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INTRODUCCION

Hace aproximadamente 30 afios, el Dr. A.J.Quick descri

bié una prueba a la cual llamd tiempo de protrombina, sien
do influenciado solamente por la concentracién de protrom-
bina. A la fecha, se han realizado modificaciones a tal -
prueba a fin de mejorar la sensibilidad de las tromboplas-
tinas y disminuir variaciones interlaboratorio de las trom
boplastinas en cuanto a los resultados del TP en unidades-
tradicionales tales como: % de actividad, segundos, radio-
de protrombina, etc.; se han introducido subsecuentemente-
una variedad de tejidos como cerebro de conejo, pulmbn hu,
mano, extractos de placenta humana, tejido bovino.

La prueba puede orientar al déficit de los factores :
IT1, v, VIT y X producido en caso de enfermedad o bien, ar-
tificialmente como consecuencia de 1la administracién de -
drogas anticoagulantes como la cumarina o indanediona. Por
tal motivo, la necesidad de encontrar un sistema de unidad
mAs uniforme tanto en un lugar como en otro distinto, es -
cada vez mas apremiante.

El Comité Internacional de Hemostasia-y Trombosis, de
la Organizacién Mundial de la Salud, contribuyé enormemen-—
te para que se cbtuvieran las bases y técnicas adecuadas -
para la estandarizacidédn de tromboplastinas, a [in de con-
tar con una unidad de medida: el radio normalizado dinterna
cional TINR.

De acuerdo a lo establecido por la OMS en 1981, se em

pled el método modificado de Biggs y Denson; actualmente -

existen tres tipos de tromboplastinas de referencia inter-
nacional IRP. de acuerdo al tipo de tromboplastina que se
desee estandarizar:

- BCT/099

- OBT/79

- RBT/79



En el presente trabajo desarrollado
Los parametros que se obtuvieron fueron:
"~ Una pendiente de calibracién C.
- Un indice de sensibilidad internacional ISI, referen
te a la tromboplastina de trabajo.
-~ El1 error estadndar del IST, SEISI
- El1 coeficiente de vardacién del 1SI en porciento,

ZCVISI

De todos ellos, el ISI es el pardmetro clave que corrg
laciona a la nueva unidad de medida del TP: el INR, median-
te la férmula: .

INR = (RI’)ISI
donde RP = radio de protrombina
De ésta forma se elabordé la estandarizacién de la trom
boplastina comercial de cerebro de conejo: Trombolaf, por -
1o que el estandar a usar fué su homélogo RBT/79 quien po -
see un ISI de 1.4 por definicidn.
Se rea{izuron lecturas de TP en 10 dias de trabajo en
los cuales se necesitd de 2 plasmas frescos normales & 6 -
plasmas frescos anormales (8 en total para cada dia), con -
tando para la evaluacibén del equipo Fibrintimer Behering -
Diagnostika. Al cabo de los 10 dias, se aplicéd el modelo es
tadistico del método mencionado y se encontrdé lo siguiente:
- Una pendiente entre el estAndar y la tromboplastina-
comercial de 1.64, con un error estandar de 0.05.

~ Un ISI de la tromboplastina comercial de 2.299, con
un crror estidndar de 0.07 y un coeficiente de varia-
cidén en Z de 3.19,

Aparte de la estandarizacién llevada a cabo a la trom-
boplastina comercial, se le realizé la dosificacién de -
factores de l1la via extrinseca, tomando como referencia a -

otra tromboplastina comercial con IST conocido.
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CAPITULO T
GENERALIDADES

I.1 Hemostasia

La hemostasia engloba una multitud de reacciones que el
organismo pone en marcha para protegerse a si mismo de una -
pérdida de sangre, deteniendo una hemorrdgia y manteniendo -
la integridad de la pared vascular para finalmente reestable
cer la circulacién sanguinea., E1 fallo de los mecanismos he-
mostaticos conduce a la hemorréagia (qhe es una descarga san-
guinea debida a la pérdida de continuidad de los vasos de -
sangre) o por el contrario, puede producirse una trombosis -
(formacidén de colgulos en los vasos sanguineos) debida a un
fallo en el mantenimiento de la fluidez de la sangre.

