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INTRODUCCION

Actualmente a muchos pacientes se les administra anticoa
gulanteg orales en el tratamiento y profilaxis de trastornos-
trombéticos. El monitoreo de pacientes anticoagulados se hace
con base en el tiempo de protrombina. Esta prueba requiere de
extractos tisulares, llamadas tromboplastinas. Las fuentes ti
sulares son comuamente de cerebro y pulmén de conejo, cerebro
y placenta humana, y cerebro bovino. Al proceder las trombo--
plastinas de diferentes fuentes, su sensibilidad varia y los-
tiempos de protrombina también. Por lo que se necesita la rea
lizacibén de una escala comidn, en la que se pudiera reportar -
el tiempo de protrombina, basado en un siastema de referencia.
Este sistema fue recomendado recientemente por el Comitd In--
ternacional de Trombosis y Hemostasia (ICTH) y el Comité In--
ternacional para Estandarizacidén en Hematologfa (ICSH).

El sistema fue adoptado por la Organizacién Mundial de -
la Salud (OMS) en 1983 (37,39).

Los materiales de referencia propuestos son extractos ti
sulares, liofilizados, de cerebro; la BCT/099 de humano, la -~
OBT/79 de bovino y la RBT/79 de conejo, los cuales son prepa-
raciones secundarias de referencia, pues son calibradas fren-
te a una preparacibén de referencia primaria la 67/40 {(combina
da) o la BCT/253 (simple), ambas de cerebro humano, que po---
seen un ISI de 1.0 por definicién. Se habla de materiales de-
referencia terciarios cuando estos son calibrados ante una re
ferencia secundaria, las cuales son tromboplastinas comercia-
les, For lo tanto se pueden calibrar lotes producidos local--
mente frente a una tromboplastina comercial {(con ISI conoci=-~
do), llambndose a ésto una comparacién indirecta (49).

El método adoptado para la calibracién fue el propuesto-
por Biggs y Denson, el cual utiliza 20 plasmas normales y 60-
plasmas anticoagulados, evaluados en 10 dias diferentes de --
trabajo.

Los tiempos de protrombina obtenidos se convierten en lo
garitmos y utilizando como herramienta estadistica la regre--—

5ién ortogonal. Se obtiene el Indice de Sensibilidad Interna-
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cional (1SI), que es el parémetro de calibracidn.

Uns vez obtenido el ISI, el tiempo de protrombina de pa-
clentes anticoagulados se reporta en una escala comin que es-
el Radio Internacional Normalizado RIN,

RIN = RpISI
donde RP = Radio de Protrombina
La cusl es una medide universal, para un mejor control -
de estos pacientes,
En el presente trabajo no fue posible hacer la compara--
cién de las tromboplastinas producidas localmente frente a =--
una Preparacidn Internacional de Referencia (PIR) secundaria,
poer su alto costo y por que tenia que mandarse pedir a un -~
pais Europeo, haciéndose la calibracién indirecta con Prepara
clones de Referencia de Trabajo (PRT) terciarias (que son -~
tromboplastinas comerciales).
El presente trabajo contiene los resultados de:
a) Ls obtencién de 6 lotes de tromboplastina (Z; - 24) -
‘con diferente sensibilidad, con base en el porcentaje
de actividad, .

b) La calibracibén indirecta de los lotes 23 y Zg frente-
s PRT terciarias.
Thromborel S
Simplastin Excel
Simplastin Excel S

c) Comparacién clinica de la tromboplastina producida lg
calmente y la comercisl, en padecimientos donde admi-
nistran anticoagulantes orales (Valvulopatias y Trom-
boflebitis) vy en los que no se administran (Cirrosis-~
Hepatica Alcohbdlica Nutricional (CHAN) e letericia --
Obstructiva) pero que tienen up Tiempo de Protrombina
{TP) alargado.
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I. GENERALIDADES

I.1 Hemostasia

La hemostasia es un sistema de defensa del organismo, =~
cuya principal funcidn es prevenir ln salida de sangre del -
interior de los vasos y detener la hemorragia si se produce-~
una solucién de continuidad de los mismos; mantener la inte-
gridad de la pared vascular y restablecer la circulacidn de-
la sangre cuando se ha obstruido un vaso.

La regulacién de este mecanismo involucra un complejo -
de interacciones entre vasos sangulineos, elementos celulares
sanguineos y una variedad de protelnas plasmAticas . (1,2),

I.1.1
Mecanismo hemostético

Se puede clasificar para su estudio en: A) Vasoconstrig
e¢ibn local o componente vascular; B) Hemostasia primario o -
formacidn de trombo plaquetaric; C) Fase de coagulacidn; -~
D) Estabilizacibdn de fibrina y E) Fibrindlisis o disolucibn-
del codgulo de fibrina (1,6},

A. Vaso constriccibén local (componente vascular),

Cuando se produce una incisién en la piel, 1la pérdida -
de sangre es minima durante los primeros segundos aumentando
después progresivamente. Esto obedece a que se produce una -
vasocoastriccidén rdpida, seguida de una relajacién,

La vasoconstriccibn es provocada por la estimulacibn --
directa de los nervios presentes en la pared o por estimulo-
quimico, provocade por la salida del interior de las plaque-
tas de substancias vasoactivas, como la serotonina, y por —-
ia sintesis de prostaglandinas en la plaquets, como el trom-
boxanoc AZ fuertemente vasoconstrictor. Paralelamente s esto,
en el endotelio vascular se siatetiza una prostaglandina, la
prostaciclina (PGI2Z), que es fuertemente vasodilataaor.

-3-



B. Hemostasia primaria (formacién de trombo plaquetario).

La hemostasia primaria comprende una serie de fendmenos
que culminan con la formacién de agregados plaguetarios o —-
tromboplaquetario.,

El endotelio lesionado expone tejido conective subendo-
telial (colégeno), al cual las plaquetas se adhieren por la-
presencia del factor de Von Willebrand.

El Difosfato de Adenosina (ADP) es liberado por los gri
nulos densos de las plaquetas y se inicia la adherencia de ~
las plaquetas unas comn otras, que es, la agregacidén que for-
ma un agregado inestable. Los fosfolipidos de la membrana --
plaquetaria forman &cido araquiddénico, de donde el Tromboxa-
no A2 (T-A2) es sintetizado, Este T-A2 promueve la agrega---
cibn y la vasocontriccién ya mencionada, Las primeras trazas
de agentes inductores (trombinas, tripsina, virus, bacterias,
zimosan, lAtex, etc.,), estimulan a las plaquetas a sufrir --
cambios morfolbdgicos provocando la conversibdn de un tapbn --
inestable primario a un tapén estable, sobre el cual la fi--
brina se depositara., Paralelamente a la formacidn del tapoén-
hemostético, las plaquetas proveen de un activados procoagu-
lante llamado factor -3~ plaquetario (FP3) (1,2).

Todo lo anterior se puede clasificar en los siguientes-
puntos:

a) Adhesibén a la pared celular,

b) Cambio de forma y contraccién de la plaqueta.

c) Reaccibén de liberacidén o secrecibn del contenido de-

los grénulos.

d) Agregacidén de las plaquetas o formacién del trombo -

plaguetario,

C. Fase de coagulacién,

El proceso de coagulacién de la sangre tiene como obje-
tivo final 1a formacidén de fibrine, un complejo insoluble a-
partir de fibrinbgeno, que es una proteina soluble. Esto so-
lo puede ser realizado por una enzima altamente especifica -
como es la trombina que puede ser generada de su forma inac-

tiva, protrombina, por una serie de reacciones entre enzimas
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proteoliticas (serina proteasa), cofactores y fracciones 1li-
pidicas. Constituyendo una reaccién concatenada (cascada de-
. la coagulacibn) que conlleva a la formacidn de un codgulo es

table.

Los factores de la cosgulacidn pueden ser agrupados en:

- Factores vitamina K dependientes.

- Factores sensibles a la trombina.

~ Factores del sistema de contacto.

En la Tabla No. | se muestran sus caracteristicas.

Dentro de la fase de la coagulacién se distinguen dos -
v{as en la generacidn de trombina, que es la via intrinseca-
y la via extrinseca. Como se observa en la Figura No, 1 hay-
una gran interaccidén entre ellas.

Se distinguen 4 fases en el sistema de la coagulaciédn:

- Fase de contacto.

- Fase de activacidén del factor X.

- Fase de formacibn de trombina.

- Fase de formacibn de fibrina.

1. vfa intrinseca de la coagulacibn.

El sistema intrinseco es llamado asl porque la sangre -
contiene todos los elementos necesarios para la coagulacidnm.
Los factores de contacto (XII, precalicreina (PK), quinindge
no de alto peso molecular (HMWK), y XI) son activados por ex
posicibn a cargas negativas (superficie de vidrio, cristales
de Acido firico, piel, colégeno y complejos antigeno-anticuer
po).

El factor XIla en la presencia de precalicreina y quini
nbgeno de alto peso molecular activa el factor XI. El factor
XIa activa IX, que formande un complejo con el VIII, lfpidos
(PF3) forman una "Protombinasa"™ que genera trombina. Figura-
No.1l

2. v{a extrinseca de la coagulacibn.

Este sistema es activado por un factor tisular (trombo-
plastina completa) liberado por células lesionadas. El fac—-
tor tisular (FT), junto con el factor VII activado (VIIa) y~
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calcio, activan el factor X, El factor X activado (Xa) se -~
compleja con factor V y el factor tisular (FT) para formar -
i1a "Protrombinasa®™ que transforma la protrombina enm trombi-
na, Yna vez activado el factor X, la cascada de lp coagula~--
cibn sigue una ruta comin para ambas viss de la activaciba -
de la protrombina (2).

D, Estabilizacidn de fibrina.

Cuando la trombines actla en las moléculas de fibrinége~
no, se generan fibrinopéptidos (A y B) que son monbmeros ac-
tives de fibrina.

El factor X1ITa, una transaminasa, polimeriza los moné-
meros de fibrina transformando la fibrina soluble en fibrina
insoluble, que da un codgulo estable (2),

E. Fibrindlisis.

La fibrindlisis {y trombdlisis) es el procego por el -~
que la fibrira (en forma de codgulo o trombo) es enzimatica~
mente degradada & productos de. degradacidén de la fibrina --
(PDF) solubles (fragmentos X, Y, D y E), Ls enzima proteolf-
tica es la plasmins (proviene del plasminbgeno) que puede --
ser activado por el factor XIla plasmético (vfe intrinseca)-
o por activadores tisulares (via extrinseca) (5,22).
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VIDA MEDIA PESD MOUROMAR | CONCENTRACTON
FACTR SINNDD FIRY ACTIVA (HIRAS) (DALTONS) PLAATICA (ug/dl)| CLASTFICACTON
T Fibrindgeno Fitcina (estnctura de 120 %0,000 15004000 Sensble a trom
cofguio) bima
I Protrarbine Serina proteasa 10 75,500 150 Vitamina K de—
pendiente
haid Factar Tisular (Trombo- —_— — —_ - —_—
plastina)
iy Calcio — —_ -—_— —_ —
v Proacelerina Cofactor 5 330,00 10 aﬂ:lbla a trom
vI No usado — -— — — —
viI Precanvertina Serina proteasa 5 48,000 1 Vitgmim K de~
perdiente
i F
VII:C actor antihewfilico Cofactor 10 1,000,000 o ble & tem
VITI:R Factor Willebrand Cofactor X bina
X Factor Christms, campo-  Sel proteasa i) 57,000 5 Vitamina K de -
rgme tfnico — rim * depenliente
plammitico
X Factor Stuart teass 65 5,000 8 Vitamna K de -
B Serina pro 2
Xt Antecedente last{ Serina protemsa 65 160,000 5 Factor de con -
nico del plasm (Pta) — ' tacto
X Factor Hageon Serina protensa 0 76,000 k-] Faetor de con ~
Xt Factor estabilizador de
Trensglutaninass 150 320,000 p-1] ?;gihh a tran
Plasrinogeno — Floemina (form activa) 4“8 9,000 150,000 —
134 Factor Fletcher — 85,000 0 Factor de con ~
actor Sering protessa act
(1103 Facter Fitzgerald Serina protessa - 150,000 Factor de con -
cﬁni:v’sgen de alto pe~ pro tacto

90 molecular

Tabla No.

| Caracteristicas de factores de la coagulacién (1,2,9,10).



ACTIVACION INTRINSECA ACTIVACION EXTRINSECA

l
X1 XIa }
| Factor Tisular
|
Ix IXa ! Vilia Vil
|
— !
- i
Z
7 Catt 1 J catt
f X w———p Jéa
1
\
s Ca*t J(Gr~r== =~
\P\rutrombina—-————-—-—-—’Trumbinas !

Fibrina + mondmeros
Fibrindgeno —————p de fibrinopeptidos~
A+ B

T VIA COMUN

Polimero de fibrina
Xi1] —————p X1 1 {p ——P

Fibrina estable

D = Cofactores

HMWK = Quininégenc de alto pese molecular
PF3

n

Factor -3- plaquetario

Figura No. _1_ Vias de coagulacidn -8



I.2 Anticoagulantes

Son farmacos y substancias quimicas que por uno o va---
rios mecanismos tienen la capacidad de bloquear el mecanismo
de la hemostasia o retardarlo, inhibiendo la formacién de fi
brina, se pueden clasificar en:

A) Anticoagulantes que actdan "in vitro".

