52
L)

w\\ﬂw UI\IWAB
% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

l_' rl

DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

DESARROLLO DE LA METODOLOGIA DE UBTENCION,

PREPARACION Y FABRICACION DE UNA TROMBGPLASTINA
TISULAR LIOFILIZADA, DE CEREBRO DE CONEJO,

CONFIABLE PARA USO EN EL LABORATGRIO CLINICO

T E S i S

QUE PARA  OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO  FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S 3 N T A :
BEATRIZ ELENA SANCHEZ CARRILLO

ASESOR: Q.FB HUGH LEYNEZ CELISEC:

MEXICO. D. F.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

1993



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



L RESUMEN. .ttt i it et iniriens e iaraae s i Sy
II. Introduccibn........ P S e el 2
I1I. Planteamiento del problema.......... Cereanens FEA Y A
IV. Marco Tebrico............ D Ay -
IV.1, Coagulacibn y hemostasid.......coveireennvasineinasB
IV.2. Sistema intrinseco y extrinseco.. .. 9
IV.3. Mecanismo de la coagulacibn.... .. 13
IV.4. Anticoagulantes..... PP .19
IV.5. Anticoagulantes orales............ .20
IV.6. Estandarizacién de tromboplastinas eeaes. 23

IV.6.1. Definicibn de tromboplastina.............. .23
IV.6.2. Indice de Sensibilidad Internacional (ISI) .24
IV.6.3. Resefia histbrica...........covuvn.s Creereas 24
IV.6.4. Tromboplastinas de referencm
internacional........viiiiiiiiiiii i 26
IV.6.5. Desglose estadistico........coviviivinnninnnn 29
IV.7. Pruebas de tromboplastinas establecldas
POr 18 OMS. .. viv it iiiiinvanronterosonsnonsenns 33
IV.8. Estudios realizados de tromboplastlnas ..35
Iv.9., Liofilizaecibn................. .37
IV.10. El proceso de liofilizacibn... .38
IV.11. Tipos de liofilizadores................... ... 42
IV.12. Caracteristicas para un buen liofilizado........ 43
V, Objetivos... it iienurerennens e e 47
VI, HipbUeSis. it i ittt iiee i itieas i antr ettt traasenenas 48
VII, Material y mBLOAOS. .t iiir i s tecnrsvaronsooannsosan 49
L' S T« B - - 2 54
VIII.1. Obtencibn de tromboplastina tisular............ 54
VIII.2. Seleccidn de plasmas.........c.vivievernnsnennns 55
VIII.3. Realizacibn del TP (Prueba de Qu1ck) ........... 56
VIII.4. Trazado de la curva de referencia (8 Quick)....56
VIII.S5. Calibracibn de tromboplastina (ISI) .
a) Procedimiento..... P
b) Interpretacibn.......
c} Evaluacidn estadlstica .
VIIT.6. Formas de reportar el TP...........
VIII.7. Interpretacidbn de la prueba de TP..............
VIII.8. Eliminacibn del factor VII de la
tromboplastina tisular........co.cviviinienanan 62
VIII.9. Determinacidn del mejor soporte de
liofilizacidn. ... cvvivivniinii it
VIII.10. Determinacibn del agente surfactante
VIII.11, Integracibn del cloruro de calcio...

INDICE




1X. Resultados.y ‘analisis de ‘resultados
T Diéqug'{bh “de résﬁitédos

X1, Conclusiones.':.

XII. Referencias®



RESUMEN

Se realizd un estudic de tipo experimental, transversal),
prospective y comparativo, para la obtencidén de  una
tromboplastina de alta sensibilidad y facil manejo en el
Laboratoria Clinico.

Para tal efecto se trabajd con cerebras de conejo, para la
obtencidn del extracto de tromboplastina.

Los conejos presentaron los siguientes criterios - de
inclusidn:

~ conejos jovenes de un afio a afo y medio, sin raza
especifica que hayan sido sacrificados un miximo de 24
horas antes.

Posteriormente a la tromboplastina obtepnida en FES Zaragoza
se le tratd con culfato de bario con el fin de aumentar su
sensibilidad, se determind el mejor soparte que le brindara
cuyarpo vy proteccidn a la tromboplastina, asi como establecer
el agents surfactante que le  permitiera una mejor
salubjilizacion del reactivo liofilizado y la integracién del
ién calcio para la obtencidén de una tromboplastina de mas
facil manejo.

Para la determinacion del Indice de Sensibilidad
Internacional de 1la tromboplastina se utilizd el método
modificado de Biggs vy 0Oenson, el cual utiliza 20 plasmas
normales y 60 plasmas anticoagulados, evaluados en 10 dias
diferentes de trabajo frente a la preparacién de referencia
terciaria Thromborel-s.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

- Nog se observé un aumnento en la sensibilidad d= 1la
tromboplastina de trabajo en presencia del sulfato de bario
a las concentraciones 1, 2, 4, 6 v 8 porciento.

- €1 mejor soporte para la tromboplastina fue la albimina de
huevo y lactosa al 3 % respectivamente.

- El agente surfactante mds adecuado fue el etilenglicol a la
concentracion de 0.75 % , sin embargo solubilizd mejor 1a
tromboplastina sin €1.

- Se inteqrd el cloruro de calcio a la concentracidn 0.02M.

- El IS fue de 1.19 para el lote I2x y 1.26 para el lote
2y.

tos resultades del estudio nas permiten concluir qgue 1z
mejor formulacidn de la tromboplastina es el soporte
determinadc y 2} idén calcio integrado pues permitieron
obtener una tromboplasgina de alta sensibilidad y facil
manejo, sin embargeo cabe mencionar que para obtener un
reactivo terminado es necesario la integracién de un
conservadar y un amortiguador.



IXI. INTRODUCCION

Actualmente a muchos pacientes se les administran,
anticoagulantes orales en el tratamiento y profilaxis de
transt;ornos trombbticos. El monitoreo de pacientes
'anticoagulados se hace con base en el tiempo de protrombina
{TP). El reactivo empleado para esta prueba requiere
extractos tisulares, llamados tromboplastinas cuvas fuentes
son de placenta y cerebro humano, cerebro y pulmbn de conejo,
y cerebro bovino. .

Las tromboplastinas como proceden de fuentes de tejido
humano o animal diferente, su sensibilidad varla y por 1lo
tanto también la forma de reportar el TP. Para evitar lo
anterior se requiere la utilizacibn de tromboplastinas
calibradas.

Para que una tromboplastina sea utilizada en el
Laboratorio Clinico, debe de cumplir con las especificaciones
que marca la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS).

La sensibilidad de las tromboplastinas, de cerebro de
conejo importadas a nuestro pais poseen una sensibilidad
mediana. Ultimamente una casa comerc‘ial extranjera (Organon
Teknika) ha producido lotes de tromboplastina de cerebro de
conejo de sensibilidad muy cercana a 1la preparacibn
internacional de referencia primaria. .

En las primeras inl{estigaciones sobre 1la produccibn de

tromboplastina tisular de cerebro de conejo se encontrb la

[X]



c;ntidad bptima para‘la realizacibn del TP, vy que la leche es
é} mejor soporte de liofilizacibn (48).
ﬁnrel Ultimo estudio realizado (38) encontraron que los
. parametros de calibracibn de la tromboplastina estin en los
1imites maximos que exige la OMS y que su comportamiento
clinico en los padecimientos de Cirrosis Hephtica Alcohdlica
Nutricional (CHAN), Ictericia Obstructiva, Valvulopatias vy
Tromboflebitis, en comparacibn con las tromboplastinas
comerciales era muy similar.

Tomando en cuenta todos los avances que se tienen scbre
tromboplastinas y que son uno de los reactivos de primordial
impo}tancia en los Labotatorios de Analisis Clinicos
Nacionales, se eligib este proyecto para contribuir al
desarrollo de tecnologia nacional en la fabricacibn de este

reactivo.



IIT. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En. FES " Zaragoza se han realizado con anterioridad
investigaciones sobre la produccibn de tromboplastina
tisular de cerebro de conejo, en los cuales encontraron 1la
cantidad &ptima para la realizacidn del TP, y que la leche
descremada era el mejor soporte de liofilizacibn (48).

En el lltimo estudio realizado {38) encontraron gque los
parametros de calibracidn de la tromboplastina estén en los
limites maximos que exige la OMS y que su comportamiento
clinico en los padecimientos de Cirrosis Hepatic; Alcoholica
Nutricional (CHAN), Ictericia Obstructiva, Valvulopatias vy
Tromboflebitis, en comparacitn con las tromboplastinas
comerciales era muy similar.

Tomando en consideracibn todos los avances que se tienen
hasta ahora sobre la produccibn de tromboplastina tisular de
cerebro de codnejo, asi como también el hecho de que sea un
reactivo de primordial importancia en los Laboratorios de
Analisis Clinicos HNacionales, se quiere contribuir al
desarrollo de tecnologia nacional en la fabricacibn de este
reactivo.

Con el fin de obtener un reactivo que presente unas
caracteristicas similares a los reactivos comerciales con los
cuales se trabaja comunmente y principalmente aquellos que
tienen el calcio inﬁegrado, pues son de mhs facil manejo y
que cumpla con los parametros de <calibracibn de la
tromboplastina que exige 1la OMS. Se pretende primero

aumentar la sensibilida& de la tromboplastina, eliminando los



residdqs &ué presente ‘del factor VII, para después liofilizar
la tfomboplastina Y para qde no se vea afectada. por el
proceso de liofilizacibn, se quiere encontrar un -buen
soporte, asi como un buen agente surfactante -que permité
obtener un cuerpo poroso, que facilite se 'solubilice mas
rapido él reactivo e integrar el cloruro de calcio para la
obtencibn de una tromboplastina calcica. Una vez que el
producto esté terminado, realizar la calibracibn de manera
indirecta, con una preparacibn de referencia de trabajo (PRT)
terciaria (Thromborel-S). Obteniéndose con esto.un producto
‘de bajo costo de facil manejo y de uso confiablie en el

Laboratorio Clinico.



IV. MARCO TEORICO
Iv.1. . COAGULACION Y HEMOSTASIA
El mecanismo de la hemostasia puede considerﬁrse como. una
serié de factores sucesivos puestos en juego y conducentes
ﬁor ﬁifimo a 'la detencibn de la hemorragia. Estos factores
'Qe hallarian representados por sector vascular, plaquetas,
factores plasmuticos de la coagulacibn vy inhibidores de 1a

coagulacibn (1,2,3,4).

1. SECTOR_VASCUL

£]

Cuando las venas estan intactas la sangre fluye en estado
liquido y permanece dentro del sistema vascular. Esto
depende de la fragilidad, permeabilidad, tonicidad y factores
intravasculares y extravasculares, En las venas pequeflas y
capilares, la hemostasia puede reemplazarse por la simple
adhesidbn de las superficies endoteliales y la agregacidn
local de las plaquetas.

En las pequefias arterias el control espontanec de la
hemorragia se logra mediante un mecanismo complejo donde
intervienen: la liberacibn de los factores histicos
desencadenantes del mecanismo extrinseco de la coagulacibn,
una vasoconstriccibn refleja y la adherencia de las plaquetas

al colageno desarrollandose el mecanismo intrinseco.



2._PLAQUETAS
Las plaquetas provienen de la fragmentacibn del citoplasma
de 'los megacariocitos. Poseen factores especificos que

‘intervienen en el mecanismo de la coagulacidbn Yy son:

1. Factor plaquetario 1 o ac-globulinico: semejante ‘al
factor V plasmatico. Esth en discusibn si es un
factor especificamente plaquetario o un factor
adsorbido del plasma por las plaquefas.

2. Factor plaquetario 2 o cotrombinico: acelera la
reaccibn en la que interviene la trombina. También

se debate su validez como factor propio.

w

Factor plaquetario 3 o tromboplastinico: Fosfolipido
que participa de manera especial en el mecanismo
intrinseco de la coagulacibn,

4. Factor plaquetario 4 o antiheparinico: Posee la
la facultad de neutralizar el efecto de 1la heparina

sobre el ccagulo.

Las plaquetas liberan, ademds serotonina Yy adrenalina en
el lugar de su adhesibn, produciendose asi una
vasoconstriccibn que ayuda al proceso hemostitico. Asl mismo
poseen trombostenina, una proteina contractil responsable de
la retraccibn del coagulo y que lleva adsorbidos en 1la

superficie factores plasmiticos de la coagulacibdn.



3. FACTORES PLASMATICOS DE LA COAGYLACION

Son “proenzimas (zimogenos) que al comenzar el proceso de
la,doaguiacibn'se activan convirtiendose en enzimas. Todas
son proteinas o aglucoproteinas y casi la totalidad de origen
hepEtico. En’ la tabla 1 se establece la nomenclatura vy

caracteristicas de todos los factores.

4. INHIBIDORES DE LA COAGULACION
Es normal que existan en el organismo mecanismos

inhibidores limitativos del proceso hemostacico; entre los
que se 1incluyen el flujo sanguineo gque previene la
concentvacibn de procoagulantes en un determinado lugar vy 1la
eliminacibn de los factores activados por el higado y el
sistema reticulo endotelial.
Los inhibidores actlan de dos maneras:

1. Bloquean la reaccibn entre factores

2. sobre un facter determinado lo bloquean de manera

progresiva.

Fuisten tres grupos de inhibidorés:

1. Inhibidores de la trombina

2. Heparina y sustancias heparinoides

3. Inhibidores del sistema plasminbgeno-plasmina.



IV.2. SISTEMA INTRINSECO Y EXTRINSECO

El: primer paso en la coagulacibn sangulnea es la
pransformaciﬁn de fibrinbgeno en fibrina que puede seguir dos
caminos: el intrinseco o el extrinseco, dependiendo de la
forma de activacibn del proceso.

El Sistema Intrinseco comprende los factores de la
coagulacibn presentes en el plasma, calcio en forma idbnica y
las plaquetas. Lo inicia la adsorcibn del factor VII sobre
una superficie activante (tubo de vidrio, déﬁo en el
endotelio de las venas, etc.)..

El Sistema Extrinseco, en cambio es activado por un
factor histico liberado por un dafio en los tejidos, que actlia
en ‘forma directa sobre el factor VII; se trata de un
mecanismo mis rhpido que el anterior y en el que no

intervienen las plaquetas (Ver figura 1). (1,3).
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‘ (F0 SOLUBLE | FXilla

PL = FOSFOLIPIDOS
HMWK = QUININOGENO DE ALTO PESO MOLECULAR

o

FIBRINA INSOLUBLE

FIGURA No. 1 VIAS DE COAGULACION
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TABLA 1 : CARACTERISTICAS DE LOS FACTORES DE COAGULACION

FACTORES FORMAACTIVA | VIDAMEDIA | PESO MOLECULAR | CONCENTRACION PLASMATICA | FUNCION,PROPIEDADES
{SINONIMOS, SIMBOLOS), {HORAS) {DALTONS) INTERVALOS DE REFERENCIA | Y VARIANTES GENETICAS
glt {Gv)
PRECURSOR DE FIBRINA, EL
FERINOGENG [FISFINA {ESTRUCTURA DELY 120 340,000 20-40 MAYOR CONSTITUYENTE DELA
A [0 TN SANGRE COMPLETAG.Y :
PROEMIINA DE LA THOMBINA
72000 .0, LA CUAL CONVISHTE FIOFINO-
PROTROMBINA SERNA PROTEASA 10 bos-01 GENO A RBRIKA
FiIl 'VITAMINA K DEPENDIENTE: G.V
FACTOR TISULAR
TROMPOFLASTIRA — 300 - 220,000
i
CALOO (G
i
PrOACELETINA FACTOR CONTRIBUYENTE EN B
FACTOR LABL COMALEXD
COFACTOR > 330,000 <o (CON FACTOR TISULAR)
F¥ SENSELEA
ACELEFADOR SERICO 0E LA CON- o
TERRAR) DE LA VIA EXTRINSECA
VERSON DE LA PROTROMER, | SCNAPROTEASA s 48000 <00 DE LA COAGULACION
{SPCAY VITAMINA K DEPERDIENTE.
P
FACTOR ANTIHEMORUCK 000 PRATEINA PROCGAGULANTE
CORACTOR T w0000 <ot 6L COWEX
{2 CADENAS) ACTIVADOR DR FACTOR X,
F/e:C SENSIELE A TROMEINA.
NOFMALMENTE COMPLEIADO
FACTOR VON WILLEERAND . . i CON FYI PROCOAGULANTE E5-
COFACTOR 0 1X10 a005-001 CENCIAL PARA LA AGREGACION
AR PLAQUETARA
(VWF) i

OBTENIDO :1,23,4,10,11.



