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1.0 INTRODUCCION

1.1.1 ESTADOS DE HIPERCOAGULABILIDAD.

Se utiliza el termino estada de
hipercoagulabilidac para detintr situvaciunes
eltnicas en las jue e! paclente inusualmente ce
encuentra predlspuestc a tromboemboltsmo o

complicacicnes troemboembdliticas.
La trombosls es e| resultago de una Inaproptada

& {rregular forma de hemostasis,cuando la sangre no
g¢e conserva |liguica dentra detl siste vascular
puede prozucir un trombe tocal,.trcembocis muitiplies
o cwagulacion intravascuiar diseminads
CCIL. (3.4,5,47 . A.guncs procesos asociados a un
estado de hipercoagulabliidad se encuentran:

Embarazo.estado puerperal v postuperatorio,reposc
proliongado en la cama,atercescl!erosis, {nfartoc al
miocardio e insuficlencla cardlaca congestiva,en
cada unc de estos Frocesos, el factor
desencadenante dei trombu pudlera car la estasis o
la lesidn a la pared vascular

Se na otservadce que en paclentes con tendencla a

trombosis tienen valores aitos de factor
Vit (3,14
Los estadics de hipercoaguianilidsd se han

clasificado en primarlos , secundar.os.
1.1.2 ESTADOS DE HIPERCOAGULABILIDAD PRIMARIOS.
&) Leffctencia de Antitrembina 111,
Es una enrermedad hereditarla, tas

manifestaciones clifnicas se {niclan trecuentemente
en la segunda y tercera decada de vida que incluyen

trombosis venosa profunda b eabolismo
pulmonar, raramente trombosis Brterial,en el
tratamientc a largo plaze se utilizan los

anticocagulantes cumarinicos. (4Q
b) Deficiencla de protelna C y protelna S.

La proteinaz C es una protetna vitamina K
dependi{ente,la cual en pacientes con tratamientos
con cumarinicos se encuentra disminuida s
concentracion plasmatica.La deficliencia de proteina
s cursa con tromboslis venoasa frecuente,la
defictencia de ambac protelnas.se ha obser .ada en
alteracl{aones hepaticas vy en CID .(4a4,45,48,49).

Para abreviaturas ver e| anexo 2



ci Coagulacion Intravaacular Diseminada.

La CID es un sindrcme que cubre un amplio
espectro de alteraciones desde &) trombo cclucive
loculi{zado hasta la actlivaclon de todos los
factores de la coagulacien con depbsito de tibrina
a 'Jo largo de la microcirculacion.La €CID se puede
agrupar en cuatro categorias.
l.-Infeccionesg
2.-Liberacion de sustanclas trombaplasticas
3.-Hipetencien,Estasis
4.-Combinacién de las anteriores.

Diversas enfermedades no relacionadas entre si
pueden origlnar CiJ a traves de mecanismes que
conducen & ta sctivaclén de las plaquetas y de ia
coagulacion piasmatizaild,a,5, .

Las menifestaciones elinicas s@ muestran por
transtarnos minimos en tas procesos de
coagulazlan,!a *“enmorragla es c¢omun,la trombosis
clinica es el primer da%.o en algunos pacientes.

La CID puede acompafarse de trombhcflebitis
egpontarea,clanosis, < gangrena de tag
extremlidades, transtorncs en la funcion de wvarlos
organas,alta {ncidencia de insutlciencia
cardiorresplratoria,

El dlagnéstico de laboratorio se basa en las

sigulentes pruebas:

-Camblos menores en pruebas de ccagulacion
-Gelacion con etanci positiva,lndica que existe
tibrina circulante,

~Precipitacion con sulfato de protamina positivo
~Niveles aumentados de productocsa de degradaclon del
fibrinogena

~Dleminucion de 1a concentracion del tibrinogeno
clirculante

-Disminucidn del recuento de plaquetas
~Prolongacion del tiempo de caagulacién can
trombina.

1.1.3 ESTADOS DE HIPERCOAGULABILIDAD SECUNDARIQS

Incluyen un vasto grupo de alteraciones qua se
asocian a un alto riesgo de trombosis.las
atteracionas en |a hemostasia son amplias ¥y
comple jas(S).

a) Neoplasias.

En ias neoplasiaz se ha observado alteracion de
ia coagulacion por incremento de 1los tactores
Vil,Xl y Xi,tromboals,elevacion de 103 productos de
degradacion de (a fibrina,dismlinucion de los
nivaeles de antitrombina 111 y tibrinollsis
acelerada, (6,7)

iR



L) Anormalidades de los vasse asngulness.

En las alteracliones fque pueden ocurrir en  los
azos sanguinens un facteor comir es (A estagis ge!
iuie sanguinec,asi coms dafo al endotelic capitar
ticeracion de sustanclaa tromboplasticas.Esta
accion se ve incrementada par el usc de artefactos
artificlales tales ccmc protesis vasculares las
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cusles promueven traombceabo: (spo en agfversa
patologias que cursan c2n leucocitosis, sa produce
tentifjcacion del tials y crmacian del trombo

blanco ¥y embelizacliorn del mismo. (3,4,7,8).

¢} Anoimalldades piaguetarias.

En procesos en los cusies se encuentran
alteraciones en la calldad cde las piaquetas tales
cono el metabolisce anormali del acido
nraguidonico, perdida de los receptores alta
adrenergicos Y senciti){dad aumentada B las
sustanclas tislologlicamente cestinadas a la
agregacion plajuetaria ariginan tendmenos
tromboticos en la microcircuiacion de predamintio
arterial.

1) Parpura Trombocltopenlca Tromnotica (PTT):

Atecta a los adult rreterentements a mujeres Yy
es posible que sea omo aaznsacuencia del usa  de
anticenseptivos zrales (4,5,60,45).Se caracterica
por tesinn de ia pared vascular por complejus
inmunes, (o8 sintomas se mani{fiestan cumo {iebre
dolor abdomtinal seguida por el desarrollo de
purpara y manitestaciones oifusas del SNC,afecciorn
renal con hematur!a, uremla y anemla hemclitica.

Z)8indrome Hemolitico Urémico (SUH)Y

tecta principalmente a ntAoc, se manifiesta
despues de una {nfeccion dei tracto respiratorio o
de gastroenterftis,con oliguria o anuria,anemia ¥
puUrpurs.

La anemia 3e debe a la destruccion de los
erftrocitos prematuros que al parecer se debe a la
fragmentacitn mecanica dentro de la lu:x deslgual y
en estenusis.esta hemOlisis recibe el nonbre de
hemoclisis angifopatica,el recuento plaquetario es
muy bajo y pueden exlstisr ajteraciones en las

pruebas de coagulacion



1.1.4 ANTICOAGULANTES ORALES

Los anticoagulantes orales son compuestos
organicos con un peso molecular ba jo,posean  una
estructura similar 2 ia vitamine K (18,25,48,43),

Los naAs utiilizados son  del tipo de ia
bishidroxicumarina y ia wartfarina,a diterencia de
la hoparina no tienen etectc in vitro,y su etfacto
in +vivo tiene un pericdo latente de 12-Z4 horas,la
wartarina es la mas utlilzaca por su Suracion y su
acclion predecible.

La vida media ce una dosls de wartarina es de 35
horas, y su concentracion en p:asme ae muestira
@minima con relacién a) efectoc anticoagulante.

Gran cantidesd de la warfarina se acopla a la
albumina plasmatica y solc Is wartarina libre es
terapedticamente &ctiva.

Les  anticoagulantes oralea se utilizan para le
prevenclén y ratamiento de tromposis, trombollisne
veénocso, prevencion dal emboliamo sistemico que puede
causar trombosis Intracardiaca y otros,

£1 mRyor preblema  asccisde al uso de les
anticoagulantes orales es: .

L.-E! nivel Opitma o la Intensidad del efecto
anticoagulante (El nivel qua produce proteccion de
ia trombosis y con un wminino de rlesgo de
hemo:rragia) no puede ser establecido en muchas de

las condlcloneés en las cusled s0n usados(3,18,25)
Las hemorragias debido a las drogas cumarinicans

son una compllicacion comln, UNR de las Causas mas
comunes de la hemorragia fatsl es el sangrado
gastrointeatinal de dicera peptica.

En Jos paclentes que reclben drogas del tipo
cumarinico estd contraindlcado el enpieoc de la
asplirina,ya que la inhibicion de ia {funcion
piaquetaria puede producir cuadros

hemorragicoe!(3,7,16).
1.1.5 MECANISHO DE ACCION
Los anticcagulentes orales del tipo de la

cumarine son antagonigstas de los factores de la
coagulacion vitamina K dependientes en el proceso

pasribogomal en la sintesais hepética, dichos
tactores san: [1,Vil,I¥X ¥y X.

El resultade es ia sintesia biclcgicamente
inactiva pero inmunologicamente detectable de
estas proteinas .La funcién de la vitamina K eq
promover la carboxilaclon de los tactores 11,VIl],I1X

X para (ncrementar la atinidad por el Calclo vy
facilitar de estn forma la interaccion con los

tosfolipldos. 148,45) . Este proceso es nesegario para
Ia realtizacion etfectiva del proceso de coagulacion.



Los antagonistas de la vitamina K {nterfieren en
la interconversion ciciica de la vitamibna K y el
2,3 epoxido (epoxido de Vitamina K),es decir

bloguean la gama carocoxilacion enzimatica ae la
1a protrombina y lcs ractores VI, 1X , X L en ta
cunl de manera normai participa la vitamina ¥,

Por i cual el et=cto anticoagulante de  esta

droga es disminuir la concentracion plasmatics de
dichos ractores.
Como (o muestra ¢l esgquema 1.1 3

Residuos de Residuos de ac.
o, co Carboxiglutamico
ac.Glutamico 2\ ?
[gVAVAVS
4 (VaVaV Ve
CH
2 CH2
CH; QP R S nt-cocu
doon &
o 00K
R
R
GH
VITAMINA K EPOXIDO DE

VITAMINA K
Reductasa de Epoxido de Vita K
ESQUEMA 1.1

E} etecte anticoagulante ocurre a ias 4
horas, debida & la supresiéon dei tactor Vii.La
activided anticoagulante es retrassda por 72-86
horas debido a la vida mecdlia de los factores 11,IX
y X.

Cuande la warfarina es administraga se oOpserva
una prolongacion de! tlempo de protrombinat el
tiempc de protrombira 23 sensible a tres de Jlos
cubtro factores ds ta coaguiaclon vitamina K
dependientes,en consecuencia esta prueba < una
modiff{caclon de I1a misma es o) método de eleccion

para monlitorear ioa efectos de ia drcga en @i
laboratoriod. (16,21,23).

La accifn antitromtotica de egtas drogas no es
max!{ma hasta que los niveles plasmaticoes de ing

tactores !X y X disminuyen signiticativamente.

Por otra parte aun =in ser considerados como
anticocagulantes orales de este tipo, se ha
observado gue la sdministracion de aspirina o de
saltcilato de sodio tienen un efecto Innikitoario
de ia tromoosls en an:matec de experimentacion
asl como una prolongacidon de tiempo de protrombina.

Posibliemente si se usaran an dosis
suflcientemente altas puedan {nhibir |a sintesia de
los factores de fa coagulacitn vitanina ¥
dependlentes (7).
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TABLA 1.1




1.2.1 HEMDSTASIA

La nhemostasia es un sistema de defensa del
organiamo que tiene comc funcion principal prevenir
la sajids de sangre del interior de los vases y
detenar ia hemorragia si ertiste talta de
continuidad en los mismos.La nemostasia se divide
#n custro fages ims cuales son:

1.-Vasocaonstricclon local o componente vascular
2.-Hemostasia primar:a o tormacion del trombo
plagustario.

3.-CoagulactOn sanguinea o formaciébn del trombo
de tibrina.

4.-Flbrinoljgls o disolucidn del coaguio de
fibrina.

Estos mecanismos estan intimamente ligedos

entre si.

1.2.2 VASOCONSTRICCION LOCAL

Al producirse una lesién en !a piel! se produce
uns vasoconstriccion raplda segulds de una
releajaclon, la vasoconstricclén es originada por in
estimulacion Jdirecta de los mnervios simpaticas
locatizadas en ls pared de los vasos,en geguida,
tiene lugar ta vasoconstriccion por estimuinc!ion
quimica debldo s sustencias vmsoactivas como la

serotonina, |lberads pur las piaguetas asi como por
ia sintesis de prostaglandines en la plaqueta como
el tromboxano A-2,paralelo a esto en endotello
vascular sintetlza prostecicliina (P312) ia cual es
fuertemente vasodilatadora.(a0,50,51).