Estos anticoagulantes fijan el ién calcio, forman-
do un precipitado o complejo, elimindndolo por lo --
tanto de la sangre (descalcificacién) como el Citra-
to de Sodio y Oxalato de Sodjo, Resinas de Intercam-
bio lénico (amberlita IR100), EDTA (disédico), Acido
Citrato de Extrosa (ACD) y Fosfato de Extrosa (CPD).
También se evita la coagulacién de la sangre desfi--
brindndola con pedazos de vidrio cortado.

B) Anticoagulantes que actidan "in vivo".

a) Anticoagulantes directos.
Se les llama asi a los inhibidores que normalmen-
te se encuentran presentes en el plasma como la -
antitrombina III, productos de degradacidén de la-
fibrina, proteina C y S, llamandolos antitrombini
cos pues evitan la formacidn de trombina, ademés-
de inhibir otros factores.

b) Anticoagulantes indirectos (orales)
Estos anticoagulantes (cumarinas y derivados de -
la indanedjiona) interfieren en la sintesis hepati
ca de los factores II, VII!, IX y X, llamandolos -
por lo tanto hipoprotrombinémicos pues retardan -
la formacién de trombina, También interfieren en-
la sintesis de anticoagulantes naturales como la-
proteina C y S (1,2).

1.2.1

Factores vitamina K dependientes
El principal efecto farmacolégico de los anticoagulan--

tes orales es la inhibicién de la coagulacién sanguinea por-
interferencia con la sfintesis hepdtica postranslacional de -
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ios factores coagulantes dependientes de la vitamina X (II,~
VII, IX y X). Esta modificacidbén convierte a los factores en-
estructuras inertes, aunque se mantenga la misma concentra--
cién de ellos en el plasma.

El paso sensible de la vitamina K en la sintesis de los
factores de coagulacién es la carboxilacién posribosomal de-
diez o mis restos de dcido glutdmico en el extremo aminoter-
minal de la proteina precursora, para formar un aminoicido ~
dinico, el gammacarboxilglutamato. Estas fracciones termina--
les de los aminolcidos quelan celcio, lo cual es necesario -
para la unién de los cuatro factores de coagulacién depen---
dientes de la vitamina K a los fosfolipidos.

Cuando la vitamina K esta ausente en los hepatocitos, =
éstos sintetizan moléculas inertes que colectivamente se les
llama PIVKA (Proteinas inducidas por la ausencia de vitamina
X o antagonistas).

Los anticcagulantes del tipo de la cumarina interfieren
en el ciclo, pues evitan la reduccién del epéxido de vitami-
na K, como se observa en la figura No., 2 (7,12).

CARBOXITACION

c EFOXTDO
0 IE
R VITAMINA K
0
" OMARINA
EFOXTIO REDUCTASA
DE VITAMINA K

Figura No, _2  Ciclo de oxidacion de 1a vitamina K con la siguiente carboxilacién de re~
siduos gluthmico de protefnas,
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1.2.2
Interaccibén con drogas

El tratamiento crénico con anticoagulantes orales es --
frecuentemente asociado con pacientes que también toman -
otras drogas por enfermedades serias. Las interacciones de -
drogas con anticoagulantes orales son muy comunes, y la faci
lidad de la hemorragia las hace evidentes y con frecuencia -
ominosas.

Las drogas de uso mds comiin que interactuan con los an-
ticoagulantes orales son los barbitiiricos, los salicilatos,-
la fenilbutazona, antibibdticos orales, sulfamidas, etc. es--
tos agentes potencializan el efecto de los anticoagulantes -
pues algunos de ellos desplazan a la warfarina de la albumi-
na, proteina de transporte, en el plasma aumentando la con--
centracién del anticoagulante, por lo que se hace més dispo-
nible para la inhibicidén de la vitamina K a nivel hepatico--
(7,9).

1.2.3 .
Dosis_terapéutica

La hemorragia es el principal efecto indeseable causado
por el tratamiento con anticoagulantes orales., La terapéuti-
ca anticoagulante debe siempre vigilarse determinando el TP-
y el paciente debe observarse cuidadosamente para detectar -
la hemorragia que se produce a menudo, incluso cuando el TP-
este dentro de los limites terapéuticos esperados. En orden-~
de frecuencia decreciente, las complicaciones incluyen equi-
mosis, hematuria, hemorragia uterina, melena o hematogquezia,
epistaxis, hematoma, hemorragia gingival,

Se recomienda que el tratamiento se inicie sin una gran
dosis de carga, para reducir el peligro de hemorragila con --
los enfermos que pueden ser particularmente sensibles a la -
droga y después se determina una dosis diaria con base en el
valor de TP, En 1la tabla No. 2 se recomiendan dosis de los-
diferentes anticoagulantes (7,8),

=11~



ANTIONGLANTE  DOS1S TNICIAL DLRTA  COSTS [E MANTENMIENTD A ugicn

Warfarina 10-15 mg 2-15 mg Tabletas
Dicumarol 200-300 mg . 25-200 mg Tabletas
Frenprocumon 21-9 mg 0.5-6 mg Tabletas

Tabla No. _2 Dosis recomendadas de anticoagulantes

El control de la terapéutica con anticoagulantes orales
se realiza con el TP en términos de RIN, como se explica mis

adelante,
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1.3 Estandarizacién de tromboplastinas

I.3.1
Definiciones

Tromboplastina: Extracto tisular que tiene la propiedad
de acelerar la activacidn de la coagulacibén sanguinea por --
vis extrinseca, soslayando asi algunas reacciones de la via-
intrinseca. Las tromboplastinas preparadas con tejidos de ma
miferos contienen proteinas y fosfolipidos. Existen dos ti--
pos de tromboplastina, la simple y la combinada,

También se pueden clasificar las tromboplastinas por ti
pos segln el origen del tejido que proceden de cerebro y pul
mén de conejo, cerebro y placenta humana, y cerebro bovino -
(13,14).

Tromboplastina simple: Suspensién de tejide cerebral en

suero salino,
Tromboplastina combinada: Suspensidén de tejido cerebral

en suero salino, o solucién amortiguadora, con una concentra
cién apropiada de fibrindgeno bovino, factor V y cloruro cal
cico anadidos.

Tiempo de protrombina: Tiempo de coagulacién de una -=-

muestra de plasma en presencia de una preparacién de trombo-
plastina y de la cantidad apropiada de iones de calcio.
Indice de sensibilidad internacional (151}
Para una tromboplastina dada serfa:
A) La pendiente de la linea de calibracidn obtenida en-

un gréfico logaritmico doble que representaréd los -~
tiempos de protrombina para la preparacién interna-=-
cional de referencia de tromboplastina humana combi-
nada (clave: 67/40) en el eje vertical y los tiempes
de protrombina para la tromboplastina dada en el eje
horizontal.

B) El producto de a) la pendiente de la linea de cali--
bracién obtenida en un grdfico logaritmico doble gque
representard los tiempos de protrombina, para cual--
quier preparacién de tromboplastina, cuyo (IS1) hu--
biera sido determinado por regresidn ortogonal, en -
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el eje vertical y los tiempos de protrombina para la
tromboplastina dada en el eje horizontal y b) el --
(ISI) previamente determinado para la primera de las
preparaciones {14,15,16,39).

Anticoagulacidén adecuada: Se define como la ayuda de -~

drogas que inducen hipocoagulabilidad evitando la trombosis-
y si el trombo se ha formado éste se detiene y destruye, La
intensidad de anticoagulacién es limitada, pues provoca fre=-
cuentemente sangrados (17,18.19).

I.3.2
Reseiia histérica

En 1935 Armand Quick describe una prueba que llama tiem
po de protrombina, que la profesién médica la adopto como --
tal, Esta prueba fue sufriendo cambios paulatinos, ya que en
un inicio se comenzbé a trabajar con un solo tipo de trombo--
plastina (de cerebro humano) pero que con el paso del tiempo
se produjeran otras tromboplastinas de diferente origen (de-
cerebro y pulmén de conejo, cerebro y placenta humana, y ce~
rebro bovino) que algunas eran simples y otras combinadas. -
Estas tromboplastinas daban resultados muy diferentes, entre
si, dado a que cada tromboplastina tiene una sensibilidad di
ferente, puesto que habia centros que manejaban la misma --—-—
tromboplastina pero ocupaban volimenes diferentes y sumando-
a dsto la diferencia de tiempos de incubacién tanto de la --
tromboplastina como del plasma, condujo a un reporte no homo
géneo de los resultades (20,22-26),

Inicialmente se reportaba el TP en segundos ¥ en porcen
taje de actividad, basdndose en la curva de dilucidn del ~-
plasma con solucién salina.

Todo 1o anterior contribuia a un mal control de la anti
coagulacidén de pacientes, pues cada centro en comparacién --
con otro, daba resultados completamente diferentes (15,26-~-—
28).

Fue hasta 1976 cuando Biggs y Denson, dos expertos de -
la comunidad internacional de trombesis y hemdstasis (ICTH)-
demostraron irrefutablemente que la estandarizacidén de Quick
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no daba resultados comparahles. Ellos establecieron que te--
nian que manejar un método de referencia {nico para el tiem-
po de protrombina y que se deberfa de utilizar una o mds ---
tromboplastinas de referencia, ademds de que se tenia que deg
sarrollar un reporte clinico homopéneo (29-34).

Uno de los primeros intentos de estandarizacibén se rea-
1iz6 tratando de utilizar un sblo tipo de plasma que tenia -
que ger preparado por um solo centro, y preparar plasma ad--
sorbido, plasma normal y plasma anormal, y distribuirlos a -
todo el munde. Lo cual no fue posible pues no se daban abas-
to y los resultados ademds no eran comparables (36,37,47).

En 1973 Bagham y Biggs utilizan comoc preparacién inter-
nacional de referencia la tromhoplastina de cerebro humano -
combinada (67/40) con un (ISI) de 2 por definicidn, distriby
yéndola a 3 centros, los cuales las compararon con trombo---
plastinas de cerebro de conejo, cerebro bovino y humano, uté.
lizando para la estandarizacidén plasmas normales y anticoagu
lados. De lo anterior se obtiene una mejor comparacion de -
las tromboplastinas, pero el error estuvo en que las lineas-
de comparacién eran trazadas a cdlculo visual, ademds de que
no se manejaban diferentes grados de anticoagulacién (21,23,
33,38).

Al mismo tiempo en otro centro se dedujo que no hay pro
blema de la estandarizacidn si se utiliza en todo el mundo -
el mismo aparato de medicién, el mismo reactivo de trombo---
plastina y el mismo tipo de plasma, ademés de que la trombo-
plastina de cerebro humano no se debe de utilizar pues es -=-
ilegal, todo lo anterior fue practicamente imposible (27, ==
29).

Posteriormente a finales de 1973 ge le asignd a la pre-
paracién internacional de referencia (PIR) 67/40 un ISI de 1
por definicién. De aqui en adelante las comparaciones se --
tendrian que hacer con base en esta tromboplastina. De esto
se deduce que hay un comportamiento lineal entre las trombpo
plastinas denotdndola por la relacidén Y = a + bx, .

En Inglaterra adoptaron la tromboplastina de bovino -~
combinada (BCT/225) como PIR, pues posee un (ISI) de 1 en -
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comparacibn con la PIR (67/48). Utilizando la PIR (BCT/225)-
y ia férmula Y ~ B + bx cambiasn los dataes obtenidos por trom
boplastinas de cerebro de conefo y cerebro humsne en térmi-—
nos de la tromboplastina de bovino combinada (BCT/225) (13,-
20,27,33).

a) T H (TP de tromboplastina humans)

B (TP de tromboplastina humano~bovina)

bY T C (TP de tromboplastina de conrejo)
TCB (TP de tromboplastina conejo-bovine)

De esta forma intentau una mejor correlacidn de datos.
Ademids deducen que es un error reportar el TP en porcentaje-
de actividad pues cads tromboplastina tiene diferante sepsi-
bilidad, ademés de que la curva de referencia esta sujeta a-
muchos factores que nfectan los resultados, y que la forma -
adecuvada de reportar el TP es en radio de protrombina ———
(34-37).

Se encontrd que hay una buena correlacibén entre Ia PIR-
BCT/225 con la tromboplastina humana que con la de conejo, -
concluyendo por lo tanto gue son mhs sensibles las trombo---
plastinas de bovine y humano gque la tromboplastcina de cone--
jo (32).

Tomando en cuents todas las experiencias anteriores, --
los diferentes centros de estandarizacién comienzan a wtili-
zar preparaciones internacionales de referencia, plasmas nor
males frescos y plasmas anticoagulados frescos en un rango -
de radio de protrombina de 1.8 a 3,8, ademis de un mejor cog
trol de las variables que pudieran influir (29,37,39).

En 1973 Biggs establece la estandarizacién de trombo---
plastinas utilizando 4 plasmas normales y 26 anormales, En -
1975 modifican nuevamente el mérodo utilizando 20 plasmas ==
normales y 60 plasmas anormales, De 1983 a la fecha el méto-
do recomendado es utilizar 20 plasmas nrormales y 60 snorma--
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les repartidos en 10 diferentes dias de trabajo o utilizer -
pool de plasmas normales y anormales congelados, con las in-
dicaclones que se marcan en la seccidn 111.2.2.