TABLA 1 ; CARACTERISTICAS DE LOS FACTORES DE COAGULACION (CONTINUACION)

FACTORES FORMAACTIVA | VIDAMEDIA | PESO MOLECULAR | CONCENTRACION PLASMATICA | FUNCION,PROPIEDADES
{SINONIMOS,SIMBOLOS) {HORAS) (DALTONS) INTEAVALOS DE REFERENCIA | Y VARIANTES GENETICAS
gl {&6v)
FAGTOR CHRSTMAS COMPONENTE PACENZMA, CONSTITUYENTE DEL
TROMBOPLASTINGCG PLASMATICO | SEFINA PROTERSA £ 51,80 0005 - 001 COMPLELC DE ACTIVAGION DB
FACTORX.
ks y VITAMNA K DEPENDIENTE: GY
FACTOR STUART-POWER PROENZMA, CONSTITUYENTE DEL
SEFUNA PROTEASA [ 58,000 0.005-0.00 COMPLEJO ACTIVADOR DE PRO-
TROMBINA. VITAMINA K DEPEN-
x OENTE: GV i
ANTECEDENTE TROMBOPLASTICO PROENIMA, ACTIVADA POR FAC - |
DELPLASMA {PTA} SERINA PROTEASA & 130000 00042006 TOR Xig.
AGTIVA AL FACTOR &
G FAGTOR DE CONTAGTO.
"PROENZIMA, ACTIVADA FOR SU -
PERFIGE OE CONTAGTO, AGTIVA
ALFAGTOR X0, CON HMWK.
FAGTOR HAGEMAN SEFIRA PROTEASA ] FACTOR Kax ADEMAS ACTIVA ER
FOHMA COMPLEMENTARIA A LA
CAUCREINA Y SISTEMA FBRING -
Al LnCo.
FAGTOR ESTABIZADOR DE TRANSAMIDASA; VINGULO PARA
FERNA TRANSGLLTAMINOSA 150 ESTABRIZAR LOS MONOWERGS
FISFINA DE LA SANGRE COMPLETA
oo SENSIBLE A TROWBINA
EAGTOR RIZCERALD CUNINOGENG CONTRERIYENTE DE LA AGTIVA -
DEALTO PESO MOUECULAR Huw | STURAPRACTEASA - CION £34 LA FASE DE CONTAGTO.
.
FACTOR FLETGHER SEFINAPROTEASA — CONAL ENTUATIOO DE LAACTYA |
" GION EN LA FASE DE CONTACTO |
mowmm
PLASMINA { FORMA LISINA) LISA FBRINA. i
PLASMINOGENO ACTVA) e ACTIVADA POR ACTIVADOR PLES- .
MINOGENO TISULAR, ESTREPTO- |
UROOUNOSA. :

| OUBASA,

OBTENIDO 1 1,234,10,11.



IVv.3. MECANISMO DE LA COAGULACION

Se considera gque la coagulacibn consta de cuatro fases 'y
lo gque podria denominarse una prefase las cuales son las
siguientes (1,3,4,5):
A. PREFASE

El primer hecho llamativo de la intervencibn plaquetaria
en la coagulacibn es el contacto de las plaquetas con la
pared vascular, lo que por lo general no sucede merced a la
existencia de un equilibrio fisicoquimico y a la integridad
de la pared vascular, gque se comporta como una superficie
parafinada, al impedir un contacto directo entre la pared y
la sangre.
Cuando por cualguier razbn se altera el endotelio, se rompe
el equilibrio y las plaquetas se adhieren al colageno y al
endotelio. Luego de la adhesidbn a los tejidos sigue la
adhesibn entre si para lo que las plaquetas requieren
adenosindifosfato (ADP), ibn calcio y una superficie
plaquetaria reactiva.
La adhesitn de las plaquetas entre si se denomina agregacitn
reversible; en este momento conservan su estructura y el
flujo sanguineo pasa a través del cohgulo flojo; si resulta
muy fuerte, el flujo puede arrastrar el co&gulo que debe

volver a construirse.

b

w



$i. se. forma trombihaL "in. sxtu"
rééérsible ~a
'estfucéuia, :se degranulan
,y'bioqqémicas.
ayuﬁafi d§~' 105 factores = de 1a coagulaclbn,,.i

= impermeabiliza; contraé Y retrae.

B)  FASE 1. Formacidbn de un complejo conversor de

protrombina.
8blo el sistema intrinseco utiliza esta fase. La

coagulacibn ocurre cuando el factor plaquetario 3 se libera y
reacciona con los factores plasmaticos de la coagulacibn.

La etapa I involucra el factor XII que es activado "in vivo"
por colageno, estearatos, acido lUrico, etc., y en su momento
activara al factor XI. Asi se desencadena lo que denominamos
cascada, cuya base es 1a teoria que considera que el proceso
de coagulacibn constituye el principio de una serie de
reacciones enzimaticas, en las cuales cada enzima activa a la
siguiente.

La serie de reacciones ocurridas hasta la activacidn del
factor 11 {Protrombina} toman 3 a 5 minutos.

El complejo activador de la protrombina se forma mas

thpido si en lugar de utilizar el sistema intrinseco, se usa
el extrinseco.

Este Ultimo necesita para actuar la presencia de
tromboplastina histica que no se encuentra en plasma en

condiciones fisiolbgicas, pero en ciertas condiciones




"Eacﬁcr VII{ que en el otro 51stema no 1nterv1ene & de los
factores V., X ¥ calcie ibnico. ’ ;
'Esta reaccibn ocurre en 12 a 15 segundos pues pasa por alto
la formacién de tromboplastina intrinseca que demorq como se

indicd antes de 3 a 5 minutos.
Como puede apreciarse los factores V y X estan ﬁnvolucrados

en los dos sistemas y constituirian un camino comun.

FASE 2. Conversibn de protrombina en trombina.

La transformacibn de protrombina (Factor II inactivo]} en
trombina {Factor II activo} puede realizarse por ambos
sistemas: El intrinseco o el extrinseco. Cuando se forman
pequefias - cantidades de trombina, ¢ste actlia de manera
autocatalitica y acelera las primeras reacciones aunque
intervienen los factores VIII, IX, Vv vy factor plaquetario 3,
por lo que aumenta en consecuencia la produccibn de trombina.
La cantidad y la velocidad en que se forma la trombina es un
paso importantisimo en el mecanismo de la coagulacion.
Ademas se ha descubierto que la trombina ataca a la molécula
de protrombina no para convertirla en trombina activa, sino
en un intermediario I, que en presencia de Xa, V, Ca++, se
transforma en un intermediario 1I que va a dar como resultadﬁ

trombina, como se mucstra en la figura 2.



Protrqnibﬁ.rid

Protrombina ——————-> Intermedlarm I —_— Intermediarm 11
Ca++ V

Ca++ Xa
v PL !
Trombina *

. FIGURA 2. CONVERSION DE PROTRUMBINA EN TROMBINA
FUENTE: IOVINE E. 1985

FASE 3. Conversibon de fibrinbgeno en fibrina.

La trombina formada en la fase 2 actlla como enzima
proteolitica sobre el fibrinbgeno y escinde la molécula nivel
de uniones de glicina-arginina. Se forma asl el monbmero de
fibrina con la liberacion de dos pequeiios fibrinopéptidos
{denominados A y B); la pérdida de esos fragmentos hace que
las moléculas reduzcan su carga negativa, entonces leos
monbmeros tienden a unirse en forma longitudinal y a pH
fisiolbgico uniones de tipo puente de hidrbgeno {forman la
fibrina primaria.

Estas lltimas en presencia del factor XIIIa y Ca++, se unen
reaccionando la glutamina de un monbmero de fibrina con una

lisina de otro monbmero.



17

un

figura’3.

Fibrinopétidos
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H
" Fibrina insoluble
I

FIGURA™3. CONVERSION DE FIBRINOGENO EN FIBRINA.
FUENTE: IOVINE E. 1985, :
FASE 4. Pibrinblisis.

Es el término aplicado a la destruccidn enzimatica del
coagulo. Cuando se produce el tapbn hemostitico se adsorbe
plasminbgeno (alrededor de un 20 a 30 %) en la red de
fibrina; asi el sistema fibrinolitico estd colocado "in
situ”" y listo para actuar. El generarse "in situ" hace
especifica a la plasmina (enzima), gque libre posee un gran
espectro proteolitico; por esto es que en condiciones

normales no realiza una proteblisis generalizada (1,6,18).

La plasmina no diferencia entre fibrina y fibrinbgeno,

ataca también a los factores V, VIII, XI y XII.
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FIGURA 4. PRODUCTOS DE LA DEGRADACION DEL FIBRINOGENO, POR EL
ATAQUE DE LA ENZIMA PLASMINA.

Cuando se producen coagulacibn y fibrinblisis, en pequeiia
escala y simultaneamente "in vivo" los proeductos de
degradacibn se unen a los monbmeros de fibrina y al
fibrinbgeno para construir complejos solubles.

Estos ltimos son en cierta medida, una eficaz proteccibn del

equilibrio hemostatico, ya que al combinarse con:

a) Fragmentos X, evitan que estos precipiten obstruyendo
vasos.
b) Monbmeros de fibrina, impiden que el cobdgulo siga

aumentando.

¢) Productos de degradacibn, evitan que estos ejerzan su

poder anticoagulante.
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En condiciones normales escasas cantidades de estos productos

de degradacibn pueden encontrarse en suero (1,6,18).

.IV.4. ANTICOAGULANTES
Son farmacos o sustahcias quimicas que impiden 6 réfardan
©la coagulacibn sanguinea. Pueden ser de tres clases:
a). . Anticoagulantes que actuan "in vitro".

Son escencialmente sustancias descalcificantes gque
eliminan el ibn calcio de la sangre, pues fijan el ibn
formando un precipitado o complejo. Como el Oxalato de Sodio
y el Citrato de Sodio, Resinas de Intercambio Ibnico
(Amberlita IR100), EDTA (disbdico), Acido Citrato de Extrosa
(ACD) y Fosfato de Extrosa {(CPD).

b) Anticoagulantes que actlian "in vivo".
1) Anticoagulantes directos.

Se les 1llama asi a los inhibidores que normalmente se
encuentran presentes en el plasma como la antitrombina III,
productos de degradacibn de la fibrina, proteina C y S,
llamandolos antitrombinicos pues evitan la formacibn de
trombina, ademas de inhibir otros factores.

ii} Anticoagulantes indirectos.

Son denominados anticoagulantes sintéticos o
anticoagulantes orales, llamados también drogas
"Hipoprotrombinémicas", pues retardan la formacibn de
trombina. Son derivados de la 4-Hidroxicumarina y de la

indanediona, interfieren en 1la sintesis hepitica de los
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c) I\ntxcoagulantes que acthan "in vu:ro" é "Ln vivo" como”la

hepanna. 8

Es: un mucopolxsacarido sulfatado, es. un acido. fuerte y se

encugntra disponible en forma de sal sbdica. Su mecanismo de
accibn' principal es que se une a la antitrombina IIT vy
experimenta un cambio de comformacibn que aumenta la tasa de
su efecto inactivador sobre la trombina.

Ademas la heparina puede ser captada por ias células
endoteliales y alterar de esa forma las propiedades de los
vasos sanguineos, pues es fuertemente electronegativa

(2,3,7,8,9).

IV.S5, ANTICOAGULANTES ORALES

Los anticoagulantes orales derivados de la cumarina son
ampliamente utilizados en la prevencibn de las trombosis
recurrentes.

En la figura 5 se muestra esquematicamente el mecanismo
bioquimico por el cual estos anticoagulantes orales reducen
el nivel de los factores de coagulacibn Vitamina K
dependientes, [La vitamina K cataliza la formacidn de acido
gamacarboxiglutamico en aminodcidos especificos de los
factores de coagulacidn II, VII, IX y X, asi como en la
proteina anticoagulante C y su cofactor la proteina S.

' Bstos amiiodcidos modificados son los responsables de la

unibn al calcio y los fosfollpidos y por lo tanto son



eégnciales ﬁa:é}"‘la" actividad enzimbtica de estos factores en
‘el esé@ema de Vcéa'gt.xlaci,bn.

o Lo's_"antvicoagulantes cumarinicos actiian como antagonistas
de 1la Vitamina K, bloqueando las reductasas que producen su
“regeneracibn en el ciclo de oxidorreduccibn.

Como ‘se bloquea la accidon de la Vitamina K no se producen los
restos gamacarboxiglutamico; apareciendo en circulacién las
proteinas no modificadas denominadas Proteinas Inducidas por

Antagonistas de la Vitamina K (PIVKA).



CH2 -+ Actividad,

| -ireductasa

HC-COOH R Sobre e’

; I 1 s epOxldo e

COOH O © e vitk
Ac.gamacarboxiglutamico Epéxido de vitamina K

FIGURA 5. Mecanismo de la accion cumarinica. Los tarmacos de tipo cumarinico
se Interfieren en el ciclo de ta vitamina K blogqueando la enzlma que

reduce el epoxido de vitamina K a vitamina K. Sa impid
carboxllacién 0@ 108 residuos de &c.glutamico de (08 factores Il Vil X

y X {lzquierda}, con to que inhibe su activacion.
FUENTE. GOODMAN Q. 1986.
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IVi6.. ESTANDARIZACION DE_TROMBOPLASTINAS
6.1, p}fﬁn&cidusé" DE ‘TROMBOPLASTINAS.
Tromboplastiﬁg;:‘Extracto ﬁisular que tiene la propiedad de
) acélérﬁf i§ aéiiVacibn de la coagulacibn sanguinea, por: via
extrinseca, soslayando asi -algunas reacciones de. .la via
intrinseca. . v
Las tromboplastinas preparadas con tejidos de mamiferos
contienen proteinas y fosfolipidos. Existen dos tipos de
tromboplastina, la simple y la combinada.

También se pueden clasificar las tromboplastinas. por tipos
segn el origen del tejido que proceden de cerebro y pulmbn

de conejo, cerebro y placenta humana y cerebro bovino

(13,14).

Tromboplastina simple: Suspensibn de tejido cerebral en

suero salino.

Tromboplastina combinada: Suspensibn de tejido cerebral en
suero salino, o solucibn amortiguadora, con una concentracibn
apropiada de fibrinbgeno bovino, factor V y cloruro calcico

afiadidos.

Tiempo de protrombina: Tiempo de coagulacibn de una muestra
de plasma en presencia de una preparacibn de tromboplastina y

de la cantidad apropiada de iones calcio.



.2 INDICE DE. SENSIBILIDAD INTERNACIONAL (ISI)

Para un ”t;oﬁboplastina dada seria:

LIV

L 1log itmico " doble que representarhd los. tiempos de
iiprqt;ombinétéérérla preparacibn internacional de referencia

‘de t#omhoélastina humana combinada (clave: 67/40) en el eje
:‘yerticél vy -los tiempos de protrombina para la tromboplastina

dada en el eje horizontal.

2) El1 producto de a) la pendiente de la 1linea de
calibracibn obtenida en un grafico logaritmico doble que
representara los tiempos de protrombina, para cualquier
preparacibn de tromboplastina, cuyo (ISI} hubiera sido
determinado por regresibn ortogonal, en el eje vertical y los
tiempos de protrombina para la tromboplastina dada en el eje
horizontal vy h) el ISI previamente determinado para 1la

.primera de las preparaciones {14,15,16,39).

Iv.6.3. RESENA HISTORICA

Er 1935 Armand Quick describe una prueba aue llama tiempo
de protrombina, que la profesibn médica adoptd como tal. La
cual se evalua con tromboplastinas, siendo estas extractos
tisulares, cuyas fuentes son comlnmente de cerebro y pulmon.
de conejo, cerebro y placenta humana y cerebro bovino,é
algunas eran simples y otras combinadas. Al proceder 1las
tromboplastinas de cdiferentes fuentes, su sensibilidad varia

Y por lo tanto la forma de reportar el TP también.



Ala feché se-han reallzado modlflca

fin: 'de,~Mejorar,'la

,trombeplastinas en’ cuanto a los res

tradlcionales talPs como-»7

‘de: protromb;na, etcétera (17- 22)

El Fomlté Internacxonal de. Trombosis Y Hemostasxa (ICTH) Yo

el "Comité . Internaciofial  para 1a Estandarizacibn - de
Hematologia {ICSH), de la Organizacidn Mundial de la Salud
(OMg}, contribuyeron enormemente para que se obtuvieran las
bases y técnicas adecuadas para la estandarizacibdn de
tromboplastinas, a fin de contar con una unidad de medida
internacional comln, que tiene el mismo significado en
cualquier parte del mundo; el Radio de Tiempo de Protrombina
Internacional Normalizado (RIN) (3,14).

De acuerdo a lo establecido por 1la OMS, para la
estandarizacion de tromboplastinas, se emplea el método
modificado de WBiggs y Denson (1983), el cual utiliza 20
plasmas normales y 60 plasmas anticoagulados, evaluados en 10
dias diferentes de trabajo, actualmente existen tres tirvos de
tromboplastina de rveferencia internacional, de acuerdo al
tipo de tromboplastina que se desee estandarizar; la BCT/099
de humano, OBT/079 de bovino y la RBT/079 de conejo, estas
son preparaciones secundarias de referencia, pues son
calibradas frente a una preparacidn de referencia primaria,
1a 67/40 (Combinada) a la BCT/253 (Simple), ambas de cerebro
humano, que poseen un Indice de Sensibilidad Internacional

{181} de 1.0 por definicidn. Se habla de materiales de -




rOfnrencw fercmrlos cuando estos - son callbrados ante una
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referenc*a secundarla,, las .cuales son trombop‘astxnas;

comerc;.ales.'/,Por ‘lo ‘que 'se pueden calibrar: lotes producidos

localmente. -‘frente’ "a‘ una --tromboplastina - comercial’ IS8T -

conocido), llamandose a esto una comparacibn md:.recta

El tener estas tromboplastinas un ISI por deflnlcmn de’

1.0 ‘deduce que hay uln comportamiento 1lineal . entre. las
tromboplastinas denotandola por la relacibn Y =-a -+ bx
(13,17,23,24).