El estudio del mecanismo hemostdtico es necesario en -
las siguientes circunstancias:

1. Pacientes que seréin sometidos a cirugia y cuyo his-

torial familiar presenta hemorrégias anormales.

2., Diagndéstico de la naturaleza del efecto en enfermos

con trastornos de hemostasia.

3. Control de laboratorio en enfermos que reciben tera

pia anticecagulante.

4, Control de laboratorio en la terapéutica de pacien-—

tes con trastorpos de hemostasia, (14,28
Los mecanismos hemostaticos estin organizados de manera-
general en tres categorias:

I.1.1
Actividad vascular.

Involucra la calidad vascular y sus propiedades de -
reactividad y contractibilidad. Los vasos sanguineos al dafar

se se constrifien estrechando el paso del flujo sanguineo debi



do a las propiedades funcionales de la pared vascular rela
cionadas a la hemostasia (contractibilidad, fragilidad, -
permeabilidad), ya que se produce una vasoconstriccidén réa-
pida sepuida de una relajacidn, gracias a un mecanismo re-
flejo del organismo; porteriormente tiene lugar una vaso -
constriccién per estimulo quimico provocada por la salida-
del interior de las plaquetas, de sustancias vasoactivas -
como la serotonina y por la sintesis de prostaglandinas en

la plaqueta como el tromboxano A fuertemente vasoccons -

20
trictor.

1.1.2
Funcién plaquetaria.

Recibe el nombre de hemostasia primaria o formacidn -
del trombo plaquetario. Es un proceso en el que intervie -
nen las plaquetas y en el cual se distinguen los siguien -
tes eventos:

. Adhesién a la pared vascular.

. Cambio de forma y contraccidén de plaquetas.

. Secrecidén de los grénulos plaquetarios.

. Agregacidn de plaquetas (trombo).

. Estabilizacidén de la fibrina.

En cierta manera, las plaquetas protejen las superfi-
cies endoteliales o las Lniones intercelulares y reparan -
el dafo incipiente antes de que se manifieste desde el pun
to de vista clinico. Tienen la propiedad de adherencia al-
endotelio herido asi como entre ellas mismas y al hacerlo,
forman tapones que impiden la hemorragia de pequefios vasos.

El tiempo de hemorrégia estd alargado.en las tromboci
topenias y/o disfuncién plaquetaria debida a la no pro --

duccidn del tapén plaquetario,

I.1.3
Coapulacibn o hemostasia plasmitica.

Su finalidad a lo largo de complejas reacciones bio -

4=



quimicas es la de generar el trombo de fibrima y la fibri-
nblisis o disolucién del codgulo de fibrina. (2,9,26,32)

I. Coagulacidén Sanguinea.

En si, la coagulacibén sanguinea tiene como finali
dad la formacién de fibrina, que es la transformacién de -
una proteina soluble (fibrinégeno) en una proteina insolu-
ble (fibrina) cuyas redes constituyen la trama fundamental
del codgulo.

Factores involucrados en la coagulacidédn sanguinea.

Los factores o proteinas plasmaticas de la coagula -
cién gque hasta el presente han sido admitidos, se expresan
con nfiimeros romanos (I al XIII) de acuerdo al Comité Inter -
nacional para la Nomenclatura de los Factores de Coagu}a -
cibén de 1la Sangre.

A continuacién se presenta un cuadro que muestra algu
nas de las caracteristicas generales de estos factores:



FAIR NOMERE TIPO PM VIDA MEDIA |SINTESIS
I fibrindgeno glucoproteina 330 000 3.54 dias higado
dalrons
T protrombina lipoproteina 72 000 2.5-3 dias higado
dalrons
funy trovboplastina  lipoproteina  330-220 000 - ampliarente
tisular. Factor daltons distribuido
histico en organism
v calcio ién sanguineo KB g -
v proacelerina proteina 300 000 15.0 hrs higado
daltons
VI este témmino no se usa; fue anulado de esta secuecia de factores debido
a que ya hablia sido emplesdo camo activador de protrambina,
VII proconvertina, globulina 45 000 5-7tws higado
factor estable, daltons
antitrambina I,
SPCA®
VIIT factor antibamo,  glucoproteina 110 000 10-12 hrs céls endote
filijco, globuli daltons lio vascular
ra antihemofilica
X factor de Christ  glucoproteina 57 000 25 hrs higado
mas, factor B daltons
antihemofilico,
PICe
X factor de Stuart glucoproteina 64 OO0 40 hrs higado
Prower daltons
XT factor Rosenthal  glucoproteina 160 OO0 45 hrs higado
Prasse daltons
XTI factor de glucoproteina 75 00 0 hrs higado
Hageman daltons
panns factor de laki glucoproteina - 5-10 dias higado