Todo 1o anterior fue recopilado y analizado por el Comi
té Internﬂcional de Trombosis y Hemostasia (ICTH), por el Cp
mité Internacional de Estandarizacidén de Hematologia (ICEH),
por la Comunidad Boreau de Referencia (BCR) y adoptado por -
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 1983 (39,43).

1.3.3
Tromboplastinas de referencis internacional

Todas las tromboplastinas utilizadas deben de ser cali-
bradas frente a preparaciones internacionales de referencia.
Existen preparaciones primarias y secundarias de referencia,
ambas permiten la comparacién entre tromboplastinas, ya que-
la primaria esta muy limitada en cuanto & su distribuciébn -
(29,44).

Por contribucibén de la ICSH, ICTH y BCR en la tabla No.
3 se designan caracteristicas de las preparaciones primarias
y secundarias, _

En 1984 se establece una nueva PIR primaria la BCT/253-
que es de cerebro humano simple. Las preparaciones OBT/79, -
BCT/099 y RBT/79 estan a disposicidén de la BCR y la RBT/79 y
OBT/79 pasan a ser también preparaciones de referencis de 1a
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), lo anterior se ejem-
plifica en la Figura No. 3 (44).

La calibracién de tromboplastinas es mas precisa cuando
las comparaciones son hechas entre preparaciones similares,-
en especie, por lo que la OMS propuso preparaciones de huma-
no, conejo y bovino (13,14},
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67/40 8/6% /178 g/m CBT/™ RBI/79
Tipo de tejido cerebeal o bovino canerjo T bovino conejo
Simple o combinadal Canbinada corbinada sirple sinple carhinada simple
Viales o empulas arpollets anolleta ampolleta frasco de ampolleta ampalleta
vidrio vidrio vidrio hule con vidrio vidrio
sellado seliado sellado tapon sellado aallado
Masa inicial o 2.051¢ 2.2 1,023t 1,45 211 0.5¢
volumen (ts=]) 0,025¢ 0.01g 0.01g Q.03 0,005 0,020
Fase pasacen nitrégeno vacio nitrégeno vacio vacio nitrégeno
(86.7Ta
Froccidn masa de — 0.0064 0,21 00060 0.2 0.016 a.01
agua despuis de la -
Uofilizacitn (Kg,Kg)
Para ser reconstitui- 20ml 2.2ml | 1.0 ml 1.0m 2.2 ml 0.5m
do con Cally Cally agn agua + Cally agua
(3.2m01/1) (3, 2mol/1) destilada fenol {3.2mol/1} destiladn
(0.5g/1)
3] 6.5 7.73 6.8
Henoglobina L.B.0.2 L.B.D.2 L.B.0.2

1) Tarbién contiene fibrindgeno y factor V de coagulacifn

2) Lindte bajo de deteccitn

Tabla No. _3_ Caracterlsticas de las tromboplastinas de referencia (37).



Primera PIR (67/40)
PIR's primarias

Segunda PIR {BCT/253)

\x

RBT/79 0BT/ 79 BCT/099

OMS

PIR's secundarias OBT/79 RBT/79

Preparaciones Tromboplestlnns comercin—
nacionales de les
referencia

—— e e e = e A e - ———

Tromboplastinas de trabajo

Figura No. _3_ Preparaciones Internacionales de referencia --
primarias y secundarias propuestas por la OMS-
y BCR,
1.3.4

Desgloce estadistico
Como ya se dijo anteriormente cada tromboplastina de -~

trabajo, es una preparacidén que debe tener un Indice de Sen-
sibilidad Internacional (ISI), por comparacidn con una PIR -
primaria o secundaria, con un ISI asignado.

Para la obtencién del ISI inicialmente se relacionaban-
los logaritmos de TP, de ambas tromboplastinas, en una grafi
ca, resultando casi una lfnea recta, utilizando la ecuacibn-

de la recta.
Y = a + bx 1
donde a es la ordenada al origen y b es la pendieante, X y Y-

denotan los logaritmos de los TP, graficando en el eje y la-
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preparacibén de referencia y en el eje X la preparacién de --
trabajo. Pero esta ecuacidn no definia bien la relacibén en--
tre ambas tromboplastinas (37,43).

"La ecuacibén | se utilizaba tanto para plasmas normales,
como znormales y se transformaba el dato de TP de una trombo
plastina de trabajo en uno de referencia, usando de la ecua-
cién 1 1la pendiente (b}, por lo que la ecuacibén para el plas
ma normal y anormal siempre y cuando se utilicen radios de -
protrombina

b .
RPg7/40 = RPMR (11)

donde RPg7/40 = Es el radio de protrombina de la PIR 67/40

RPyp = Es el radio de protrombina para otro mate--
rial de referencia

b = La pendiente de la linea de calibracién de--
1

Los radios convertidos a la escala de PIR 67/40 son de-
nominados Radio de Normalizacién Internacional_(RIN) y la --
pendiente es llamada el Indice de Sensibilidad Internacional
(IST) (42).

El problema que se presentaba era como estimar los pari
metros a y b de la ecuacidén de calibracién 1. Por experien--
cia se sabe que en la regresidn ordinaria, la suma de cuadra
dos de las desviaciones son de manera perpendicular a la 1li-
nea, ocacicnando desviaciones minimas de los valores, lo ---
cual se considera un error calcular a y b. Pero en la regre-
sién ordinaria, estimadores de precisidn y pruebas de linea-
lidad que podian ser derivadas., Otra ventaja que se observa-
ba era que dicho método suprimia de manera implicita, el ~--
error estadistico en ambos ejes. Por lo tanto los estimado-—-
res a y b eran calculados asi:

1/2

bem+ (m® +1) (I11)

-0 - -0 1 sy - sy

= = (v)
2 (x=x) (y-y) 2r  x Sy

m =

-20--



a s y - bx ‘ tV)

donde: r = Coeficiente de correlacién
Sx y Sy = Desviacidn estandar de x y ¥y
Y ¥y X = Son las medidas de x y y

Las tromboplastinas de referencia tienen valores de ISI
asignados, para 1a PIR 67/40 su ISI por definicién es de 1,-
por lo que para obtener el ISIl de la tromboplastina de refe-
rencia (o de trabajo) es:

ISIyg = Cur + 181g7/40

donde: Cyp = Pendiente de calibracibn obtenido de la -

ecuacién I[TI, (Cyg = b)
1S1g4/40 = ISI asignado a la preparacion de re-

ferencia
Por lo tanto la ecuacibdn [T se transforma en:

RIN = RPISI
[
RIN = antilog (ISI log RP)

Para una obtencién de resultados mas precisos, en lugar
de utilizar una media aritmética ordinaria en el RP.

TPy = (£ + t3 + <., tod/n
Se utiliza una media geométrica

TPy = antilog (logy + logy + ... log,)/n
ya que

aritmética > geométrica

Para la obtencién del Radio de Protrombina

RP = TP paciente

TP normal

1.3.5
Ingpeccibén de las tromboplastinas

Cada lote de Tromboplastina de cuvalquier origen deberd-
satisfacer los criterios siguientes:
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a =y - bx V)

donde: r = Coeficicnte de correlacidn
Sx y Sy = Desviacidn estandar de x y vy

¥ vy X = Son las medidas de x y y

Las tromhoplastinas de referencia tienen valores de ISI
asignados, para la PIR 67/4D su ISI por definicidn es de 1,-
por lo que para obtener el IS! de la tromboplastina de refe-
rencia (o de trabajo) es:

ISTyr = Cmr - ISlg7/40

donde: Cyp = Pendiente de calibracién obtenido de la -
ecuacidn [II. (CMR.‘ b)
151ga 40 = 1SI asignado a la preparacibn de re-
ferencia
Por lo tanto la ecuacidén I[ se transforma en:

RIN = RPISI
6
RIN = antilog (1ISI log RP)

Para una obtencién de resultados mds precisos, en lugar
de utilizar una media aritmética ordinaria en el RP,

TPy = (g + ty) + ...y ta)/n
Se utiliza una media geométrica

TPy = antilog (logy + logg + ... logn)/n
ya que

aritmética >» geométrica

Para la obtencidén del Radio de Protrombina

RP = TP paciente

TP normal

1.3.5
Inspeccidn de las tromboplastinas

Cada lote de Tromboplastina de cualquier origen deberd-

satisfacer los criterios siguientes;
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Sensibilidad al efecto inducide por la cumarina.

La sensibilidad al efecto inducido por la cumarina se -
determinard por el tiempo de protrombina, utilizando plas
mas normales y cumarinizados. El valor obtenido andlogo a
los obtenidos con otros lotes de la misma tromboplastina-
preparados por ¢l mismo fabricante, El indice de Sensibi-

lidad Internacional no deberd exeder de 2.5.

Prueba de la sensibilidad al defecto del factor VII,

La prueba de la sensibilidad al defecto del factor VII-
se efectiia por el método unifésico del tiempo de protrom-
bina utilizando plasma de un sujeto con una deficiencia -
reconocida de factor VII. El RP serd anAdlogo al obtenido-
con una tromboplastina de referencia de sensibilidad cong
cido al factor VII.

Contenido de Hemoglobina.
Se debe de tratar de obtener preparaciones exentas de -
hemoglobina.

Opacidad y Volimen de Sedimentacién.
Que el tiempo de protrombina pueda ser determinado con-
equipo fotoeléctrico.

Ausencia de Agentes Infecciosos.

Conviene intentar preparar tromboplastinas estériles, -
En cualquier caso, se debe hacerse todo lo posible por --
usar las materias primas menos contaminadas y aplicar un-
procedimiento de fabricacidn que evite la contaminacidén -
ulterior de microorganismos durante la preparacién.

En las tromboplastinas derivadas de tejido humano, ha--
br4d que demostrar la ausencia de virus de la hepatitis B-
(VHA) y del SIDA (VHI), con métodos de gran sensibilidad.

Estabilidad.
La comprobacién de estabilidad acelerada se hard por el
método de degradacidén acelerada en el que pueda comprobar
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se que las preparacliones de tromboplastina liofilizada -~
conservan su actividad. No debe utilizarse tromboplasti--
nas que pierdan actividad en una prueba de degradacidn --
acelerada.
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I.4 Rango terapéutico éptime en términos de RIN

I.4.1
Desordenes trombdticos

La trombosis resulta de procesos patolégicos donde gse -
desarrollan trombos dentro de la circulacibn sanguinea.

Observaciones clinicas o situsciones como en el embara-
zo, cirugia, traumatismos, estados de reposo prolongado, -~
tromboflebitis, prdtesis cardiacas, etc. Puedan llegar a pro
vocar trombosis cerebral o coronaria, en venas profundas de-
piernas o en otros sitios vascularizados y que ha sido deno-
ninado "Estado Hepercoagulable". Estos estados se pueden cla
sificar en: Superficles intravasculares dafiadas, disminucién
del flujo sanguineo, anormalidades de cflulas sanguineas y -
anormalidades plasmAticas, como se observa en la Tabla No. &

Se ha reducido en un 90% el riesgo de desarrollar embo-
lia sistémica en pacientes con alto riesgo de presentar trom
bosis intracardiaca, los cuales reguieren una alta dosis de-
anticoagulantes orales gque corresponde a un valor medioc de 4
términos de RIN,

El riesgo de trombosis a disminuido considerablemente -
debido al uso del RIN como base de anticoagulacidén en dife--
rentes padecimientos (17,45,47).

Para estaclecer los rangos de RIN han participado un --
gran nomero de laboratorios en los cuales se han manejado di
ferentes grados de anticoagulacibén, en diferentes padecimien
tos, y han observado los cambios que han presentado. Para es
tablecer el rango dptimo para cada padecimiento obtenido el-
limite inferior de RIN para evitar trombosis y el limite su-
perior para no ocasionar sangrado. En las tablas 5,6,7 y 8-
se observan diferentes grados de anticoagulacién en térmi--
nos de RIN en diferentes padecimientos (44,51).

RIN = RpISL
Q

RIN = antilog (1SI log RP)
El ISI viene especificado para cada tromboplastina
En la Figura No. 4 a partir del nomograma, se puede ob-
tener el RIN, conociendo el RP y el IS5I de la tromboplastina.
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Superficie Introvascular Dafiada

. Ateroesclerosis {(y condiciones predisponentes como, =-
diabetes mellitus, hipertensidén, la hiperlipidemia),.
. VAlvulas cardiacas prostéticas.
. Tromboflebitis.
. Vasculitis,
. Purpura trombética trombocitopenica.
. Homocistinuria,
Disminuci6n del Flujo Sanguineo
. Trombosis venesa profunda (y causas predisponentes, -

como inmovilizacidén, compresidén venosa, valvula incom
petente, etc.).
. Enfermedad cardfaca valvular.
. Falla cardfaca congestiva.
. Arritmia cardiaca.
Anormalidades Celulares Sanguineas

. Policitemia vera
. Trombocitopenia,
. Enfermedad celular interna.
. Hemoglobinuria paroxismal noctuyrna,
. Leucemia.
Anormalidades Plasmiticas

. Coagulacién Intravascular diseminada (CID).

. Estado postoperatorio

. Embarazo.

. Uso de anticonceptivos orales. S s
. Deficiencia de antitrombina III.

. Disfibrinogenia.

. Deficiencia de plasmindgeno.