1.2.3 FORHMACION DEL TROMBO PLAQUETARIO

La agregacion plagquetarisa es una respuesta
rapida,en la cus; se pueden distinguir fos
sigufentes procesos:
a’Adhecion a 13 pared vascular
biCambio de torma y contraccion de lag plaguetas
ciSecrecidn del contenido de los granulos
diAgregacidn de las plaquetas
e)Agrezacion irreversible o establilzacion por la
fibrina,

a)La adnecion plaquetaria

La adheci@Gn de ias piaquetas a la pared vascular
e debida a que eatd al ser lesionada de ja al
descublierto el téjido conjuntivo subendotelial.que
esta constituldo por colagenoa,produciendo la
adhecion para la cual es nesesario que el colagenoc
88 encuentre polimerizado,otro fector nesesario as
el factor VI, la adhecion no requiere metabolismo



energetico,ni presencta de fones calclo.t1,43,50,51)

brCambicz de torma 'y contraccion de tas
plaguetas,

Ls agnecion de ias plaquetss origina uira serie
de CumDICS, £3tAs pierden su forms discolidea ¥
adquleren torma eaferica con prolongacion -]
emicion de pseudopooss al mismo tienpo se reallizan
ios slgulenties eventos:

Contracclon y reiejacion de tas
plaguezag,sintes!is de prostagiandinas.

¢? Secrecién del cantenido de ios granulos.

La cantraccion de las plagquetas por estimulacton
del colageno mantiene a los granulos &n el centro vy
ai producirse la relajaclon, tiena Jugar ta
expulsion del contenido de estos aj exterior
fiberendo wvarlas susatancims entre Ias cuales se
encuentran.

1*Cuerpos densos Je los que se [lberan ACF -y
serotonina

Z3Fibrinogenc, tactor 4 plaquetario (Tlene
actividad oe antiheparinal,

J)Beta-trombogiobulina

4)Factor mitogenico.

Silisosomas qurr literan diversas enzimas.

d} Agregacion de las plaguetas,

Todos los camblos nscurridos en las plaquetas por
estimulacion oe su membrana tavorecen 1a union de
unas con otrads para formar agregados, siendc
nesesbrios los slgulentiss tactores:

i.-Presencia de lones caicio

2.,-Fibrirogens extracelular

3.-las glucoproteinas lib y 111 tienen que
estar presentes en las membranas de las plaquetas
(permiten la interaccion de las plaquetas entre a1
los agregados piaguetarios forman un trambo
inestable, pero afi tiene lugar la formacion de
tibrina entre estos agregaacs,las plaquetas quedan
atrapadas entre las redes originande la tormacidan
de un trombo mas  estable, Ia agregacion es
{rreversible.«1,6,16,43,50,51}



1.2,4 COAGULACION. SANGUINEA

Tiene como finalidad la tormacion de tibrina
inscluble a partis de ftibrinogenc soiuble.

Las redes de fibrina constituyen la trama
fundamentai del coaguio.E! mecanismo por el cual se
tourma la fibrina constituye 2l sistema de ia
coagulacion, medlante al cuali se produce la
activaclon de protelnas plasmaticas liamadas
factores de la coagulacion, interviniendo <n 2stas
reacciones otros compunentes tales cama
cofactores b4 coanzimas que catailzan las
reacciones.

La tabia 2.1 muestra lag caracterlsticas de los

tactores de la comguiaclon.

Las coagulacien sanguineax se ha dividido en Jdos
vias, una 1lamada via intrinseca y otra via
extrinseca. (1,2,£,40,42,47,50,51,

La cascada enzimatica ce estas vias se {ndican en
los esquemas l.1 »y Z,2 respectivamente.



VIDA PRODUCTO i
FACTOR| SINONIMO  |MEDIA ELASIFICACION - riuo PESO CONCENTRACION
MOLECULAR EN PLASMA
330,000 '
1 FIBRINOGENG 90 Hr ! -Globulina Fibrina a 340,000 : 1.5-3.5 g 1
. !
11 PROTROMBINA] 65 Hr | -Globulina Trombina 72,000 ' 0.1-0.2°g )
F-HISTICO y
111 F.TISULAR
TROMBOPLAS-| --- FOSFOLIPIOO | _  ==--= 200,000 el
TINA.
v CALCIO p om - Mineral = | se-eee- 40.08 g mol 5-20 mg:d} 5
v PROACELE- : ?
12-25 _ Acelerina 300,000 2} ceemce——ea- K
RINA, Hr. Globulina va i ‘
vii® | PROCONVER- | . _ ) Convertina i :
TINA 5-7 He | _titooulina ia 45,000 ] 6.0005-0.002 g 1
vity | g.antTinemo-{ 10-12 : 6
FILICO A He Glucoproteing VIEEF‘“. “ﬂj.lxlo 0.005-0.01 g 1
x* F.ANTLIIEMO- .
FILICO B 25 Hr glucoproteind 1%a 57,000 ; 0.01-0.02 g 1
g
X F.STUART- _ _

S AONER 40 Hr Globulina xa 64,000 0.01-0.02 g 1
x1 F.ROSENTHAL] 50 Hr -Globulina xia 160,000 | emecw—mmeee- :
xI1 F.HAGEMAN 50 Hr -Globulina x1la 75,000 )
X111 | ESTARILY «

ZADOR 120 Hj -Globulina x1r1a 320,000 | mmmeemceee—-

* Factores Vitamina K dependientes

{1,40,50,51)
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Ia soluble .
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Ta insoluble
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ESQUEMA 2.1 e o {1,40,50,51)
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CASCADA DE LA COAGULACION:VIA EXTRINSECA -

VI

e3¢ r1r4FL

2

vila~II11-Ca2=FL

Iafua}ublei,'

i Ia?insoiuble

(1,40,50,5L)
ESQUEMA 2.2
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1.2.7 FIBRINOLISIS

La tibri{nolisis eg el proceso dJde degradacion
enzimatica del coasgulo de fikrina.

El mecanismoc de fibrinoiisis esta dacdo por e}
gsistema plasminogenc-plasmina.el plasminageny es
transtormado en plamina por accion proteolitica.los
activadores histicos del plamincogeno existin en

casi todos 1¢s teéjidos,excepto en glacenta [
higado.

La ptasmina es la tcrma activa del plasminogénc
1a cun! hidroliza tos enlaces argintl-

lisina, presenta gran afinidad por la ribrina pero
no es especi{fica.(1,3,6,40,47,50,51



1.3.1 TROMBOPLASTINAS.

Trombopliastina es cualquier extracto tisular que
tiene !a propiedad de acelerar !a activacion de ia
coagulacion sanguilnea por |la via extrinseca,
Dependiendo de la cosposicton de ta preparacion,ias
tromboplastinas 5 pueden clastiticar
como:Trombopiastina simpte: la cual es una
suspencion sallna o buftaer del extracta tisular,
Tromboplatina combinada,es una suspencion del
extracto tisular en salina o buttar con una
concentracion aproplada de fibrinogeno.Factor V y
cloruro de calecto. (9,13),

Por otra parte e! monitoreo de los paclentes que

reciben terapia con anticoagulantes orales se
reallza principalmente con el tiempo de
protrombina (TP) ,e! resultsdo de esta pruebs de

labeoratorio se puede reportar de varias formaa:

L.-Tlempo de aparicion del coaguto en segundos.

2.-Coclente de tiempo de protrombina (RPJutilizando
@ sigulente formuia:RP= TPpaci{ente/tPNormal:

3.- En porcentaj)e de actividad (Usanda Curvas da

dltucién salina del plasma con un pool de plasmas}.

4.-~Indlce de protrombina:

Indicect(Tp normal/Tp paclente)*100.

Sin empbargo pese a reportar el regul tado de
dlverasas formas no se¢ ha establecide el rango
terapeitlico de estos paclentes utilizande ios
resultados snterjores.

Se observd que otro factor que influia era fa
tromboplastina utilizada para la realizacion de Ia
prueba de TP, las trombopliastinas pueden sar de
diferente origen (de mono,conejo.hombre y aun de
diferentes organostcerebro,placenta), tado esto
conduce a Ia variabilidad de resultados en ia
realizacion del TP,

La necasidad de aceptar un método estandarlzado

en e! reporte de TP ha sido reconccida por largo
tiempo (13,17,18,26,27,29,30).
En 1977 el Comite de Expertos en Estandarizacion
de Biologlcos de ta 0.H.S. designo a una
tromboplastina de -~ origen humano coma una
preparacion de referencis internaclonal(PIR €7/40),
Con la finalidad de wutilizar dicho material
biolégico en ia calibraciéon de otras
tromboplastinas,.(9,13,21,27,30,32).

E! método de cal!llbraci6n aceptado fue el de
Biggs y Denson,este mé&todo se baso en observaciones
enpiricas de cuadros clinlcos de paclentes,usando
dos tromboplastinas diferentes que conformaban una
linea recta ,graficando el coclente de protrombina
de ambas ,colocando los resultados de 1a
tromboplastina de referencia en las absisas y los
resultados de la otra tromboplastina en el eje da
las ordenadas denotando el origen en el punto (1,1)
y no en cero debido a ta reimcion de graflcar
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coctlentes de protrombinas.,obtenifendose de esta
manera coamo wunica variable ia pendiente b de la
recta,cons{derandose como constante,obtenida de ia
ecuaclion.
¥-1sb(X-1) P T

Donde X y Y s6n los valores de los cocifentes de
protrombina en @l eje vertical y horizantal
respectivamente.La 0O.M.S designo a !a pendiente b
como constante de calibracién {nternacional cely
de la tromboplastina reprecentada en el ele
vertica!l {tromboplastina de trabajo),de esta
manera !ta ‘tromboplastina del eje vertical es la
PIR.La CC! para la PIR 67/40 fue definida con un
valor de 1.0,
Por lo que cualquier trombcplastina puede ser
calibrada asignadole un valar de la CCi.Cualquler
coclente de TF se puade convertir por wmodificacioén

de (a3 ecuacion 1: X=(Y-1)/b <1 freeres 2
donde:CCli=b,¥=Caclente de protrombi{na,con ta
ecuacidn 2 el valor de X se obtiene de estos datos
y 8e |le degigno como Coclente Internacional de
calibracion (CiCy.

Debido a que la PIR no era suficiente para
calibrar directamente todas !las tromboplastinas te
requirio ta caltibracion dea preparaciones ce
referencla secundaria las cuales padian ser
utilizadas en lugar de ta PIR primaria para
callbrar preparaciones de trabajo (WRP).La
determlnacion de s CC! de ia preparaciaén de

trabajo en terminos de la PIR secunderi{a ge calcula
por la ecuacién 3.

CCltw) = CCl(3) b PP | (9,13).
CCltwi=Constante de cali{bracién Internacicnal de la
preparacian de trabajo.

b(ws)=fFendlente obtenida de ia preparacion de
trabajo.

Clltar=Conmtante de Callbracion Internacional de la
preparacion Secundaria.