Lorand, fibrinasa,
factor estabjli

zante de la fibrina

TABLA No. 1 Caracteristicas generales de los factores de la coagulacitn.

#* Acelerador de 1a conversidn de la protrombina sérica.

It

te tromboplastinico del plasma.

5 Antecedente tromboplastinico del plasma.




Como se observa, la mayor parte de los factores de 1la
coagulacibén se sintetizan en el higado encontréndose cua -
tro que requieren para su sintesis de la vitamina K:
factor VII, IX, X y II.

Los factores de la coagulacién excepto los fosfolipi-
dos de las plaquetas, son factores que una vez activados -
se comportan comeo enzimas proteoliticas sobre otros acti -
vandolos a su vez, constituyendo asi una reaccién concate-

nada llamada cascada de la coapgulacidn. Clasicamente se - -

distinguen dos vias de activacién: via intrinseca, en la -
que sbélo participan factores plasmAticoes y via extrinseca-
mucho mAs rédpida, que se desencadena por la presencia en -
el torrente circulatorio de un factor extrinseco a la san-
gre llamado factor histico. (14,27,29)

Via intrinseca

Todo lo necesario para activar el factor X existe en=-
el plasma normal aunque en forma inactiva; un estimulo ini
cial conveniente pone en movimiento la cascada de factores
activados recibiendo el nombre de via intrinseca porque tg
dos sus componentes estdn en la sangre. Se inicia con la -
activacién del factor XII mediante una fuse de contacto co
mo por ejemplo el complemento, las quininas, etc.

El tiempo de tromboplastina parcial evalia de manera-
general dicha via. (27,29

Via extrinseca

Se refiere al mecanismo por el que la trombina es prg
ducida en el plasma tras la adicidn de extractos histicos. -
El modo como se combinan el factor VII, el calcio y -~

la tromboplastina tisular para activar el factor X es tal-

—-7-



qQue no hay fallo, igualmente la significacién fisiolégica -
del sistema extrinseco em su conjunto parece ser una alter-
nativa para el objetivo comiin de activar el factor X, pero—
en un sentido clinico estas vias no son sustitutos una de -
otra. La medicién de esta via a nivel laboratorio es median
te el tiempo de protrombina. El factor X puede activarse -

también con veneno de serpiente o tripsina en el laboratorio. (14)

d Fase
e _contacto Factor VIT
XI1 —————— XITa
Factor TIT
XTI ———— XIa {tisular)

o IX  ————  IXa @
= . .

[ / - Factor VIa v
~ VITT+PFq ]
o : 5
Q

@ 2
= =
= =
~ —
= =
= 7]
" _— X 2
- X a 3
& —_
2 V + PFq 3
- ~

j “n l
Protr pmbina Trombina F X111
. Fibrindgeno Fibrina I(
l ——————e XT11af

Coéﬁulo _estable
e fibrina

BQURMANG 1 Cascada del sistam de la coagulucifn.



11, Sistema fibrinolitico.

La fibrinblisis es el proceso responsable de la degra-
dacidbén enzimAtica del codgulo de fibriﬂa; es la etapa final
de la hemostasia que elimina los depdbsites de fibrina forma
dos en la etapa de coagulacidén cuando han cumplido su fun -
cidén en la detencién de la hemorrigia y al mismo tiempo res
taura el flujo sanguineo. Es importante en la fisiologia de
la hemostasia el que exista un balance adecuado entre el

sistema de coagulacibén y el sistema de fibrindlisis. (2,9,23,40)

T.1.4
Diferencia entre suero_y plasma.