. Deficiencia de proteina C.

. Deficiencia de proteina S.

Tabla No. _4 Diferentes Estados Hipercoagulables.
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I.4,2.
Tablas de Rangos Terapéuticos

COMPLICACION RIN
MEDTIA RANGO

Prevencifn primaria de trambosis venosa,

2.0 1.5-2.5

Post-operatorio

Prevencin secundaria de trombosis venosa. 3.0 2.54.0
Trambosis venoms activa y embolia pulmonar,
Prevencidn de tremboenbolisen arterial, in- Edad 60
cluye vAlvulas cardiacas artificiales. 3.5 3.0-4.5
Traubosis arterial (coromria) B &0

4.0 3.5-5.0

Tabia No. _S5 Rangos terapéuticos del Centro de t.rombosis de -
Leiden (CTL) de 1985 (17,49),

COMPLICACION RIN

Profilaxis de DIV (incluye cingla de alto 2,0-2.5
riesgo). »
Cirugla de cadera y operaciin de femr -
fracturado.

Tratamiento de DIV y EP,

Ataques de igjuemia transitorios

DIV y EP recurrente

Enfermedad arterial

Injerto arterial p 3.04.5
Valvula candiaca prostbtica :
e injertos )

- 2.0-3.0

ot \
i

DIV = Desnrrollo de Trambosis Venosa
FP w Enbolia Pulmwmar

Tabla No. _6 Rangos terapéyticos propuestos por la Sociedad -
Britanica de Hematologia (SBH) en 1984 (49).
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COMPLICACION MEDTIA RANGO

Anticoagulacifn pre-operatoria (2 semnas s 2.0 1.5-2,5
tes de la cingla)

Cirugla de cadera 2.5 2.0-3.0
Prevencidn primeria y secundaria de DIV

DIV Y FP activa y prevension de DIV recurren~ 3.0 2.0-4.0
te

Pacientes con vAlvulas cardfacas mechneias 3.5 3.0-4.5

Tabla No. _7_ Rangos terapéticos propuestos por el grupo de-

concenso Leuven 1984 (49},

INTENSIDAD DE ANTICOAGULACION

COMPLICACION

BAJO MEDIO ALTO

. Anticosgulacifn pre y post-operatoria

- Cingla de cadera 2 2,5 3

- Otras cinglas 1.5 2 2.5

Prevencifn primaria y secundaria de - 2 2,5 3

tramhosis vencsa

Flebitis localizada embolia puimonar, 2 k| 4

flebitis migratoria :

Profilaxis arteria, valvulas cardfacas 3 3.5 4.5

artificiales

Tabla No. _8 Rangos terapéuticos propuestos por Behring --
1985,
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RADIO DE PROTRUMBINA (RP)

INR

10

9

. 8

7.01 7

8.04 E6
5.5

44

a.0¥
38
18
24
32
3.0
28
2.6

24
22
2.0

18

16

14

12
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Figura No.

1.4

2 R e N R o war S &

16 18 20 22 24 28

INDICE DE SENSIBILIDAD INTERNACIONAL

4

28 30

Nomograma del cual se obtiene el RIN, deter

minando el RP y conociendo el ISI.
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I.4.3

Desordenes Hepdticos
El higado, ademis de los factores vitamina K-dependien=-

tes, sintetiza fibrinbgeno, precalicreina, quininégeno de al
to peso molecular; factores V, XI, XII, XIII, plasminbgeno,-
Z-oiantiplasmina y antitrombina IIT.

Pueden desarrcllarse problemas hemostiticos complejos -
en enfermedades hepéticas, pues se afecta la produccién de -
estos factores, que varia en el grado de daio hepitico. Una-
de las enfermedades con dafio directo de hepatocitos es el --
CHAN (cirrosis hepAtica alcohflica nutricional) o de enferme
dades que de manera indirecta evitan la absorcibdn de vitami-
na K, la cual es liposoluble, como en la Ictericia Obstructi
va. Ambas enfermedades provocan alargamiento del tiempo de -
protrombina (1,2).

El TP se mide para prevenir o controlar la hemorragia -
en este tipo de pacientes, pues frecuentemente se realizan -
transfusiones de plasma fresco, con concentracidn Sptima de-
factores de la coagulacidn.

El TP en este tipo de enfermedades si es recomendable
medirlo en segundos y en porcentaje de actividad (39).
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.CAPITULO II

I1.1 Fundamentacibdn del tema

En la ENEP Zaragoza se han realizado con anterioridad -~
investigaciones sobre la produccidén de 1a tromboplastina ti-
sular liofilizada de cerebro de conejo. .

Se eligid este tema, pues no se conoce el comportamien-—
to de la tromboplastina en pacientes con problemas de coagu-
lacibén CHAN, Cardiopatias, Embolia Pulmonar, Trombosis Veno-
sa, etc.), asl como también se' desconoce su valor de ISI, --
que exige la OMS para observar su sensibilidad.

Una vez que el reactivo tenga un ISI adecuado y que su-
comportamiento clinico en los diferentes padecimientos sea -~
homogéneo se podré continuar con la fabricacidn completa y -
de esta forma a corto plazo producir un reactivo de acuerdo-
a la infraestructura de 1a ENEP Zaragoza. Ya que la politica
de la escuela es producir reactivos que sean: de buena cali-
dad, bajo costo y que puedan competir con el producto impor-
tado.
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I1.2 Planteamiento del problema

El control del tratamiento, de pacientes con anticoagu-
lantes orales entraiia una cuidadosa vigilancia determinada -
por la prueba de Tiempo de Protrombina (TP) realizado con el
empleo de Tromboplastinas en el laboratorio. La determina---
cién de las propiedades coagulantes del paciente mediante la
adicibn de una preparacién adecuada de tromboplastina exige-
el empleo de tromboplastinas calibradas (con un valor de --
IS1) de cada lote de tromboplastina liquida (cerebro de cong
jo) la cual consistird en un lote de la misma tromboplastina
(Simplastin Excel de cerebro de conejo) o de una tromboplas-
tina andloga {Thromborel S de placenta humana) calibrada -~
frente a la preparacidn internacional de referencia apropia-
da.

El procedimiento de calibracidn comprende la determina-
cidn de una serie de tiempos de protrombina utilizando plas-
mas normales y cumarinizados, tanto de la tromboplastina de-
referencia como con la tromboplastina liquida.

En pacientes anticoagulados de cualquier tipo los resul
tados de TP no deben reportarse en segundos, radio de pro---
trombina (RP), nl en porcentaje de actividad, pues estos no-
toman en cuentd las diferencias de sesnibilidad de las dife-
rentes tromboplastinas a los efectos de anticoagulantes ora-
les. Una vez (calibrando la tromboplastina) obteniendo el --
IST se podré reportar el TP en radio internacional normaliza
do (RIN) que proporciona una medida universal independiente-
de la fuente de tromboplastina, para pacientes anticoagula--
dos, .

En pacientes con problemas de coagulaciépn, que no sean-
tratados con anticoagulantes orales, como en el caso del --
CHAN, Sindrome lectérico, vitamina K-dependientes es necesa--
rio especificar también la sensibilidad de la tromboplasti--—
na para la prueba de TP. En este caso es posible reportar el
TP en segundos, Radio de Protombina y en Z de actividad.
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1.

1I.3 QObjetivos

Estandarizar la técnica de obtencidn de
tromboplastina liquida, hasta obtener lo-
tes con la misma sensibilidad.

Utilizando plasmas normales y anticoagu
lados obtener el ISI, para as{ calcular -
el RIN, de la tromboplastina 1liquida por-
comparacibn con una preparacibn de refe--
rencia terciaria.

Utilizando tromboplastinas de diferente
sensibilidad, construir curvas de referen
cia medianté el método de Quick.

Hacer una comparacidén del comportamien-
to de la tromboplastina liquida, con la -
referencia en diferentes casos clinicos.
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I1.4 Hipbtesis

Aplicade el método de Biggs y Denson modifi-
cando la tromboplastina tisular liquida de cere--
bro de conejo, tendrd un ISI menor a 2.5.

Ademés de que su comportamiento clinico en -
los diferentes padecimientos serd de forma simi--
lar al de la tromboplastina de referencia.
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CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL
III.1 Recursos

111.1.1
Material

Tijeras

Mortero con pistilo de porcelana
Vasos de precipitado 100,250 ml.
Cajas de petri ’

Desecador -

Tubos de ensaye de vidrio 12 x 75, 13 x 100 y -
18 x 150 mm .

Pipetas graduadas 1.0, 5.0 y 10.0 ol

Espétula

Papel filtro poro cerrado

Papel parafilm .

Tubos de ensaye de plastico 12 x 75 mm
Gradilla metdlica

Bulbos de goma

Recipiente, de plastico para gradilla
Pipetas pasteur

Hielo en trozos

Gasas

Ligaduras

Probeta 100 ml

Masking tape

Tubos de vidrio al vacio 12 x 75 mm
Agujas estériles calibre 22 x 32 mm
Porta agujas para vacuntainer
Algodén

Termémetro -10 a 110°C

Vidrio de reloj

Tapones de hule

Agitador de vidrio
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Pipeta automltica Gilson (Modelo F200) para 0.2 ml
Pipeta automdtica Gilson (Modelo F100) para 0.1 ml
Copas de plastico para el coagulémeter '
Puntas amarillas desechables {(para 0.1 y 0.2 ml)

I11.1.2
Material bioldgico

. Plasma humano normal citratado

« Plasma humano anormal citratado
. Plasma humano anticoagulado citratade
. Cerebro de conejo 6-24 horas post-morten
. Tromboplastina cdlcica liofiljizada de placenta humana
+ Thromborel § (Lote 505620-B) Behring ISI = 1.17
+ Tromboplastina cdlcica liofilizada de cerebro de co--
nejo
+ Simplastin Excel S (lote 100745)
Organon Teknika ISI = 1,1
+ Simplastin Excel (lote 13005199)
Organon Teknika ISI = 1.91
., Tromboplastina liquida de cerebro de conejo
+ Producida en ENEP Zaragoza (lote 2)-2¢)

III.1.3
Reactivos

Agua destilada estérill

Solucidn selina isotbnica estéril 0.90% (solucidn fisig
légica) .
Alcohol etfilico 707

Citrato trisddico estéril 0.02 N

Acetona grado reactivo (Baker Analizado)

Acetona destilada 48-57°C

Silica gel seca

Agua destilada no estéril

ITI. 1.4
Equipo
Centrifuga clinica, modelo TJ-6 Beckman
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Centrifuga refrigerada, modelo EC PRI Davon/EC Divisién
Balanze analitica Mettler H 80

Bafio metabdlico Mapsa modelo BMT-4

Refrigerador American

Congelador modelo REVCO, temperatura - 20°C
Coaguldmeter Biomatic 2000, modelo 5223 Bausch & Lomb
Crondémetro manual

Vortex
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II1.2 Métodos

El presente trabajo fue desarrollado primeramente en el
Laboratorio Central de AnAlisis Clinicos Zaragoza para la ob
tencién de 25 lotes de tromboplastina tisular liquida, de ce
rebro de conejo, de los cuales solo 6 tenifan un intervalo de
0.5 segundos en el cien % de actividad.

Para la calibracién indirecta de los lotes 23 y Zg la -
parte experimental se desarrolld en el laboratorio del Hospi
tal General de Zona # 53 (HGZ # 53) de los Reyes la Paz, en-
Eolaboracién con el laboratorio de Coagulacién Especial, per
teneciente al Hospital General del Centro Médico "La Raza",-
quien proporcioné 160 plasmas anticoagulados.

Para la comparacién clinica de las tromboplastinas, se-
determinaban diariamente loa TP de todas las muestras, con -
el reactivo de referencia {Thromborel S) y se seleccionaban-
todos aquellos plasmas {de pacientes internos y externog) =--
con CHAN, Icteriecia Obstructiva, Valvulopatias y Tromboflebi
tis que tuvieran un TP <& al 707 de actividad y evaluandose -
nuevamente con el lote experimental Z-2 por duplicada. Hasta

obtener 20 pacientes para cada padecimiento.
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I11,2,1
Obtenciédn_de tromboplastina tisular

A) Método comin para su obtencién

B)

. Obtener el cerebro de conejo de 6-24 hrs. post-mor
ten.

+ En una caja de petri, con agua destilada, se le —-
quitan perfectamente vasos sangulneos y meninges.

. Se fragmenta el cerebro en pequeiios pedazos de 1-2
cm®,

. En un mortero se lavan tres veces los fragmentos -
de cerebro, c¢on acetona, sin macerar.

. Se reemplaza el sobrenadante de acetona, por acetg
na limpia y se macera hasta obtener un as
pecto de ojuelas (se realizan 3 macerados). '

. E1 (Gltvimo macerado se hace con acetona grado reac-
tivo, hasta ohbtener un aspecto de granulado,

. El granulado se dejp secar en papel filtro por me-
dia hora y se guarda en el desecador.