Este modelo provoco confusiones Yy errorey
astadisticos por tener los sfgulentes problemas:
1.-Es practico,pero no es validoe en todas los
casos,

2. -Hay discrapancias cuando se comparan
tromboplastinas de difarente
sensibilidad,obteniendose cen ello una ccl

di{ferente de 1.0,por lo que es {mprobable la
relaci®Gn entre jos dog grupos de cocientes de TP
que no pasan por el punto t(1,1}),originando una rels
cion curva.
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1.3.2 NUEVA TERMINOLOGIA E [NVERSION DE LA
RELACION DE CALIBRACION

E! metodo de calibraclon ge Blzgs v Dernzon fue
revisado y modificado en la torma de rtrazar las
graficas en lugar de representar ccclientes de
protrombina se trazan 10s resultados de TF sabre
escalas logaritmicas. Se sugirio la invercitn de la
calibracion,esto es representar la PIR sobre el ele
vertical y la tromboplastina de trabatoc (WRP) sobre
el ele horizontal y para evitar contusliones de

esquema modiftcados se adopro una nueva
terminologla la cua! es:

La CC! (Es decir la pendlente b se llama 1s1 y
denots ahora la pendiente C de 13 recta de
callbraclén en un dlagrama de logaritmss de TP

donde la PIR es representada sobre el eje vertical
ISI=lndice de Sensibilidad internacional

El Rango Internaciona! Normaltzado (RIN. se utlliza
para denotar el ccclente de protrombina elevacde a
ta 1Sl.,usilizandc ia formuia:

ISt
RIN=RP €13,14,15,17,1:8;

1.3.3 CALIBRACION DE UNA TROHBODPLASTINA DE TRABAJQ

Una trombopliastina de trabajo (WRF) es caltbrada
de 1a siguiente forma:La WRP se calitra con wuna
cantidad suficlente de PIR similar.La calibracién
congiste en realizar el Tiempo de Frotrombina por
el Métoda de Quick a 20 plasmas de donadores sanos
y 60 de paclientes que reciben terapia con
anticoagulantes oraies por lo menos sels semanas vy
que ademas Se encuentran estabiiizadosi Un paclente
es estabilizado cuando el TP de dos muestras da
plasmas de el mismo,obtenidas en no mas de 14 diasg
no ditieren por mas del 20% en terminos de RIN!.
Los laboratorios gque cuentan con un namero limfitadoe
de paclentes toman las muestras Independlientemente
de los niveles de anticobpgulaciOn.pero eliglendo
muestras diferentes para trabajarlas,
(9,12,17,18,2%,27,30,32).

La calibraclan se realiza en dlez dias
de trabajo,etectuando occho mnuestras al dfa,la
secuencia de )las pruebas es [ndi{zada de acuerdo al
esquema 3.1 con numero romanos.
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Muestra 1RP WRP

Normal 1 4 {1
Pmciente 1 (B8] v
Paciente 2 v Vi
Puciente 3 Vil vitl
Paciente 4 1% X
Paciente 5 X1 X111
Paclente 6 X1t - X
Normat 2 Xv Xv1

ESQUENMA 3.1

Las precauciones que se deben tomar en cuenta
so6n principa.mente: En la obtencion de la auestra
evitar la contaminacion con fluidos tisulares y la
hemolisis.LLa PIR de trombopiastina debe ser ia
aprop/ada y ia ampolleta Zdebe de reconstitulrse de
acuerdo a las especificacicones de |a misma ,no se
deben de wusat 105 reconstituidos despues de 2
hoeras.

En la cailbracion de wuna trombopiastina de
trabajo las determinaciones simples sOr preferibles
2 Ias Jdeterpinaciones por duplicade,debldo a que es

importante minimizar la duracion total del
precedimiento. los resultadcs sOn graficados en una
escaia fogaritmica donde el TP de ia 1RF  se

representa en el eje de las ordenadas y el TP e la
WRP se represents en la absisas.
Como se observa en la gratica 3.1 de calibracion.

Linea de Calibracidn
el IST se define camo la
pendiente de esta recta.

TP DE IRP

GRAFICA 3.1 TP DE WRP (8,132

La callbracion de una tromboplastina de trabajo
es mds precisa cuando las comparaciones s4On hechas
entre preparaciones similares de ia misma esgpecle,.

La 1impreclision estadistica del IS1 de Ila WRP
esta compuesta no solo por ia variacion estadistica
en }a callbracién y obtencléan de la pendiente C,si
no tamblen en el error de ia calibraciéon de la
preparacién de referencis (PIR).
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TP DE _IRP (SEG)

1.3.4 DESGLOCE ESTADISTICO

El 151 de la tromuLuplastina de trabatlo es
obten{do por la pendiente C de las das
tromboplastinas ugando una escalsa logarirmi{ca en
ambos ejes,se utiliza el método de la regresf{on
ortogonal, por esgte netodc los puntos se ajustan
come la suma del cuadrado de sus deaviaciones en
torma perpendicular a la tecta de ajuste
Binim!zando de esta manera la distancta que los
fepara a dicha recta.Sf{ se compara con una
regresion ltneal ordinaria en la cual las puntos
dispersas se ajustan como !a suma de! cusdrado de
sug desviacliones en forma vertical a !a recta de
ajuste,como 1o demuestran las graficas 3.2 y 3.3 .

EJE Y

TP DE WRP (SEG
GRAFICA 3.2 ! GR%E%éA 3.3

Las formulas empleadas para caicular el [S1 de
la tromboplastina de trabajo de acuerdo al wmétodo
de la regresion ortogonal son:

CCIRP,WRP) =m+ (n2+ 1) 472
isT 2 = 2
donde m ==(LTP -LP7 )¢~ (LPTypp-LPTygp)
ZZ(LPTIRP'EHmP”LPTuRP'UF’URP’
LPT|gp=Logaritmo del Tiempo de protrombina

individual utilifzando la preparacion de referencla
internacional.

LPT gp> Hed!a de los laogaritmos de los tiempos de
protrombina individuales usando la preparacién de
referencia {nternacional.

LPTyRrp* Logaritmo de! tiempo dJde protrombina
individual usando la preparacién de referencia de
trabajo.

LPTyrp= Media de los logari{tmos de Jos tiempos de
protrombina {ndividusales ugando la preparactiéon de
referencia de trabajo.
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El indice de Sens:bilidad internacicnal de Ia
tromboplastina de trabajo (WVRF) se calcula de . la
siguiente forma:

ISIPypp=15! |gp*C(Rrp. wRP

El errcor estandar (S.E.)de el [Slygp se calcula
de ia sigulente forma :

SEt1SIygp) = 1SI [Rp* SE(C | pp, WRP!

Dande :
SE(Cyge. urp? < (L01+C? ) mueveravey P2
au®
Donde : = Es el nimero total de plasmas

n
C = Cirp,wRP — —

U = (LPTypp-LPTyRp) (LPTyRp-LPTyRrp?/n
v

~(% (LPT | gp-LPT ppI 2-C  (LPT gp-LPT(gp)
(LPTypp-LPTygpl}/7tn - 22,
El coericiente de variacion del 151 de Ia
tromboplastina de trabajo se calcula:

CV(ISIygp' = 100 % SECISIygp!/1SIyRp
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Tabla No.3 2 Rangol lerlpnazlcos #n un cantco da
trombosis. en. 1%85‘ . et

,Pldaclutcntq ) e "v g RIN

’ 'ludln'f'

‘Prevencion primaria de trombosis
venosa {(pre y posacperatoriol

Prevencion secuandar!ia de
tromtosis venosa

Trombosis venosa activa y .
enbolidmo pulmonar <60 aRos

Pravenclon de tromboambolfisma
arteriat,incluysndo valvulas
cardiacas artifictales >60 afos 4.0 3.5-5

Trombos!ls arterial (coronarias)
148,27, 28, 31, 32)

Estos rangos son dados en funcion del clesgo
relativo de las complicaclones debidas & sangrado
y/0 & complicaciones de 1la trombosis miama (myy
peligross por elsmplo an tromboslis cerebral,o
cardi{aca,alentras que de bajo riesgo relativae par
ajeaplo en trombosis de extremidades interifores y/o
superiores.

tas limltantes masx grandes del RIN son segun
algunos sutores @

a)1Que existe una vartaclsn entre los laboratorlos
de la forma de observar el punto  final de la
prueba (con metcdos manudles y auvtomatizados)?.

bl Que trcmboplastinas de 15! supericres de 1.a
originan mas {mpreclsion en el reporte del RIN.

e) Que ia calibracion de las trombopisastinas de
trabajo se realice con tromboplastinas de
referencia del mismo™origen. (18,20,25%)

Muchos laboratorios no usan e} RIN como medida
dei reporte del TP de pacientes con terapia de
anticosgulantes crales, parque fnvolucra un caleulo
matematico con potencias declimales,por 1o que
varics Jaboratorios incluven en sus reactivos
nomogramas o tablas de conversién directa en la que
busca de acuerdo al coclente de protrombins vy al
ist especlitico de! lote de la trombopiastina
utllizada opara llevar a cabs l!a prueba,el RIN aes
obtergdp de forma directa, lo anterlor se muestra
en la tablia 3.3 y la gratica 3.4 » continuaclon
. 017,26,30,32),
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RANGO INTERNACIONAL NORMALI1ZADO

En 1883 1la Organizacion Mundial de la Salud
pablico las recomendaciones para normalizaclon del

cantrol de pacientes con terapia de
anticoagulantes orales dal tiempc de
protrombine,.Ei denominador comun es el indice de
senciblllidad internacional (SR de una
trombopliastina, cbtentdo por la medida de ta
calibrac{én de la tromboplastina,usando como
referencia wuna tromboplastina Iinternacional de
raferencifa.ast mismo tiempo despues 3se crearon
tromboplastinas de reterencla gsecundarias para
caljbrar con ellas lasg tromboplastinas de

trabajo, (8,27,28,30)
Como se observa en la tabla No.3.1 a continuacien

era

1 IRP (67/40)

tPs 1722

2® [RP (BCT/253)

o N

IRPs 2 DBT/79 RBT/79 RBTI?Q DBn/79 BCT/OQQ
Prep-racianea naciannles Tronbnplastinas de reterencia
de referenctia

Tromboplastinas de trabajo
Tabla 3.1
Con eate indice (el 1S1) se puede calcular otra
que es el Rango Internacfonal Normallzado (RIN)

utijizando el coclente de protrombina (el cual se
discutiea arriba).Este indice fue adoptado por la
0OMS como medida estandar del TP para el control de
ia terapfa con anticcagulantes del tipo de 1Ia
warfarina,

Aigunos autores catablecen que deben fljarse
limites estrechos de RIN parta padecimientos
especi{ficos,esto se muestra en la tabla No.3.2 .,



COCIENTE DE PROTROMBINA DFL HEACTIVO.LOCAL '~

" GRAFICA 1.4

EJEMPLO:

Coclente de Protrombina 2.
ISI del Reactivo 2,6 s

RIN {de Nomograma)=6,0 '

o " "

AN

=t 1

t

1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2 2.4

INDICE DE SENSIBILIDAD INTERNACIONAL (IS1)
2 .

2.6 . 2.8 3.0
117}
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2. FUNDAHENTO DE LA ELECCION DEL TEMA

En ta ENEP 2aragcxa cse han reatllzado con
anterioridad (nvestigaclones sobre !a produccion
de tromboplastina tisuisr llotlilzans de cerebro de
cane jo.

Se ha elegido este tema de tesls para productr Y
evaluar ei control de calidad de dicho producto con
la finalidad de contar con un reastivo que se
obtenga de acuerdo a la infrmestructura de la ENET
Zaragozs Yy que a: ser probado »e resultados
confiables para que pueda ser utilizado en el
desarrollc de praczticas docentes de la carrera de
QFB y para e serviclo comunjtario en ias elirizas
suitidicipiinarias de esta institucién y ast evitar
de compre este reactivo,que aparte de terer un alio
costo es un reactivo de Importacion con iogros de
crear la tecnoliogia para su fabricacion naclonal.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cada la dificuttad actual de adgulrir reactivas

blologicos para la realizaclon de ias practiicas
docentes en 'a UNAM y de ia carrera de QFE de ta
ENEP Zaragoza se elabora @ste proyecto en el cuali
se realizara la estandarizacion de jas tecnicas de
obtencien asi como la adaptacién Jde tas
especificaciones establecidas por la OMS para el
control de calidad de tiomboplastinage comerciales

con la ¢inalidad de ueario en tcrma rutinaris en
las c¢liinicas multidicipiinarias y en prazticzas
docentes.

De ta! forms que dicho producto de resultados
comparables con los reactivos comerciales.
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4. OBJETIVOS

-  Hontar una técnics estandarizada de obtenciébn vy
ljofilizaclon de 1lotes para l!a producclon de
tromboplastina de cerebro de coneljo.

- Reafizar el control de calidad de ia
tromboplastina tisular liofi{iizada de cerebro . de
conejo en referencla a tas especlificaciones de
contenido de hemoglobina, contro! microbiolidgico y

calibracibn

- - Evaluar la actividad det tiempo de protrombina
en plasmas de paclientes con dimgnéstico de Cirrosis
Hepatica Alcholica Nutricional (CHANY,

- Calculo del Rango Internaclional Normelizado (RIN)
en pacientes con tratamiento de anticoaguiantes
orales.
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5. HIPOTESIS

£l producto terminado cumplira con las
especificaciones del contro! de calidad lo cual se
retlejara en la evalucién del tiempo de pretrombina
dando resultados comparables o semejantes al
reactivo comercial utilizado como estandar.
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~ Plasma humano fresco
- Cerebros de conejo de 24-48 horas post-morten,

EQUIPO :

Liofllizadora Labconce GCA.