De esta forma intentan una mejor correlacib.n de datos,
ademas deducen que es un error reportar el TP en porcentaje
de actividad, pues cada tromboplastina tiene diferente
sensibilidad, ademas de que la curva de referencia esta
sujeta a muchos factores que afectan los resultados, y que la
forma adecuada de reportar el TP es en Radio de Protrombina

(25-28).

Iv.6.4. TROMBOPLASTINAS DE REFPERENCIA INTERNACIONAL

Todas las tromboplastinas usadas deben de ser calibradas
frente a ©preparaciones internacionales de referencia.
Existen preparaciones primarias y secundarias de referencia,
ambas permiten la comparacibn entre tromboplastinas, ya que
la primaria esta muy limitada en cuanto a su distribucidn
(29,30).

Por contribucibn de la ICSH, ICTH y BCR {Comunidad Boreau

de Referencia) en la tabla 2 se designan caracteristicas de
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‘Iﬁternagiqnaigs de Refatencia:ﬁ(PIR'S)

v Secundarias; propuestas’ por -la OMS y BCR i~

o io ,que,'la' OMS  propuso 'preparaciones de

conejo’y bovino (13,14).. Se muestra en la figura 6.
; : ,

Primera PIR (67/40)}
'PIR'S ;
PRIMARIAS ;
Segunda PIR {BCT/253)
i ;
oMs BCR !
PIR'S

-SECUNDARIAS OBT/79 RBT/79 RBT/79 BCT/099

Preparaciones Tromboplastinas
Nacionales de Comerciales
Referencia

I
I
1
'
1
1
1
|
'
|
1
\
1
'
1
'
1
]
'
.
'

]
Tromboplastinas de Trabajo

FIGURA 6. Preparaciones Internacionales de Referencia
primarias y secunadarias -propuestas por la OMS
v BCR.

FUENTE: OMS. 1983.



TABLA 2 : CARACTERISTICAS DE LAS TROMBOPLASTINAS DE REFERENCIA

CODIGO DE REFERENCIA
WHO BCR
. 67/40 884 70178 BCT/099 08T/78 RBT/7®
TIPO DE TESDO CEREBRAL HUMAND BOVINO CONEIO HUMANO BOVINO CONEJO
SIMPLE O COMBINADA! COMBINADA COMBINADA  SIMPLE SIMPLE COMBINADA  SIMPLE
VIALES O AMPULAS AMPOLLETA  AMPOLLETA  AMPOLLETA FRASCODE  AMPOLLETA  AMPOLLETA
VIDRIO VIDRIO VIDAIO HULECON  VIDRIO VIDRIO
SELLADO SELLADO SELLADO TAPON SELLADO SELLADO
MASA INICIAL O 2051 % 22% 1009 ¥ 145 % ant os ¥
VOLUMEN (*sd) 0.025 9 0019 0.01g 0030 0.005¢ 0.02m
FASE GASEOSA NITROGENO  VACIO NTROGENO  VACIO VACIO NITROGENO
(88.7KPa
FRACCION MASA DE 0.0064 0.021 0.0068 0.02 0.018 0.01
AGUA DESPUES DE LA
LIOFILIZACION ( KG, KG. )
PARA SER RECONSTITU- 20m 22m 10m 1.0m 22m 0.5m
DO CON CaCt, Cakl, AGUA AGUA + Cacl, AGUA
(32mmol)  (32mmolf)  DESTILADA  FENOL (32mmolf) ' DESTILADA
(051
PH 85 .8 88
HEMOGLOBINA L8D2 LB.D? Le.p2

1) TAMBIEN CONTIENE FIBRINOGENO Y FACTOR V DE COAGULACION

2) UMITE BAJO DE DETECCION
FUENTE. KIRWOOD TBL 1883




1v.675. “DESGLOSE_ESTADISTICO

Antefiormenté se dijo que céda tromboplastina de trabajo,
es una preparacibn que debe tener un Indice de Sensibilidad
Internacional kISI), pof compa?acibn con una PIR primaria. o
Secundafia, con un ISI asignado. : ;7‘7

Para la obtencidn del ISI inicialmente se rélacipnaban ios
logaritmos de TP, de ambas tromboplastinas,‘an ﬁna grafica,
resultando una linea reéta.

Y = a + bx (3 .
donde a es la ordenada al origen y b es la pendiente, X
y Y denotan los logaritmos de los TP, graficando en el eje Y
la preparacibn de referencia, y eﬁ el eje X la preparacibn de
trabajo. Pero esta ecuacibébn no definia bien la relacidn
entre ambas tromboplastinas (28,31).

La ecuacibn 1 se utilizaba tanto para plasmas normales,
como anormales y se transformaba el dato de TP de una
tromboplastina de trabajo en una de referencia, usando de 1la
ecuacion 1 la pendiente (b}, por lo que la ecuacibn para el

_plasma normal y anormal siempre y cuando se utilicen radios

de protrombina

b
RP = RP (2)
67/40 MR
donde RP = Es el radio de protrombina de la PIR 67/40
67/40
RP = Es el radio de protrombina para otro
MR material de referencia

b = La pendiente de la linea de calibracibn 1.



: los

Por

experiencm ‘se sabe que en la regresidn lineal, la suma de
cuadrados de' las desvlaémnes son de manera perpendicular a
la linea, ocasionando desviaciones minimas a los valores, lo
cual se considera un error calcular a y b. ‘Pero en la
regresibn ortogonal resultaba una estimacibn simétrica
completamente de la relacién lineal con mejor precisibn vy
pruebas de linealidad que podian ser derivadas. ' Otra ventaja
que se observa es que dicho método suprime <de manera
implicita, el error estadistico en ambos ejes. Por lo tanto

los estimadores a y b eran calculados asi:

2 1/2
b=m+{(m + 1) (3}
- 2 . 2
Y-y ) - (%X) 1 Sy Sx
m= — — = — - — (4)
2 ( X-X) (Y-Y} 2r Sx sy
a=yY-bx (5)
donde: r = Coeficiente de correlacibn

SX y Sy = Desviacibn estandar de Xy Y

¥ y X = Son las medias da X v Y



asignados, parq_la.éix‘ﬁ7/4

1o que para obtener’ el ISI

MR MR e 67740
donde: ¢ = 'Peﬁdienta_ de 'calibracibn obtenido de 1la
MR ~ecuacibn. 3.(. C .= b ) .
i
T = 1I8I -asignado a la preparacibtn de
67/40 referencia

Por lo tanto la ecuacidbn 2 se transforma en :

Is1
RIN = RP

RIN = antilog (ISI log RP)

Para una obtencibn de resultados mas precisos, en lugar de

emplear una media aritmética ordinaria en el RP.

™ = (t + t +....t )/n
N 1 2 n

Se hizo uso de la media geométrica.
TP = antilog { log + log +....1log ) / n
N 1 2 n

La diferencia entre una y otra era que

aritmética > geométrica



. "7 TP normal

"Pq:’——;ilo :g‘.anr.'ro, una - vez. obtenido-el ISI, .el TP del . paciente

ant’iéovagulgdo‘ ée reporta en una escala comln, que es' el RIN.
ist
RIN = RP

o N !

El.RIN es una medida universal para un mejor cont.rol de estos
pacientes, ya que éste si toma en cuenta las diferencias de
los . tipos de tromboplastinas a los efectos de los
anticoagulantes orales (14,19,27,33).

Actualmente en el comercio existen una gran cantidad de
tromboplastinas, cada una de ellas con una diferente
sensibilidad de acuerdo a las fuentes e tejido del cual
proceden. De acuerdo a 1lo establecido por la OMS una
tromboplastina de uso en el laboratorio debe de tener un ISI
menor a 2.5 con un porcentaje de coeficiente de variaciobn
menor al 3% de la estimacidn del indice de sensibilidad por
comparacibn con la Preparacidn Internacional de referencia
secundaria.

La precisidn del ISI estimado del lote, teniendo en cuenta
la precisidbn de la calibracibn de 1la preparacibn de
referencia nacional o de trabajo, Aebe tener un coeficiente

de variacibn del 5% o0 menos (14).



33

Se haiqbsér'\éado";qqg éué ‘siendov la tromboplastina del mismo
tipé de - ‘tejido, difiere mucho su sensibilidad 4
comportamiento, por lo que cada lote que sea producido debera
; de calibrarse;cbmo lo exige la OMS- y dependiendo de. sus

parametros de calibracibn éste podra ser utilizado (20,34).

IV.7. LAS PRUEBAS EN TROMBOPLASTINAS ESTABLECIDAS POR LA OMS
SON:

cada lote de tromboplastina de cualquier origen debera
satisfacer los criterios siguientes. )
1. éensibilidad al defecto inducido por la cumarina.

La sensibilidad al defecto inducido por la cumarina se
determinara por el tierﬁpo de protrombina, utilizando plasma
normal y cumarinizado. El valor obtenido debera ser analogo
a los obtenidos con otros lotes‘de la misma tromboplastina,

preparados por el mismo fabricante. El  Indice de

Sensibilidad Internacional no deber4 exceder de 2.5.

2, Prueba de sensibilidad a la deficiencia de Factor VII.

La prueba de sensibilidad a la deficiencia del factor VII
se practica mediante la prueba del tiempo de protrombina de
una etapa en plasma de un sujeto conocido como deficiente de
.facto;: VII. El tiempo de protrombina deberd ser semejante
al “obtenido con una tromboplastina de referencia conocida

como sensible al factor VII.



3..Contenidode ﬁemogwl‘r-)l:;i»na, :
de obtener, preparaciones  tan 'exentas: de

" hefioglobina como-sea posible.

4; Opacidad yrvolumen de sedimento.

: ‘ El método de fabricacidn, especialmente el método de
A trituracidn del tejido, tiene un efecto acentuado sobre la
actividad, la opacidad y el volumen del sedimento de 1la
tromboplastina. Como puede usarse egquipo fotoeléctrico para
determinar el tiempo des coagulacidn, es convenie.nte que las
preparaciones sean adecuadas para emplearse en esos

instrumentos.

5. Ausencia de agentes infecciosos.

Es deseable aunque no siempre posible preparar
tromboplastinas estériles. No obstante hay que hacer todos
los esfuerzos por utilizar el material menos contaminado
desde su origen y emplear un procedimiento de fabricacibtn que
impida nuevas contaminaciones y la proliferacibn de
microorganismos durante la fabricacibn.

Deberad comprobarse que las tromboplastinas de tejido humano
estén exentas de virus de la hepatitis B (VHB) y del SIDA

(VHI), con métodos de gran sensibilidad.

6. Estabilidad.
El método de fabricacidn de tromboplastinas debera dar

estabilidad a las preparacicnes.
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La’y"e'st&bilid'a'di cbmprébarﬁj:méﬂianfe  una “prueba de

dggfaddélbn ‘&celeréda,ﬁ én;~1a cual’ las preparaciones de

tromboplastina  liofilizada ' deber&n mostrar que conservan

actiy iEl_servicio nacional de inspeccibn especificark

“.las : géhdiciones “de , prueba. No  deben utilizarse
'irdmhoplaStinas que pierdan actividad en una prueba de

fdégfadacibn acelerada.

La sensibilidad de las tromboplastinas aumentari siempre y
cuando su valor de ISI se acerque a 1.0. Los vaiores de ISI
de las tromboplastinas utilizadas en México varian entre 1.7
Y 2.2, siendo éstas poco sensibles. Actualmente la casa
comercial Organon Teknika ha producido lotes de
tromboplastina, de cerebro de conejo, con un ISI de 1.10
(Simplastin Excel §), de una alta sensibilidad acercandose
éste al valor de 1.0 de 1las preparaciones de referencia

primaria.

IV 8. Los estudios presentados a continuacidn, nos encaminan
a la obtencibn de una tromboplastina sensible.

Estudios realizados por Singer y Sibley (35) discuten que
la variabilidad del tiempo de protrombina es debido al factor
VII. ‘Al realizar un estudio con siete tromboplastinas
comerciales y una preparacién de tromboplastina de cerebro
humane, determinando la sensibilidad de éstas al factor VII;
emplearon plasmas con % de actividad diferente, respecto al

factor VII, para lo cual utilizaron plasmas normales, plasmas



adsorbldos ¥Ye plasmas de pacientes G

VII." Encontrando que lla‘ prolonga?ibn
protromblna es debldo principalmente
factor VII en 10  plasmas de estos 'p

S Postermrmsnte Nev:.]le (36), discite./g

‘de - una “tromboplastina se ve afectéda bvoru 1o

‘factor © VIT: Al realizar un esiudio enire

;tromboplastinas, una de ellas preparada a’ partir der :
cerebral ~de perros normales Yy la otra con perros“coﬁ
deficiencia congénita del factor VII, de la coagulacibn.
Encontrando que la tromboplastina preparada -a partir de
tejido cerebral de perros con deficiencia congénita en el
factor VYII, da en plasmas de pacientes, tiempos de
protrombina, mhs largos que los dados por la tromboplastina
de perros normales, lo cual indica una mayor sensibilidad de
la primefa tromboplastina deficiente de éste factor VII.
fste estudio reafirma el realizado por Singer y Sibley (36).

También otros grupos de investigadores han reportado que
los dif;erentes lotes de tromboplastina preparada a partir de
cerebros animales tratados con algln tipo de anticoagulante
oral afecta no sblo la produccibn del factor VII, sino
también de los factores II, IX, y X (35,37).

En un estudio realizado recientemente {38) se encontrd que
la tromboplastina tisular liquida que se produjo, posee una
sensibilidad media, con un % de coeficiente de variacibn en
el limite superior al que exige la OMS, Ademas de realizar

la comparacidn clinica de la tromboplastina producida, con la
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de’. una tfombbpla’s:tin .comercial ‘en - los.. padecimientos” de .

“Nutricional " (CHAN), Ictericia
T mboflebltxs, encontranﬁo que

©.no’ exxstia difer nc 5 adistica entre. el comportamlento de

1a tromboplastlna -4 abajo produC1da, con la-tromboplastina

comercial “de’ referenc{a,, “EBEli'reactivo. obtenido.-en eéte
estudio, como ya ‘se dijo, es sensible en -los- limites
establécidos por 1la OMS, 'sin embargo, para 'su  uso - se
invierten 1:20 horas, en tanto gque una tromboplastina"
comercial, que se encuentra liofilizada, para.su uso se
necesita de sblo 2 minutos.

Iv.9. Por lo tanto un punto importante de tratar, es la
conservacibn de la tromboplastina tisular de cerebro de
conejo, evitando asi, la accibn destructora del calor y la
oxidacibn de procesos fermentativos (41).

En la Industria Quimica, una de las técnicas especiales de
secado, es la liofilizacibn, la cual tiene una aplicacibn
limitada, pero dentro de ciertas limitaciones esta técnica
puede proporcionar el mejor método a casos particulares de
secado y por lo tanto la conservacibn de determinados
alimentos (carne, fruta, verduras), productos farmacéuticos
{(cultivos ‘de virus, sueros, antibibtices, cultivos de
bacterias) y tejidos animales y extractos (huesos, piel,
sangre, tumores, arterias, hormonas}; como en el caso en
particular que tratamos, de la tromboplastina tisular de

cerebro de conejo (41-44).
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"La ‘liofizacibn es un proceso espec131,de”deshidrataéibn'

conducido a bajas temperaturas y altos. vacios, en‘e

«cualse

elimina el agua por sublimacidn. Los productos 1i fiiiihdqsf‘

se identifican por su gran ligersza y su eléyadé_pdrbsidad,'5

friabilidad e higroscopicidad (41,43,44).

IV.10. Rl proceso de liéfilizacibn.

Usualmente la liofilizacidbn es una operacibn discontinua;
el congelamiento inicial puede ser llevado a cabo fuera del
liofilizador o también puede ser obtenido por evaporacibn al
vacio. El recipiente que contiene la sustancia a secar se
sitlla dentro de una caja al vaclo o se la conecta a una linea
de ‘'vaclo (método - usado para secar gran cantidad de
recipientes pequefios).

Hormalmente se eliminan los gases incondensables por bombeo,
Y el agua por condensacibn. Debe suministrarse calor a 1la
sustancia para proveer el calor latente de vaporizacibn, pero
el flujo de calor debe de ser lo suficientemente pequefio como
para que la temperatura del material a secar se mantenga
menor a 0 C (41,44)

Es importante durante el proceso de liofilizacibn cada una de
las siguientes etapas:

IV.10.1. Conduccidn dentro del sblido: En el secado normal
de las sustancias se encuentran dos etapas de secado. En la
primera sublima el hielo superficial, dejande un producte

esponjoso que contiene en su interior cristales de hielo
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aislados:: En la segunda atapa. estos crlstales ‘su 11man mu‘

-lentameﬁié

eilos. el obJet'

: »busédﬁdq;un

un congelamlento rapxdo produce normalmente los 51guxentes

5 resultados:
a) -se’ forman cristales de hielo. mas pequefios, 1o cual
disminuye el dafio en las paredes de las células, permite una
mayor velocidad de sublimacibn y reduce las tenciones debidas
a la -expansibn dentro del recipiente que contiene la
sustancia.
b) Se reduce el riesgo de producir soluciones altamente
concentradas antes que se complete el congelamientc. {Estas
soluciones pueden provocar un desecamiento osmbtico de las

células o una reaccidbn quimica}.