Obtencién de Tromboplastinas con diferente sensibilj
dad

., Para la obtencién de tromboplastinas con diferente
sensibilidad se realizaron modificaciones en cuan-
to al tiempo de macerado, en comparacién con la -—-
técnica comln. Se obtuvieron un total de 25 lotes,
de los 25 se seleccionaron solamente 6 pues presen
taban un intervalo de 0,5 segundos de diferencia -
en el cien por ciento de actividad,

. Para probar su sensibilidad de las 6 tromboplasti-
nas se les realizaron sus curvas de referencia, --
con pool de plasmas, de la misma forma que con los
reactivos de referencia Thromborel S y Simplastin-
Excel, y de esta forma se eligieron los lotes ﬁés—
idéneos para la calibracién.

c) breparacién liguida de tromboplastina

. Pesar 0.5 g de granulado de tromboplastina en -
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10 ml de solucidn salina estéril.

., Incubar a 37°C agitando en el vortex cada cipco mi

nutos, un minuto, durante media hora.

. Dejar sedimentar por 30 minutos.

. Separar el sobrenadante y colocarle la cantidad --
proporcional de cloruro de calcio 0,02 M,

., Dejar en el refrigerador hasta antes de utilizar.

ITI.2.2
Seleccibén de plasmas

A)

B)

Normales
Se seleccionaron plasmas de sujetos sanos ambulatg

rios y preoperatorios de ambos sexos, que no presen-—

taron defectos en el sistema de coagulaciémn, con un-

porcentaje de TP arriba del 70%.

El Pool de plasmas se realiza con 5 donadores sa--
nos.

. La sangre se obtiene por puncidn venosa con el sis
tema de vacuntainer, evitando la hemblisis y la -~
contaminacidn con liquidos tisulares.

. El tubo de vacuntainer al vacio, contiene 1 parte-
(0.5ml1) de citrato trisddico (0.11 M) que se mez--
cla con 9 partes de sangre (4.5 ml),

. Agitar suavemente para evitar la formacibénm de hemd
"lisis.

. Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos.

. Separar el plasma sobrenadante.

. Conservar el plasma a 4°C en el refrigerador, has-
ta la realizacibn de la determinacibn,

. Procesar en un méximo de 2 horas.

Anormales
Se seleccionaron plasmas de pacientes internos, en

promedio 20 para cada padecimiento, que presentaron~

alteraciones en el tiempo de protrombina (alargamien
to). Los padecimientos analizados fueron: Cirrosis -

Hepatica Alcohdélica Nutricional (CHAN), Ictericia --

Obstructiva, Tromboflebitis y Pacientes con' Vdlvulas
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111.2

Card{acas,

La técnica para la ohtencidén fue de la misma forma
que para plasmas normales.

El tiempo de protrombina se realizaba tanto con el
reactivo de referencia como con el lote calibrado,
Anticoagulados

Se seleccionaron plasmas de pacientes que estuvie-
ron recibiendo tratemiente con anticoagulantes ora-—-
les, entre un periodo de 3-6 semanas, derivados de -
la indanediona o cumarina (warfarina, fenindiona, --
etc.), con un rango de RIN 1.5 a 5.

La toma de muestra es de la misma forma que la an-
terior.

Estos plasmas fueron utilizados en la calibracién-
de tromboplastinas. R

.3 N

Realizacién del tiempo de protrombina rueba _de Quick

El

matizad

tiempo de protrombina- se realizé con el equipo auto-

o, Coagulémeter biomatic 2000,

Calentar previamente a 37°C un volumen suficiente de-

Tromboplastina (0.2 ml por prueba) no menos de 13 mi-

nutos y no mas de 60 minutos.

Colocar 0,1 ml de plasma, con la pipeta semiautom8ti-

ca, a la copa del coagulémeter,

Incubar de 2-3 minutos a 37°C y no més de 3 minutos.

Afiadir enérgicamente 0.2 ml de tromboplastina recalci

ficada, iniciAndose simyltAneamente el cronometraje y

deteniéndose al momento de formarse el codgulo. E1 -

tiempo aparece en la pantalla en segundos.

Cada TP se realiza por duplicado.

NOTA. En el transcurso de la medicién de TP, los de--
mas plasmas se conservan de 2-6°C en hielo pica
do.

La valoracidn se realiza dentro de las dos ho--
ras después de la coleccidén de la muestra,
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ITI.2.4
Trazado de la curva de referencias (% Quick

El tiempo de protrombina en segundos se transformb en -
porcentaje de actividad utilizande una curva de referencia.

La curva de referencia se prepare a partir de las dilu-
ciones de un pool de plasmas citratado, de un minimo de 5 do
nadores sanos.

Las diluciones se realizan con solucibdn salipna 0.9% es-

téril, como se indica a continuacidn.

PORCIENTO DEL NORMAL 100 50 25 12,5 10
Sin
A Dilucién del plasma 141 143 147 ¢ 149
diluir

El tiempo de protrombina para cada dilucibn se realiza-
por triplicado, dentro de los primeros 30 minutos de realizg
das 1lss diluciones.

Los tiempos de protrombina se grafican en funcién del -
porcentaje de actividad sobre papel doble logaritmico.

Alternativamente puede representarse el reciproco del -
porcentaje en las ordenadas y el tiempo en segundos en las -
abcisas en papel milimétrico. Obteniéndose una linea recta.

El trazado de la curva se puede ver afectado por:

. La presencia de filamentos de fibrina en el plasma.

« Plasmas hemolizados o lipémicoes.

. Errores técnicos como variacién en la temperatura, --
tromboplastina o cloruro chlcico contasminado, varia--
cibn en 1a relacidn uno a nueve de anticoagulante con
sangre.

« Incubacién corta o prolongada de reactivos,

. Errores en la técnica de lectura det TP.

NOTA. Para un mejor ajuste de los datos, se utilizb -

el método de minimos cuadrados,
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I11.2,

5

Calibracibén de trombeplastinas

A)

Procedimiento

El procedimiento de calibracién comprende la deter
minscién de una serie de tiempos de protrombina, rea
lizéndose B determinaciones para cada uno de los 10-
dias de prueba, de los cuales & eran plasmas de pa--
cientes anticoagulados y dos de pacientes normales,-
determinados tanto por la preparacibén de referencia-
como con la tromboplastina a calibrar,

Las PRT terciarias fueron:

, Thromborel S ISI = 1,17

+» Simplastin Excel § 1ISI = 1.1

. Simplastin Excel TISI = 1,91

Las tromboplastinas a calibrar fueron la Z3 y Zg.

Todo el manipuleo de los plasmas se realizé con ma
terial de pléstico.

La determinacién del punto final se realizb con -~
equipb automatizado (Coagulometer Biomatic 2000),

Cada muestra de plaéna se evalud por finica vez, si
guiendo el procedimiento de Quick.

El orden de lectura fue el siguiente:

de Referencia Preparacifn a Calibrar
de trabajo (FRT) ) (b
PLASHA

Orden de Tiempo de coa orden de Tiempo de coa

prucha gulacibn (seg) prucha  pulacidn (seg)
Normal 1 I — II —
Paciente 1 111 — v -
Paciente 2 A o VI -
Paciente 3 Vi1 —_— viir
Paciente & X — X —_—
Paciente 5 X1 — XII A
Paciente 6 ¥IL1 —— X1v —
Normal 2 AV — Vi —_—
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B) Interpretacidn
Una vez obtenidos los 80 valores de los 10 dias de eva-

luacidn, se sometieron a un anhdlisis de regresién ortogonal,
a fin de obtener un ISI correspondiente a la tromboplastina-
de trabajo (Z3 y Zg) y un coeficlente de variacién del indi-
de de sensibilidad menor al 3%, En ciertos paises puede ser-
aceptable una precisibén de 5%.

C) Evaluacidn estadistica

El ISI de la tromboplastina a calibrar se obtiene ano--

tando los tiempos de protrombina obtenidos con las dos trom-
boplastinas con ejes logaritmicos, en el eje ¥ la prepara---
cién de referencia y en el eje X los de la tromboplastina a-
calibrar, trazando una linea recta y calculando la pendiente
como se observa en la figura 5, La técnica utilizada es la -
regresién ortogonal. Con esta técnica se calcula la pendien-
te Cpgr,p aplicando las siguientes férmulas. )

U -
w
8
g b
= N
FEL)S
$E
g‘ Lines de calibrackin
™ (sl Indica ds Scnsibilidad
Internacional co define
3 por 1a peadients
% e de e8! linea)
L
£
3
£
= 10 s : 1 1 s

10 0 0 H 58 €

Yiempo da profrombira de 1a preparacién de relzrencia
de tradajo

Figura No. _5 Gréifico logaritmico doble de los tiempos de -
protrombina para la determinacién del Tndice-
de Sensibilidad Internacional.
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Crp = m+ (@ + )12

S (Ui - Tipgp? -S(IR, - T
mm=

donde —— —_
WPy - WP (T, - LIR)

LTPpgy = Logaritio del TP individual, empleando PRT.

[Mfpgr = medin de los logaritms del TP, epleando PRT.

L%, = logaritm del TP individual, empleando la tremboplastina a calibrar,
I, =media de los logaritros del TP, empleando la tromoplastina a calibear.
S = denota la sumtoria de los ténminos de todod los plaams.

El indice de sepsibilidad internacional de la trombo---
plastina a calibrar ISI b se obtiene como sigue:

IStprr,b = STer + Cemrip
El error estandar del ISIgr Se calcula como:
SEqstn = Slwr - SFamr,b)

La férmula para calcular SEctgr,h) » usando la regresién -
ortogonal es:

SE(CRT,D) * m+&w+i]mln
P

donde:

n = No, de plasms probados (pecientes y normles).

C = Ggrp

U = S (LPpr - DRy WP, - TRV

v - {SWRgy - Thgp? - C (g - D0 AR, - TR} fon- 2)

El coeficiente de variacidn en porciento es:

zwmm-lﬂ) 'SEISI m/ISIM.b

Como el ISIpgT ¥y la Cppr,p Son determinados en ejerci---
cios de calibraciér independiente, el error estandar de ISI-
b en funcién de las imprecisiones de ISIppy y Cppy, p Puede -
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calcularse como:

1/2
2 Y2
SErgr,b = {ISIm . S'Kcm‘.b)} +{Cm'.b ’ SE!SI,PRI‘}

el coeficiente de variacidn del IST,y serd eptonces.

ToVisL,y = 100+ SEgs1p / 18Ty,

Todos los chlculos fueron realizados en una calculadora
CASIO Ex - 3800 P.

111.2,6
Formas de reportar el TP

El tiempo de protrombina obtenido puede convertirse en-
porcentaje de actividad (Quick %), Radio de Protrombina (RP)
o Radio de TP Internaciocnal Normalizado (RIN),

. Porcentaje de actividad

Este se obtiene interpolando el tiempo en segundos, -
en la curva de referencia, para asi obtener el % de -
actividad, normal® 0%

. Radio de Protrombina (RP)

Se define como la relacién

RP = IP paciente en segundos normalss 1.2
TP normal en segundos

El plasma normal puede ser un estandar o un pool de -
plasmas.

. Radio de TP Internacional Normalizado (RIN)
El RIN se calcula a partir del Indice de Sensibilidad
Internacional (ISI)

RIN = RpFSI

0
RIN = antilog (ISI log RP)

Para cada lote de tromboplastina se determina un valor-
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ISI mediante su calibracién frente a una preparacién.de refe
rencia. Este dato lo tiene que especificar el fabricante.

111.2.7
Interpretacién de la prueba de TP

La prueba del Tiempo de Protrombina sec utiliza sobre tgo
do en la seleccidn prequirirgica pars detectar problemas de-
hemorragias potenciales. Una prueba de TP anormal o alargada
indica normalmente que se ha producide una disminucién de ni
vel de uno o mis factores en la vfa extrinseca o comiin de la
coagulacién sanguinea. Esta condicién puede aparecer debido-
a trastornos de coagulacidn de tipo hereditario, deficiencia
de vitamina K, enfermedad hepatica o administracién de Eérmg
cos., La prueba de TP es también el ensayo de laboratorio més
corriente utilizado para controlar la terapia anticoagulante
oral, puesto que es sensible a los factores II, VII, y X. El
TP no es sensible a deficiencias en el sigtema de cecagula---
cibn intrinseca (factores VIII, IX, XI y XII) ni a disminu--
ciones plaguetarias; ni tampoco puede utilizarse para contrg
lar un tratamiento con heparina.

I11.2.8
Comparacibén clinica

A) Se evalud primero si existfa diferencia estadistica-
entre la tromboplastina calibrada y la de referencia
utilizando la distribucibdn t.(56,57).

ISTppr - Xisp
sist b [ Jn

SISI.b = IST de 1a PRT

t calc =

¥isp,p = media de los IST obtenidos en la calibracién,

Sts1,bp = Desviaifn estandar de loo IST obtenidos en 1a calibracién
n = nirero de datos

Hipotesis
Ho = ISI KT = ISIb (mla)
Ha = ISI T § ISIb (altema)
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Regla de decisién

+ Si ‘tc&lc ' <tmbl-0.05 8 rechaza
n2gl
Ho, los ISI son iguales
+ 8L ltcﬂz I::tumbaiﬁ ae rechaza
n-2gl

Ho, loa ISI son diferentes

B) Para la comparacién de las tromboplastinas en los di
ferentes casos clinicos, se utilizd la distribucibn-
t. suponiendo lo siguiente (36,57)

Si Rigr = RN, entonces
RNpp -~ RNy = 0
por 1o tanto
Lo = 27 BE.
SorE/ ¥
* Yprp = medis de las diferencias entre las 2 trowoplastines
Sprp = desviacifn estandar de las diferencias,
n = niero de datos
Ripbvesis
o= RlNgr ~ RNy = 0
o Rlgr - A%, § O
Regla de decistin
10,06
+ Siltcdk '<:{um no se rechaza
n-2gl

to, 1os RIN son iguales
R

+51ltm1c l>+. se vechaza

Ho, los RIN son diferentes

En tromboflebitis y valvulopatias, como se utilizan an-
ticoagulantes, el RIN es el parfmetro de comparacidgp.
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En CHAN e Ictericia Obstructiva, no se utilizan anticoa
gulantes, el pardmetro de comparacién es el % de actividad.
NOTA: El lote experimental utilizado para medir el TP -
de los pacientes fue el Z - 2 y el reactivo de re
ferencia fue el Thromborel-S§.
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IV RESULTADOS

iv.1
Seleccidn de las tromboplastinas a calibrar

a) A continuacidn se muestran las curvas obtenidas pars
los 6 lotes de tromboplastina liquida (Z3-Z%g) y de ~
las preparaciones de referencia.