- Bafic metabGlico Presicion scintific
- Homogenizador de tejidos s/m

- Balanza anal{tice Metller HEO

- Refrigerador Phillips

- Estufa HDP Mod 2334

- Centrifuga Sol-Bat

- Cronometro s/m

- Vortex GENLE

- Engergoladcocra ce visies S/M

-~ Parrtila eléctrica THERMCLYNE

- Equipo de destilacian PYREX

- Microscopio ZEISS

- Autoclave

- Bombae de vacio Felil Welch Mod. 1410

MATERIAL GENERAL :

- Tijeras

- Papel flitro

- Mortero coun pistitio

- Desecador

- Pipetas graduadas

- Vasos de preclpitade

- Pilpetas gradusdas de 0.2 ml,1,0 @1,5.,0 ml y 10 ml.
- Espatula

- Ligadura i
Jeringas de 5 m) estériles S
Pipetas pasteur R
Tapones de aluyminio paxn engarﬂallr
- Gradillas

Algaodon

Termometra

- Asa bacteriologica

- Embudao de vidrio

- Frascos viales

- Tubos de ensaye

- Cajaz de petri

- Etlquetas

- Mechero de Bunsens

-~ Frascos gotero

- Matraces afarados

B

0

REACTIVOS :
- Cloruro de sodio T =
- Cloruro de calcio
- Etanol
- Acetona
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“REACTIVOS 1

- Clorurc de sodio

= Cloruro de calcla

- Etanol

- Acetons

- Medios de cultivo: EMB, ASC 5%, Sal-manito!l,PDA,

SOLUCIONES :

- Soluelén salina {soténlca

- Solucion de citrato de sodic 0.0109 M

- Scluclién de cleruro de caiclo 0.02 M

- Mezcla trigorifics (hielo seco-acetona)

HMETODOLOGIA :=.

1 : EXTRACION DE LA TROMBOPLASTINA DE CEREBRO DE
CONEJO COUN ACETONA.

1.~ Obtencion de !as cabezas de conejc de no mas de
24 horas postmortem

2.- Abrir las cabezss y extraer el cerebro,
3.-Enjuagar las cerebros para eliminar ta mayor
cantidad de sangre.

4.~ Ellminar las meninges y vasos capilares coan
ayuda de sgujas de diseccion.

5.- Pesar los ceret:cs

8.~ Depositar los cerebros en un mortero y
adicionar acetona,macerar con et pistito.

7.- Eliminar la acetons por decantaclon y adiclonar

mas disolvente.

8.- Repetir los pasos anteriores hasta la obtencién
de hcoiuelas.

9.- Colocar las hojuelas en un vaso de praclipltados
Y adicionar acetona hasta cubrilas,colocar el vaso
en el homogenizador de tejidos durante un minuto vy
decantar ja acetcna.

$0.- Depositar los residuos gplidos sobre papel
tiitro y dejar secar por 30 minutos (hasta que no
se perciba aroma de acetons).

11.,- E! polvo obtenido se guarda en papel filtro
dentro de una cajs de petrl y a 4,C.

11 : OBTENCION DEL EXTRACTO Liquipa DE
TROMBOPLASTINA POR EXTRACCION SALINA.
1.~ Pesar 0.5 g de poivo y depositarios en 10 @l
de splucién salina {sotonlca agltando por 3
minutos.
2.- Colocar el tubo en bafo metabolico a 374C por
una hora agitando csda 5 minutos durante un minuto
en el bortex.
3.~ Dejar sedimentar pcr 30 minutos,.
4.- Separar el sobrenadante con plipeta pasteur Y
guardarlo en refrigeracion
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!Ii 1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL EXTRACTO
LIQUIDO HEDIANTE EL TIENPO DE PROTROMBINA POR EL
HETODO DE QUICK

.- Obtencitn de la muestra de plasma ciiratado

1.1.- Extraer 5 mi de sangre con Jeringa
desechable.

1.2-, Colocar 4.5 mt de sangre en un tubo que
contenga 0.5 ml de citrato de sodio 0.0109 M.
1.3.- Agitando auavemente para que 3e mezcle.
1.4.- Centritugar a 2000 rpm durante 10 minutoes.
.- Tiempo de pratrombina por el método de Quick.,

2

2.1.- Freparar el bafo metabalico a 27,C.

2.2.- Caicitlcar ia tromboplastina iiquida
adicionandos un volumen Jgual de clcrure de calclo
0.02 My agitar lea mezcla,

2.3.-lncubar la tromboplastina preparada por 15
ninutos.

2.4.- Medlir 0.1 ml de plaspa e incubarlo por 2
minutos,

2.5.- Hedir 0.2 m)! de troboplastina y adicionarla
al plasma acec{onando en ese {instante el
cronométro,agitar por B segundos dantro dal
bafc,sacar e! tubo e {napeccionar la aparicion de
los primeros hilos de tibrina,deteniendo al
cronométro en ase inastante.

IV : LIOFILIZACION DEL EXTRACTO LIQUIDO EN
FRASCOS5 VIALES

1.- A cada 10 m! del extracto liquido adiclionar
Q.1 g de leche descremads en polvo,agitando con el
vottex para que ge disuelva.

2.- Colocar 1.0 m! fde la soluclon en ftrascos vinles
ambar de 10 ml.

3.-Tapar ios viales con el adaptador e
introducirlos en la mezcla frigoritica de hiele
seco-acetona (1:3),girar rapidamente el vial para
formar una moppcapa fina y uniforme por toda iR
pared del frasco.

4.-Quitar rapldamente el adaptador y colocar el
frasco en una de las entradas de la licfliizadora.
S.- Liofilizar por una hora y media.

8.- Una vez terminado el proceso retirar los
frascos de las entradas de 1a ljofilizadora vy
engargolarlos.

7.- tdentificar cada uno de ios frascos
viales,indlicando:lote, fecha de fabricacion, praducto
y cantidad de golvente con la que sera rehidratado.
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V : EVALUACION DEL PRODUCTO LI1OFIL1ZADO MEDIANTE EL
TIEMPO DE PROTROMBINA POR EL METODO DE QUICK.

l.- Hidratar cada vial con la cant:3al de scivente
indicada en la etiqueta,aviclonsr el m.smc velumen
de la soiuciOn de clorury de calcio G.22 M,

2.- Reallzar el tiempo ce Lrotromtina (TPs por el
aetcdo de Juich.

Vi r CURVAS DE ACTIVIDAD DE LA TROMBOBLASTINA
LIQFILIZADA.

1.- Hidratar los viales de trombopiastina con un
ml.de sagua dest!lade esteril oy con  un mi. de
solucién de cloruro de caiclo C.OZ M.

2.~ Hacer un pon! de pla:mas fresccs 2on cltrato de
sodio c¢omo anticoaguiante,obtenido de 5 donadores
$anos.

3.- Realizar diluciones de acuerdo al siguferte
cuadro

Diluclion del plasma Porcentaje de actividad
No diluido 100

144 50

1+3 25

1+7 12,5

149 10
4,- Las diluciones se realizan Gon salucicén satina
i{sotanlica preparando la dilucion {nmediatamente

antes de utllizarse para |la prueba de TP.
5.- Realizar el TP de cada d{lucibn cinco veces,

VIl : CALIBRACION DE LA TROMBOPLASTINA POR EL
METODO DE BIGGS Y DENSON.

1.~ Obtener BO muestras de piasma citratado,de los
cuales 2G s6n de individucs sanos y 60 s6n de
paclientes que reciben terapia con anticoaguiantes
orales.

2.- La calibracion se realiza en diez dias de
trabajo,efectuanaco ocho pruebas al dia, de acuerdo
al siguiente esquema de trabajo.

Tromboplastina Tromboplaustina

de referencia de trabajo
Normal 1 1 2
Paclente 1§ 2 a
paciente 2 S [
Paciente 3 7 -3
Pactente 4 -] 10
Paci{ents 5 111 12
Paciante 6 13 14
Normal 2 15 16
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2,- ‘La mlsma persona dete de realizar tos tiempos
de protrombina durante todc el esquema ce
csltibtracion.

Vi t EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
TROMBOPLASTINA LIOFILIZADA EN PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE CHAN.

1.- Obtener 25 muestras de plassas citratado de
pacientes can c{rrosis hepatico-ajcehollzas
nutricinai .

2,- Reatizar el TP a cada muestra wutilizandoc una
tromtupiastina comerciai de referencla k3 la
tromtoplastina tiztilizada.

I1X : CONTROL HMICROBIOLOGICO .

l.--Rehidratar tres viales de c3da icte c:n un ml,
de agua destilada esteril zads unco.
2.~ Mezclar ios tres viajes en condlci:ines de

ester!ilidad .

3.~ Tamar una asaza de cada lote vy sembrar poar
estrls de atslamiente en cada uno de los siguientes
medios Agar sal-Manitol,Agar EMB, y agar PDA.

4,- lncubar las cajas de gsal-Manitol y EMB a 37°C v
e! agar PDA a 15 C por 24 o 48 horas.idescartar |a
caja de PDA solo en el caso de que no  haya
crecimlientoc aparente al cabec de una semarna)

5.~ En caso de gue exista crecimientc en loc medios
de cultivo,debera hacarse la identificactén del
microorganismo.

X : DETERHINACION DE HEMOGLOBINA
1 : PREPARACION DE LA COLUHNA :
1.1, -Pesar la cantidad nesesaria de gel Sephadex
G-100.

1.2.-Hidratar en solucton de PBS pH 7.2 durante BO
horas a temperatura amblente

1.3.-Dearear Ia suspens{édn con ayuda de la  bomba
de vacio para eliminar burbujas.
t.4.-Empaquetar 1a columna,evitands la farmaclion

de burbujas.
1.5.-Permit{r que la c¢olumna ge empaquate del
todo eluyvendola con PBS pH 7.2 por unas 24 horas.

CALIBRACION DE LA COLUNNA
1.-DETERMINACION DEL VOLUMEN DE EXCLUSION.
1.-Colocar 1.0 m! de Azul de Dextran a! 0.1 % con

ayuda de una plpeta Pasteur en la superficle de In
columna.



t.2,«Elulr ia muestra con PBS pri 2.2

1.3.-Colocar _un tube greduado y ra2colectar  al
voiumen hasta que salga 'a primera gate de
colarante(volumen de exsiusiony.

1.4,~ Cambiar el tubc » recclectar hasta ia ultima
gota de colorante.

I1: CALIBRACION CON ALBUMINA HUMANA
2.1.- Colocar 1 ml de aibumina al O.i% preparada

en PBS a pH 7.2 en la superticle de ia calumna.
2.2.- Elulr !a muestra ccn PBS pH 7.2 .,

2.3.~ Colectar fos eluatos con  ayuda de un
colector de tracciones.
2:.4,- Efectuar las lecturas de las fracclanes al

especrrofotoretro & una longitud de onc¢s de 280
nm.(regién de abscreion de protelnas).

111: CALIBRACION CON ALBUMINA DE HUEVD

IV : CALIBRACION CON INKHIBIDOR DE TRIPSINA
a.1.- Proceder como en ei paso (!

V : PREPARACION DE LA MUESTRA DE HEMOGLOBIRA

S.1.~ Obtener hemogiobina a partir de sangre
tregsca,lisando las células con un volumen fgual de
aguda destiiada,.

5.2.- Centrifugar la muestra a 5000 RPM durante 20
min y separar el scbrenmdante.

5.3. - Preparas la muestra con 2 ml del
sobrenadante y 10 ml de azida de scdio 0.01 M.
S.4.,- Colocar un ml de la muestra {(de hemoglobina)
en la superficle de !a columna y elulr con PBS pH
7.2
5.5.- Colectar los eluatos en un colector de

fraccicnes caiibrado a 30 gotas para el camblo de
tubo.