Sin embarge un congelamiento 1lento puede mejorar la
posibilidad de supervivencia de las bacterias y las células.
Se pueden reducir las tensiones generadas por la expansibn
del congelamiento por adicibn de ciertas sales, como son
cloruro de sodio o potasio o reduciendo la adherencia con el
‘recipiente mediante un tratamiento de la superficie con un

brgano-silicona.
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-EY. congelamiento - se . obtiene' con - las : técnicas

convencionales de refrigeracibn usando dibxido -‘de’ . carbono

sblido, ‘frebn; . etc.,-esta operacibn se conoce: con el- nombre’

de’ p}f'e'corn‘gieiacibn; o por evaporacibn por yaci:};
‘1iofilirzaﬁor, operacibn conocida como autoco'nge:],acfib:n. El
segundo método es mas. lento pero puede significar-un-ciclo de
6peraciones mas sencillo.

I1V.10.3. Taponamiento:: Para evitar el contacto del producto
seco dentro de frascos con el aire, se dispone de mecanismos
automaticos de taponamiento; también es posible. sellar las

ampolletas antes de sacarlas del vacio (41,45).

Iv.10.4. Suministro de calor por sublimacibn

Para obtener la maéxima velocidad de secado a una
temperatura dada la sustancia a secar debe tener un peguefio
espesor Y una gran superficie. Como la velocidad de secado
también depende de la presidn de vapor saturado sobre la
sustancia, su temperatura no debe ser mds baja que lo
necesario.
El flujo de calor puede ser controlado por esta temperatura.
En liquidos: se disponen dentro de una bandeja poco profunda
o se hacen girar dentro de un recipiente, de tal manera que
el fluido congelado se esparza por las paredes del recipiente

(41,44,45).



jento del 'vacio:

1V.10.5. Manten:

‘slstema son’ 'elimlnados'por medlo de ‘bombas de vacic y/o
eyectores de vapor.

Operando a pequefia escala se puede eliminar el vapor de
Tagua por medio de bombeo, aunqgue esta técnica ‘introduce 1z
complicacidbn de tener que separar el agua del aceite de la
bomba. Normalmente el vapor es eliminado del sistema por
condensacibn, Para un secado rapido 1la pxesién de vapor
dentro del sistema debe ser 1o mas baja posible.

Las siguientes condiciones aseguran esto:

a) La superficie de condensacibn debe de estar lo mas fria
que sea posible.

b) Debe de estar cerca de la superficie a liofilizar cuando
se produce la sublimacibn.

¢) Se debe disponer de un area de condensacibn tal que el
hielo formado sobre ella no forme una capa gruesa que genere
una gran resistencia a la transferencia de calor. El hielo se
deposita preferentemente en aquellas partes del condensador
enfrentadas a la sustancia que se esta secandoc. En el secade
de muchas sustancias no es un inconveniente la formacibtn de
una capa espesa de hielo en el condensador en las ultimas
etapas de secado, puesto que el factor limitante ds la
velocid»d de sublimacibn esth dado por la velocidad con gue

las moléculas de agua abandonan al sblido (41,43,45).

.

657 no’conden ables o tam.dos xn1c1almente en al-



Iv;lo;éjziDpsc hgéiﬁci@n del’ conderisador.

‘ 51:hieio pﬁedéﬁgérréliminadﬁ haciendo pasar agua caliente
o por glgchdehsador. El condénsador puede estar disefiado de
'vtal manerélque, una vez que ée ha fundido la interfase entre
el -hielo Yy el dondensador, el ‘hielo cae limpiamente, de
ménera que se acorta el tiempo de parada del secador.
También se puede eliminar el hielo mediante algln mecanismo

de raspado del mismo.

IV.11. Tipos de liofilizadores.

Para ordenar los distintos factores ~ discutidos
anteriormente podemos clasificar los liofilizadores en tres
tipos principales:

a) Liofilizadores con recipientes rotatorios; usados
solamente para secar liquidos.

b) Liofilizadores mltiples; son convenientes para secar el
contenido de una gran cantidad de recipientes pequefios,
Presentan la desventaja que la ruptura de vacio en un
recipiente destruye el vacio en todos los demas.

c¢) Liofilizadores de armario con estantes; son los mas

comunes Y Se usan para una gran variedad de sustancias.

Cualquier equipo para liofilizar, consta fundamentalmente
de cinco elementos indispensables:
1. El sistema de congelamiento.
2. El sistema de vaclo.

3. El sistema de condensacibn.
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4. El sistema.de ‘calefaccibn,

5. El sistema de medicibn y control.(41,43,45).

IV.12.. CARACTERISTICAS PARA OBTENER UN BUEN LIOFILIZADO.
IV.12.1. Para llevar a cabo una liofilizacibn se utiliza un
soporte, el cual le da cuerpo y proteccibn al elemento a
liofilizar. La sustancia protectora mejora la sobrevivencia
de materia viva o proteinas, esto es, de productos
biolbgicoes. Los protectores mas usados son: glicerina,
suero, gelatina, caseina, metanol, pectina,. inositol,
alblumina y leche descremada.

El soporte dé leche descremada manifiesta una actividad
protectora de 98.5%, la gelatina diluida logra un 85%, 1la
glucosa al 5% logra una actividad protectora de 91% y la
glicerina al 5% 1logra una actividad protectora de 48.5%
(45,46).

v.12.2. Asi también cuando las estructuras de un soluto
crean grietas durante el secado y especialmente cuando las
cantidades de sblidos son bajas, se obtienen productos
friables, que casi se pulverizan durante su manejo; puede ser
conveniente entonces la adicibn de un aditivo. El aditivo va
a proporcionar resistencia a la estructura.

Los aditivos deben reunir varias caracteristicas:
a) No ser higroscopicos
b} Ser muy solubles en agua

c) Ser inocuos (Mo alterar sabor en caso de alimentos)
k!



d) para prédpctos inyect

pirbgenos.

Dentro de loskadit v glicocola,

Lnosxtol manltol, urea,ﬂ odiq, acido

clcrlco y tartarico (45, 45)

enzimaticos durante la 110f1112ac1bn como son-'

a) Congelacibn

b) Desnaturalizacibn de proteinas

c} Ruptura de estructura celular por los cristales de hielo

d) Cambios de pH, alteracibn osmbtica.

IV.12.3. La adicidbn de un agente surfactante ayuda a que los
cristales formados sean mas pegueflos o impidan su formacibn,
Vson protectores contra la congelacibn y los mas usados son el
glicerol, propilenglicol, butilenglicol, glucosa y sacarosa
(44,46).

Iv.12.4. La adicibn de fosfatos protegen a las protelnas
contra la desnaturalizacibn, aumentan la capacidad de
retencibn de agua y evitan que las proteinas se deshidraten.
Iv.12.5. Cuando la liofilizacibn se 1lleva a cabo en
productos estériles, los pasos preliminares deben hacerse en
condiciones asépticas: los envases y tapones se deben
esterilizar térmicamente. El producto debe ser microfiltrado

por membrana con poro de 0,2 micras; el llenado debe hacerse,
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en 4reas estérilss (de preferencia con protecaibn. de’ fiujo-

. lamihaf ) : i )
v Lcsnguiéés “deben: ser esvterili‘zaydosr;ﬁ’}tx’a"yi alqunos”
e te i en' . su interior, ‘pgrrmriti'endo_ uﬁé 7
ié\éfe;ijliz'akcibh térmica {como si fueran autoclraves) en caso de’
’ﬁp_ 7:s'a;:wias'i,v'una saturacitn del ambiente interno con formol
d\iraﬂte 7;4Wb 57 horas, suele ser suficiente. En caso de
éontaminaciones microbianas baias, la liofilizacibn misma
suele ayudar a lograr el producto estéril, ya que tanto la
congelacibn como el secado, destruyen a una gran cantidad de
microbios.

v.12.7. 8i es posible un taponamiento al vacio es
magnifico; si no, la ruptura de vacio debe hacerse con cases
estériles {microfiltrados}.

1v.12.8. Las bajas humedades en las areas donde se manejan
los productos liofilizados, son requisitos indispensables.
1v.12.9. El vidrio neutro {(Tipo 1) es mejor para 1la
liofilizacidén, por su mejor conduntividad térmica y su mejor
coeficiente de dilataciétn, que lo hace mis resistente al
chogue térmico. La desventaja es que es mas caro. Los
fondos de los envases deben de ser planos.

Iv.12.10. Casi todo material es mas o menos permeable a los
gases. La goma de la cual estin hechos los tapones, no es
una excepcidbn. Como la cantidad de aire humedo que puede
penetrar en doce meses es relativamente importante, es casi
universal el recurrir a otra solucibdn. El vacio de la camara

de liofilizacibn es roto con nitrbgeno ultrapuro y seco.



/Habiendo este uas en el interior de los frascos a la presibn
de una atmbsfera, la permeacibn de aire humedo’ hacia adentro
del frasco es casi nula. :

:IV 12. 11 Aparte del problema de la permeabnxdad de la
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goma, e ha encontrado que_ el contenido de humedad de” un

tapbn de goma natural .es suflc:.entam

rehidratar una muestra llofxlxzada de

de sblidos en 1 ml) desde cero ‘a 6 % ‘e” contemdo de humedad

(44).

e' alto ccmo para.'

'059 de peso ‘'seco HG-3A
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Oaterminar el

tromboplastina d
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trombopiaétlné de  trabajo liofilizada
utiliiaado el: método de - Biggs y Denson modificado,
émpleando una preparaciéon de referencia terniaria

(Tromboplastina comerciél).

Determinacion del Tndice de Sensibilidad Internacional

(ISI) de la tromboplastina de trabajo liofilizada.

Realizar una caomparacién de costos entre el reactivo

comercial y =) elaborado en el laboratorio.
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VI. HIPOTESIS
5
La sensibilidad de una tromboplastina se ve aumentada si
ésta no presenta residuos del factor VII, por lo que si es

eliminado, su sensibilidad aumentara.

81 una tromboplastina liofilizada presenta un buen
soporte, un adecuado agente surfactante y tiene integrado
cloruro de calcio, entonces tendremos una tromboplastina
tisular calcica liofilizada de facil manejo, uso confiable
para el laboratorio clinico y de mhs bajo costo gque una

tromboplastina comercial.
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DISENO DE INVESTIGACION
VII. MATERIAL Y METODOS o
VIT.1..TIPO DE ESTUDIO o

; La ‘investigacibn se realizd de acuerdo a unﬁstudm de‘
’ ilpo erperlmental, transversal, prospectlvo ¥ comparanvo.
,VII 2 UNIVERSO MATERIAL BIGLOGICO. .

‘ Se extrajo la tromboplastina de. cerebros ‘de’ conejos,
sanos, jovenes de un afio a afie y medio, que hubiefaﬁ sido
sacrificados en un interYalo de tiempo maximo de 24 horas.
VII.3. UNIVERSO PARA LLEVAR A CABO LA DETERMINACIdN DEL ISI.

Se estudio una poblacién de 20 sujetos sanos y 60
pacientes que estuvieran recibienda tratamiento con
anticoagulantes orales, del Hospital Regional de 2Zona No.25
del IMSS durante el mes de julio de 1992.

VII.4. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION PARA LA OBTENCION
DEL EXTRACTO DE TROMBOPLASTINA.

~ Conejos sanos, Jjovenes de ano a afic y medio, sin
importar raza que hayan sido sacrificades maximo 24 horas
antes.

VII.5, CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION PARA LA

DETERMINACION DEL ISI.

- Se ohtuvo el plasma de 20 sujetos sanos de ambos sexos,
que no presentaran defectos en el sistema de coagulacibn, con
un porcentaje de TP arriba del 70 %.

- Se obtuve el plasma de 60 pacientes gque estuvieran
recibjendo tratamiento con anticoagulantes orales (derivados

de la indanediona o cumarina: warfarina, fenindiona, =2tc.)



50

entre un. periodo de tres a'seis semanas, .con. un rango de RIN

iVIT.6:- VARIABLES

»'vagVIAB't.ri:- - DEFINICION CARACTERISTICAS Y °
S P PROPIEDADES ‘
- Soporteu . Le-da cuerpo y protec~. . No sea higroscbpico !

: cibn al elementc a Sea soluble en agua
liofilizar Sea inocuo, estar )

libre de pirogenos.

'

.. Agente Ayuda a que los cris- Permite una mejor
-Surfactante tales formados sean salubilizacibn del

mas psqueiios o impida reactivo liofili-

su formacidn y da pro- zado.

teccidn contra la

liofilizacibn,

Ibn calcio Su integracibn dismi- Tromboplastina
nuye el tiempo de pre- calcica de mas
paracibn del reactivo facil manejo.
para elaborar la
prueba de TP.

cantidad apropiada de
iones calcio.

Tiempo de Tiempo de coagulacion 11 a 13 seg .
Protrombina de una muestra de :
plasma en presencia > 70% actividad !

de una preparacibn de N
tromboplastina v de la < 1.2 RP ;

i

vVIX.7. MATERIAL
VII.7.1. MATERIAL DE VIDRIO

NOMBRE ESPECIFICACION

Pipetas graduadas 0.1, 0.2, 1.0, 5.0 vy 10 ml
Tubos de ensaye 12x75, 13X100 y 18x150 mm
Vasos de precipitado 100, 250 y 500 ml

Probeta 100 ml

Tubos de vidrio al vaclo 12x75 mm

Viales transparentes 10 ml

Viales color ambar 10 ml



Pipetas pasteur
Cajas petri
Desecador
Vidrio de reloj

VII.7.2., EQUIPO

Liofiiizadora Freeze Dryer 3 ‘Labconco
Internacional cientifica
Fibrintimer (Fibrbmetro) BBL

Centrifuga clinica Solbat J-12, aparatos

Balanza analitica
Baifio metabdlico
Refrigerador
Refrigerador

Pipeta semiautomitica
Pipeta semiautomatica

Engargoladora
Cronbmetro manual

VII.7.3. SUSTAHCIAS
Alcohdl etilico

Citrato trisdbdico
Cloruro de calcio

Solucitn salina estéril

sulfatc de barie

Acetona grado reactivo

Acetona destilada
Albtimina bovina
Albumina de huevo
Lactosa

Leche descremada
Etilenglicol
Propilenglicol
Acetona

Agua destilada
Hielo seco

cientificos

Mettler H80

Mapsa modelo BMT-4
American

Reveo Ultra Low

0.1 ml, Alva nuclear
0.2 ml, Absoluter

70 %

3.8 % (0.11 mol/l)
0.02 M

0.9 %

Merck

Baker 9006-62
48-57 C
Merck

Merck

Bioxon
Magnolia
Merck

Merck
Industrial

Tromboplastina calcica liofilizada de placenta humana

+ thromborel-s (Lote No.

505795) Behring ISI=1.11

Tromboplastina de cerebro de conejo (Tromboplastina

de trabajo) liofilizada
+ Producida en FES Zaragoza
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VII.7.4. MATERIAL DIVERSO

Papel filtro Poro mediano
Agujas estériles Calibre '22x32-mm
Gradilla metal

Jeringas desechables 5.ml

Gasas

Perilla de plastico

Mortero con pistile de porcelana
Pinzas de diseccién
Tijeras

Papel parafilm
Esphtula

Bulbos de goma
Ligaduras

Masking tape
Algodén

Porta agujas para vacuntainer

Tapones de hule No. O

Agitador de vidrio

Aplicadores

Copas de plastico para el fibrinbmetro
Tapones y retapas para viales



M. E T.00 0 UL oac &

El 'presenrt:e‘" trabajo ‘fue realizado “primero--‘en ‘el
Laboratorio antral de Anéliéis Clinicos Zaragoza para' 1a
obtencién " de tres lotes de extracto - grantlade de l1a
tromboplastina de trabajo. Los lotes obtenidos fueron: 21,
22 y 13, de los cuales se obtuvo, 30, 20 y 50 gramos
respectivamente, con el fin de emplear 1los mismos lotes
duran:e.el desarrollo de todo el trabajo y tener un mejor
control de los factores que intervienen.

La parte experimental del proceso de liofilizacion se
desarrcllio en el Laboratorio de Investigacidn de Inmunologiz
de Campus 11 de FES Zaragoza.

Para la calibracidon indirecta de los lotes 212w y I2y
liofiljzades, la parte experimental se desarrolla en . el

labnratorio clinico del Hospital Redgional de Zona Mo. 25 del

IMES .
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VIII. TECNICAS.
Las técnic&s'enpleadas en éste estudio fueron las siguientes:
VIII.1. Obtencién de tromboplastina tisular. : )

-‘a}. Método comlin para su cbtenciénm.

