ob-
tenidos en el control de calidad interno (promedio de TP y CV%) duarante
una parte y después del periodo en que se evaluS la tromboplastina INNSZ.

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

TP con la tromboplastina, utilizando como. substrato PCC entero (100%) y
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diluido con soluci6n salina al 25%, esto se hace con el fin de observar

el comportamiento del reactivo a niveles normales y anormales.

En la tahla 1.4 se muestran los datos del promedio de TP y CV% del control
de calidad interno que se obtuvieron con el lote 1 de la tromboplastina
INNSZ en el periodo de marzo-abril, asi como los obtenidos con la trombo-

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

abril-junio,

En el periodo mrzo—aﬁril se ohservq wa elevacibn gradual y constante er;
el promedio de los TP obtenidos con laf tromboplastina INNSZ tanto en PCC
. 100% como en el PCC 25% .(gx;gfica 1.5), lo ct_xal se reflejé en un deterioro
de la preéisidn interlotes. Se concluy$ que la elevaci6n de los prome-
dios de TP y el aumento de la imprecisiSn interlotes era debido al dete-
‘rioro del reactivo, por lo que se decidi6 preparar un mnuevo lote de trom-
boplastina IN; (lote 2). Este nuevo lote se almacend en alicuotas de

130 mg en frascos sellados y mantenidos en refrigeracién.

El lote Z de la tronboplasti.na INNSZ mantuvo un promedio de TP y una pre-
_cisiﬁn interlotes similar a la de 1a tromboplastina comercial por un pe-
riodo mis prolongado que el lote 1 (ver tibla 1.4). Creemos que la mejor
.consérvaciﬁn del lote Z de la tromboplastina INNSZ puede obedecer al he-
cho de haberla almacenado dividida en alfcuotas, 1o cual evitaba destapar
y sacar del réfrigerador el lote completo de tromboplastina cada vez que
se iba a. utilizar. Esto nos habfa sucedido en el caso del lote 1, el
cual se habfa almacenado en un ﬁolo frasco. Irrelevante de la causa, lo
que surge de estos datos es que la form de almacenamiento tiene un papel

importante en el comportamiento del reactivo.
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TABLA 1.1

PRECISION INTRALOTE DE TP EN 135 PLASMAS DE LA RUTINA EN FUNCION DE

TROMBOPLASTINA
TROMBOPLASTINA TROMBOPLASTINA DIE. DE
TP (segs) DIFCO INNSZ VARIANCIAS
n vy n v 13 P
15 42 2.7 2% 2.3
15-19.9 68 2.8 76 2.6
20-29.9 17 2.4 5 2.7
SUBTOTAL 127 2.69 125  2.65 1.10 NS
30-39.9 6 8.8 8 4.7
40+ 2 18.5 2 3.8
SUBTOTAL | 8  15.05 10 4.54 13.54  0.001
GLOBAL 135 9.33 135 3.46 6.3  0.001
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TABLA 1.2

CORRELACION Y PARAMETROS DE LA RECTA DE REGRESION
(X=TP DIFCD; Y«TP INNSZ)
EN 127 PLASMAS DE LA RUTINA*

N COEFICIENTE DE 'RECTA DE REGRESION
CORRELACION PENDIENTE INTERCEPTO

127 : 0.93 1.01 . 1.08

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

FRECUENCIA DE INCONGRUENCIAS DE LOS REACTIVOS
INNSZ Y DIFCO EN EL TP DE 135
PLASMAS DE LA RUTINA

TOTAL N/N A/A SOLO DIFCO | SOLO INNSZ INCONGRUENCIASH**
|  ANORMAL* ANORMAL*#*

135 | & | 83 8 3 11/135 = 8.1

% Mis de 15.2 segs.
‘% Mis de 16.2 segs.