21 | Tromboplastina liquida obtenida en la ENEP Zara-
goza

2¢ {cerebro de conejo)

SIM Referencia de SIMPLASTIN EXCEL de Organon Tekni
ka {(cerebro de conejo)

T-S Referencia de THROMBOREL-S de Behring (placen~
ta humana)
b) Datos pars las curvas de referencis

IACT Z2-1 2-2 2-3 Z-4 2~5 2-6 SIM T-S

100 10.6 1.1 1.5 12.0 12.4 13.2 10.8 10.8
S50 12,4 13,6 16,3 14,4 15,0 15.5 123.7 16,2
25 16.9 18.3 21.0 20.8 21.5 22.5 20.2 27.0

2.5 26.0 31,0 33.1 33.8 34.6 37.3 31.2 46.0
16.0 30.7 35.0 37.6 39.0 42.4 44.0 36.0 56.6

NOTA: Los daros para cada curve fueron obtenidos, de 5-
diss diferentes de trabaje, a partir de pool de -
plasmas diferentes.

c) Al final de las curvas de referencia se muestra una-
tabla de datos, para tromboplastinas liquidas de di~-
ferente sensibilidad.

Dependiendo de la sensibilidad, de tromboplastina --
producida, van a ser los datros utilizados.
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IV.2 Calibracidn de tromboplastinas

Iv,2.1
Primera calibracibn

Para la primera calibracién indirecta se selecciond el-
lote Z-2, pues es el lote que se obtiene cuando se trabaja -
la técnica comin estandarizada. Ademés de que su curva de re
ferencia es muy similar a la del SIMPLASTIN EXCEL (trombo—-~-
plastina anfloga de especie). .

Se utilizaron 2 tipos de tromboplastinas de referencia,
para seleccionar aquella que de un % de coeficiente de varia
cién menor, para una segunda calibracién.
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A-1 Estandarizacidén indirecta.
’ .Fue utilizade el SIMPLASTIN EXCEL S
como material de referencia, en 10

dlas diferentes de trabajo.

Jiespos de protrombine
Ma PRT b PRT b pia
" 10.8 Ide7 rl.u
358 2109 Z4l3 1500
80.7  25.7 1. 0,
31,3 17,3 27.6 16,2 6
1 30,2 17,4 30.2 16.9
34,0 18.2 34.5 18.6
24.9  15.1 28.7 15,9
13.0 10,8 14.0 11.3
13.5 1.2 12,6 10.9
21.3  15.1 23,2 14,3
51.6 24.6 22.5  13.2
2 24.0  15.0 38.3 8.8 ?
60.0 22.8 30.0  15.7
34,5  18.8 26.5  13.5
26.0 17.0 33,6 18,3
15.1  i1.8 13,6  10.9
12.7 10,7 14,4  10.9
28,9 16,3 23,5  l4.4
34,0 18,5 25.F  15.8
3 25.8  15.0 25,3 15.4 8
25.9 14,0 22,0 14.1
27.2  15.6 25.5  15.6
21,0 13.5 35.8 19,4
14.6 10.9 13.4  11.6
13,0 11.0 12.7  10.8
39.4 20.0 17,8 13.4
29,6 17.0 24,9 15.1
4 25.5 15,3 51,5 22.8 9
17.9  12.0 36,0  20.1
30,0 17,2 71,5 27.0
25,0 15.7 21,5 14.2
13.1 11,0 13,7 11.2
12,9 10.8 12.5  11.2
32,2 18,1 24.8  15.4
48.1 25,1 22,0 14.0
5 36,4 17.2 38,0 18.8 10
32,3 17.8 29.1  16.5
60.7  25.0 27.0 15,4
29,0 17,0 28,7  16.2
13,5  11.0 12,3 11.4

Tabla No. _I0 Datos de TP obtenidos en el procedimient de calibracidn del

lote Z-2.
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La calibracién final con SIMPLASTIN EXCFL S fue:

Dfa| nf ® (CpgT,b | 'STerr,n | SEcerT,n | SErsr,pmt | XCVisr.ert | SEisi,e | 3CVisi,e

I 40,74 1.98 2.18 0;11. 0.16 7.3 0.35 16.3
2 80,60 1,91 2.10 0.13 0.15. 7.0 © 0,32 150
3 8 0.63 1.8l 1.99 0.12 0.13. 6.7 C 0,27 .1L.o
4 B 0.62 1.80 1.98 0.11 0,12 o 6025 125
5 8 0.5 1.7l 1.88 0.13 0.15 7.9 0.29. 15.6
6 8 0,65 1.85 2,03 0.08 0.08 4.2 0.18 8.7
7 80.72 1.9 2.15 0.12 0.13 6.3 0.29 13.8
B B 0.60 1.76 1.93 0.17 0.19 9.9 ' 0.38 14.8
9 8 .0.66 1.86 2.06 0.09 0.10 ' 5.1 0.22 10.8
10 8 0.90 2,25 2.47 0.11 0.12. 5.0 0.31 12.4
S0 80 0.67 1.87 2.06 0.05 0.06 2.7 0.12 5.8

Tabla No. 11 Parémetros obtenidos de 1a estandarizacién del lote Z-2,



A-2 Estandarizacién indirecta
Fue utilizado el THROMBOREL-S

como material de referencia-
en 10 dias de trabajo

Tiempos_de protrombina
Dia —
PRT b ERT b Dia
10.9 10.8 10.8 11.0
44,0 23.1 19.4 15.0
49.4 25,7 31.3 20.2
1 25.2 17.3 21.6 16,2 6
24,9 17.4 24.3 16.9
25.0 18.2 28.4 18.6
20.0 15.1 22.1 15.9
10.8 10.8 10.8 11.3
11.1 11.2 10.8 10.9
17.4 15.1 19.2 14,3
36.1 24.6 18.4 13.8
2 21,0 15.0 - 26.0 18.8 7
43,9 22.8 22,5 15.7
25.9 18.8 18.0 13.5
21.% 17.0 23,0 18,3
10.7 11.8 10.8 10.9
10.7 10.7 10.8 10.9
25.1 16,3 20,4 14.4
23,1 18.5 19.3 15.8
3 21,6 15.0 20.9 15.4 8
17.2 14.7 20.8 14,1
22.1 15.6 21.6 15.6
18.4 13.5 29.6 | 19.4
10.9 10.9 11,0 11.6
10.8 11.0 11.0 10.8
1.5 20.0 14,4 13.4
25,5 17.0 20.3 15.1
& 24,0 15.3 39.0 22.8 9
15.8 12.0 31.5 20,1
24,9 17.2 52.0 27.0
19,2 15.7 16.4 14.2
10.8 11.0 11.0 11.2
10,7 10.8 10.8 11.2
28.0 18.1 19,0 15.4
43.4 25.1 20.0 14.0
5 22,6 17,2 26,0 18.8 10
27.3 17.8 25,0 16,5
40.0 25.0 22,0 15.4
25.0 17.0 25.0 16.2
11.0 11.0 10,8 11.4
Tabls No. 12 Datos de TP obtenidos en el procedimienty de calibracién del

£
y
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i

La calibracién final con THROMBOREL-S' fue:

bia{ wf = Cugt,u | 'Slpgr,s | SEcewt,b | SErsr,rrt | *CVist,ewt | SEisi,b | 3C¥is1,

1 Bo,58 1.74 2.04 0.04 0.05 2.4 0.09 4.8

2 8 0,62 1,80 2.10 0.18 0.22 10.4 0.45 21.4

3. 40,62 1,79 2.09 0.26 0,31 14.8 0.63 30.2

4  Bo0.640 1.82 2.13 0.21 0.25 11,7 0.52 29.4

S 80,53 1.66 1.94 0.09 0.11 5.6 0,21 10,9

6 80,66 1,86 2,18 0.13 0,15 71 0.32 14,5

7 80,51 1.64 1.92 0.06 0.06 1.4 0.12 6.6

4  B0,72  1.95 2.28 0.25 0.29 13.1 0.65 28.7

9  B0.,58 1.74 2,04 0.10 0.12 6.1 0.25 12.2

10 80.77 2.04 2.39 0.27 .31 13.2 0.70 29'.‘s

> ¢ 800,59 1.75 2,05 0.06 0.07 1.6 0.15 1.2

3

Tebls M. 13 Parkmtros idos de la dariz acifn del lote Z-2.




Iv.2.2
Segunda calibracibn

En la segunda calibracién se utilizd como trombeplasti-
na -de referencia el SIMPLASTIN EXCEL y nuevamente se calibré
el lote Z-2, para determinar la reproducibilidad de la cali-
bracibén y el lote Z-6 pues'pnrecia ser una tromboplastina --
p4s sensible.
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B-1 Estandarizacién indirecta
Fue utilizado el SIMPLASTIN EXCEL
como material de referencia, en -
10 dias diferentes de trabajo

ﬁl Tiempos de protrombina
° PRT b PRT b Dia

11.3 10.7 11.3 11.3
16.1 15.3 21,2 21.3
15.5 15.1 19.6 19.6

1 14.1 14,1 14,4 14,2 5
19.6 19.6 25.8 23.4

’ 16.4 16.1 23.5 27.0

16.8 14,4 15.2 15.1
14,3 12.8 12.7 13.4
10.9 10.7 11.8 11,4
15.0 14.6 18.0 17.2
16.0 15.3 28,3 24,9

2 19.7 17.9 20,7 20,0 7
19.6 18,4 29.0 23.6
17.6 16.3 16,6 14,86
15,6 15.2 16,3 14.9
11.6 11.2 13.0 13.4
11,0 11,5 11.4 11.3
19.5 19.5 22.9 20.0
24,2 25,2 36,2 27.9

3 14.3 14,9 25,3 21.4 8
18,4 18,0 17.2 16,3
19.5 25,5 17,5 17.6
24.1 21.8 17.1 17.3
1.7 12.8 11,7 11.8
11.0 11.6 11.3 11.3
18.4 18,2 16.7 15.9
15.3 3.1 39,7 39.3

Ty 13.3 12,9 16,5 16.1 [

14.6 15.6 23.8 21.4
28,3 25.5 16,5 16.2
14.0 19.1 18.4 17,7
11.7 12.4 11,2 11.2
11.4 11.3 11.9 11,7
24,1 24 .4 25,2 22,1
29.9 37.9 20,1 20.1

5 20.1 20.9 31.6 30.8 10
18.5 19.7 22.4 19.5
23,9 20.4 15.3 15,1
15.2 15.0 14.8 15.5
11.0 112 11"1 J-2-45

Tabla No. 14 %ttzszfg'mobtaﬂdm enel procedimeno de calibracifn del
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La calibracién fipsl con SIMPLASTIN EXCEL fue:

Diat of wm  [Copr,n | 'Sltprr,n | SEcewr,b | SErst,ert | 3CVisy,ert | SEysi,e | Vs,
1 8-0,00 0.91 1.75 6.12 0.24 13.55 0.32 18.3
2 % 0,09 1,09 2,08 0.07 0.14 6.70 0.16 7.8
3 8 0,02 1.02 1.94 0.15 0.29 15.20 0.42 21.6
4 8 0,15 1.16 2.22 0.06 0.12 5.40 0.18 8.2
5 B -0.12 J.88 1.69 0.09 0.19 10.92 “14;7
6 8 0,02 1,02 1,95 0.09 0.17 8.90 1‘21’7
78 0.7 1.18 2.26 0.09 0.17 7.5 1‘}._6
8 8 0.26 1.30 2,48 0.08 0.15 6.0 02!. . 9.8
9 8 0.01 1.01. 1.93 0.08 0.15 8.0 0.22 11.4
10 A 0.2 1.13 2.16 0.09 0.17 7.8 0.25 1n.7
5 10 B0 0.05 1.06 2.02 0.03 0.06 3. 0.09 4.5

labls Ko 15, Parsjetros obtandios de 1a estandarizaciin del lots Z-2 -



B.2 Estandarizacidn indirecta.
Fue utilizado el SIMPLASTIN EXCEL
como material de referencia, en -
10 dias diferentes'de trabajo.

b1 Tiempos de protrombina
a
PRT b PRT b Dia

11.3 12.1 IT.3 12.7
16.1 18.4 21.2 31.2
15.5 17,2 19.6  27.7

1 14.1  20.6 4.4 16,7 6
19.6  24.9 25.8  32.3
16.64  19.6 25,5 39,1
16.8  20.1 15.2  18.0
14,3 14.7 12.7 16.3
10.9 11,6 11.8 14,5
15.0 16.2 18,0 21.1
16.0 18.3 28.3  35.6