El plasma es la parte liquida de la sangre, fuera del -
sistema vascular la sangre puede mantenerse liquida eliminan
do el fibrindgeno o anadiendo anticoagulantes, la mayoria de
los cuales evitan la coapulacién por su modo de unibn sobre-.
los iones calcio. El plasma recién extraido contiene todas -
las proteinas presentes en la sangre circulante a medida que
el tiempo de conservacién del plasma aumenta, la actividad -
de los factores V y VIII disminuye gradualmente. El suero es
el liquido producido cuando la sangre ha coagulado; la coagu
lacibn convierte todo el fibrindgeno en fibrina sélida y con
sume en cste proceso los factores VIII, V y II. Las otras
proteinas de coagulacién,

asi como las no relacionadas con -
la hemostasia permanecen en el suero a la misma concentra
cibn que tenian en el plasma, La absorcibdn del plasma con
sulfato de bariec elimina los factores dependientes de la vi-
tamina K. (27,29,42)

I.2 Anticoagulantes in vivo e in vitro

1.2.1
Anticoapgulantes en general.

Algunos de ellos son:
..Sales neutras. La coagulacién puede impedirse median-
te la adicién de una cantidad suficiente de sales neu

tras' a la sangre, tales como el oxalato o citrato de-

-9 -



sodio inmediatamente después de su extraccidn.

. Resinas de intercambio iénico. Pasando la sangre a

través de la resina amberlita IR100 —qué ha sido
situada en el ciclo del sodio- se produce una ex -
traccién del calcio de la sangre y se impide 15 coa,
gulaciébn,

. Secuestrenc. Conocida como la sal disbdica del EDTA

es un anticoagulante debido. a su capacidad de unir-
se a los iones calcio, es muy Otil en el estudio de
las plaquetas.

. Licuod. Tn vitro destruye completamente y evita la
fagocitosis de bacterias por las células, mientras-
que in vivo-es una sustancia tbdxica. .

. Colorantes anticoagulantes. Referidos a los anticoa
gulantes azul de chicago el cual act@ia mediante la-
neutralizacibédn de la tromboplastina y, el rosa pali
do que no se ha definido bien su funcionamiento, -
pero ambos tienen grupos éster de tal manera que -
son semejantes a la heparina.

. Semilla de soja. Su accidén es debida a una antitri-
psina funcionando como un agente tromboplastinico,

. Venencs de serpiente. lLos venenos de la mayoria de-
las serpientes son coagulantes debido a sus accio -
nes similares a la trombina y al activador del -
factor X; el veneno de cobra es una excepcibn, ya -
que es un anticecagulante que aparentemente retrasa-
la formacidén de trombina interfiriendo la accidn de
lda tromboplastina cerebral y de las plaquetas.

. Hirudina. Presente en las glaindulas cervicales de -

la sanguijuela, interviene en la interaccién de 1los
factores VIITI y IX. (2,9,24,25)

T.2.2
Anticoagulantes terapéuticos.

Los anticoagulantes que inhiben la formacibn de fibri-
na in vivo se usan en la clinica desde hace aproximadamente

cuatro décadas y ocupan un lugar bien establecido en el tra

~10 -



tamicnto de las trombosis venosas. Los medicamentos anticoa-
gulantes més empleados son: heparina y antagonistas de la —
vitamina K.

Heparina
Es un mucopolisacdrido sulfatado portador de una inten
sa carga negativa, posee un PM de 6 000 a 25 000 daltons j
su efecto santicoagulante es inmediato, se ha mostrado efi -
caz en la prevencidn de trombosis venosa y.embolismo pulmo-—
nar, tanto a nivel experimental como clinico, Tiene una vi-
da media de una hora y se inactiva en el higado en forma -

sulfatada exeretandose por via renal en forma menos ectiva,

es ineficaz en ausencia de antitrombina ITI.

Antagonistas de la vitamina K
Son conocidos como anticoagulantes orales (cumarini -
cos y derivados de la indanediona), interfieren con la sin-
tesis hephtica de los factores IT, VIT, IX y X. Actualmente
se conoce que durante el tratamiento con anticoagulantes -
orales se sintetizan moléculas anormales de dichos factores
son de efecto terapéutico retardado y el descenso factorial

tiene lugar a las 36-48 hrs.