** Siempre hubo menos de 2 segs. de diferencia entre Difco e INNSZ en las
11 incongruencias (Dif. 1.2 segundos).




FABLA 1.4
C O N R O L

- TP 100% ove - TP 25% cve
PERIODO TROMBOPLASTINA N X vy T T N Cvé nr AT
INTRALOTE INTERLOTE INTRALOTE INTERLOTE

MARZO DIFCO 21 112.6 1.4 6.3 9 |2.7 2.5 7.4

*MARZO-ABRIL INNSZ-1 29 114.2 1.0 8.7 28 126.7 2.5 1.4

ABRIL-JUNIO INNSZ-2 63 113.0 1.6 6.1 60 |23.8 1.7 8.9

* Fechas con inestabilidad de tromboplastina INNSZ-1 (ver texto)

-5_‘9-
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CONCLUSIONES

La tromboplastina INNSZ es estable cuando menos 7 dias después de ser re-
constituida, lo que permite prepararla para varios dias de trabajo sin que

se deteriore.

Aunque se pueden utilizar pozales de plasma frescos para el control de la
estabilidad de la tromboplastina INNSZ, es recomendable usar PCC u otro
plasma liofilizado para no tener mis de una variable que afecte el compor-

tamiento del reactivo.

La adici6n de citrato de sodio a la tronﬁopléstina ya reconstituida no in-
fluye en su estabilidad y el alargamiento que provoca en el TP 100% no es
significativo, por lo que puede usarse o no sin que se afecten apreciable:

mente los valores obtenidos o la estabilidad de la tromboplastina.

La tromhoplastina INNSZ es estafile aproximadamente tres meses almacenada

en frascos viales tapados y mantenidos en refrjgeracidn,

la tromboplastina INNSZ mostr§ precisiones interlote e intralote similares
a las obtenidas con el reactivo comercial y, el nL"mero mrmllamrﬁl en
plasmas de enfermos entre amhos reaétivos fue bajo. Estos datos sugieren
que logramos obtener un reactivo de calidad comparable a la de una trombo-
plastina comercial importada. - ‘



CEFALTINA
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RESULTADOS Y DISCUSION

EVALUACION DE LA CEFALINA.

/

1a evaluacid_n de 1a cefalina INNSZ, al jgual que la de la tmnboplastiné
INNSZ, se hizo en dos partes:

7. Estandarizacifn de la cefalina INNSZ,

2. Comparacin de la cefalina INNSZ contra una cefalina comercial.

H

Estos estudios se hic;ieron con un solo lote de cefalina INNSZ que se alma-
ceud en alicuotas de 1 mL de cefalina sin diluir. en tubos de ensayo tapa-
dos con "paraf:lm" y congelados a -ZO‘C. Cada allcuata se congel& y des-

: congeld unas diez veces, ya que el reactivo de trabajo Se prepara, muedu
‘tamente antes de utxhzarlo, diluyendo 0,1 mL de la cefalina,

Enseguida se describe la estandarizacién de la cefalina INNSZ y posterior

mente su comparacién con la cefalina comercial.
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ESTANDARIZACION DE LA CEFALINA

La proporcién de cefalina y caolin mis conveniente en la preparacién de un

reactivo adecuado para la prueba del tiempo de tromboplastina parcial (TIP),
se determinS de la siguiente manera: se hicieron diluciones del reactivo
de cefalina en buffer de veronal a concentraciones de 0.5, 1, 2, 4 y 10%
de cefalina (V/V). Cada una de estas diluciones se mezcl6 con volamenes

variables de una suspensién de caolin al 4% (P/V):

Mezcla A = | L de cefalina + 0.5 mL de caolfn
Mezcla B = 1 mL de cefalina + 1 mL de caolin
Mezcla C = 1 ml de cefalina + 4 mL de caolfn
Con las preparaciones anteriores se hicieron determinaciones replicadas

, (1=20 y n=6) de TIP al PCC sin diluir,

Se obtuvieron los siguientes resultados en este experimento cruzado:

CONC. | nPR | MEZCLAA |  MEZCIAB MEZCLA C
ORICINAL | CASILIA| media ~ CV | media ~ CV | media OV
CEFALINA R
108 0 | 458 5.3 | 41.4 458 | 449 3.2
m 20 3.64 .60 | 451 3.8
21 20 3.69 7.6 | 479 4.8
1 6 | 467 - | @5 - . ]
0.54 6 | 487 - | sz5 - . .
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La seleccién de la mejor combinacifn se hizo bajo los siguientes crite-

rios:

a) Que el resultade fuera "normal' ya que se usd el PCC que debe dar va-
lores normales de TIP segln el fabricante, v. gr., menos de 42.5 se-

gundos de TIP.