2 19.7  22.6 20,7 21.0 7
19.6  22.1 29.0  25.1
17.2  20.2 16.6 15.8
15.6 17.3 . 16.3 17.4
11.6 13.1 13.0  14.5
11.0 13.0 11.4 13.0
19.5  26.5 22.9 26,6
24,2 38.2 36.2 32.8

3 4.3 17.9 25,3  26.6 a
18,4 28.7 17.2 18.0
19.5 36.3 17.5  20.6
24,1  28.4 17,1 ~ 20.7
11.7 13.9 11,7 14.4
11.0 13.1 11.3 12.9
18.4 29.0 - 16.7 17.8
15,3 18.2 39.7 59.5

4 13.3  16.6 16.5 19.2 9
14.6  18.2 23,8  27.0
28.3 37.3 16.5 19.9
19.0 26.0 18.4 22.0
11,7 14,1 11,2 13.0
11.4 13.0 11.9 12.3
24.1 28.4 25.2 29.1
29,9 42,0 20,1  25.2

5 20,1  22.5 31.6 42.8 10
18.5 22.2 22.4 24.1
23.9 26.8 15.3 17.5
15,2 18,2 14.8 17.8
11.0 13.0 11.7  13.6

Tabla No. _1g Datos de TP obtenidos en el procedimiento de calibracifn del
lote Z-6. -67-



La calibracién final con SIMPLASTIN EXCEL fue:

Pia} n | m [ Cpgy,b | ISlpgr,n | SEcemr,b | SEisr,prT | *CVisi,ert | SEisz,b | *CVisi,p
1 8-0,37 0.70 1,33 0.15 0.2 21.62 0.35 26.0
2 B -0.00 0.91  1.74 0.05 0.09 5.4 0.13 7.2
3 8 -0.3%4 0,71 1.37 0.11 0.22 16.0 0.26 19.5
4 8 -0.29 0.75 1.43 0.05 0.10 7.2 0,13 9.0
5 8-0,10 0,90 1.73 0.06 0.12 7.0 0.16 9.4
6 8-0.28 0.76 1.45 0.09 0.17 1'1_.'5 0.20 14.0
7 8 0.06 1.06 2.03 0.19 0.36 17.0 0.51 25:0
8 8 0.20 1.23 2.30 0.10 0.19 8.2 0.29 13.0
9 8 -0.18 0.84 1.60 0,05 0.09 6.0 0.12 7.6
10 8 -0.14 0.87 1.66 0.19 0.37 2.2 0.48 29.0
=10 80 -0.14 0.86 1.66 0.03 0.07 4.2 0.09 5.5

Tabla No. _]7

Parémetros obtenidos de la estandarizacién del lote 2-6,



Iv.2,3

Resultado globsl de la calibracibn

m IDIE N m C“u"b BIM ]’Slm'b mls['m mm'b
-y
Strplastin o 06 18 L1 2.06 27 58
Excel S
p -
Theostorel ® 0% LB LY 2.05 3.6 7.2
s | ,
r . )
7 40 06 105 1.9t 2.2 3l 45
ﬂqﬂlﬁﬂu
Facal
% 4® 0l 08 19 1.6 4.2 55

Tebla No. 18 Parfmetros finales de 1a calibtracifn
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a)

b)

IV.3 Comparacibn Clinica

El siguiente resultado muestra que no hay diferencia
estadistica entre el ISI del lote 2-2 y el SIMPLAS-~
TIN EXCEL.

Hipbtesis
Ho = ISI PRT = ISIp (nula)
Ha = IST PRT ¢ ISI, (slterna)
ISIppr = 1.91

X1s1,b = 2.02
s = 0,30
n =10

: 1,91 - 2,02
tcalc - -(]—.—:;Lom—— = ~1.15

t tabé-o'os - 1.86
t cald < t. tab
No se rechaza Ho, los 1SI son iguales,

En las siguientes tablas se muestra el comportamien-
to de las dos tromboplastinas en los diferentes ca-~
sos clinicos,

~70-



Y DIFERENCIA

No. RP RIN kP RIN | RINpgp-RINg CALCULOS
1 2,09 2.37 1.70 2.92 -0.55 Hipttesis

2 1.52 1.63 1.39  ©1.94 -0.31 Ho = RINgr ~ R, = O

3 1.79 1.98 1.48  2.21 -0.23 He = RiNgr - RIN, § O

4 2.02 2.28 1.58 2,52 -0.24 ToIE = - 0.115

5 2,27 2.60 1.67 2.81 -0.21

5=0,38

6 2.35 2.72 1.67 2,81 -0.09 ne

7 1.40 1.48 1.27 1.62 -0.14 ’

8 2.15 2.45 1.40 1,97 0.48 0= (= 0.115)

. calc - - = 1,35

9 2.16 2,46, 1.37 1,89 0.57 0.3/ [BH

10 2.09 2.37 1.58 2,52 ~0.15

11 2.18 2,49 1.67 2,81 -0.32 0.95

12 1.88 2.10 1.58 2,52 -0.42 ttabm = 1.7341

13 1.41 1.49 1.52 2.33 -0.84

14 3.57 4.43 2.23 5,05 -0.62 Itmlct“‘b
15 2,12 2.40 1.38 1.92 0.48

16 1.74 1.91 1.49 2.24 ~0.33

17 2,03 2.29 1.48 2.20 0.09 No se vechaza Ho, los RIN son igwles
18 1.96 2,20 1.38 1.92 0.28

19 1.51 1.62 1.28 1.64 -0.02
20 1.95 2,18 1.38 1.92 0.26

Tabla No, _19 Datos de valvidopstias en la ampmraciin,



PRT b DIFERENCIA

Na. RP Rid RP RIN | RENpgp-RINg CaLCULOS
1 3.52 4.36 1,75 3.09 1.27 Hipbtesis
; 3.79  4.75 1.83  3.39 1.36 o = RiNgg - RINy =0

3,98  5.03 1,91 3.69 1.34
4 3.62  4.5) 1.96  3.89 0.62 _Ha = Rl = R $0
S 2.24 2.5 1.68  2.85 -0.29 XprF = 0,225
6 2.73 3.23 1.51 2.29 0.94 s= L1
71,60 1.73 S1.32 0 175 -0.02 n=2
8 2.03 2.29 1,63 2.68 -0.39 4 cale = 220225 _ oo
9 2.1% 2.48 1.5 2.39 0.06 L Jo
10 1.81 2.00 1.43  2.06 -0.06

0,95

11 3.61 450 1.91 3,70 0.08 Fravg” = 17300
12 2.04 2.30 1,40 1.97 0.33
13 5.04 6,63 3,22 10.61 ~3.98 'tmmi":t“‘b
14 1.94 2,17 1.48  2.20 -0.03
15 4424 5,42 2,02 4.14 1.28 Yo ge rechaza Ho, los RIN son fgueles
16 3,72 4.65 1.75  3.09 1.56
17 - 3.60 4,47 1,93 3.77 0.70
18 1.66  1.73 1.3 1.80 -0.07
19 2.24  2.60 1.67  z2.81 -0.21
20 1.80  1.99 1.42  2.03 -0.04

~Z L=

Tabla No. 20 Datos de tromboflebitis en la comaracidn
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b DIFERENCIA
No. | T SEGC X ACT T SEG & ACT | ACTpRr_ACT, caLcuLOs
1 20.8 34,2 15.0  39.3 -5.1 Hipbteats
2 20.1 36.0 15.5  37.0 -1.0 o = TACTig - BACRy = O
3 14,2 62.4 12,7 58,2 4.2 o = TACTigy - 2T, 4 O
4 33,8 18,2  20.5  22.0 -3.8 Ty = 214
s  29.6 21.4 18.4  26.5 -5.1
6 18.0 2.4 14.5  42.2 0.2 8=7.46
7 15.1  56.0  15.3  37.7 18.3 n=2
8 33.9 18,1 20,0 22.9 -4.8
¢ 28,4 22.6 17.8  28.1 . ~5.5 J0s3de
10 17.0 46,3 15.0 39.3 7.0 1.46/[8
1 16.2  50.0 14,7  41.1 8.9
12 17.0 46,3 15,8 35,3 1.0 'tmh?égs-lﬂshl
13 16.6  48.1 15.7 35,7 12,8
" 16.0 51,0 14,7  41.0 10.0
15 35.7  17.0 21, 21,0 -4.0 ltmxc — e
16 341 18,0 20.3 22,4 s
12 20,5 35,0 15.7  36.0 -1.0
" 18.3  41.2  15.6  36.3 4.9 Se rechaza B, 108 X de actividsd 5on diferentes
19 16.2  50.0 14,7  41.0 9.0
20 17.1  46.0  15.1 34,7 11.3

Tabla No. 21 _[Dutos de Jctericia chstructiva en 1a coparacifn,
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N DIFERENCIA

No. | T SECT % ACT T SEC % ACT | ACTpRy_ACTy CALCULOS
1 19.9  36.5 15 39.3 ~2.8 Hipitesls

z 16.9  46.6 13.7  48.7 -2.1 Ho = TACTpyp — TACT, = 0
3 18.1  41.9 15.5 36,7 5.2 T = TCTir - T, # O
4 20.3  35.5 TR BTN -5.6 Tor = 3.6

5 16,3 49.2 16,1 34,2 15,0 8= 5.5

6 22.5 30.8 7.2 29.9 0.9 n=200

7 19.0  39.0 15.8 35,3 3.7

8 18,5  40.7 15.0  39.3 1.4 _3.43

9 14,7 58,3 13.8 47.6 10.7 t“ﬂ"g-’iﬁf R
10 31.7 19,7 20.5 22,1 -2.4

1) 24.8 27,0 18.7  25.8 1.2 tmb‘l’é% - 1.73%1

12 17,2 45.5 16.0 35,0 10.5

i3 18.6  40.2 15.1  39.0 1.2

W 22,0 317 19.0 25,0 6.7 Itmlcl>tmh

15 28.0 23,0 23,4 17.9 5.1

16 17.0  46.3 14.5  42.2 4.1

v 160 47.6 151 36,8 12.8 Se reclnza I, loa % de actividad son diferantes
18 22.0 31,7 18.0  27.5 “.2

19 23.0  10.0 17.5  29.1 0.9

20 26.1  36.0 15.3  38.0 -2,0

Tabla No. _22 Detos de GUN en 1a camaracifn



V. ANALYSIS DE RESULTADOS

El presente trabajo se dividié en tres partes:

A) Preparacidn de Tromboplastinas con diferente sensibi

lidad.

B) Calibracién de tromboplastinas.

C) Comparacidn clinica de tromboplastinas.

Cada tromboplastina preparada va a tener diferente sen-
sibilidad, lo cual depende de muchos factores, tales como: -
pureza de la acetona, eliminacidn completa de vasos sangui--
heos y meninges, grado y ticmpo de maceracién, tipo de agua-
utilizada (destilada o desionizada), pH de la solucidn sali-
na, tiempo y temperatura de incubacién y almacenamiento de -
la muestra.

Controlando todos los factores antes mencionados y va--
riando solamente el tiempo de maceracidén se obtuvieron 25 lg
tes de tromboplastinas con una variacién, entre ellas, de —-
0.3 a 0.5 segundos en la media de su cien X de actividad. De
los 25 lotes solamente se eligieron 6 de ellos con una media
de cien % de actividad, para cada uno de ellos de 10.6 (Z-1)
11.1 (2-2), 11.5 (2-3), 12,0 (2-4), 12.4 (Z-5) y 13.2 (2-6),
logrindose una diferencia entre ellas de 0.5 # 0.2 segundoa.

A cada lote de tromboplastina (Z2-1 a Z-6), ademés de --
las de referencia Simplastin Excel (SIM-E) y Thromborel S --
{T-5), se les construyé su curva de referencia (I de Quick),
como se observa de manera resumida en la Tabla No. 9.

En las curvas de referencia hay tromboplastinas con sen
sibilidad baja, lote Z-1 y de sensibilidad mayor, lote Z-6,-
siendo el ‘segundo lote més sensible que la referencia de --=-
SIM-E, pero aln siendo todas éstas de sensibilidad menor si-
se comparan con T-S§ y las preparaciones internacionales de -
referencia RBT/79 (cerebro de conejo) 'y BCT/253 o 67/40 (ce-

rebro humano), como se muestra en la siguiente gréafica,
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1) BCT/253 0 67/40

A medida que disminuye el dngulo de inclinacién con res
pecto al eje de las abcisas, la sensibilidad aumenta, como -
en el caso de las preparaciones internacionales de referepn--
cia, si el Angulo tiende a aumentar, su sensibilidad dismi--
nuira (linea j a linea a).

Con base en lo anterior se construyé la Tabla No. _9 -
con % de actividad y tiempo en segundos, de las diferentes -
tromboplastinas, para cuando se prepare un lote con cugl-~---
quier sensibilidad, se le pueda comparar con los datos de la
curva de referencia que mAs se le parezca, ya que estos da--
tos son de una media de valores obtenidos en 5 dias diferen-
tes de trabajo.