Se obtuvo el cerebro de conejo de 6-24 horas poét—ﬁdrtéﬁ,r
en una caja de petri con agua destilada, ser le- qﬁitaron B
perfectamente los vasos sanguineos y meningues.
Se fragmentd el cerebro en pequefios pedazos de uno a dos
centimetros cuadrados. 'Se macerb con acetona hasta obtener
el aspecto de hojuelas. ’
Por Ultimo se macerd con acetona grado reactivo hasta
obtener un aspecto de granulado. El granulado se dejb secar
en papel filtro por media hora y se guardo en un desecador.

Para probar la sensibilidad de las tromboplastinas, se

realizaron las curvas de referencia, con pool de plasmas, de
la misma forma que con el reactivo de referencia Thromborel-S
y de esta manera se eligieron los lotes mas idbneos para la

calibraciobn.

b) Preparacibn liquida de tromboplastina.

Se pesa 0.5 g de granulado de tromboplastina en 10 ml de
solucidn salina estéril. Se incuba a 37°C agitando en el
vortex cada cinco minutos, un minuto durante media hora. Se
deja sedimentar durante 30 minutos a 37°C. Se separa el
sobrenadante y se coloca la cantidad proporcional de cloruro
de calcio 0.02M, se guarda en el refrigerador hasta antes de

utilizar.



: 1&':no presentarbn'defectos en el sistema. de
',‘gqagulgqibn, conun’ porcentaje de TP arriba del 70%.

E} pod; de‘plaéma§.se realiza con 5 donadores sanos.
Lé,saﬁgre se_obtiene por puncibn venosa con el sistema de
vacuntainer, evitando la hemolisis y la contaminacibn con
liquidos tisulares. El tubo de vacuntainer al vacio,
contiene una parte (025 ml) de citrato trisbdiﬁo (0.11 M)
que se mezcla con nueve partes de sangre (4.5 ml}, se agita
suavemente para evitar la formacibn de hemdlisis. Se
centrifuga a 3000 rpm por 15 minutos. Se separa el plasma
sobrenadante y se conserva el plasma a 4° C en el
refrigerador, hasta la realizacibn de la determinacibn. Se
procesa en un maximo de 2 horas.

b} Anticoagulados.

Se seleccionaron plasmas de pacientes que estuvieron
recibiendo tratamiento con anticoagulantes orales, entre un
periodo de tres a sels semanas, derivados de la indanediona o
cumarina (Warfarina, fenindiona, etc.), con un rango de RIN
1.5 a 5.

La toma de muestra es en la misma forma gque la anterior.
Esto§ plasmas fueron utilizados en la calibracidbn de

tromboplastinas.
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VIIL.3: . REALIZACION - DEL' TIEMPO DE. PROTROMBINA . (PRUEBA DE

CQUICK)
: - realizd .con- ‘eyl equipo

: semiautomat zado fibrbmet

"Se callenta prav1amente a 37°C un volumen suflc:.ente de
Tromboplastlna {0.2 ml" por prueba) no menos de 15 minutos y
no mas de 60 minutos. Se colocan 0.1 ml de plasma, con la
‘pipeta semiautomatica, a la copa del fibrinbmetro,
posteriormente se incuba de 1-3 minutos a 37°C y no mas de 3
minutos y se integra e;lérgicamente 0.2 ml de tr;)mbcplastina
recalcificada iniciandose simultineamente el cronometraje y
deteniendose al momento de formarse el coigulo. El tiempo se
obtiene en segundos digitalmente. Cada TP se realiza por
duplicado para cbservar reproducibilidad.

Nota: En el transcurso de la medicidbn de TP, los demas
plasmas se conservan de 2-6°C en hielo. La valoracibn se
realiza dentro de las dos horas después de la coleccibn de la

muestra.

VIII.4. TRAZADO DE LA CURVA DE REFERENCIA (% QUICK).
El tiempo de protrombina en segundos se transformdb en
porcentaje de actividad utilizando una curva de referencia.
La curva de referencia se prepara a partir de las
diluciones de un pool de plasmas citratado, de un minimo de 5
donadores sanos. Las diluciones se realizan con solucibn

salina 0.9% estéril, como se indica a continuacidn.



Porciento del;hofmél,‘

Dilucidn delzplésmb

nEl £iemp6'd

10

tripligado[idgpt;okde» Ipr meros’-30- minutos ﬂéi}eéiizadaé
las ‘diluciones. = % ‘ o
Los tiempbs dekpfotrcmbina se grafican en funcibn del
»porcentajé en las ordenadas y el tiempo en segupdos en las
abscisés en papel milimétrico. Obteniéndose una linea recta.
El trazado de la curva s; puede ver afectado por:

~ La presencia de filamentos de fibrina en el plasma.

- Plasmas hemolizados o lipémicos.

Errores técnicos como variacibn de la temperatura, trombo-
plastina o cloruro de calcio contaminado, variacibn en 1la
relacibn uno a nueve de anticoagulante con sangre.

Incubacibdn corta o prolongada de reactivos.

- Errores en la técnica de lectura del TP,
Nota: Los datos, se ajustaron por el método de minimos

cuadrados.

VIII.5. CALIBRACION DE TROMBOPLASTINA (ISI).
a) Procedimiento.

El procedimiento de calibracibn comprende la determinacibn
de una serie de tiempos de protrombina, realizandose ocho

determinaciones para cada uno de los 10 dias de prueba, de
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los cuales seis eran plasmas de paEientes anticoagulados y
dos. eran plasmas de pacientes normaleﬁ, determinados tanto
por:.la preparacibn de referencia como por la. tromboplastina
liofilizada a calibrar (la cual debe contener material
suficiente para 10 pruebas por lo menos}).

La PRT terciaria fue:

Thromborel-s ISI = 1.11

Las tromboplastinas liofilizadas a calibrar fueron la 22x
vy la 22y. Todo el manipuleo de los plasmas se realizb con
material de plastico. La determinacibn del pun.to final se
realizb con equipo semiautomatizado.

Cada muestra de plaéma se evalub por lnica vez, siguiendo
el procedimiento de Quick.

El orden de la lectura fue la siguiente:

Preparacién de Preparacibn
Referencia de a calibrar
Trabajo (PRT) (b)
PLASMA
Orden de Tiempo de Orden de Tiempo de
Prueba coagulacisn Prusba coagulacion
(seg) (seg)
Normal 1 I ———- I1 —————
Paciente 1 III ———— v -———-
Paciente 2 v —— VI ————
Paciente 3 VIl ——— VIII ———
Paciente 4 1% ——— X ———
Paciente 5 XI —-—— XII -———=
Paciente 6 XIIt ——— XIv ———

Normal 2 XV —— XVI ——




b) Intargretacibn;

Una'” vez  obtenidos ylos‘ 80 -valores de los 10 dias de
evéluacién, sé’ sometieron a ‘un anhlisis .de regresibn
ortogonal, .a fin de obtener un 1ISI correspondiente a 1la

: t;oﬁboplastina de trabajo liofilizada {lote 22x y 22y) v un
: ;6é£iciante de. variacibn del indice de sensibilidad, menor al
3%, iEﬁ algﬁnos palses puede ser aceptable una precisibn de
sy '
c) Eyvaluacibn estadistica.

El ISI de la tromboplastina liofilizada a calibrar se
obtiene anotando los tie%pos de protrombina obtenides con las
dos tromboplastinas con los ejes logaritmicos, en el eje Y la
preparacibn de referencia y en el eje X los de 1la
tromboplastina a calibrar, trazando una 1linea rscta v
calculando 1a pendiente. La técnica wutilizada es 1la
regresibn ortogonal. Con esta técnica se calcula la

pandiente C aplicando las siguientes fbrmulas.

’



Cos=m+ (mM+1)"

donds m = T (LT - LT ~ 2 (TR -0TR, )

23 (LB -LTRy) - 2 (LTR -17R )
LTP,, = LOGARITMO DEL TP INDIVIDUAL, EMPLEANDO PRT
l?TT’,m = MEDIA DE LOS LOGARITMOS DEL TP, EMPLEANDO PRT
LTP, = LOGARITMO DEL TP INDIVIDUAL, EMPLEANDO LA TROMBOPLASTINAS A CALIBRAR
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ETT‘, = MEDIA DE LOS LOGARITMOS DEL TP, EMPLEANDO LA TROMBOPLASTINA A CALIBRAR

2 = DENOTA LA SUMATORIA DE LOS TERMINOS DE TODOS LOS PLASMAS
EL INDICE DE SENSIBILIDAD INTERNACIONAL DE LA TROMBOPLASTINA LIOLIZADA
A CALIBRAR 151, SE OBTIENE COMO SIGUE :
181yt = 1SlrCons
EL ERROR ESTANDAR DEL iSl,, SE CALCULA COMO :
SE yuemn = ISV pry SEjerarsy

LA FORMULA PARA CALCULAR SE .

2
14U +ve]
SEcearae= L(-—*—:}:L— Ve
n

donde !

n = No. DE PLASMAS PROBADOS (PACIENTES Y NORMALES)
C =G,

U=3 (LTR_.LTP,_) (LTR -LTR, ) /n

— — —_
V= {2 (LTRx -LTPm) -C 3 (LTE_-LTP, ) (LTR -LTP, ) }/(n-2)
EL COEFICIENTE DE VARIACION EN PORCIENTO ES :

% CV gpmy = 100 SE g0y / 15! gy

COMOELISt, Y Cpqr, SON DETERMINADOS EN EJERCICIOS DE CALIBRACION

USANDO LA REGRESION ORTOGONAL ES ;

INDEPENDIENTE, EL ERROR ESTANDAR DE iSl, EN FUNCION DE LAS IMPRECISIONES

DE IS, Y Cppqp,, PUEDE CALCULAASE COMO :

2 2 12
- ] [{Is‘ i SEW’}*‘ {mn SEW'W}

EL COEFICIENTE DE VARIACION DEL 18, SERA ENTONCES :
%CV,y, =100SE,, /IS,

TODOS LOS CALCULOS FUERON REALIZADOS EN UNA CALCULADORA CASIO Fx-3800P.
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VIII.6. FORMAS DE REPORTAR EL TIEMPO DE PROTROMBINA (TP).

E)l tiempo de protrombina obtenido en segundos, puede
convertirse ‘en porcentaje de actividad (Quick %), Radio de
- Protrombina (RP) ‘o Radio de TP .Internacional Normalizado
{RIN). o '

- -,fPotcéntaie de.actividad.
»'Esté se obiiene~interpolando el tiempo en segundos, en la’
A‘curva’de referencia, para asi obtener el % de actividad.

normal > 70.%
- 'Radio de protrombina (RP) ; ‘
Se define como la relacibn

TP paciente en segundos
RP = normal < 1.2
TP normal en seglndos
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 {IS1).

ISI
RIN = .RP

RIN = antilog (ISI log RP)

Para cada lote de tromboplastina se determina un valor IS7
mediante su calibracibn frente a una ~preparacibn de
referencia. Este dato lo tiene que especificar el

fabricante,
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VIIT. 7. fNTERPRETACIQ_N DE_LA PRUEBA DE_TP

La pruebﬁ del. tiempo de protrombina se utiliza sobre todo
en’ la‘ 'seleccibn prequirlrgica para detectar problemas de
,hemdri;agi;as potenciaies. Una prueba de TP anormal o alargada
indicé normalmente que se ha producido una disminucibn de
:ni‘vel de‘uno o mas factores en la via extrinseca o comln de
la cbaguiacibn sanguinea. Esta condicibn puede aparecer
d_ébido a . trastornos de coagulacion de tipo hereditario,
deficiencia de vitamina K, enfermedad .hepatica <]
administracibn de farmacos. La prueba de TP e§ también el
ensayo de laboratorio mas 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 las
deficiencias en el 'sistema de coagulacibn intrinseca
{factores VIII, XI y XII) ni a disminuciones plaquetarias, ni

tampoco puede utilizarse para contreolar un tratamiento con

heparina.
VIII.8. ELIMINACION DEL FACTOR VII DE LA TROMBOPLASTINA
TISULAR.

En estudios anteriores (35-37). Se observb que los

residuos del FVII de la coagulacidon afectan el TP v en su
ausencia, el TP se ve alargado por lo que se obtiene una
tromboplastina mas sensible; en base a estos estudios, el
primer objetivo de este trabajo, pretende eliminar el factor
VII, de la tromboplastina tisular, por medio del sulfato de

bario, el cual adsorbe las proteinas y lipoproteinas del



plasmai, Ya; que sabemoux

por prote‘nas

£in’ de ﬁntectar s51¢ ocurren d1ferenc1as ] hay alghn efecto, se -
progusoﬂ evalua:, la r5en51b111dad _de la tromboplastina
”;onfdfme:ée;fuefa soﬁetiéndo a las diferentes concentraciones
“de ’sﬁlféto ‘de bario, con curvas de referencia y pool de
plasmas. ’

A continuacibn se muestra el tratamiento a seguir:

Se pesa un gramo de granulado de tromboplastina y se le
integran 20 ml de solucibn salina estéril, inmediatamente se
incuba a 37°C agitando en el vbrtex cada 5 minutos, por un
minuto, durante media hora, después se dejia sedimentar por 30
min. a 37°C, se separa él sobrenadante y se mide el volumen.
£l volumen de sobrenadante se divide en 6 fracciones,
integrandole a cada fraccibn, sulfato de bario al: 1, 2, 4,
6 v 8 § respectivamente, a una de las fracciones dejarla sin
sulfato de bhario. Se mezcla homogeneamente el sobrenadante
con el sulfato de bario y dejar sedimentar por 30 minutc o
37°C y se centrifuga 5 min. a 1000 rpm. Después se szpara
el sobrenadante y se le coloca la cantidad proporcional de
cloruro de calcio C.02 M. y se deja en el refrigerador hasta
antes de utilizar.

Se realizan curvas de referencia para cada concentracibn.
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VII]’ 9 ‘DETERMINACION DEL MBJOR SOPORTE PAKA LA LIOFILIZACION

DE LA iROMBOPLASTINA DE 'I'RABAJO. :

‘han"-demostrado - que’ la ‘leche

ores - (48)

“vaca. funciona ~'adecuadamente = como

iofilizacibn presentando. - como  principal

"l?ﬂté,f coﬁcehtraciones no - controlables de  ijones
vc&icig; e1}cual es un factor determinante para el tiempo de
‘protrombina. Por tanto se pretende encontrar un mejor
; é&pbrte de ljofilizacibn para la tromboplastina‘ de trabajo
obtenida de acuerdo al objetive anterior.

Para ello se proceder&d a estudiar proporciones variables
de alblmina bovina, alblmina de huevo, lactosa vy leche
descremada.

Se realizaron curvas de referencia, con pool de plasmas
para evaluar si el 1liofilizado y/o la sensibilidad de 1la
tromboplastina se afectah con cada uno de los soportes.

Primero se establecio probar, los soportes a la
concentracidon de 1 %, en base a los estudios realizados (48}.
Los resultados que se obtuvieron fueron determinantes para
establecer si eran adecuados, o Dbien se tenian que probar
otras concentraciones de soportes, o de mezclas de ellos

hasta encontrar la concentracibn y el soporte adecuado.
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EL

do-- de»;iito’mtioéiasiinéﬁ yise le

:integra’ 207 ml de solucibn’ salina estéril, inmediatamente se

ivbrtex ‘cada 5 minutos, por un

incuba a 37¢C agitando en e
'ymi'r‘lutro ﬁuraﬁté%e’dia hotr‘ar, después se deja sedimentar por 30
s-minutos -a 37°‘c, se separa el sobrenadante y se mide su
“=yolumen. Del volumen obtenido se separa 1 ml, al cual hay
que colocarle la cantidad proporcional de cloruro de calcio
0.02 M y se refrigera, al volumen restante se 1e. adiciona el
soporte a la concentracidn a probar, se disuelve y homogeniza
bien el soporte. Posteriormente, para liofilizar se mide 1
ml y se coloca en un vial de 10 ml, enseguida se procede a
formar la monocapa con mezcla frigorifica (hielo seco-
acetona).

Ya formada la monocapa se coloca el vial en la liofilizadora,
que previamente se engontrarf a una temperatura ¢ -50°C y
que presente un buen vacio.

Ensequida se observa la formacidn de una capa de hielo sobre
el vial, lo cual sera indicacibn de que esta liofilizindose
la tromboplastina de trabajo, se mide el tiempo que tarda en
perder el vial esta capa de hielo completamente y se deja
liofilizar de 15 a 20 minutos mhs para garantizar un buen
liofilizado, por Ultimo se coloca al vial su tapbn y retapa

(la retapa se coloca al vial con la engargoladora).



FORMA ‘DE PREPARAR. PARA’ SU°USO' LA TROMBOPLASTINA LIOFILIZADA.

Se “hidrata- el~‘Qial‘ con‘ 1 ml de -agua destilada estéril

(Eomércial se le 1ntegra 1 ml de cloruro de calcio 0.02 M,

se homogeniza K lncuba no- menos de 15 miputos y no mas de 60
'mlnutos.‘ De la misma forma incubar el reactivo, al ‘que no se
intééib soporte, el “cusl se probard simultaneamente, para
Bbservar cambios originados por el proceso de
liofilizacidn o por el soporte integrado.

Se realiza curvas de referencia para obse;var estos

posibles cambios.

VIII.10, DETERMINACION DEL AGENTE SURFACTANTE.