.b) Que la imprecisién intralote, juzgada por el CV, fuera la menor posi-
ble.

c) Que los costos fueran lo mis bajo posible.

Los valores normales (42,5 seg, de m) se concentran en las cuatro
.'casi'llas en que cruzan las cefalinas de 4 y 2% con las mezclas VA y B: la
i:ﬁprecisiﬁn es de 3.6% en 3 de estas 4 casillas. La menor impreciéidn

(3.1 y 3.2%) ocurre en las dos casillas superioreé derechas, pero los

TTP son anormalmente largos por lo que fueron descartadas.

Consecuentemente se seleccion6 la combinacién de 4% de éefalina con un
punto intermedio entre las mezclas A y B, o sea, que el reactivo de
trabajo se prepara con 1.5 mL de cefalina mﬁs‘ 1.0 mL Ae caolin, ambas
al 43. . |
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La segunda fase de la evaluacifn, una vez est:mdariza}da lav cefalina INNSZ,
fue la comparacifn con una cefalina comercial (LafSn 13Z) en plasma de la
rutina, En esta etapa se evalud lo siguiente:

1. PrecisiQn intralote,

2. Correlacidn inter-cefalinas,

3. Frecuencia de incbngruencias inter-cefalinas,

4. Estabilidad a largo plazo. Como complemento, se hizo una compara;iﬁn in-
ter-cefalinas en el programa interno de control de calidad de TTP durahte
1a época en que se compararon las cefalinas con objeto de establecer la

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

- Las evaluaciones se llevaron a cabo haciendo determinaciones duplicadas si-
mltﬁneas de TI"P con la cefalina comercial y con la cefalina INNSZ durante

- cinco périodos (marzo a julio de 1983) en un total de 661 plasmas de Ia ru- |
tina, El nmero de periodos se alarg debido a que, para comprobar los re-
sultados obtenidos en el primer periodo (marzo) y ya que se contaba con ‘su-
ficiente cantidad del reactivo comercial, se decidiq realizar un segundo pe
riodo de comparacifn (abril) el cual no mostrd concordancia de resultados
con el primero., Por eilo se hizo wa tercera cowamci@n (mayo) en la cual
se obtuvieron resultados que discrepaban can 1o periodos anteriores. Esta
variabilidad de resultados 11ev6 a prolongar los periodos de evaluaci6n a |
cinco.” A contimaci@n se dan y discuten los resultados de estos cinco pe-

riodos de evaluacién,

En la tabla 2.1 se miestra la precisién intralote global de la cefalina INNSZ
y de la cefalina comercial, obtenida en los cinco periodos, al hacer deter-
minaciones duplicadas de cada plasma. Como se puede observar, la precisifn
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intralote que se obtuvo con la cefalina INNSZ fue mejor que la que se obtuwvo

con la cefalina comercial a cualquier njvel de TIP,

En la tabla 2.2 se dan los coeficientes de correlaci6n y los parédmetros de
las rectas de regresifn que se‘obtuvieron en los cinco periodos de evaluacitn.
Para calcular estos datos se excluyeron los plasmas con TIP mayor de 150 se-
gundos. De los datos de la tabla 2,2 se puede concluir que, en los periodos
de marzo y mayo, la correlacifn inter-tromboplastinas fue mala, pero en los
periodos de abril, junio y julio se obtuvieron correlaciones inter-cefalinas
“acetables va que el coeficiente de correlacifn y la pendiente> e intercepfo
de la recta de regresifn se aproximroﬁ a los valores ideales (1, 1 y 0 res-
pectivamente), sobre todo en abril. El intercepto en abril, junio y julio
. fue superior a cero, lo que obedec;a a que los valores de TTP con la cefali-
na INNSZ eran superiores a los obtenidos con la cefalina comercial. Por
ello se £ij6 el limite superior normal de la cefalina INNSZ en 45 $eg\mdos

para evahuar las incongruencias inter-cefalinas,

El nGmero de-incongruencias entre ambos reactivos fue distinto en los cinco
periodos de evaluaci(;'n (tabla 2,3), lo cual no es sino un reﬂejo de la va-