$.6.- Efectuar las lecturas de lag fracciones a
280 nm con ayudsa de un espectrofatometro
adecuada,usando PBS pH 7.2 como blanco,

Vi{ : CURVA DE CALIBRACION

7.1.- Gratique sobre papel milimetrico en fas
absisas la fracclon de maxima absorclon pars cada
proteina contra el logaritmo de su peso molecular

en las ordenadas.
VIil!l : CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA EN LA TTLCC.

8,1.- Rehidrate tres viales (de 1 mi.} de cada
fote de tromboplastina cen la cantidad adecuada de
agua destilada eateril.

8,2.-~ Mezcle jos viales de cada lute y
centrifugue las muestrs a 5000 RPM durante 30 min.
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8.3.- Separe el sobrenadante de cada lote y
centrifugue nuevamente,hasta que no aparezca baton
2l centrifugar ias muestrasg.

8.4,- Tome 1 al de ur lote y coloquelo en ia
superficie de la columna csn ayuda de una pipeta
pasteur larga con punta doblada en escuaara (80 ).

8.5.- Eluya la muestra con PBS pH 7.2,

8.6.- Colecte las fracciones en un colector
calibrado & 30 gotas para e! camblo de tubo,colecte
unos 100 tubos.

8.7.- Etfactue las lecturas de !as fracciones a
280 nm con ayuds de un espectrofotometro adecuada.

8.8.- grafique en las absisas volumen de elucion
contra extincion en las ordenadas.

8.9.- Replta loa pasos 4 a 8 para los lotes
restantes.

8.10.- Colactar en un tubo lag traciones que
poseen hemoglobina de cada lote y cuantificarla por
el método de Drabkin.

8.14., - Reallzar los calculoa nesesarios para
determinar la cantidad de hemoglobina por vial.
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7. RESULTADOS

RESULTADOS DE LA CURVA DE DILUCION
TROMBOREL S LOTE HNo.S505662A

% DE ACTIVIDAD PRUEBA DE TP (seg) TP PROM.(seg)

100 12,12,12,12,12 12.0
50 16,17,1716.5, 16 1€.4
25 25,25, 25, 25,28 25.0°
12.5 35, 36, 35, 35, 36 3s.5
10 39,41, 40, 40,41 80,0

TABLA DE'PORCENTAJE DE-ACTIVIDAD CONTRA 3EGUNDOS'DE TP

SEG % SEG X
312,07 <100~ 20.0 37.0
12.0 100 21.0 35,0
12.5-: 90.0 22.0 31.0
13.0 85.0 23.0 29.0
13.5 78.0 24.0 27.0
14.0 73.0 25.0 25.0
14.5 68.0 26.0 23.0
15.0 €5.0 27.0 21.0
15.5 60.0 28.0 20.0
16.0 57.0 239.0 18.5
16.5 54.0 30.0 17.5
17.0 51.0 31.0 16.5
17.5 48.0 32.0 15.5
186.0 46.0 33.0 18,5
18,5 43.0 34.0 13.5
19.0 41,0 35.0 13.0
19.5 39.0 36.0 12.0

TABLA 7.1
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':Nh‘ULTADDS DE LAS CURVAS DE DILUCION

% DE.ACTIVIDAD

“PRUEBA DE TP (SEG)."
15,16,15,15,16
18,20,22,20,20
30,30,31,30,31
43,86,36,46, 45"
55,53,53,53,52

TP PROM

15,4

(SEG)

20.2

50,4
45.0
52

'TABLA DE. % DE ACTI1VIDAD CONTRA SEGUNDOS DEL TP

SEG

<15.6
15.5
16.5
17.0
17.5
18.0
18.5
19.0
19.5
20.0
20.5
21.0
231.5
2.0
22.8
23.0
23.5
24,0
24.5
25.0

%

>100
100
9a.6
84.8
76.8
70C.4
64.8
60.1
56.0
£o. 0
49.3
46.5
44,0
41.8
3e.8

7.9

34.7
33,4
32.0

TABLA 7.2
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%

30.8
28.7
28.7

6.0
25.2

21.3

18,7
19.3
i18.8
18.4
18.0
17.6
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RESULTADOS DE LAS CURVAS DE DILUCION

TTL LOTE 2
% DE ACTIVIDAD PRUEBA DE TP (3EGH TP PRON. (SEG)
100 14,13, 14,14, 14 13.8
50 20,19,20,20,20 19.8
25 30,232,28,30,30 30.0
12.5 54,53,52,53,53 $3.0
10 55,55,54,55,56 55.0

TABLA DE % DE ACTIVIDAD CONTRA SEGUNDOS DEL TP

SEG x sEG x
<14.5 >100 23.5 35.6
14.5 100 24,0 3a.4
15.0 g92.0 24.5 33.2
15.5 84.5 25.0  32.1
16.0 7.8 25.5 31,1
16.5 72.1  26.0 30.1
17.0 67.2 26.5 29.3
17.8 2.9 27.0 =28.a
18.0 9.1 27.5 27.6
18.5 55.8 28.0 26.9
18.0 2.8 28.5 26.1
19.5 0.1  29.0 25.1
20.0 47.7 28.5 4.8
20.5 5.5 30.0 24.2
21.0 a3.5 30.5 23.6
21.8 . s1.6  31.0 23.1
22.0 38,9  31.5 22.8
22.5 38.4 32.0 22.0
23.0 36.¢ 32.5 21.6

TABLA 7.3

41



F4

CURVA DE ACTIVIDAD DE LA TTL

LOTE 2

’) TIEEMPO DE FROTROMBINA

-

———————

at Lo o ] Gl ML e S

o PORCENTAJE DE &CTIVIDAD
RS GURVA DE DILJGION T

GRAFICA 7.6

100 -



€y

CURVA DE DILUCION DE LA TTL.
LOTE 2

TIEMPO DE PROTROMBINA (s6g)
 ——ClRVA DE CIL. SALINA

GRAFICATS

5



RESULTADGS DE LA CURVA DE DILUCION

TTL LOTE 3
% DE ACTIVIDAD PRUEBA DE TP tseg) TP prom.(seg)
100 13,13,13,2,13,8,1a 13,40
50 22,21,21.4,22,21 21,48
25 23,23,23, 23,23 23.0
12.5 49,51,49,53,50 50.4
10 6€,68,53,66,66 65.8

.TABLA DE PORCENTAJE DE ACTIVIDAD CONTRA SEUNDOS DEL TP

eke v % sEa %

LS & -1 >100 22. 38.5
i -11:8 - 100 22.5 3a.6
20 12.0 91.7 23.¢ 33.6
12.5 85.0 23.¢ 32.6
13.0 79.3 24.0 3:.8
13.5 7a4.2 24.5 30.9
14.9 69.8 25.0 30.1
14.5 65.8 25.¢ 2%9.
15.0 62.3 26.0 26.6
15.5 59.2 2€.5 27.9
16.0 56.3 27.0 7.3
16.5 53.7 27.5 26.7
17.0 S5ti.4 28.0 26.1
17.5 439.2 28.5 25.5
18.0 a7.2 28.0 24.9
18.5 4s5.4 20.5 24.a
19.0 43.6 30.0 23.9
19.5 a2.1 30.% 23.4
20.0 40.6 31.0 23.0
20.5 39.2 31.5 22.6
21.0 36.0 32.0 22.1
21.5 36.8 32.5 21.7
TABLA 7.4
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RESULTADOS DE LA CURVA DE DILUCION

TTL LOTE a
A2DE ACTIVIDAD FRUEBA DE TF '3EY) TP PROM. (SEG?
100 16, 1&,15,16,1% 15,4
S0 21,21,22,22,21 21,4
25 31, 28,298,30,31 0.0
12.5 41,43,643,4a1,43 42,5
10 £2.51.48.50.51 50.6

- TABLA DE% DE ACTIVIDAD CONTRA SEGUNDOS DE TP

SEG % SEG %
<35.5 >100 2.0 31.6
15.5 100 25.5 50.3
17.0 6.7 26.0 28.2
17.5 85.7 26.5 2u.t
18.0 76.8 27.0 27.1
18.5 65.8 27.58 26,4
18.0 63.86 28.0 28.2
13.5 56.8 28.5 4.4
20.0 S4.86 28.0 23.6
20.5 50,9 29.5 23,0
21.0 47.7 30.0 2L.3
21.5 44,8 30.5 21.5
25,0 42,3 3.0 21.0
2. 4G.0 31.5 20.5
23.0 38.0 2.0 20.0
23.58 36.2 32.5 18.9
24.0 34.5 33.0 18.9
24.5 33.0 33.5 18.4
TABLA 7.5
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RESULTADOS DE LA CURVA DE DILUCION
TTL LOTE &

% DE ACTIVIDAD PRUEBA DE TP (seg) TP PROM, (#ag)

1060 13,13,13.2,13.2,12 12.68
S0 20,19,19.8,20.2, 20 18.80
25 32,31,30,31,3¢ 31.00
12.85 . 45,47, 46,46, 47 46.20
10 57,60,61,62,64 60,60

TABLA DE PORCENTAJE DE ACTIVIDAD CONTRA SEGUNDOS DE TP
SEG % SEG %

<13.5  >100 23.5 34.4
13,5 100 24.0 33.3
14,0 88,0 24.5 32,2
14.5 89.4 25,0 31,2
15.0 B2.1 25.5 30.3
15.5 75.9 26.0 29.8
16.0 '70.6 26.5 29.4
16.5 66.0 27.0 27.8
17.0  61.9 27.5 27.0
17.5 58.4 28.0 26.4
18,0 S5.1 28.5 25.4
188  52.3 24,0 25.0
19.0 49.7 20.5 24,4
18.5  47.4 30.0 23.8
20.0 42.5 30.5 23.3
20.5 43.3 31.0 22.8
21.0 at.5 31.5 22.3
21.5 39.9 32,0 2.8
22.0 3B.a 32.5 21.3
22,5 36.9 33.0 20.9
23.0 35.7 33.5 20.%

TABLA 7.6
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CALIBRACION

{HDIRECTA DE LA

USANDO CONMO REFERENCIA TROMBOREL S

LOTE No.505662A

TIEWPO DE PRCTRIMBINA
b b

TTL LOTE 1
CON UN 151=1.,038

DiA WRP «RP DiA
13 16 13 16
26 28 18 " . 24
19 22 17 19
1
2
3 .
14 167 14 13
2 © 34 69 81
32 34 43 43
4 21 23 a2 41 9
21 22 19 2
28 2 .19 19
27 ©28 18 16
13; 14 18 15
1a 13
23 22
22 2
5.5 y 17 17 10
24 2 -
3s 33
3z 30
15 15
TABLA 7.7
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CALIBRACION INDIRECTA DE LA TTL LOTE 2
USANDO COMO REFERENCIA TROMBOREL-S CON UN 1S51=1.038
LOTE No.505662A

TIEMPO DE PROTROMBINA

Dia WRP WRP  Dla
13 15 13 16
26 28 19 24
19 23 $7 18

1 24 27 35 38 ]
21 23 3 as
20 24 20 25
25 “ 28 80 60
ta S48 15 17
14 16 13 15
16 19 2% 22
25 29 27 as

2 21 25 25 34 7
a1 a2 az 32
19 22 29 3y
23 25 24 30
14 18 12 15
14 13 15 18
23 26 27 as
28 31 as 40

3 23 . 27 45 a7 8
16 17 a4 48
23 26 3a 36
38 a0 28 31
14 17 14 15
1a 15 16 12
32 33 69 81
3z 36 a1 a3

a 2 22 42 3g 9
21 22 19 19
28 _ 2 19 19
27 7 a0 18 18
13 1§ 15 14
13 15 14 12
39 a1 23 22
22 25 22 21

5 24 27 17 17 10
21 24 24 21
as 30 as 31
23 24 az 33
14 16 15 14
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CALIBRACION INDIRECTA DE LA TTL LOTE 3
USANDO COMO REFERENCIA TROMBOREL S CON UN 1S!(=1,039
LOTE No.505862A

TIEMPO DE PROTROMEINA
DIA WRP b WRP 1 DiA

2
3
14 1a 14 15
32 32 69 82
32 34 a1 a3
4 21 23 42 42 8
2 23 19 23
28 3 19 24
27 32 16 18
13 15 15 15
13 16 14 15
38 43 23 23
2 24 2 € .
5 24 27 17 18 10
21 2 24 26
45 30 as 2
23 28 < az
14 15 15 15
TABLA 7.9