Como ya se planted anteriormente, el fin principai de un
agente surfactante, es ser un protector «contra la
liofilizacibn, ademhs de gque ayuda a la formacibn de
cristales pequefios o bien impide su formacidn produciendo un
cuerpo poroso lo cual p;rmite que se disuelva facilmente el
reactivo liofilizado.

Para lograrlo se utilizaron dos glicoles; el etilenglicol
y el propilenglicol.

Respecto a las concentraciones a probar, come no hay
informacibn al respecto, se determind probar 3, 5, y 10 %, se
considerb en forma arhitraria que estas concentraciones
darian pauta para saber si se debia utilizar una

concentracidon mayor o menor a éstas.
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L 8e ‘eva.lub,‘ el agéhtef surfacténté, mediante © curvas .de

(com p rametrg\ de k"éxclusibn), de”  la
»ef‘gren'gia " (Thromborel-§) Yoo la

y& con un ‘soporte-establecido.

ARA{ENCONTRAR "EL AGENTE SURFACTANTE.

de gr‘armyxlado de tromboplastina y se 'le

g‘sbrlucibn salina estéril, inmediatamente se

'incﬁha a:;'37°.¢c agilﬁando en el vbrtex cada 5 minutos, por un
vmiﬁut‘o duranée media hora, después se deja sediméntar por 30
miﬂutos a 37°C, se separa el sobrenadante y se mide su
volumen. Al volumen obtenido se le integra el soporte a la
concentracibn determinada, se disuelve y se homogeniza el
soporte y se integra el agente surfactante a la concentracibn
a probar y se disuelve bien. Para proceder a liofilizar se
mide 1 ml del sobrenadante en las condiciones establecidas Yy
se rnloca en un vial de 10 ml, posteriormente se preocedes 2
formar 1la monocapa con mezcla frigorifica (hielo seco-
acetona), se coloca (‘31 vial en la liofilizadora, que
previamente se enczntrarh a una temperatura < -50°C y que
prosente  un  buen vaclio, inmediatamemte se ohserva la
formacidn de una capa de hielo sobre el vial, lo cual indica
que la trombeplastina de trabajo ya se esta liofilizando, se
mide el tiempo que tarda en perder el vial esta capa de hielo
completamente y se deja liofilizar de 15 a 20 minutos mAas

para garantizar un buen liofilizado, por ultimo se coloca al
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vial. su . tapbn 'y ~.retapa '(laﬁw

engargoladora).

PREPARACION DE LA TROMBOPLAS&INK

SURFACTANTE.

Se hidrata. un vial. eon 1 mi de  agua "destilada  estéril
(comercial) y se le integra 1 ml de cloruro de calcio 0.02 M,
se homogeniza e incuba no menos de 15 min, y no mas de 1
hora. Se realizan las curvas de referencia.

Nota: Si se liofilizan 2 ml de reactivo, entonce; se hidrata

con 2 ml de agua destilada.

VIII.11.INTEGRACION DEL CLORUROC DE CALCIO A LA TROMBOPLASTINA
DE TRABAJO.

La importancia principal de la integracibn del cloruro de
calcio a la tromboplastina de trabajo radica, en la obtencién
de una tromboplastina calcica, lo cual facilita su uso, en el
laboratorio clinico principalmente.

Para lo cual se pretende integrar el cloruro de calcio a
la concentracibn 0.02 M, que es, la concentracibn co la cual
se trabaja, para los fines clinicos propuestos.

Tomando en cuenta que durante un proceso de liofilizacidn
se pierde el agua; y las sales y solutos se conservan, Y por

lo tanto no se ven afectados.
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METODOLOGIA . PARA - LIOFILIZAR - LA’ TROMBOFLASTINA CON ' CALGIO

INTEGRADO.

Se pesa’ ‘V\.}n_f“ngar < r;ulia"dd ':de',tromboplastina y se le
integra '2,0f x'nil d,e', sblucibn salina estéril, inmediatamente se
incuba af‘37§;c ‘aiéiytla:n;‘icf)‘,‘en el vbrtex cada 5 minutos, por un
minuto durante média hora,” se deja sedimentar por 30 minutos
a 37°C, se separa el  sobrenadante y se mide su volumen,
posteriormente se -integra el soporte a la concentracidn
determinada, se disuelve y se homogeniza el soporte,
inmediatamente después se le coloca la cantidad éroporcional
de cloruro de calcio 0.02 M y se homogeniza. Se miden 2 y 4
ml y se colocan en forma individual en un vial de 10 ml. Se
procede a formar la monocapa con mezcla frigorifica (hielo
seco-acetona) y se coloca rapidamente el vial en la
liofilizadora que previamente se encontrarh a una temperatura
menor de -50°C y que presente un buen vaclo, inmediatamente
se empieza a observar la formacibn de un capa de hielo sobre
el vial, lo cual sera indicacion de que esta liofilizandose.
Posteriormente se mide el tiempo en que tarda en perder el
vial esta capa de hielo completamente y se deja liofilizar de
15 a 20 minutos mhs para garantizar un buen liofilizado. Por
tiltimo se coloca al vial su tapbn y retapa (la retapa se

coloca al vial con la engargoladora).
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FORMA. DE PREi"I\RI\R :

ASTINA: CALCICA DE -
TRABAJO. e - 8
Si se liof trom cplastlna de trabajo, se
hidr;atan_‘ Epn‘ espectlvamente, "de “agua destxlada :

estéfil . se homog_ e’ incuba no menos de 15 minutos y

no mas de 60 mlnutbs.

Nota: * De J.gual ‘manera 105 viales liofilizados, se sometieron
a. realizar curvas de  referencia para determinar cambios '1

'evaluar'la_ sensibllldad de las tromboplastinas.
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" RESULTADOS - >
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'TROMBOPIV.}\:STIAK‘MS’ DE' TRABAJO -

A continuacibn se mueéﬁra en 15 i5b1a>1 los resultados
obtenidos para las curvas de referencia de los lotes Z1, Z2 y
Z3 con 1los que se desarrolld todo el trabajo para la
determinacibn de 1la formulacidn de 1la tromboplastina de
trabajo liofilizada, en comparacibn con 1la trombéplastina de
referencia Thromborel-S.

Se observd en los tiempos obtenidos para el lote 21 y Z2 gue
tendian a ser parecidos‘h la tromboplastina de referencia, lo
cual se observa m&s claramente en la grafica 1, lo cual nos

indicb indivrectamente que se contaba con lotes sensibles.
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TABLA 1

- DATOS PARA LAS CURVAS DE REFERENCIA.

% DE ACTIV. T-8§ Z-1 Z-2 Z-3
100.0 9.5 11.1  10.5 14.5
50.0 14.0 16.0 15.0 21.9
25.0 251 271 243 38.5
12.5 47.0 53.8 46.1 72.6
10.0 63.0 695 598 83.0,

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN

MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL DE PLASMAS. ’

L



GRAFICA 1
TROMBOPLASTINAS DE TRABAJO
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EFECTO: DEL SULFA’I‘O DE BARIO EN LA SENSIBILIDAD DE LA
: TROHBOPLASTINA DR TRABAJO

Para observar 51 'se .mejoraban en su sensibilidad los

obtenidos ‘se’ estudiaron las concentraciones 1, 2, 4, 6

y ‘8 %'de sulfato de  bario en el lote 23 y se ohservd que
.,':todas estas concentraciones tendian a aumentar el TP en el
‘100 3.-de actividad de 0.4 a 0.7 seg excepto al & % .y
- continuaﬁdo con un % de actividad menor hasta llegar al 10 %
de,vactividad el TP tiende a seguir siendo muy parecido al TP
de  la tromboplastina que no tiene sulfato ;ie bario a
excepcidn que al 8 % de sulfato de barioc el TP es mas bajo lo
cual indicaria que la sal ya esta interfiriendo de alguna
manera en el TP. Con esto se observa que el sulfato de bario
no favorece realmente bhajo estas condiciones a aumentar la
sensibilidad como se puede observar en la grafica 2 , por lo
que considerando los resultados obtenidos de cada lote en 1la
tabla y grafica 1, se decidio continuar trabajando con el
extracto natural de cada lote gque como vya Se dijo,
indirectamente, los resultados establecidos en esta tabla y

grafica 1 indican buena sensibilidad.



TABLA 2
DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA

CONCENTRACION DE SULFATO DE BARIO

0 Lo
% ACT 0% 1% 2% 4% 6% 8%

100.0 141 14.5 145 148 147 14.0
50.0 220 23.0 218 21.0 213 19.0
25.0 36.8 38.2 358 35.0 396 37.3
12.56 73.0 87.2 76.4 80.7 785 74.0
10.0 83.0 92.5 93.56 847 940 756

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS
EN UN MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN
MISMO POOL DE PLASMAS.

§¢



GRAFICA 2
EFECTO DEL SULFATO DE BARIO
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{ DETERMINACION'DEL ‘ME: .DE. LIOFILIZACION -~

éopoite de’ liofilizacibn

“probar leche descremada al 1 % que

e en un estudm' re iizado antauormente (48) se establecib que

.era- el” meJor soporte, asi como albumina de huevo y alblmina
bovina~al 1 % y una mezcla de albUmina bovina-alblmina de
-huevo. ~al 0.5 %. respectivamente en comparacibn con 1la
tromboplastina ~de trabajo (L-23) sin soporte ¢ la
tromboplastina de referencia Thromborel-sS. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 3 nos mostraron que la
leche incrementb los TP en cada porciento de actividad de 1la
tron;boplastina aun sin liofilizar por lo que ya estaba
afectando de antemano la actividad de la misma y observando
los resultados de los, otros soportes también tienden a
aumentar el TP, a esta concentracibdn estudiada ninglino fue
efectivo. pespués de probar mas concentraciones de estos y
otro soporte que fue la lactosa se establecio que 1a
concentracibn mhis apropiada asi como el soporte mas adecuado
era la alblmina de huevo-lactosa al 3% respectivamente, como
se puede observar en la tabla 4 pues a pesar de que la
alblmina de huevo sola como soporte presenta TP adecuados a
los respectivos % de actividad, el aspecto del liofilizado
era muy quebradizo y se adheria a las paredes del vial lo que
dificultaba su solubilizacibn en tanto que la albumina de
huevo-lactosa presentd un cuerpo poroso no adherido a 1las

paredes y fhcil de solubilizar.



TABLA 3

DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA OBTENIDAS CON LOS -

SOPORTES Y DIFERENTES CONCENTRACIONES.

SOPORTE | NINGUNG LE LE AB AB AH AH AB-AH AB-AH
CONCENT. 0% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 0.5%-0.5% | T-S
% AGTIV. NL NL L NL L NL L NL L
100.0 14.0 16.0 16.5 14.0 16.56 14.0 15.0 16.0 14.5] 9.0
50.0 225 24523520.525021.524.0 24.5 24.5) 145
25.0 36.0 41.537.5356.546.034.0445 44.0 410]| 25.0
12.6 76.0 78.188.066.592.769.196.0 93.0 88.0| 52.0
10.0 1025 112 110 97.0114 96.5 128 1125 120 68.0

NOTA: LOS DATOS PARA CADA GCURVA FUERON OBTENIDOS EN UN
MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL DE PLASMAS.
( LIOFILIZADO = L. Y NO LIOFILIZADO = NL )

SE LIOFILIZO 1 ml.

aL



GRAFICA 3

DETERMINACION DEL SOPORTE
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GRAFICA 3.1
DETERMINAGION DEL SOPORTE
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TABLA 4

DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA OBTENIDAS CON LOS
SOPORTES Y DIFERENTES CONCENTRACIONES. ’

SOPORTE | NINGUNO LACT LACT AH AH AH-LACT AH-LACT
CONGCENT.| 0% 3% 3% 3% 3% 3%-3% T-S
% ACTIV. NL NL L NL L NL L
100.0 13.4 14.5 145 14.013.8 14.0 14.0 10.5
50.0 19.0 18.7 281 21.1225 21.2 23.0 14.7
25.0 34.7 348 54.0 37.136.0 355 40.7 25.7
12.5 65.3 448 752 697712 730 72.9 45.2
10.0 93.5 70.3 104.591.0944 955 97.7

61.7

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN MISMO
DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL. DE PLASMAS.
SE LIOFILIZO 1 ml. (LIOFILIZADO = L, NO LIOFILIZADO = NL).
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TROMBOPLASTINAS DE TRABAJO

Se d_ternlnazon nuevamente las curvas de referencxa def

los 1ot°s 71,

z'v

%23, 105 cuales’ se encontraba

edemhs estaban leldldOS

'ello como un 1ote dlferente, por 10 que se aglgnb a’ cada uno
=1 sxgu;ék ¢ simbolo de 1dent1£1cac1bn.,zla, 21y, Z2%, 22y,
23x y B3y, S2 llevb ‘a cabo esta nueva determinacibn pues se
éncontréron prcblemas para .-poder. mantener los lotes en
éondiéionés a2propiadas.

Se trabajb con la tromboplastina liquida de cada lote en
comparacibn con ‘la tromboplastina de referencia Thromborel-§

‘ v se éﬁcohtrb que los lotes habian incrementado el TP en cada

,‘porcentaje de . actividad, sin embargo se observb que la curva

de referenc1a ohtenida con respecto a la de referencia indica

buena sensibilidad para los leotes Zlx, Z1y, 2Z2x y 22y, siendo

mejor-la:de los lotes 2Z2x y 22y, lo cual se puede observar en

”iéit'blarswy grafica 5.



TABLA &
DATOS PARA LAS CURVAS DE REFERENCIA

% ACTIVIDAD | T-§ Zix 21y 2Z2x Z2y 2Z3x. Z3y.~

100.0 10.0 126 123 11.1 11.4 14.0 13.2
50.0 13.7 18,5 17.2 15.0 16.2 20.3 199
25.0 24.0 34.9 33.6 274 29.1 36.5 33.5
12.5 41.1 69.2 67.0 547 56.5 71.56 6563

10.0 b4.9 855 92.7 724 74.2 89.2 86.0

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN
MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL DE PLASMAS.
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DETERMINACION DEL AGENTE SURFACTANTE

Para la determinacibn del agente surfactante, se empezt
analizando el etilenglicol unicamente, pues era el Unico con
.21 que se contaba. Se estudio inicialmente la concentracibn
de 3, 5 y-10 % y se encontrd que debia de ser una
concentracibn menor a 3 % considerando las curvas de
referencia ohtenidas, de esta manera se continlio estudiande
otras concentraciones hasta establecer que la concentracitn
mhs bptima fue al 0.75 % con etilenglicol. Posteriormente se
contd con el propilenglicol y se decidio probar unicamente a
la concentracibn de 0.75 % en comparacion con el
etilenglicol, para tal fin se utilizb el L-Z3Xx sin soporte
{(s8) y sin agente surfactante (SAS) como control, se
determinaron las curvas de referencia a la tromboplastina
liofilizada (L) y no liofilizada (HL) y se liofilizaron 2 ml.
De esta manera se observd que el liofilizado obtenido
unicamente con el soporte era fhcil de disolver y tenia un
buen aspecto, con el etilenglicol integrado se observd un
poco de dificultad para disolver y su aspecto no era tan
poroso, con el propilenglicol se aspecto era aun menos poroso
y presentd dificultad para disolverse asl cemo se presentarcn
problemas para poder liofilizar, como puede observarse en la
tabla 6 los tiempos obtenidos con el etilenglicol liofilizado
no varian mucho con respecto al reactivo que presenta sblo el
soporte también liofilizado, en tanto que en el
propilenglicol se obseryaron resultados muy diferentes y que
no son adecuados si consideramos la tromboplastina liquida
sin el agente surfactante y sin el soporte.



TABLA 6

DATOS PARA LAS CURVAS DE REFERENCIA OBTENIDAS CON LOS
AGENTES SURFACTANTES A LA CONCENTRACION 0.75 %.

AG.SURF. | SAS/SS SAS/CS 8AS/CS E E P P

% ACTIV. NL NL L NL L NL L
100.0 13.5 13.3 13.8 13.6 13.5 13.6 17.5
50.0 20.0 19.3 225 21.0 21.1 21.0 28.0
25.0 33.1 35.4 39.2 34.0 39.3 33.0 54.3
12.6 59.5 69.3 75.5 63.0 78.0 65.0 111
10.0 90.5 91.0 100.7 98.0 94.7 97.5 146

NOTA: LOS DATOS PARA CADA GURVA FUERON OBTENIDOS EN UN
MISMO DIA DE TRABAJO A PARTIR DE UN MISMO POOL DE PLASMAS.

E = ETILENGLICOL
CS = CON SOPORTE INTEGRADO

P = PROPILENGLICOL

28



GRAFICA 6

DETERMINACION DEL AGENTE SURFACTANTE .

PORCIENTO DE AGTiVIDAD

0.04 A
0.02
©0.01
0
AGENTE SURFAGTANTE
~—— SAS/SSHL —r SAS/CSNL —~ SAS/GS.L:
—— EL —— P.NL —~— pL

CURVAS DE REFERENCIA

99



39

- INTEGRACION DEL-CLORURO.DE.CALCIO. .

trpmbbplé'

LaCtoga‘ 3%,

02 M7y “se'-liofilizaron: ot

: cohéeﬁtfﬁblbn;'de: 0 .
es#udio ia trdmboplastiné Qin‘soéoitéz(Ssj;-sinvcalciOv(sca)f
integrado’ asi como  con soporte :(Csi‘ be;é 'sin “calcio .para
ésiablecer diférencias, ademis. de con éoporte ¥ con’calcie
integrado (CS + Ca).