- riabilidad de la correlacién inter-cefalinas en los cinco periodos: como era
esperable, el nﬁs bajo porcentaﬁe de incongruencias entre ambos reactivos se
obtuvo en los periodos con mejor corrglaciQn inter-cefalinas (abril, junio y
julio), y las més altas incongruencias en los de mala cc;rrelacit?n inter-cefa
linas (marzo y mayo). Los inteﬁtos por establecer las posibles causas que

explicaran las discrepancias inter-periodos fueron infructuosos.

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

a largo plazo, para lo cual se analizaron los datos obtenidos en el control
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de calidad interno durante la época de las evaluaciones. El control de cali-
dad interno se llevé a cabo haciendo determinaciones duplicadas de TTP, con
ambas cefalinas, utilizando como substrato PCC _(gr@fica 2.1y 2,2), la ta-
" bla 2.4 nues'tra' el promedio de TTP y CV3 obtenidos con la cefalina INNSZ y
con la cefalina comercial usando PCC como substrato durante los meses de mar
zo a julio de 1983; aqui se confirma que la cefalina INNSZ tiene mejor preci
sit‘jn intralote que la cefalina comercial en el PCC, pero la precisién inter-
lote fue similar con ambos reactivos, No apareci6 fenSmeno de ‘inestabilidad

en las cefalinas,

la tabla 2.5 muestra el promedio de TIP y el CVi obtenidos por Sibley y Col.
(93) con seis diferentes cefalinas. Se observa que a pesar de que en este
estudio se utiliz6 un mismo plasma normal liofilizado los promedios de TTP
que se obtuvieron varia de un reactivo a otro, siendo de 33.0 seg el menor
y de 49.1 el mayor. La precisién tanto intra como inter-lote de la cefalina
INNSZ son semejantes a las obtenidas por Sibley con dos de las cefalinas que
utiliz6: una casera y una ;omrcial (las dé menor precisiﬁn inter e intralo-
te en su est’ﬁdio) . Por otro lado la inlprecisi@n de la cefalina comercial
utilizada en el presente trabajo fue mayor que la obtenida tanto con la ce-
falina INNSZ como la obtenida con las cefalinas evaluadas por Sibley.

De lo anterior se puede concluir que si bien la cefalina m&si no es compa-
rable con los reactivos de mejor precisién utilizados por Sibley, sf tieme
una -ppgcisiﬁn semejante a la obtenida con una cefalina casera Yy una comer-
' cial, creemos que se puede substituir por la comercial local con una mjoria

en la precisi6n.
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2'1

PRECISION INTRALOTE DE TTP*

NIVEL LAFON INNSZ
TIP. N oV N cvh
42.5 532 7.3 459 5.5
42.5-49.9 68 7.3 75 4.5
50.0-74.9 40 5.3 88 5.2
© 75.0-99.9 6 25.0 17 9.9
100.0-149.9 7 16.8 14 8.4
GLOBAL 653 7.7 653 5.5

* Excluidos 8 plasmas con TIP arriba de 150 segs.,
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TABLA

CORRELACION Y PARAMETROS DE LAS RECTAS DE REGRESION
(X=TTP COMERCIAL; Y=TTP INNSZ)
EN LOS CINCO PERIODOS DE 1983

RECTA DE REGRESICN

PERIODO N COEFICIENTE DE .
CORRELACION. PENDIENTE INTERCEPTO
MARZO 92 6.97 1.4 ~7
ABRIL 118* 0.92 0.9 5
MAYO 105%* 0.68 0.6 -40
JUNIO 11844 0.88 1.0 3
JULIO 2208 0.79 0.9 5