Haciendo una comparacidn de los lotes experimentales, -
con base en las curvas de referencia, se eligié el lote Z2-2,
para ser calibrado, por poseer una curva de referencia muy -
similar a la de SIM-E (de cerebro de conejo) y el lote Z-6,-
que resultd ser el lote experimental que tuvo mayor sensibi=~

lidad que la referencia de SIM-E, pero menor que T-S§ (placen
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ta humana), que resultd ser la tromboplastina més sensible,

Primeramente se calibré el lote Z-2 con dos tromboplas-
tinas diferentes (SIM-E y T-5) para elegir la mejor referen-
cia de calibracidn, Obteniéndose para el lote Z-2, un IST de
2.06 con SIM-E S y de 2,05 con T-S, el ISI obtenido en ambas
calibraciones fue muy similar, variando solamente en 0.01 -
unidades, en ambos casos el ISI obtenido fue menor al méximo
permitido por la OMS (% 2.5). Sin embargo el % de CV del ISI
b (% CV) 'fue wenor con SIM-E S (5.8%) que con T-5 (7.2%), --
eligiéndose por lo tanto a SIM-E S como el mejor material de
referencia para una segunda calibracifn, Aunque fue elegido-
el SIM-E S como el mejor matertal de referencia, su % de CV-
fue mayor al permitido por la OMS (< 3%) pero que puede ser-
aceptable ai es menor a un 5%,

En la segunda calibracién se utilizaron 2 lotes (el Z-2
y Z2-6),

El lote 2-2 se calibré nuevamente por dos razones; una-
de ellas era para observar sl existia reproducibilidad en la
calibracién utilizando el mismo material de referencia que -
en la primera calibracién (SIM-E) y la segunda para poder ==
disminuir el valor de X de CV, al obtenido en la primera ca-
libracién.

El lote Z-6 se calibrd para comprobar si efectivamente-
era un lote de mayor sensibilidad (al determinar el ISI) que
el SIM-E.

El ISI obtenido para el lote Z-2 fue de 2.02, siendo me
nor gque el obtenido en la primera calibracibdn (2.06), con --
una diferencia de 0.04 unidades. De las dos calibraciones --
realizadas para determinar el ISI del lote Z-2, el de la se-
gunda calibracién fue el elegido, ya que su Z de CV fue de -
4.5% menor al obtenido en la primera calibracién (5.82%) y me
nor al méximo permitido por la OMS (5.0%). Esta disminucién-
del % de CV fue gracias a que en esta segunda calibracién se
manejaron plasmas con mis variedad en el grado de anticoagu-
lacién, ademids de que se tuvo mAs cuidado en la realizacibn-
de eata calibracién.

En la calibracién del lote Z-6 se le determinéd un ISI -
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de 1,66, siendo menor al de la preparacién de referencia --
SIM-E de 1.91, reafirmandose lo dicho a partir de las curvas
de referencia, que este lote era el mds sensible de los lo—-
tes experimentales, siendo también mds sensible gque la de re
ferencia de SIM~E, E1 % de CV fue de 5.5% ligeramente mayor-
al permitido.

Como inicialmente se pensd que el lote Z-2 era muy pare
cido a la referencia de SIM-E, con el mismo ISI, se comprobé
8i existia diferencia estadistica entre el ISI del SIM-E y -
el ISI del Z-2, aplicando t de student. Del cdlculo realiza
do y basAndose en las hipbtesis propuestas (Ho y Ha) no se -
rechaza la hipbdtesis nula (Ho) siendo los ISI iguales y las-
diferencias de ISI entre los dos lotes son debidas al error-
experimental.

Todo lo anterior fue para utilizar con confianza el lo-
te Z-2 en la comparacién clinica. .

En la comparacidén clinica de los diferentes padecimien-
tos se utilizé el lote Z-2 (lote a comparar) con un ISI de -
2,02 y el T-S (lote de referencia) con un ISI de 1.17, y pa-
ra comprobar si existia diferencia estadistica entre las de-
terminaciones de los TP medidos por ambos lotes se utilizé -
la distribucibn ¢,

En la comparacién clinica de Tromboflebitis y Valvulo--
patias, no se rechazé Ho, utiliznado como parémetro de compa
racién el RIN, resultando que no habia diferencia entre el -
RIN, determinado para cada paciente, por las dos tromboplus-
tinas ¥y que las diferencias eran debidas al error experimen-
tal. Este resultado obtenido reafirma el conocimiento que ya
se tiene del RIN que es una escala universal, para pacientes
que estan recibiendo tratamiento con anticoagulantes orales,
siempre y cuando se trabaje con tromboplastinas calibradas -
(valor de ISI asignado).

Si se obtuvieron los resultados de estos pacientes en -
Radio de Protrombina (RP} no hay una homogeneidad entre los-
datos del mismo paciente, pero que al elevar el RP a la ISI-
(RPISI) se obtiene un valor de RIN equivalente para cada pa-
ciente.
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Para tromboplastinas con baja sensibilidad (ISI alto) -
el RP es bajo y para tromboplastinas con alta sensibilidad -
(ISI bajo) el RP es alto, .

En los padecimientos de CHAN e Ictericia Obstructiva, -
se utiliz6é como pardmetro de comparacidén el % de actividad,-
se rechazd Ho por lo que los Z de actividad para cada pacien
te, determinado por las dos tromboplastinas, son diferentes.
Esta diferencia es debida a que afin no se ha encontrado una-
escala universal para reportar el TP de este tipo de pacien-
tes, que no se les administran anticoagulantes orales, sien-
do la forma mAs comin de reportar el TP en tiempo en segun--
dos (con control) o en % de actividad, basado en la curva de
referencia la cual esta sujeta a muchas variantes. Por lo -~
que mientras no se proponga una escala universal para repor-
tar el TP en este tipo de pacientes, se tendrdn que cuidar -
todas aquellas variantes que afecten la realizacidn de la --
curva de referencia,

El TP de los pacientes, gque son atendidos en el HGZ # -
53 (IMSS) los Reyes, con Valvulopatias y Tromboflebitis no -
muestrah un valor éptimo en términos de RIN (basédndose en --
las tablas 5,6,7 y 8), ya que para cada padecimiento existe-~
un rango de anticoagulacidén, siendo en la mayoria de los ca-
sos valores bajos de RIN y algunos elevados, Esto es debido-
a que adn en este hospital no se ha adoptado como escala uni

‘versal el RIN para el control de pacientes anticoaguladon, -
lo cual es muy importante que se adopte para llevar un mejor
control de este tipo de pacientes.

ESTA SIS Ko
_ DERg
SALR DE 14 BIBLIOTECA
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VI. CONCLUSIONES

Se obtuvieron lotes con diferente sensibilidad (2-1 a ~
Z-6), uno de ellos (Z-2) con la misma sensibilidad que’'la --
tromboplastina de referencia (SIM-E) y un lote de mayor sen-
sibilidad (Z2-6), con base en la curva de referencia.

De la calibracién para el lote Z-2 el ISI elegido fue -
el obtenido en la segunda calibracibén, de 2.02 (menor al per
mitido por la OMS < 2.5) con un % de CV aceptable de &4.5% --
{siendo también menor al miximo permitido 5%), pareceris me-
jor si fuera menor a 3%. De los resultados obtenidoa para el
lote Z-2 y haciendo 1la comparacibn bibliogrhfica, se puede -
decir que este lote producido en la ENEP Zaragoza es muy pa-
recido al producto comercial de importacién SIM-E de Organon
Teknika. Esta casa comercial actualmente produce lotes de ma
yor sensibilidaed que el SIM-E (ISI1 = 1.91) como el SIM-E S -
(ISI = 1.1). En la ENEP Zaragoza se produjo el lote Z-6 =---
(ISI = 1.66) que resultd ser mhs sensible que el primero, --
por lo que el objetivo es seguir produciendo lotes con la -~
misma sensibilidad del lote Z-6 y con mayor sensibilidad, pe
ro con un % de CV bajo (<4 3%), que se parezcan a la PIR se--
cundaria.

Como las calibraciones realizadas fueron de manera indi
recta con tromboplastinas de referencia terciarias (comercig
les SIM-E y T-S), el siguiente objetivo es realizr la cali--
bracién de manera directa con la PIR secundaria (RBT/79), pa
ra corroborar los resultados obtenidos.

El resultado de la calibracidn se vio reflejado al mo--
mento de la comparacibn clinica en los padecimientos de Trom
boflebitis y Valvulopatlas (padecimientos donde se adminis--
tran anticoagulantes orales), donde el pardmetro de compara-
cidn fue el RIN (RPISI), resultando el mismo valor de RIN --
por ambas tromboplastinas {(lote Z-2 y T-S) y que las diferen
cias presentadas eran debidas al error experimental (tiempo-
de incubacibn de reactivos, volimenes de plasma y tromboplas
tinas utilizadas, limpieza del material, etc).

En los padecimientos de CHAN e Ictericis Obstructiva,-
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el parédmetro de comparacién utilizado fue el % de actividad,
resultando que los porcentajes obtenidos para cada paciente,
eran diferentes, medidos por las dos tromboplastinas (lote =
Z-2 y T-8).

Con la calibracién de tromboplastinas, el TP de pacien-
tes que reciben anticoagulantes orales deberan reportarse en
RIN, el cual toma en cuenta las diferentes sensibilidades de
las diferentes tromboplastinas a los efectos de los anticoa-
gulantes orales, puesto que proporciona un simple medio de -
obtencién de una medida universal -una que tiene el mismo --
gignificado en todo el mundo- independientemente de la fuen-
te de tromboplastina, facilitando el control de este tipo de
paclientes.

En los padecimientos donde no se administren anticoagu-
lantes orales en Tiempo en segundos (con control), Porcenta-
je de Actividad (con base en la curva de referencia) o en Ra
dio de Protrombina (RP), mientras no se proponga una escala-
universal. N

Por todo lo anterior se puede continuar con la fabrica-
cién de este reactivo, puesto que se determinéd que el ISI de
la tromboplastina es aceptable y que su comportamiento en =-
los diferentes padecimientos (analizados en este trabajo) es
homogéneo, y a corto plazo producir el reactive de acuerdo a
la infraestructura de la ENEP Zaragoza.

Ya que la politica de la escuela es seguir produciendo-
reactivos que sean: de buena calidad, de bajo costo y que -=

puedan competir con el producto importado.
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APENDICE

A, RADIO INTERNACIONAL NORMALIZADO (RIN)

El Radio Internacional Normalizado (RIN) proporciona --
una escala estandarizada para la monitorizacién de los pa
cientes que estin bajo una terapia anticoagulante oral. =~
El RIN es, efectivamente el indice TP obtenido a partir -
de la Preparacién Internacional de Referencia (PIR) de 1la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Eate RIN se calcy
la utilizando el Indice de Sensibilidad Internacional --
(ISI) establecido por el fabricante de cada lote de reac~
tivo de tromboplastina utilizando un instrumento especifi
co.

El cual se calcula de la siguiente forma:
RP = TP del paciente
TP normal (%)
RIN = RPISI
[
RIN = antilog {(ISI log RP)

El RIN también se puede obtener, utilizando el Radio de
Protrombina (RP) y el valor ISI asignado al lote de Reac-
tivo de Tromboplastina empleado en la prueba a partir de-
la tabla de conversién adjunta.
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RADIO DE PROTROMBINA

INDICE DE SENSIBILIDAD TNTERNACIONAL (ISI)

11 1 JJ T4 1S 6 12 e Yo 20 21 2% 230 24 25 26 22 24 29
LN U FTR | 1 10 10 1w 1o w10 10 0 10 10 10 iw 10 10 e
it " 1"t 127 2 12 12 12 12 12 12 13 43 Y 13 13 13 .y
L P 134013 13 13 1 u 14 t4 1% 15 s 14 IE e 16 17 17 02
13 .13 14 14 15 15 tu 1w 16 17 17 18 18 1% 19 20 20 21 v 42
14 1% 15 16 17 17 14 18 1% 20 20 21 22 22 23 24 25 26 2! .7
16- 16 L7 I8 18 19 20 1 2 23 23 24 26 26 28 28 10 31 32 .34
12 4 FB ¥ 20 27 22 23 24 26 T 28 2% 3y 12 34 Ik 3} 39 A
Thoo1s sy 21 27 23 25 26 21 2% 30 3z "34 36 38 40 47 4as a4l as
19 20 21 23 24 20 27 29 31 32 34 136 233 41 41 46 43 62 58 hy
Fu 22 23 2% 26 28 30 32 34 36 3B 41 A& A2 50 53 ST €0 o
21 23 25 26 2 30 32 35 37 40 43 46 49 53 57 - . B
43 -4 26 28 30 33 35 IB 41 44 AT b1 85 53 . -
74 70 ¥ 38 33 36 38 41 43 4B 82 57
2% 27 3n 32 15 3B 41 4% 49 53 57
26 2% 11 34 37 41 a4 ay 51 s
21 30 33 36 40 A3 47 52 %W}
2% 11 1% 33 42 46 51 S6
30 313 36 40 44 49 5S4 €0
1 34 38 a2 4 52 S8

@M a4 4 55

L AT 5 58 .

ad  as R .

1% 51 .

40 83

49 55

51 hE

53 60

5%

w7

L)

Tabla No. 23 Tabdla para la Convercidn del Radio de Protrombina en Radio Inter
nacional Normalizade {RIN). !
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