En este estudio se encontrd como se puede observar en la
tabla 7 que el calcio liofilizando 4 ml del reactivo presenta
resultados muy similares al reactivo liofilizado unicamente
con el soporte, asil como el aspecto que presentd el
liofilizado con el ibn calcio integrado, fue muy parecido al
aspecto que presenta el‘reactivo de referencia Thromborel-§,
pues se liofilizb un vial de este reactivo (el cual fue
hidratado previamente vy 1liofilizado nuevamente pero bajo
nuestras condiciones de trabajo) simultaneamente con la
trombeplastina de trabajo ¥y tantoe la tromboplastina de
trabajo como la de referencia al hidratarlos se solubilizaron
facilmente, en el caso de la tromboplastina de trabajo, tanto
para 2 y 4 ml liofilizados. El tiempo de liofilizado de 2 ml

fue en promedio de 1:30 hrs y para 4 ml fue de 2:30 hrs.




TABLA 7

DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA OBTENIDOS EN LA
INTEGRACION DEL ION CALCIO.

CONDICIONES| S5/8Ca CS/8Ca CS/SCa CS+Ca CS+CA

VOL. LIOF. —--- - 2 ml 2m  4ml | T-8

% ACTIV. NL NL L L L
100.0 12.5 12.5 13.0 13.5 13.0 | 105
50.0 17.8 18.5 19.5 20.0 18.5 | 147
25.0 30.0 30.6 32.7 355 34.1 | 23.0
12.56 59.0 57.2 66.1 741 67.0 | 46.2
10.0 76.9 745 86.0 91.6 88.0 | 59.3

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN
MISMO DIA DE TRABAJO Y CON UN MISMO POOL DE PLASMAS.
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FORMULACION. DE LA TROMBOPLASTINA DE ‘TRABAJC

Para establecar la formulacibn de- la tromboplastina se
decidio-trabajar con las condiciones que hablian resultado. mas
favorables tanto para el soporte, agente surfactante: -y
.calcio. - Para tal fin se utilizdb el lote Z2y con el soporte
albtimina de huevo 3% y lactosa 3%, el etilenglicol al 0.75% ¥
el.calcio al 0.02 M. Se liofilizaron 2 y 4 ml ‘en estas’
condiciones las cuales se muestran en - la -tabla 8. Las
condiciones de trabajo se identifican con la siguiente
simbologia: .

SS = Sin soporte

SCa = Sin calcio integrado

SE = Sin etilenglicol integrado

CS = Con soporte integrado

L = Liofilizado

NL = lio liofilizado

Cs+Ca+E = Con soporte, calcio y etilenglicol integrado.

Se estudiaron todas estas condiciones para observar mejor
las posibles diferencias y se encontrb que los resultados
tienden a ser muy parecidos pues las diferencias son minimas
si la tromboplastina tiene unicamente el sgsoporte o si
presenta soporte y calcio, soporte y etilenglicol o bien
soporte calcio y etilenglicol, sin embargo considerando 1las
caracteristicas del liofilizado en cada caso, asi vomo su
solubilidad se encontrb que la tromboplastina de trabajo con
el soporte ¥y calcio integrado observt un mejor aspecto del
liofiiizado y facilidad para disolverse muy similar alas
caracteristicas que presenta Thromborel-S, en tanto que
observb un poco de dificultad para liofilizarse el que tenia
ademas etilenglicol integradoc y Su aspecto era poco POroso
asi como dificultad para disolverse. Se liofilizaron 2 ml en
un promedio de 1:30 hrs y 4 ml en 2:30 hrs.



ESTABLECIDAS PARA LA FORMULACION.

TABLA 8
DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENCIA EN LAS CONDIGIONES

CONDIC.| SS/SCa/SE CS/SCa/SE CS+CA/SE CS+E/SCa CS+CA+E
VOL. LIOF. ---- ~-=2ml 4 ml 2 ml --4 mlf T-S
% ACTIV. NL NL L L L NL L
100.0 115 118 117 121 118 12.011.5| 10.1
50.0 165 18.2 16.3 17.1 16.8 18.017.0| 14.5
25.0 28.8 287 282 288 27.3 28.0290.3} 22.0
12.5 570 56.2 535 540 55.3 56.055.7| 48.1
10.0 75.7 72.0 703 688 72.6 71.070.0| 62.1

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN
MISMO DIA DE TRABAJO CON UN MISMO POOL DE PLASMAS.
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CURVAS DE REFERENCIA DE LAS TROMBOPLASTINAS LIOFILIZADAS

PR " A CALIBRAR.

En laftabla 9 se muestran los resulados de las curvas
obtenidas - de los lotes seleccionados para la determinacibn
del ISI en comparacidn con la tromboplastina de referencia
Thromborel-$ empleando el lote utilizado. para la
determinacitn del 1ISI Yy como se puede observar en la
grafica 9 sus curvas son muy parecidas lo cual indica que las
sensibilidades son muy parecidas.

Al final de las curvas de referencia se muestra una tabla

de datos para las tromboplastinas liofilizadas 22x y Z2y asl
\

como de T-S las cuales presentan diferente sensibilidad, pues

dependiendo de la sensibilidad de la tromboplastina producida

van a ser los datos utilizados.

0.
2



TJABLA 9
DATOS DE LAS CURVAS DE REFERENGIA.

% ACTIVIDAD Z2x Z2y T-8
100.0 11.1 11.6 10.9
50.0 16.3 16.3 14.8
25.0 26.0 255 23.9
12.5 48.7 46.4 47.2
10.0 65.3 62.0 63.7

NOTA: LOS DATOS PARA CADA CURVA FUERON OBTENIDOS EN UN
MISMO DIA DE TRABAJO Y CON EL MISMO POOL DE PLASMAS.
EL LOTE DE THROMBOREL-S EMPLEADO FUE EL MISMO QUE SE
UTILIZO PARA CALIBRAR. LOTE No. 505795,
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TIEMPO ( SEG ) / % ACTIVIDAD

i Zx z2y T-8"
3 SEG. %
100 > 120
103 ur >120
108 108 14 >120
109 100 105 ) 17
12 01 100 11
115 85 9 . : 100
1.8 80 87 ‘s
[NRTY] 74 8 : 87
124 69 ” - - 83
127 67 74 - 78
130 62 70 i 74
133 60 66 7
138 57 84 68
139 54 80 84
142 83 58 60
150 48 53 54
155 48 50 51
180 44 48 4
165 3 48 a7
170 41 44 45
175 40 43 a3
180 38 41 a1
19.0 36 3 a8
200 34 3 ag
22,0 30 32 a2
240 27 20 28
280 25 26 25
28.0 2 24 23
300 21 22 21
320 20 21 20
340 19 18 18
36.0 17 18 17
8.0 18 17 16
i 400 15 16 15
I a2 15 15 14
. 480 13 14 13
50.0 12 12 12
540 " 11 "
56.0 " 11 10
60.0 16 10 [
84.0 9 [] 8
700 [} 8 [
75.0 8 8 7
. 800 7 7 7
t 850 7 7 6
| s0o 8 8 8

TABLA 10, CURVAS DE TROMBOPLASTINAS CON DIFEAENTE SENSIBILIDAD




ESTANDARIZACION INDIRECTA
FUE UTILIZANDO EL THROMBOREL-S
COMO MATERIAL DE REFERENCIA, EN 10

DIAS DIFERENTES DE TRABAJO.
: ! TIEMPOS DE PROTROMBINA
oiA - PRT b PRT b ‘ DIA i
1.5 126 [X] [X] 1
205 200 198 207 ‘
13,1 13.6 234 215
1 295 28.6 355 335 6 ‘
220 220 285 285
256 235 200 206
204 25.4 18,0 173
101 124 10.1 18
1 118 10.2 1.8
225 215 150 17.0
325 3t 125 136
2 245 234 19.0 177 7
17.0 186 208 28.1
240 205 148 150
234 21.8 284 28,4
107 12.0 106 15
13.0 124 123 15
202 18.0 36,0 310
205 208 214 228
3 19.4 215 242 214 8
368 385 18.0 200
185 19.4 207 214
18. 184 240 336
105 114 109 18
15 126 120 124
211 202 350 380
12.2 13.0 240 281
4 131 130 250 211 9
34.0 318 205 308
174 175 200 210
285 229 155 167
108 12.2 105 18
10.4 108 108 116
286 310 220 220
215 19.9 250 237
5 256 238 7.2 . 185 10
18.2 195 20.4 203
131 127 170 188
a5 305 257 240
105 1.9 101 14

TABLA 11, DATOS DE TP OBTENIDOS EN EL PROCEDIMIENTO
DE CAUBRACION DEL LOTE 22x.



LA CALIBRACION FINAL CON THROMBOREL-S FUE :

SE

DA n  m GCup ISlms  SEoms  SEgpmr  %CVispsr s %OV,
1 8 0.217 1.24 1.37 0.072 0.080 584 0.128 9.31
2 B 0.180 1.19 1.32 0.087 0.097 734 0.152 11.45
3 8 0.01 1.01 112 0.087 0.097 8.65 0.138 12.30
4 8 0.227 1.25 1.39 0.077 0.085 6.15 0.137 9.87
5 8 0.091 1.08 121 0.067 0.075 6.16 0.111 8.14
6 8 0.121 112 125 0.050 0.055 444 0.083 6.69
7 8 0.117 142 124 0.670 0.074 595 0.111 8.96
8 8 0.078 1.08 1.20 0.085 0.095 7.93 014 11.68
] 8 -0.006 0.89 1.10 0.62 0.022 201 0.031 2.84

10 8 0.14 115 1.27 0.058 0.065 5.14 0.10 7.83

Z10 80 0.072 1.07 1.19 0.042 0.046 3.90 0.068 573

TABLA 12. PARAMETROS OBTENIDOS DE LA ESTANDARIZACION DEL LOTE 22x



ESTANDARIZACION INDIRECTA
FUE UTILIZANDO EL THROMBOREL-S
COMO MATERIAL DE REFERENCIA, EN 10

Lol DIAS DIFERENTES DE TRABAJO.
. TIEMPQS DE PROTROMBINA
DIA:. J PRT. b PRY b DiA
B 118 12,6 8.1 100
205 188 196 207
13,1 141 23.1 215
7285 278 355 325 6
22,0 208 205 258
2548 24.0 200 20.8
--29.1 256 18.0 17.0
10.1 120 104 ne
"4 1ns 102 1.1
225 21.0 150 17.0
s “ 928 29.0 125 138
2 245 224 19.0 18.0 7
- 170 175 20.6 28.0
240 208 146 147
234 21.6 28.1 27.8
107 15 10.8 124
19,0 130 123 124
20.2 182 38.0 30.0
. 205 201 214 225
3 104 198 24.2 215 8
388 355 19.0 18.8
195 18.4 207 202
16.1 180 34.0 0.0
105 116 108 111
1ms 13,0 120 12.2
214 20.4 35.0 374
122 12,0 24.0 25.0
4 13.4 1356 250 26.4 9
340 305 205 300
174 175 20,0 10.8
205 251 155 18.0
108 1.9 105 124
10.4 1.8 108 1.1
286 204 220 215
215 208 25.0 246
256 245 17.2 175
5 19.2 19 28.4 2.8 10
134 128 17.0 175
ans 286 257 247
105 120 104 LR

TABLA 13, DATOS DE TP OBTENIDOS EN EL PROCEDIMIENTO
DE CALIBRACION DEL LOTE 22y




LA CALIBRACION FINAL CON THROMBOREL-S FUE :

DIA n m  Cp 8l S'Ec,,m‘_b SE g par %CVigpmr SEg,  %CVigy
1 8 0.266 1.30 144 0.051 0.057 397 0.094 6.51
2 8 0.208 1.22 1.36 0.061 0.067 4.9 0.107 7.86
3 8 0.091 1.09 1.21 0.065 0.072 597 0.107 8.85
4 8 0.214 1.23 1.37 0.081 0.068 497 0.108 7.91
5 8 0.163 117 1.30 0.050 0.055 4.25 0.085 6.56
& 8 0.193 1.21 1.34 0.063 0.069 5.2 0.109 817
7 8 0156 1.6 1.28 0.049 0.055 425 0.084 654
8 8 0146  1.15 1.28 0.067 0.075 5.84 0.114 894
9 8 0.027 1.02 1.14 0.044 0.043 4.30 0.070 617

10 8 0.102 1.10 1.22 0.024 0.027 223 0.041 333

710 80 0.134 1.14 1.26 . 0.038 0.042 336 0.064 5.1

TABLA 14, PARAMETROS OBTENIDOS DE (A ESTANDARIZACION DEL LOTE Z2y
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COMPARACION. DE COSTOS ENTRE LA TROMBOPLASTINA dOMERCIAL
THROMBOREL~S' Y. LA fROMEOPLASTINA DE TRABAJO. t': E

“Las cantidades establecidas para la comparacidn de‘éo;tbsj
entre el Thromborel-S y la tromboplastina de trabajo, sbﬁ}las<r—;‘
necesarias para 5g de extraéto de tromboplastina, obtenidas’a b
-partir dev 1 .Kg -de cabezas de conejo; las cuales SOnvrde
conejos’ jovenes de un afio a afioc y medio, sanos Yy con ‘un
maximo -de 24 hrsrde haber sido sacrificados.

De 5 g de extracto se obtienen 36 viales de tromboplastina
liofilizada, con la formulacién establecida ﬁediante el
estudio realizado en este trabajo.

El balance de costos se establece unicamente, mediante el
material y reactivos necesarios para la obtencibn vy
fabricacibn de la tromboplastina de trabajo, considerando los
resultados obtenidos en la investigacibn realizada en este
proyecto.

No se va a considerar el costo del equipo de
liofilizacibn, desgaste y mantenimiento del mismo, pues este
va a depender del tipo y calidad del equipo del cual se
disponga en un momento dado, para efectuar la produccibn de
este reactivo (Tromboplastina tisular 1liofilizada), pues
depende principalmenteI del tipo de 1liofilizadora, =1
rendimiento de produccion. Ademas se debe considerar aque la
formulacibn de este reactivo, atn no esta completa, dado que

es necesario integrarle un conservador Yy un amortiguador.



PRESUPUESTO DE LA TROMBOPLASTINA DE TRABAJO CONSIDERANDO
SOLO LA FORMULACION ESTABLECGIDA EN ESTE PROYECTO.

MATERIAL CANTIDAD  COSTO  GANTIDAD DE COSTO DE
COMERCIAL COMERCIAL PRODUCCION PRODUCCION

BIOLOGICO )
CABZ. DE CONEJO 1Kg N$ 17.00 1Kg N$ 17.00
SUSTANCIAS )
LAALcBTUM. DE HUEVO 100 g N$ 46.20 4.36 g N$ 2.00
00 96.10 3 .
GLORURO DE 6009 NS 485 9 NS$ 1.00
GE%LRCJRO gg Dobio 600 g N$ 449.34 0.34 g N$ 0.50
500 g N$ 2192 09 g N$ 0.50
QgEWNA R, 41 N$ 111.48 150 m! N$ 4.20
11 N$ 4.00 200 mi N$ 0.80
AGUA DEST'LADA 11 N$ 2.00 400 ml N$ 0.80
MATERIAL
HIELO SECO 1Kg N$ 6.00 2 Kg N$ 10.00
VIALES Y TAPONES 100 PZAS N$ 50.00 36 PZAS N$ 18.00
PAPEL FILTRO 2 PLIEGOS N$ 1.40 2 PLIEGOS N$ 1.40
TOTAL N$ 803.40 TOTAL N$ 55.75

TABLA 185.



Ahora bien, una caja de reactivo comercial Thromborel-S,
contiene 8 viales, cada uno de ellos para hidratar con 4 ml
de agua destilada, realizando 20 pruebas por vial, siendo un
total de 160 determinaciones de 1 caja, la cual tiene un
costo de N§ 300.00, en tanto que para producir 36 viales, los
cuales se hidratan también cada uno con 4 ml de agua
destilada y se obtiene el mismo nlumero de determinaciones de
cada uno de ellos, se necesita hacer un costo total de
produccidn, considerando sblo las cantidades necesarias de
reactivos y materialesva utilizar, respecto al Eosto en el
mercado de ellos, de N§ 55.75, por lo que con esta cantidad
se puede hacer un total de 720 determinaciones. Con esto que
da justificado, que implicando toda 1la serie de gastos
necesarios para 1la produccidon de tromboplastina tisular
liofilizada, su costo de produccibn sigue siendo bajoc. Pues
el reactivo se produce con la cuarta parte del costo de una
caja de tromboplastina comercial y ademis se pueden realizar
560 determinaciones m&s, en las condiciones propuestas.

Sin embargo hay que tomar en cuenta que se realiza un
costo total para adquirir los reactivos Yy materiales de
N$ 803.40, pero aun asi, como se esta produciendo un total
de 4 cajas y media, se necesita H§ 1,350.00 para adquirir el
reactivo comercial, por lo gue la tromboplastina de trabajo,
sigue siendo de mhs bajo costo, ademhs de que se cuenta con

mas reactivo para seguir produciendo.