CALIBRACION INDIRECTA DE LA TTL LOTE 4
USANDO COMO REFERENWCIA TROMBOREL S CON UN 1S51=1.039
LOTE No.505662A

TIEMPG DE PROTROMBINA

Dla WRF b WRP b DilA
13 ta 13
2 o 19
18 23 17
1 2 2 3s
21 24 7
2 2a

25 . 28

14 14 14 13

3z a3 69 82

32 34 a1 45

21 23 a2 a1 8

21 z2 19 23

28 30 i8 21

27 30 18 21

13 15 i5 13 -
13 16 14 13

39 42 23 23

22 25 22 25

24 28 17 21 10
21 2 24 26

as 42 3s 31

23 27 32 30

14 16 15 13

TABLA 7.10
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CALIBRACION INDIRECTA DE LA TTL LOTE S
USANDD COMO REFERENCIA TROMBOREL S CON UN 1S1=1.038
LOTE No.S05662A

TIEMPL DE PROTRONBINA
b WRP b

DI WRP DiA
13 16 13 16
28 25 19 - 22
19 2a 7 z00. un
1 24 25 35 LSBT 0B
21 z5 3 3¢

20 =5 200 wng

a5

23 28 - 32
14 16 15
TABLA 7.1t
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AJUSTE DE LA GEAFICA DE DISPERSION POR HININOS CUADRADOS
DE LA TTL LOTE 1

TABLA 7.12
DIA “a b e* Y=bXea Pix.y) Pix,y)
. 5.8534. 0.8673 0.B8415 0.8573x+5.85 I5,28.4  20,23.2
2 6.0554  0.8875 0.9450 0.8875x+6.05 16,20.3  19,22.8
3. 1.1651 1.0147 0.9921  £.0147x+1.16 23.24.5  23,26.5
i 10,5012  1,0371 0.996°  1.0371x+0.50 32.33.7  28.29.5
s 11.03%  0.5556 0.5010  0.S5556x+11.0X 28,32.7  45,36.0
s 8.4454  0.7a01 0.8535 0.7401xe+B.44 19,22.5  20.23.2
7 2.3968  1.0482 0.8318  1.0a82x+Z.39 21,24.4  29,32.8
8 2.8218  0.9976 0.9758 0.8976x+2.82 27.29.7  3a,36.7
97 -3.8252  1.1840 0.8893  1.1840x-3.82 ©%,77.8  10,18.7
10° 1.0104 = 0.9061 ©.9844 0.906ix¢1.01 23,21.8  35,32.7
£10  2.8670  0.9539 0.9104 0.9530x+2.86 42,42.8  45,45,7

AJUSTE DE LA GRAFICA DE DISPERSION POR HININOS CUADRADOS
DE LA TTL LOTE 2

TABLA 7.13

DIA a b #2 Y=bX+a Pix,y» Pix,y)
1 3.8669 0.9571 0.9633 0.9571%+3,86 26,28.7  20,23.0
2 2.8668 0.8763 0.967%  0.9763x+2.88 16.18.5  13,21.4

3 0.9042  1.0542 0.9711  1.0542x+0.30 23,256.1  23,25.1
a 0.42a3  1.056a 0.9818  1.0564x+0.42 32.34.2  28,30.0
5 9.8302 0.6137 0.7177 0.6137x+9.83 38,33.7 45,37,4
6 4.5742  0.8400 0.99089 0.9400x+4.57 18.22.4  20,23.4

7 3.2500 1.0000 0.8328 1.0000x+0.83 21,24.3 29,32.3
8 2.2115  1.0300 0.9805  1.0300x+2.21 23.30.0 34,37.2
s -4.9287  1.1945 0.9844  1.1949x-4.92 69,77.5 18,17.7
10 4,0877 ©0.7106 0.8808 0.7104x+4.08 23,20.4  35,28.9

210 1.6297 1.0033 0.9144  1.0033x+:1.6Z 23,24.7  45,46.8
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AJUSTE .DE LA GRAFICA DE DISPERSION POR MINIMOS CUADRADDS
DE LA TTL LOTE 3

TABLA 7.14

DIA a b r Y=bX+a Pix,y) Plu,y)
1 2.8715 0.8816 0.9186 0.98i6x¢2.87 26,28.3 20,22,
2 4.2610 0,9312 0.9868 0.9312x+4.36 16,19.3 19,22.0
3 0.8351 1.0851 0.9820 1.08S51x+0.83 23,25.7 23,25.7
a 1.8397 1.0025 0.9561 1.0025x+1.93 32,3a4.0 28,30.0
5 4,4475 0.9274 00,9846 0.82%74x¢*a,.44 39,a0,6 45,46.1
-] 15,311 0.6062 0.5557 0.6262x+15.3 19,26.8 20,27.4
7 -0.2862 1.22586 0.8972 1.2256x-0.28 28,25,4 29,35.2
8 0.6984 1.0881 0.9787 1.0881x+0.69 27,30.0 39,43.1
9 -1.8371 1.1632 0.9832 1.1632x-1.83 69,78.4 18,20.3
10 3.8361  0.8495 0.8353%  0.8495x+3.83 25,25.0  35,33.6

%10 2.2501 1.0071 0.9216 1.0071x+2.25 16,18.3 85,47.8

AJUSTE DE LA GRAFICA DE DISPERSION POR MINIMOS CUADRADOS
DE LA TTL LOTE 4

TABLA 7.15
2

D1A a b T Y=bX+a Pix,y) Pix,y)
1 0.2552 1.1345 0.9676 1.1345x+1.25 26,27.35 20,22.9
2 6. 4805 ©.8501 0.9218 0.8506x+6.48 16,20.0 18,22.6
3 0.7340 1.0840 G.9918 1.0840x+0.73 23,25,6 23,25.8
a 0.6307 1.0423 0.9879 1.0423x+0.63 32,34.0 28,29.8
5 5.5160 0.8740 0.9688 0,8749x+5.51 39,39.8 45,4a3.9
6 3.9859 0.8382 0.9847 0.9383x+3.88 18,2:1.8 20,22.7
7 2.98392 1.0164 0.8725 1.0164x+2.98 21,24.3 29,32.5
a 2.7584 1.0284 0.8607 1.02B4x+2.75 27,30.5 34,37.7
9 -2,7379 1.18%2 0.9819 1.1852x-2.73 69,78.0 19,18.7
10 3.68468 0.8380 0.8685 0.6380x+3.88 23,22.a 35,33.0

10 1.8531 1.,0289 0.9454 1.0288x+1.85 23,25.5 27,28.0
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AJUSTE .DE LA GRAFICA DE DISPERSION POR MINIMOS CUADRADOS.
DE LA TTL LOTE 5

TABLA 7.16

LA a B T YzbXe+a Fix.y? Pix.y?
1 4.8623 0.9327 0.8917 0.9727x+4.86 26,29.1 20,23.5
2 4,9299 Q.%223 0.982% 0.9223x+4,92 16.18.7 19,22.5
3 0.83581 1.0851 0.9820 1.0851x+0.83 23,25.7 23,25.7
4 1.9397 1.0025 0.9561 1.0025x+1.82 2,34.0 28,30.0
S A4,4475 0.9274  0.98586 0.927ax+4.464 329,40,% 45,46, 1
-] 4.62865 0.8281 0.983% 0.9281x+4.62 19,2.,3 20,22.2
7 3.2343 1.077%y  0,7053 1.077¢x+3.23 21,25.8 29,34.5
8 -0.6564 1.1121 0,6836 1.1123x-0.65 27.,29.4 34,37.2
-] -3.6841 1.1876 0©.8827 1.1876-3.684 62.76.3 19,19.0
10 5.3082 0.7171 0.8524 0.7171x+5.30 23,21.8 35,30.4

Z10 1.8834 1.022% 0.820%5 1.0228x+1.88 23,78.4 27,28.5
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CALIESACION FINAL DE La TTL
LCFE 2
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TABLA 7.22 RESULTADOS DEL TP EN SEGUNDDOS DE

80

PACIENTES CON TERAPIA DE ANTICUAGULANTES ORALES

PACIENTE TROMBOREL-S

19
24

21

20
25
18
25
21
ag

e

69

L-1
23
22
26
24
24
27
20
29
a7
42
25
245
25
31
26
17
26
39
34
3a
23
22
29
28
ag
2a
27
25
29
25
24

‘18

38
32
24
80
23
32
30
32
as
29
a3
&0
a7
46
35
3t
81
a3
41

L-2
28
23
26
23
24
28
17
28
26
a2
22
2a
28
31
27
17
26
40
33
38
22
22
29
30
41
25
27
24
30
24
24
19
38
as
25
60
22
35
34
32
3t
30
33
40
47
48
36
31
81
43
a9

L-3

L-4
28
<3
28
24
2a
29
14
30
28
40
2a
28
26
31
27
17

26 .

a2

33 -

34
23

22,

30
30
42

25

28
24
42
27
22
21
37

L-5




TABLA '7.22 RESULTADOS DEL TP DE 60 PACIENTES CON

TERAPIA DE ANTICOAGULANTES ORALES

PACIENTE .~ TROMEOREL S L-1 L-2 L-3 L-a L-5

52
53
S4
5%
56
57
58
58
60

19 20 19 21 23 21
19 19 19 24 2% 20
18 18 18 19 21 19
23 22 22 23 23 22
22 22 a1 25 25 25
17 17 17 19 21 20
24 21 21 26 26 22
as 33 3: a:z 31 29
32 30 33 32 30 28

TABLA 7.23 ANOVA DE UN FACTOR PARA EL TP EN
SEGUNDDS DE 60 PACIENTES CON TERAPLA DE
ANTICDAGULANTES ORALES. )

FV

ENTRE

DENTRO

TOTAL. >

G.L. L
5 SCg=438.78
354 - 5Cpr39536,15

359

n



TABLA 7.2a RESULTADOS DEL TP EN  TERKINOS DE
PORCENTAJE DE ACTIVIDAD DE 60 PACIENTES CON _TERAPLA
DE ANTICOAGULANTES ORALES

Y
«
-3

. TROMAOKEL & L-| L-z L-3 L-a =5

22,0
36, %
<2,

29,8

PR-Ts

38,1

1
2
3
“
<
S P
8
k]

OCR =0 WATF=GI OO OO WWE G- Qe O O
e ke o P WD WD T

DICSE SNV S UV VRO VURL o T N N (L PN PO S A N
OO ~NLEOWNMMOE W e W M

ML WS 1 e B ON L B S g e

Wk @@

33

EER

23,

26,0  24.I 0 2.
15.3 15,7 15, Y
33.3 32,1 31, 31.5
26,0 - 28.4 27, 8.2
32,0 3a.4 33, 34, &
28,8 26.2 23, 13.0
32.0 34,4 26, 27.1
34.7 34,4 31. a4z2.3
60. 1 2.8 38, 47,7
33 CI1208 16.3 17.4 16.% 15,7
340 14.9 189.7 13,5 18.9 17.2
35 132,33 3u.7  32.1 30.% 34.5
36 6.2 10.8 8.8 10.9 8.2
37 28,3 37.9  39.9 35.6 38.1
38 18.6 20.7 19,64 19,2 211
ag S21,2 23.1 20.2 23.0 20.%
40 a3 20.7. 22,0 19.9 2.3
4l 15.6 18.0 23.1 13.9 16.1
42 22.8 26.5 20,1 20.6 17.2
a3 18.5 19,7 20,0 21.3 18,9
oy A Y-N 1a.8 16,2 16.9  13.5
PY-a 8.9 11,8 13.2 13.1 11.8
Y 1304 18.0 12,8 13.4 10.2
TN AT T e T g 18,7 19.% 184

uB 16.6 1.3 23.1 23%.9 18.1



TABLA 7.24 RESULTADOS DEL TP EN TERHINOS DE
PORCENTAJE DE ACTIVIDAD DE 60 PACIENTES COMN
TERAPIA DE ANTICOAGULANTES ORALES