* (ada asterisco representa un caso en que tanto INNSZ como comercial dieron
mis de 150 seg. de TIP, y que se excluyeron del anilisis estadistico.
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TABLA 2.3

FRECUENCIA DE CONGRUENCIAS E INCONGRUENCIAS DE LOS REACTIVOS
INNSZ Y COMERCTAL EN EL TTP DE LOS PLASMAS DE LA RUTINA
DURANTE 5 PERIODOS DE 1983

PERIODO TOTAL CONGRUENCTIAS INNSZ COMERCIAL INCONGRUENCIAS
N/N A/A ANORMAL* |  ANORMAL**
MARZO 92 35 35 20 2 24%
ABRIL 119 93 19 5 2 61
MAYO 107 61 26 14 6 10%
JUNIO 120 93 15 1 1 10%
JULIO 223 187 25 8 3 5%

TOTAL 661 469 120 R U

* TTP mayor de 45 segundos.
*% TTP mayor de 42.5 segundos,
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TABLA

2.4

PRECISION INTERLOTE E INTRALOTE DE TTP EN PCC

CEFALINA PERICDO N X INTRALOTE | INTERLOTE
S R (W'} (WA)

INNSZ MARZO-JUNIO 81 414 4.9 8.6

COMERCIAL MARZO-JUNIO 26 38.8 8.2 8.2
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TABLA 2.5
NOMBRE COMERCIAL| N X o oVt
DE LA CEFALINA INTRALOTE | INTERLOTE
ESTUDIO DE SIBLEY |
R FIRROLET 5 |33.0 1.0 1.2
Y ooL
THROMBOFAX 5 |35.9 4.0 4.1
SUBSTRATO = IN HYLAND s {35.7 3.0 4.2
MISMD PLASMA NORMAL
LIGFILIZAD PLATELIN 5 |49.1 2.7 4.3
ACTIVATED
CEPHALOPLASTIN I R 51 5.1
CEFALINA
CErL s |38.8 5.1 5.1
ESTE ESTUDIO INNSZ s¢ {411 5.1 5.4
‘ (2.6-8.2) . | (2.3-8.0)
SUBSTRATO = PCC
CEFALINA 5o |38.8 8.3 6.2
CMERCIAL @.291.7)

(3.0-10.1)

+ la media se obtuvo de $ dfas de prueba.

* Promedio de 14 semanas de § datos. Entre paréntesis se da la horquilla del
CVY durante las 14 sewamas.
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CONCLUSIONES

. Quando se utiliza PCC, o bien, plasmas de la rutina como substrat_:o, la preci
si6n intralote obtenida con la cefalina INNSZ (5.5% de CV) fue mejor que la
obtenida con la cefalina comercial (7.7% de CV). la preéisidn obtenida con
la cefalina INNSZ (5.36% de CV) fue suiaerior a ]:a obtenida con la cefalina
comercial {6.68% de CV). |

En 'loé periodos (abril, junio y julio), de los 5 periodos de comparacifn, se
obtuvo una éorrelaciQn inter-éefalina aceptable: el nfimero de incongruencias
normal/anormal entre ambos reactivos en i:lasms de enfermos en estos tres pe
riodos fue bajo Uoi de incongruencias), Pero - encontranos explicacién pa
ra la uala'cmparatividad de los ruc‘tivo‘s-‘en los otros 2 periodos ‘int'ercalg_

dos (marzo y mayo},

Los dé.tos_ del control de éalidad interno indican que la cefalina INNSZ,VVSin
 diluir y almacenada en tubos de ensayo tapados con "parafiln", es estable
cuando menos 5 meses, ¥ se puede congelar y descongelar aproximadamente 10
veces sin que piétda actividad,

 Se concluye que, aunque los dos mctivos n uenen un couportammto unifor
me a lo largo del tiempo, la cefalina INNSZ es s.tperior ala ccmercial en lo

que concjerne a una mejor precismn inter e intralote.
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