Este tipo de anticoagulantes tiene una ventaja sobre -
1la heparina: su absorcidén por via digesviva y, por tanto,

pueden ser administrados oralmente sin embargo, su efecto -
como agente antitrombdético es menor que el de la heparina.

La siguiente tabla muestra el efecto terapéutico de -
los cuatro antagonistas de la vitamina K mAs empleados en -
la clinica; todos ellos se absorben muy bien y su eficacia-
como anticoagulante es similar., No obstante, la warfarina -
es la preferida por su baja incidencia de efectos secunda -
rios. Una de las complicaciones mas graves de la fenindiona
es la agranulocitosis; la warfarina y la fenindiona tienen-—
un perfodo de accién intermedio y su efecto terapéutico tig
ne lugar a las 36-48 hrs. El etilbiscumato tiene un efecto-

terapéutico muy corto y el fenprocumbébn un periodo de accibn

-1 -



muy largo, lo que hace que sean poco {tiles en la terapéu -
tica anticoagulante.

MEDICAMENTO EFECTU VELOCIDAD EFECTOS
TERAPEUTICO DE ACCION SECUNDARIOS
Warfarina 36-48 hrs intermedio escasos
Fenindiona - - - ' muchos
Etilbiscu .
macetato 18-30 corto escasos
Fenprocumdn 48_60 largo -
TABIA No. 2 Antagonistas de la vitamina K més usados y sus efectos.

Gran nGmero de factores afectan la respuesta terapéuti
ca a los anticoagulantes orales y pueden interferir en su
control. Los factores son de tipo exb6geno y enddgeno. Mucho
medicamento como aspirina, fenilbutazona, sulfamidas, anti=
bibdticos orales y sulfimpirazona aumentan el efecto de los
antagonistas de la vitamina K. Actian desplazando a los di-
cumarinicos de la proteina que los transporta en el plasma-
que es la albGmina y como consecuencia, lo hacen mis dispo-
nibles para la inhibicibdn de la vitamina K a nivel hepético
Todos ellos son peligrosos y pueden dar lugar a manifesta -
ciones hemorridgicas si se administra a un paciente que esti
bajo control de los anticoagulantes. Alguno de ellos como -
la aspirina, sulfimpirazona y fenilbutazona inhiben la agre

gacién plaquetaria lo cual aumenta el riego hemorrégico. (27,28)

-12 -



También hay medicamentos que inhiben el efecto de los—
antagonistas de la vitamina K como los barbitliricos y otros
sedantes lo que puede incrementar la désis de los anticoa--
gulantes orales y resultar peligroso, sobre todo cuando se-—
suspende bruscamente ya que desorganizan el control terapéu
tico. Hay otros factores que interfieren en el control de -
los anticoagulantes potenciando su accién como sbn ingesta-—
de alcohol, insuficiencia hepatica, diarrea, alteracibn en
la absorcién de 1la vitamina X y la anemia en la dieta de 1la
vitamina K.

En otras situaciones se inhibe la respuesta de los an-
tagonistas de la vitamina K ya sea por un aumento en la in-
gestion de la wmisma como sucede en las neoplasias, o en la
resistencia hereditaria a los antagonistas orales,

La hemorrégia durante la terapéutica con anticoagulan-
tes orales es relativamente poco frecuente cuando las prue-
bas de control se mantienen en el valor terapéutico sin em-
bargo, existe un mayor peligro de hemorrigia durante el -
periode postoperativo y en otras circunstancias cemo: carci
noma, Glcera géhstrica y litiasis renal en los que se puede-—
producir hemorrdgia local. Cuando se produce hemorragia gra
ve durante la terapéutica con heparina, el antidoto a usar-
es el sulfato de protamina gue es una sustancia fuertemente
badsica que se combina con la heparina y la inactiva de inme
diato. Esta se neutraliza con la protamina mg a mg; la dé -
sis de protamina que se debe dar depende de la via de admi-
nistracibn de la heparina y del tiempo que haya transcurri-
do desde la Gltima inyeccién.