PCT TROMBOREL S L-1! L-z L-3 L-4a L-5
49 5.3 £.3 6.3 7.€ 5.5 6.9
50 10.1 13,4 la.B 15.6 11.8 1&.7
51 9.8 12. 8 16.8 16.0 13.5 10.2
52 36.2 60. 1 £5.8 28,0 38.1 41,5
53 36.2 70.4 52.8 21.8 «T.7 al.&
S4 41.8 40.9 3.1 43.6 47.7 a3.7
55 24.6 41.8 3%.3 30,1 38.1 3.4
56 26.7 41.8 «3.% 30,1 31.6 31.2
57 26.7 B8a.8 7.2 a3.6 47.7 4&3.2
58 a7, “3.5 43.5 28.6 2.2 38.a4
59 12.6 19.7 23.1 2.1 21.1 5.1
80 14,3 22.1 36.9 22.1 22.3 26.4

ANOVA PARA LOS RESULTADOS EN % DE ACTIVIDAD DE 60 PACIENTES
CON TERAPIA DE ANTICOAGULANTES ORALES

F de V G. L, SUMA DE CUADRADOS M de C E de C C de R

ENTRE 5 SCge2281.40 HCp=458.26
Fc=2.68 - 2.6832.37
DENTRD ~ 355  SCp= 170.38 HCp=170. 38
TOTAL 359 5C7+62608
TABLA 7.25
b -

12



RESULTADOS

DEL RANGO

INTERNACIDONAL NORMALIZADO (RIN)

EN 60 PACIENTES CON TERAPIA DE ANTICOAGULANTES URALES

73

TABLA 7.26 DE IS1 Y DE TP MEDIO DE CADA LOTE DE
TROMBOPLASTINA.
TRUMBOREL 3 L-1 L-2 L-3 L-& L-&
151 1.9038 1.1515 1.1090 1.1423 11,0242 1.1170
TP 13.820 15.3800 15.1500 15.4500 15.0200 15.3700
FOT. TRGMBOREL S  L-1 L-2 L-3 L-a L-5
1 1,927 2,075 1.97a 1.811 1.891 1.797
2 1,391 1.508 1.587 1.5%4 1,%48 1.644
3 1.773 1.830 1.856 1.811 1.89:% 1.953
a 1.543 1.669 1.587 1.652 1.61% 1.720
5 1,467 1.669 1.664 1.574 1,615 1.720
-6 1,850 1.911 1.974  2.015 1.8€C  2.031
7 1.163 1.352 1,135 1.265 1.27% 1,341
8 1.850 2.075 2,053 2.051 2.030 2.031
9. 1,543 1,911 1.819 1.731 1.831 1.797
10 3.093 3.179 3.096 3.132 2.726  3.071
11 1.381 1.749  1.511 1.494 1.61% 1,481
12 1.696 1,669 1.6864 1.731  1.€1S 1.737
13 1.696 1.749 1,619 1.811 1.783 1.720
14 2.158 2.241 2.210 2,132 2,099 2.188
15 1.850 1.830 1,898 1.830 1.953
16 1.163 1.122 1,138 1,040 2 1.118
17 1.696 1.830 1.819 1,81t 1,753 1.875
18 2.858 2.919 2.9833 2.962 7.885 3.071
18 2,381 2.492 2,369 2.296 2.238  2.267
20 2.391 2,292 2.609 2,460 2.307 2,346
21 1.543 1.589 1.511 1.574  :.545 1.720
122 1.5a3 1.509 1.511 1.574 1,477 1.567
23 2,081 2.075 2.053 2.214 2,030 2.267
24 2.004 1.893 2.131 2.296 2.030  2.109
25 2,936 2.919 3.014 3,217 2.R€5  3.071
26 1.620 1.669 1.741 1.652 1.684 1.644
27 1.773 1.911  1.896 1,880 .83t 1.791
28 1.543 1.749 1.664 1.576  1.815 1.797
29 3.407 2,078 2.131 2.132 I.865 3.317
30 1.696 1.749 1.684 1.971 1.822 1.787
31 1.391 1,669 1.664 1.652 1.477 1.491
32 1.239 1.275 1.294 1.6419 1,408 1.341
33 2.624 2.819 2,771 2,962 2,518 2,666
34 2,313 2,408 2.529 2.543 2,377 2.585
as 1.467 1.6€9  1.741 1.731 1.€15 1,720
36 4,594 3.886 4.590 4.618 4.UE3 4,480
37 1.543 1,589 1,511 1,496  1.546 1,416
KL:] 2.004 2.324 2.52 2.626 2.099  2.58%5
39 1.850 2,158 2,449 2.2ta 2,169 z.188
40 2,381 2.324 2,280 2.543 2,030 2.2€7
a1 2.158 2,577 2.210 .843  2.307 2,346
42 1.773 2.075 2.131 2,480 2.377 2,827



PCT. TRGMBOREL § L-1 L-2 L-3 L-a L-5

43 2.004 2.408 2,396 2.378 2.238 1,953
as 2,828 3.005 2.933 2.962 2.795 2.990
a5 3,407 3.619 3.507 3.822 3.07% 3.483
a6 3.329 3.530 3.%890 3.738 3.425 3.732
a7 2.546 2,877 2.609 2.543 2.447 2.58%
a8 2.158 .281 2.210 2.132 2.307 2.671
49 5.313 6.773 €.414 6.726 5.686 6.485
50 3.083 3.266 23.178 3.217 3.075 3.153
S1 3,172 3.082 2.852 3.231 C.7985 2.808
52 1,321 1.352 1.2B4 1.419 1,548 1,416
53 1,391 «275 1.28Ba 1.652 1.408 1.391
Sa 1.315 1.198 1,209 1.26% 1,408 1.266
55 1.698 1.509 1.511 1.574 1.5486 1.491
56 1.620 1.509 1.a3% 1.73% 1.684 1.720
57 1.238 1,122 1.13% 1.265 1.408 1.341
58 1.773 1.431 1.43% 1.811 1.7s3 1,491
59 2.624 2,408 2.210 2.296 2,098 2.031
60 2,391 2.158 1.%87 2,29€ 2,030 1.953
TABLA 2.27

ANOVA DE UN FACTOR PARA EL RIN (Alfa = 0,05)

; F.V. G L SUMA DE CUADRADOS H de C E de ‘C... 'C de R’
: ENTRE 5 SCg=0.7613 MCg=0. 1522 FedsF{ iy, fp
Fe®0.,2051 ' "0.205¢2.37

DENTRO 385 SCp=263.4753 MCp=0. 7421

TOTAL 3589 SC1=264,.1866




TABLA 7.28 RESULTADOS DE

LOTE

DETERMINACION DE HEMOGLOBINA

HEMOGLOBINA EN LA TTLCC.

ABS. Lrt) TT LIQ.  ABS.
(mg/ml>

6.02- 0.20 0.10

0.03 .. 0.28. 0.12

HEDIO DE CULTIVO
S M

7:28: ANALISIS HlC‘l‘?’OBlOLOGICD

P

LA CONCENTRACION DE

{HS) TT Liot.
tmg/vial}



TABLA ~ 7.30" “'DE TP- EN SEGUNDQS DE LOS CINCD LDTES PHOBADOS EN - 25
PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE. CHAN

PACIENTE - STD ~'LOTE.1 rLo’TE 2. LOTE '3, »LoTE‘n“‘,LOTVE 5

CO~NOU D W~

TABLA 7.31 ANOVA PARA LA EVALUACION DEL TP EN  PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE CHAN ( Aita = 0.05 ),

F. V. G L SUMA DE CUADRADOS M. de C. E de € € de R
ENTRE 5 SCE=17196.85 MCE=3435.37
Fcal®8.61 B.61>2.29

DENTRO 144 SCg=x 5748.78 MCg= 288.3

TOTAL 149 SCt=74896.623
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Al realizar las curvas de dilucion de los lotes
de TTL,s=e ohbsarva que cada lcte presenta diferenta
actividad estd es importante debido a que 1 =uic

tamames el TF en segundos, de dos o mas
trombopiastinas utilizadas para un misma
paciente, quizas muestre el .mismo resultado en
segundcs pero la actividad sera ditesente y pot 10

tanto la interpretacion de 1a frueba.

En terminos generales e} 100% de actividad de
les 5 lotes de TTL producidos de encueniran ertre
1Z v 15.5 segundos.

Se ccnsldera importante hacer fas curvas de
dilucion para cada nuevo lote de trombuplastina que
sea uttilzada en e taboratorls siinize.aunjue
desde luego si trabaiamos con  tirombopiastinas e
1Sl conocido, e€ recomendacle realizar el repofte
det resulita2zg de 1a prueba de TP en terminos ce

RIN (Rangeo de Internacional hormalizado ) mas aun
en pacierntes que se& encuentran seon terapila de
anticoagulantes ora.es dado que para ellos, <omo se
vera mas adelante, es5 la medlda mas concistente del
reporte del resultsaan de esta prueba.

CALIBRACION DE LA TTLCC (TROMBOPLASTINA TISULAR
LIOFILI1ZADA DE CEREBRO DE CONEJO.)

En lo Qque respecta a la calibracion de los
lotes de TTL. el 121 de cada lote prcducido es muy
semejante al 15! de las tromboplastina utilizada
camo reserencia (Trombore! £,L0TE 5Q0568ZA,151=1.039

sin embargc esta simiiitud en ics resultados del
iSi no indica de ninguna torma que la ca!inraclion
tuvo una buena precision, es por estc que ia OMS
(Organlzacion Mundial de la Salud) estabilecio que
un buen indicador de la prezision de 1a calibraciaon
es el coefliciente de wvarlaclon del ISt 3e la
preparacion de trabajo que se usé en ia
callbrazion, obtenido a2 partir del metado da
regresion ortogonal,ftjo un rango de coeficiente de

variactdn mencr o iguai al 3 %, que indica que
existe wuna relacion de cailbracion adecuada, e
inciuso admite hasta un coeficlente de variacion
detl k3 % para la tromboplastina de trabaljo, son
base en i5> anterior, los lotes 1, ., y S de TTLCC

se encuentran dentro de ios iimjtes proouvestos pos
dicha organizacion, como se chserva en resuitados
variar desde 2.77 a 4.70 %.

E:s lote namero 3 ¥ 4 de TTLCC tiene un
coeticiente de variacisn de 5.3 % y 5.65
repectivaments, que aungue se salen del £ango
establecido se considera cOrrecLn pues ta
diterencia entre el limite tiiado y el wvalor
obtenido en minima 1003 * y C.6% *

g



respectivamente). R B

RANGO INTERNACIONAL NORMALIZADO

Se realizo el TP a 60U pacientes con terapia . de
anticoaguiantes orales vy los resultados son
reportados en tres diterentes tormas a saper @

3) En segundos

b)Y En % de asotividad ( con curva de diiucién
salina )

c) En hango !nternacional Nermalizado (RIN)

Los resultados cdel analisis estadistico muestran

que no existe diterencia significativa en los
resultados de los diferentes lotes para el reporte
en segundos de la prueba, es decir existe una baja
homosedasticidad t(variacion: entre los lotes del
producto respecto al reactivo comercial
utilizado como referencia,sin embarys al compararlo
con los resultadcs pa1a los mismos
datos &nlo que en % de actividad encontramos que
existe diferencia signiticativa entre los
difarentes iotes,lo cual lo podamos explicar

diciendo que esta diterencia puede ser detida a que
la tforma de reportar en % de actividac presenta
grandes problemas de interpretacion dade que varia
en tuncion de una serie de factores,porque c¢uando

observamcs ios resultados en terminos de HIN {que
es 1a forma recomendada de reporte del TF para
pacientes con terapia de anticoagulantes ocrales, por
el comite de axpertus en estandarizaciéon de

bioivgizos de Ja OMS.)encantramos que no  axiste
diterencia significativa entre los diferentes {otes
io cual reatirma gque la calibracion afectuada a
tos lotes del producto obtenido fue correcta (a un
nive! de signiticacion de! 5% ) aunque uno de losg
lotes presenta un coeficiente de variacion
ligeramente superior al limite maximo establecido
por ja OMS. -
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CONTROL HICROB!OLOGICO

5S¢ oouserva que los resuliacos son rnegativos
respecrtd al o i nto 2@ aifun mizroofganismo,lo
cuai nz signitica recesariamente que e! producta 5@
erduantre esierii.sin emoargd habils de wun maneja
currecto cel material biciogico utilicaco Jurante
todc ei process de manudtaciura.

Ahsra bien, no es retesarl. o gue e produtiy seas
esteril puest: que no e#s para uco humano, ;i Que =2s
un resctivo de diasgrnostico ciinicu,pero st es
importante que ia Cargs microbiana sea Daja O nNuia,
debido a Qque <cier-cs wmicroorganismos podrian
alterar la integridad del producto (degradandoeis o
contaminandolo con metab:litos bacterianes, tales
ccmo i:s generos Staphylscpccus y Fseugomcnas’.