>



DISCUSION DE RESULTADOS
Se obtuvieron los lotes %1, %2 y 23 para el desarrollo de
éste estudio, siendo el lote 23 el que se empleo mhs pues .se
encontraba en mayor proporcion.
Se realizaron curvas de referencia {% Quick) como parametro
de exclusibn para cada cambio efectuado a la tromboplastina
de trabajo en su formulacibn en comparacibn con 1la
tromboplastina de referencia Thromborel-s (T-S}), ésto se
llevdb a cabo, considerando que a medida que disminuye el
angulo de inclinacibn con respecto al eje de las }bscisas la
sensibilidad aumenta y si el A&nguio tiende a aumentar la
sensibilidad disminuye por 1lo tanto en las curvas de
referencia hay tromboplastinas con sensibilidad baja o
sensibilidad alta.
De esta manera en la grafica 1 se observa que el
lote 21 presenta una sensibilidad mayor que la referencia T-S
Y una menor sensibilida? que el lote 72. Por lo tanto el
comportamiento que presenta el lote Z1 con respecte ala
referencia T-S, nos indica que contamos con un lote de buena
sensibilidad.
Pretendiendo aumentar la sensibilidad de 1las
tromboplastinas de trabajo, se integro sulfato de bario, a

concentraciones de 1, 2, 4, 6 vy 8 % al lote z3, ' se utilizdb
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como contrel el mismo lote pero sin integracibn de sulfato

de bario, para observar modificaciones en los resultados. Por
lo que en la grafica 2 se observa claramente que 1la

tromboplastina de trahajo, no sufrio realmente un aumento en



’a“:O 7 unidades entre cada

respecto al que no,presenta

.V'pryiigéipiélmehte incrementar los tiempos de protrombina (TP),
fkconf‘drmé ‘el ‘porcentaje de actividad, tratando de alterar el
TP lo rﬁenos pasible en el 100 % de actividad. Estos
resultados es posible se hayan obtenido debido a que se
tienen lotes, con huena sensibilidad respecto a la. referencia
T-S, por lo que pudiera ser que la tromboplastina de trabajo,
no presentara residuos significativos de FVII, por otro lado
se observb que el sulfato de bario dependiende de 1la
concentracibn, modifica el TP, en el 100 § de actividad.

Tomando todo lo anterior en cuenta, se continlo
trabajando con los lotes obtenidos inicialmente.

Continuando ahora con la determinacion del soporte de
liofilizacibn, en la tabla 3, se tienen la leche, la cual
habia sido considerada uno de los mejores sopertes para la
tromboplastina, sin embargo aqul se observa que en el 100% de
actividad el TP se ve aumentado en 2.0 unidades con respecto
al control, lo cual ya es bastante significativo, pero hay
que considerar que al liofilizar, los tiempos no se ven
realmente muy alterados, por lo que realmente proteje del
proceso de liofilizacibn a la tromboplastina, pero por otro
lado al hidratar el color de la tromboplastina es blanco

mate, ademas de gue se adhiere demasiado a la pared del vial,




:s0lubilizacidn

‘dlferentes, la'S‘ciléles se fueron estableclendo conforme los

. resul ”dos que se fueran obteniendo. 'Se decuho hacer
'Vrmezclyas en donde estuviera presente la lactosa, . pues es un
ad:.r.:.vo que brinda resistencia a la estructura, par lo que se
evita con él, obtener un liofilizado quebradizc;, guiandose
por el aspecto poroso que presentb la albumina de huevo sola,
se penso en probar juntos a la lactosa y 1la alblmina de
huevo. En la tabla 4 se observa que la AH 3% y AH 3% - Lt 3%
presentan TP muy identicos al control, mejorandose la
sensibilidad. Considerando lo antes mencionado de la Lt vy
AH, se decidio que el mejor soporte es AH-Lt {(AH 3% vy Lt 3%),
en la grafica 4 se aprecia, como bajo estas condiciones la
tromboplastina de trabajo presenta mejor sensibilidad.
Ademas el liofilizado presenta un aspecto poroso, no ésta
adherido a la pared del vial, se disuelve facilmente Yy va
hidratado presenta un color ligeramente mas amarillento gque
la referencia Thromborel-S.

En la tabla 5, se muestran los resultados para las
curvas de referencia, n\.}evamenteA de los lotes 21, Z2 ¥ Z3 en
las mismas condiciones que los mostrados en la tabla 1, se
realizbd nuevamente su estandarizacibn, opues se encontrd un

aumento en los TP, por lo que se evalub en forma individual




qad‘af 1oté, saglin’ su comportamiento‘a’nte ei almacenamienta‘.
Se 'c‘ree"' que: el 7 incremento .- de. . los tiempos : se..debio
posiblemente -a un - aumento del contenido de ~humedad del
'lrextra'cto ‘de. tromboplastina, pues es:muy higroscbpica, lo-cual
pudé séf la c$usa de que ahora el lote 22x y Zzy sean los
‘lotes mas sensibles con respecto a 1la referencia T-S, como se
puede ohservar en la grafica 5.

‘ Para 'la determinacibn del agente surfactante, se probbd
: el etilenglicol inicialmente, pues era con el que se contaba
unicamente. Se probaron arbitrariamente las conéentraciones
3,5, vy 10 %, los resultados obtenidos indicaron que se
réqu‘eria encontrar una concentracibn menor al 3%, dado las
curvas de referencia obtenidas, ademas que el etilenglicel a
estas concentraciones no proporcionb un aspecte poroso ni
facilidad para disolver el reactivo.

Se continlto evaluando concentraciones mas pequefias
entonces que 3% y se encontrb que al 0.75 $ el etilenglicol
brindaba en apariencia mejores caracteristicas,
posteriormente se contd con el propilenglicol y se decidio
probarlo unicamente a 1la concentracibn de 0.75 % en
comparacibn con el etilenglicol y fue asi como se observd que
el liofilizado obtenido unicamente con el soporte era mas
facil de disolver y tenia buen aspecto en tanto que con el
etilengliccl integrade se observd un poco de dificultad para
disolver el reactivo iiofilizado Yy Ssu aspecto no era tan
poroso. y con el propilenglicol el aspecto del reactivo

liofilizado era aun menos porosc Yy presentd bastante
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kEn la tabla 6 se pueden,

yflllzarlo.

“tanto que con el propllenglxcol se observaron resultados muy
dlferentesbly que’ no son‘ adecuados . si consideramos la
B trqmbpp;astipa liquida sin el agente surfactante y sin el
soporte.

Ahora continuando con la integracibn del ibn calcio,
se decidid integrar el calcio en la concentracibn gque se
trabaja normalmente para la determinacidbn del TP, que es 0.02
M, y se sabe que durante el proceso de liofilizacidn lo que
se pierde es el agua por sublimacién, en tanto que las sales
vy solutos no se pierden, se deben de conservar en las
proporciones establecidas, y si el soporte es el indicado se
van a proteger del proceso de liofilizacibn, En la tabla 7
se muestran los resultados obtenidos para las curvas de
referencia, probandose en la liofilizacidn 2 y 4 ml, siendo
que al inicio de éste proyecto se utilizé 1 ml para
liofilizar al igual que en otros estudios realizadoes. Derc
considerando que la OMS pide qu2 los viales que se trabajan
para la calibracién de tromboplastinas. debe de tener un
minimo para 10 pruebas, por lo que se establecio, liofilizar
2 y 4 ml para realizar un nlmero de pruebas de 10 y 20

respectivamente, con cada vial liofilizado.



vado para l).of:.llzar :2.ml, fue. de 1:30
hrsiEn tanto que para 4 ml ‘fue de'2:30 hrs: Por.. lo gue
cdnv:.ens ylofillzar 4. ml -y poder determinar 10 pruebas - por
hhé ‘hota mas 'de liofilizacibn, ~durante un proceso de
producclbn, en tanto que si se tuvieran que obtenér los 4 ml
en 2 procesos de 1liofilizacibn diferentes se invertirian 3
hrs, por tanto mas tiempo asl como més material y gasto de
equipo, entre otras cosas.

Por otro 1lade cabe mencionar que los viales
liofilizados con un volumen de 4 ml, conteniendo el soporte v
el calcio integrado, tendia a presentar un aspecto del
reactivo liofilizado muy similar al de referencia T-S. Para
tener un control del proceso se hidrato un vial del reactivo
comercial T-8, y se 1liofilizé simultaneamente con 1la
tromboplastina de trabajo bajo las mismas condiciones de
liofilizacidbn. Se observd que tardo el mismo tiempo en
liofilizarse, asl como la estructura que presenta en el
aspecto poroso es similar en ambos. Tanto T-S5 y la
tromboplastina de trabajo se disolvieron facilmente, la lnica
diferencia mas marcada q\lxe se observb, fue que tenia un color

blanco el T-S y la tromboplastina de trabajo es ligeramente
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'amatlllenta (La tromboplastlna de trabajo fue llofllizada ‘con

':el soporte y ca1c1o unicamente. ).

establecer la formulaczbn de la tromboplastlna de

‘se probaron soporte, agente surfactante, 1bn calcio,

en: las cénd1c1ones gue se establecieron como mas apropladas,
= ‘esto 'se observa en l1a tabla 8. Los TP obtenidos tienden a
ser muy similares, presentando una variacién de 0.2 a 0.6
unidades en el 100 % de actividad. Adembs de los TP
obtenidos, es importante tomar en cuenta, aspecto del
liofilizado, facilidad para disolverse. Tomanéo esto en
cuenta el liofilizado que presentdb el mejor aspecto y que se
habla mencionado antes, fue al que se le integrb sblo el
soporte y el calcio, se disolvid muy fhcilmente, en tanto que
el que tenia el soporte, el calcio y el etilenglicol, su
aspecto no era tan poroso y presentd un poco de dificultad
para disolverse y el color del mismo era un poco mis
amarillento.

En base a estos resultados, se descarta el integrar el
agente surfactante, y se establece, sblo la integracibn del
soporte AH-Lt (Alb4“mina de huevo 3% y Lactosa 3%), con el ibn
calcio integrado en una solucibn 0.02 M,

Anteriormente se establecib que el lote mas sensible
fué el 22x y Z2y, pues son los que presentaron una curva de
referencia muy similar a la tromboplastina de referencia T~S.
Por lo cual se calibraron ambos lotes con T-S. Obteniéndose
para el lote Z2x un ISI ae 1.19 y para el lote 22y un ISI de

1.26, variando sblamente por 0.07 unidades, por lo tanto el
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ISI -obtenido en ambas calibraciones, fue relativamente
similar. Se obtuvo un % de coeficiente de variacibn (cCv)
para el L-22x de 3.9 y para el L-22y de 3.36. Su % de C.V,-
fue relativamente mayor al permitido por la OMS (< 3.%), pero
que puede ser aceptable si es menor a un 5 .%.. Por.lo tanto
el L-Z2x es 0.9 unidades mayor y el L-Z2y es 0.3 upidades
mayor.

Se hizo una comparacibn de costos con respecto a la
formulacibn establecida en éste proyecto y el costo de el
reactivo comercial T-S. '

Se establecid realizarlo en bhase a la produccibn que
se obtendria de 1 Kg de cabezas de conejos sanos y con un
promedio maximo de ser sacrificados de 24 horas. Se ha
determinado que por cada cerebro de conejo se obtiene un
gramo de extracto y como 1 Kg de cabezas contiene un promedio
de 5 cabezas se obtendrian 5 gramos de extracto de
tromboplastina. Con lo cual se pueden obt2ner 36 viales de
tromboplastina liofilizada, con 1la formulacibn establecida
durante éste estudio.

El balance de costos se establece unicamente mediante
el material y reactivos necesarios para la obtencibn vy
fabricacibn de la tromboplastina de trabajo. HNo se considerd
el costo del equipo de liofilizacibn, desgaste Y
mantenimiento del mismo, pues depende del tipo y calidad del
equipo del cual se disponga para efectuar la produccibn del

reactivo (Tromboplastina tisular 1liofilizada), pues el
.
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bfehéimien;b de produccibn depende principalmenté dél,tipokde‘
liofilizadora con que se cuente.
e frcdnslderando que " la formulacibn establecidal?n este
:vpxhyeéto;;un no -esta completa, pues es necesario'integrarle
ﬁﬁ consefvador y un amortiguador.
: En base a estas condiciones si sblo se toma en cuenta
'_155 cantidades exactas de los reactivos para su produccibn el
coéto es de 56 nuevos pesos Y con este costo se realizarian
un total de 720 determinaciones. Con esto se justifica que
al incrementar todos los gastos necesarios, tomanéo en cuenta
una formulacidn completa, el costo de produccibn sigue siendo
bajo; si tomamos en cuenta gue una caja de T-S tiene un costo
de 300 nuevos pesos. El reactivo se produce por lo tanto con
la cuarta parte del costo de una caja de tromboplastina
comergial T-8, '8 ademas se pueden realizar 560
determinaciones mas.

Ahora bien si se considera el costo total en la
adquisicibn de 1los reactivos y materiales, este es de
N$ 803.40 , pero aun asi, como se esta produciendo un hrotal
de cuatro cajas y media; se necesitaria N$ 1,350.00 para
adquirir el reactive comercial, por lo que la tromboplastina
de trabajo, sigue siendo de mas bajo costo, ademds de que

cuenta con un gran remanente para seguir produciendo,.



'CONCLUS TONES

Se‘obtuviefon lotes con diferente sensibilidad (21x,: 21y,
Zii,v22y, Z3i 'y'23y), siendo los lotes 22x y 72y los: éue
presentaron una ;sensibilidad similar a la tromboplastlna de
referenc1a Thromborel-S (T-S), con base a las’ curvas de
referencia.

Se establecio gque para los lotes obtenidos el sulfato dé
bario no aumento la sensibilidad.

Los agentes surfactantes propuestos (etilenglicol vy
propilenglicol), no beneficiaron como se planteo inicialmente
a la tromboplastina en su porosidad y solubilidad. Por lo
que se suprimio el usarlo en la formulacibn.

Presento caracteristicas muy similares el liofilizado, al
reactivo de referencia T-S, con el ibn calcio integrado en
una solucibn 0.02M y con el soporte albUmina de huevo 3% vy
lactosa 3 %.

Por lo tanto se calibraron los lotes 22x y Z2y en las
condiciones antes mencionadas. Las calibraciones realizadas
fueron de manera indirecta con tromboplastinas de referencia
terciarias (comerciales; Thromborel-s).

De la calibracibn se obtuvo un ISI para L-Z2x de 1.19 y
para ei L-22y de 1.26, con un % de CV de 3.9 y 3.3
respectivamente, por lo que fueron relativamente mayores al
permitido por la OMS (< 3 %) pero que puede ser aceptable si
es menor a un 5 %. Por lo tanto los % de CV son menores al

maximo permitido.
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‘_hacxendo la’ comparaclbn b1blmgraf1ca, se puede decu‘ qu

os ‘en FES Zaragoza, son parecldos al

0%y, placenta humana respectlvamente. o

) : Proxr‘;{ lo tanto en la FES Zaragoza es conveniente ,kser.-gui; .
pr'odu‘cj.:endo lotes con la misma sensibilidad que el L;ZVZy. o
el“—LfZZY © aun ‘mejorar su sensibilidad, pero con. un % de CV
bajo (< 3 %), que se parezca aun mis a la pfeparcibn de
referencia.

Ademas se comprobb con la comparacibn de costos, gque se
esta produciendo un reactivo econbmico, de gran utilidad en
el laboratorio clinico, facil de trabajar, Yy <con una
sensibilidad comparable al reactiveo comercial.

Con la calibracibn de tromboplastinas, el TP de pacientes
que reciben anticoagulantes orales deberan reportarse en RIN,
8l cual toma en cuenta las diferentes sensibilidades de las
diferentes tromboplastinas a los efectos de los
anticoagulantes orales, puesto que proporciona un simple
medio de obtencibn de una medida universal -Una que tiene un
mismo significado en todo el mundo independientemente de 1la
fuente de tromboplastina-; facilitando el control de este
tipo de pacientes.

Cuando son padecimientos donde no se administran
anticoagulantes orales, se reporta un tiempo en segundos (con

control), porcentaje de actividad (con base a la curva de
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'refe‘ren'cia)' o en rédio kda ‘protror;\bina (RP), mientras no se
propong:a ﬁna escala universal.

- : ‘Por todo lo anterior se debe estabieder un conservador Yy
irarﬁ‘ortiéuador adecua&os con ‘los ‘cuales el reactivo cumpla con
todos los requerimientos que exige la OMS, para asl producir
en FES 2zaragoza un reactivo de alta calidad y sensibilidad
comparable a productos de importacibn en donde su tecnologla
e infraestructura es avanzada.

. Ahora hien tomando en cuenta el TLC debe pensarse
seriamente en la competitividad. Para ello, 'se requiere
perfeccionar el proceso de produccidbn e ingenieria de
productos. " Si nuestra tecnologia no estd al nivel de otros
paises, que producen articulos en masa con poca inversidn, la
situacibn para México no mejorara y nos veremos desplazados

del mercado ™.
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