HEHOGLOB INA

Se arzlizarsn ins jotes 1, 2 y 3 da
Tromboplastina e forma liquieas ¥ ti~ti.izads,a
cada muestra s< le eluvO,en una coiumra de Sephader
G100, a las 1racciones s& les celerming su
extincion a 2E. am, regién de absarcion m&-ima de
prétetnas,con (o0 gue se obtuviaron 1as graf:ras de

elucion que aparscen en resuitaosos.

Se pretendia ia determinsacion cuantitstiva de
hemcg:iobine en <aca late «debjdo a Ju= la ONS
tecomienda oue t0da preparacion ue tromuoplastina
date ser exerta de hemoglobina: 3] mismo tienpo jue

g€ busctaba ver L3 por este metoaon era posible

separar ia hemoglotina de ias traccisnes con

actividad biol6gica pronunciada de tromboplastira.
Los resultados obntenidos demuestrian  pos un

lado que se tiene aproximadamerte un miligramo de
Hemogiobina por vial de tromtoplastina .jofilizada

mientras gque para los extractos ligquloos we los
lotes 1a concentracion de Hemoglibina tluctuo
alrededor de 0.25 mg/ml.Esta svarfacion e las
concent:aciones puede ser atribuible a los
siguientes Tasi0res ;

1.- E! metodoc de Lrabkin para cuantificar
Hemoglob:ira es espectrototumetrico
tbasadao en ie tormacion de un complejs zoiorvido de
un derivado de HE) hemog:Cbina la

ciancmetahemog.ccina » nho unicanente e detecta la
extincion registrada pos; dicho compieje, sinc que

tambien, estuvieran absorbiendo o desariciianco
turbidexz otras proteinas presenites en 1os
eluidos.
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2.-.5e obaerva que los lotes de tromboplastina en
su forma lioflllzada presenian el quintuple de
concentracion de hemoglobina respecto a su forma
liquidsa, lo anterior se dehe a gque el producta
liotilizade usa como soperte leche er polvo,por 1o
que se plensa que las proteinas de esta
interfl{eran en la determinaciédn  ya sea formando
complejos coloridos con el reactivo =1
contribuyends con turbidez. Asi{ wmismo a I1as
diferentes fracciones de eluciéon de la columna,se
les determino la prueba de TP, observandose que de
las fracclianes G a 2a, tenian actividad coagulante
{ con tiempos Qque varlaban entre 38 seg a 2 minutos
) lo anterior denuestra gque la tromboplastina
presenta wuna estructura qQuimlca muy heterogérea
son un amptio rangs de peso molecular, (22) pues
eluye el products en varlas fraccjones y como
sabenos e] mecanismo de separacion de las columnas
de Sephadex es por gradientes de peso molecular .
dorde tas mcléculas mas grandes seran tas que
eluyan primero.

Se encontrd ademas que por este metodo no es
poslble ia separacion motecular de ta
tromboplastina de! contaminante de hemogiaobina, pero
que este contaminante no alterd significativamente
al producto en gu actividad bislogica como se ha
demostrado en los tesultados de la catibraclon ¥
determinacion del RIN.

Al comparar las curvas de elucitn de la TT
Liqulida encontramos que existen semejancas entre
loa picos de maxima abscercion,!los cuales se
vbgservan en las tracciones 5 y 23 para l1os lotes
analizados,lo cual - demuestra que ta columna
separaba de manera homogenea (graficas 7.19 a
7.21).

En le que respecta a las graficas 7.22 y 7.23
para la TTLCC se observa un unica pico maximo de

abgsorcion alrededor de 1la fracclén  26,para las
iotes probadas,este resultado se puede explicar
argumentando que en esas fracciones estan

cantenidos una diversidad de proteinas de semejante
peso molécular perc de diferente composicion tales

como las proteinas de ia leche, las de la
trombopiastina ,la hemoglobina y otras. Por lo
expuesto anteriormente las curvas de eluclion de ia
trombopiastina antes y despues de liofitizar san
diterentes, por e! tratamiento acicional dado a la

muestra en el procaeso de llofiiizaclion,



DETERMINACION DEL, TP EN PACIENTES CON
DIAGNOSTICO CONFIRHADO DE CHAN

Al ser el CHANN un entermedad gue atecta la
funcionaiidad thepatica,ditectamerte sa san
atectados los factures de ta “oaguiaTion
sintetizadcs en esie Grgano,cantribuyends a gue 10s
resultados Jde las pruepas de oCéguiacian se vean

alterados . aumentados:.lLos resuitades se oDtuvieron
en  segundos pero 2 analizaron en porcéentaje  de
aztividad devicao 5 que @l @:sma resultaus de TF &n
segundos ccn  dos o nas trombop:astinas pueden
tener muy diterente activialad.En los recuitados Se
encontro que existe direzrencis sign.ticasiva entre
los diterentes lotes para la iesiizazion de TF en
estLtos pacientes o anterior obedece a 4ue el
reporte del TF en % de actividad presents variacion
debido a varios factores.
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9. CONCLUSI!IONES

La tromboplastina producida no muestra variacilon
signiticativa de los resultadoes de |la prueba de TP
en comparaclon con el reactivo comercial t(trambcrel

S) wutilizado como estandar secundar!o.Camo se
demuestra en los indices de sensibilidad
internacional (1S}, as1 come la determinacion del
coeticiente de variacion para cada lecte,e! zual se
encuentra comprendido en el rango de variacion
establecido por la OMS

La calibracion de ia TTLCC de acuerdo al metodo
propuesto por BIGGS y DENSON (18773 y adoptado por
ia OMS  como método de referenclia para la

calioracion de trombopliastinas de trabaje resuito
adecuado para dicho producto como lo demuestran los
datos obten{dos de la callbracion,

La TTLCC presenta trazas ce Hemoglobina no
eliminables por cromatogratias en columna de
Sephadex,sin embargo esta Hemcglobina no afecta de
torma significativa los resultados de la prueba de
TP.

-] contral microblaologlico de la TTLCC es
importante uani{zamente para observar la prevalencia
o ausencla de microorganismos gque pudleran en un
momento dadu degradar a! producte o contaminarlo
con sus desechos netabolicos,se encontro para esta
prueba que la carga microblana es baja o nula esto
se ve tavorecido por el pr eso de fabricacion dal
reactivao. tliofiitizacion)

Por otra parte queda demostrado que el reportar
ios r(esultados de TP en pacientes con terapia de
anticoagulantes orales en terminas de RIN no
muestra varimciaon significativa al compararlas fos
mismosg resultados pera en teralnos de % de
nctividad en los, que s hubo variacion
significat!iva

E1 estudio del TP en pacientes con diagnosticoe
confirmbdo de CHAN muestra gue s{ hubo varlacion
significativea de los lotes de TTLCC al
compararlas con el reactivo usado como
referencla,sin embargo dicha diferencia se debe ala
forma de reportar los resultados (en este caso %
de actlividad) y no en si a diferencias que existan
entre los diferentes lotes producldos.




10, LUGERENCIAS

En trabsjos previos relacionados con este se ' ha
encentradyo ¢!l método optimo de obtencion de ia

tromboplastina tisular de cerabro de
cone jo,pcasterformente se  encontré ia - tarma de
mantener dicho proaucte estable por tiempr
relativamente iargo.es dectir, la licrilizacion de

la tromboplastina,asl como €l encontrai el mejor
soporte para di:ho proguctoc (la leche descremadas.

En el presente tratajo se realiza el control de
calidad del preducto tletilizade,por ie que 3e
hacen las slgutentes sugerencias para continuar con
1a linea del proyecto !

1.- Que se reaitce |a callbracion de la TTLCC cor
una preparacion de reterencia Internacionai, deblda
a que en este proyecto dizha calibracion se reallizo

en forma indirecta,es decir, tomando somy
referencia un reactivo comercial de tromboplsztina,

2,.- Que se <sontinue con este prayecto para
encontrar el metcdy mas sdecuado para eilminar €l
contaminante de hemagloblina de a
trombopiastina,.dade que 8 una especitlcacian dada
por ta OMS para todas los reac*ivos de

tromboplastina usados como reactivos de diagnostico
cllinico.

3.- Probar el producto <con mayor numero . de
paclientes,asi como,con mas varledad de trastonos 32
la coagulacion para veriflircar la etectividag
{sensibilidad) del producto en diches

padecimientos,
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ANEXO 1
RECOMENDACIONES PARA LA DOBTENCION DE LA MUESTRA
SANGUINEA PARA SU MEJOR CONTROL DE CALIDAD

Las muestras de sangre deben obtenerse Jde tal
forma que se conserve {a integridad de los factores

de !a coagulacton.En la sangre Que se obtiene
lentamante o con difi{cultad, el mecanisma de la
coagulacion puede ser acti{vado y ias pruebas
pueden democsatrar una actividad de l1os tactores alta
Y wun falso numerc bajo de plaquetas.,Ademsas ia
sangre puede contami{narse con tromboplastina
tisular,la cual! actlvard los mecanismos de la

coagulaciédn invaellidando por !o tanto !os resultados
de las pruebas.

Las jJeringas plasticas o cfliconizadas se deben
de usar para recager la sangre.No se recom!enda
usar tubos al vacfc pues pueden dar wvolumenes no
deseables y ademas producir espuma,accldente que

desnaturallzan ! fibrinogeno v ios factores V vy
VI, El vaclado de la cangre de la jertnga al tubao
debe de realizarse evitando la formacion de espuma

o turbulencia exces!lva y mezclar fsa sangre por
investian suave.

La sangre y el plasma deben de ser guardados
preferemtemente en tubos plasticos y todo el manelo
¢ debe de hacer tambien con pipetas plagticas.

St las pruebas no son terminadas dentro del
lapso de cuatrc horas, se deben de congelar en
forma rapide er aicehal v hielc sece y guardarlas a
~-70® C.fara se utillzado nuevamente c| plasma debe
de ser descongelado rapldamente a 27°%cC.

Algunas de las preecas de coaguiactian
necesitan el uso de scliucliones amort!iguaduras para
asegurar que ta rea:xcifon terga lugar en un pH
tistologicao.

Eatag solucienes deben de ser preparadas

cuidadosamente Yy comprobado su pH antea de ser
guardadas en refrigeFTaclon.

El agua destilada o desionfsada se usa en las
pruebas y en la preparaci6n de )os reactivos, agua
con un pH alto prolonga los resultados sl el
sf{stema no esta correctamente amortiguado.

los *ubos para las pruebas y para mantener el
plasma deben estar limpios y sin quebraduras.El
lavado actido se considera como el mejor método
para la eristalerfa que se at{l{za en estudios de
cosguiacion,La cristaleria debe ser apropiadamente
lavada para remover todas las trazas cde acido.

La detecclion del punio fina! requiere un ba&o
de agua a temperatura controiada y un crondmetro,la
temperatura del agua debe de ser 37+1%°C.

90



ANEXO 2

ABREVIATURAS USADAS EN ESTE TRABAJO.

IRP= Preparacion de Referencla Internacicnai.

WRP* Preparacion de Feferencla de Trabajo

TTL= Trombeplastina Tisular Liofiiizada.

TTLCC: Trambzplastine Tisular Lioftiizada de
Cerebro de CToneljo.

C = Pendiente de la recta de calibracion,grarficando
en escaia cogariomica el TP en segundos de WRP
en tas absi{sas y e! TF er zeguncaz de IRP en lag
ordensaas.

TP= Tlempo de Protrombina.

1S!= Indice cde Sensibilidad internacionsel.

RIN= Rangs Internzzional Normalfzado.

CCl= Constante de Calibraclion internacional.

SE= Error Estandar cde estimacion,

CV= Coef!clerte ae Varfacion.

ANOVA= Analisis de varianza.

FV=z Fuente de Variaci&n.

GL= Gradog de Libertad.

M de C= Media ze Cuadradcs.

E de C= Estadigrafo de Contraste.

£ de R= Criterifo de Rechazo.

Hb=s Hemagl!obinra.

1T= Inhibidor de Tripsina. . o
CHAN= Cirrrosis Hepatico Alcoholica Mutricional.
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