La sobredésis de anticoagulantes orales puede ser abso
luta gencralmente por mal control o poco cuidado en la admi
nistracié4n o bien, relativa por la ingesta de medicamentos-—
que aumenten el efecto anticoagulante. La hemorragia asocia
da a sobredbsis de dicumarinicos suele ser esponténea y a -
veces grave, por lo que se debe administrar vitamina K in -

travenosa a désis de 25 mg; si la hemorrdgia que se produce

— 13-



afecta a Organos vitales, se debe administrar concentracio-’
nes de factores II, VII, IX y X.

HEMORRAGIA ANTIDOTO

heparina sulfato de
. protamina
(1 mg/100u)

antagonis vitamina K
tas de la (25 mg 1V)
vitamina K

1

TABLA No. 3 Antidotos de los anticoagulantes
terapéuticos.

El control de la terapéutica con anticoagulantes ora -
les se realiza con el tiempo de protrombina (TP), el objeto
es mantener el tiempo de coagulacidédn de éstas pruebas en -
dos veces aproximadamente de los niveles de control. Si el
econtrol se realiza con el tiempo de protrombina representa-
del 15 al BQZ y, si se hace con el trombotest , el valor te
rapéutico debe mantenerse entre el 5 y el 15%. Estas prue -
bas han de realizarse tres veces durante la primera semana-
del tratémiento anticoagulante, luego semaqalmente y por il
timo, cuando ya se ha establecido la dbsis de mantenimiento

basta realizarlas coda quince o treinta dias. (25,26,27,32,42)
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I.3 Alteraciones de la coagulacidn.

Existen dos clases de pacientes que regquieren prue-
bas selectivas de la hemostasis, para determinar de modo

genérico si sufren algiin trastorno de ésta. Tales son:

1. El paciente preoperatorio comin, que no presen-
ta pruebas clinicas evidentes de hemostasis per
turbada, pero en quien conviene una valoracién-

selectiva bésica antes de intervencién,

2, El paciente cuyos hallazgos despierten sospe -
chas de defecto hemostaAtico generalizado y que,
per tanto, requiere una valoracién selectiva -
mis completa. (9,24)

Al realizar 1la exploracién fisica se buscan parti -

cularmente sefiales de hemorrégia en la piel tales como -
equimosis o petequias, elasticidad anormal de la piel, -

estigmas de enfermedad hepatica crénica, etc.

Si la historia y la evaluacién fisica que se han -
descrito resultan completamente negativas, se requiere -
una prueba de laboratorio como: frotis de sangre perifé-
rica, TTP, TP u otros de acuerdo a 1lo que se obtenga,
Cuando se procede al estudio de un paciente porque su -
histeria o hallazgoes clinicos muestran indicios de hemos
tasis anormal o porque.una valoracibdn preoperatoria mini
ma ha sefialade un aspecto sospechoso, se requiere una va
loracidn selectiva de laboratorio més estricta de cada -

fase de la hemostasia.
En el siguiente esquema se ha tratado de represen -

tar de manera global los pasos a seguir en el laborato -

rio ante una muestra de sangre:
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TTP

l(kaol_'(n)
normal 30-40"

Si TIP es prolongado pusde deber
se a:

a. Bemofilia por deficiencia con
génita del F VIII.

b. Deficiencia del F XII.

c. Tratamiento con heparina.

d. Enfermedad de von Willebrand —
(tiempo de sangrado prolongado).

l

Si TIP y TP son prolongados puede
deberse a:
a. Deficiencia congénita del F V,
b. Deficiencia congénita de fibri
négeno.
c. Enfermedades adquiridas:
1. Deficiencia de vitamina K -
(tratamiento con Dicumarol).
2.Si{ndrame de defibrinacién (TP-
y TIP anormel, disminucién —

Si es normal

de plaqueras y fibrinégeno, -

brindlisis anormal), ej. —
caru.nala, septicamia, embara
20y mfemzdades
licas.

3. Anticoagulantes adquiridos -
(TIP y/o TP anormal), ej. ma-
croglobulinemia, lupus erite-
matoso, embarazo.

ESQUEMA No. 2

|Si es normal

l«mck)
Normal 10-14""

Si TP es prolongado puede de-

berse a :

a. Deficiencia congénita del
F viI.

CUENTA

Normal

150-300000

plaquetas
Si la cuenta de pla-
quetas es disminuida
y si hay una varia —
cién en megacarioci-
tos en la médula &sea:

milador de las pla —
quetas.

Diagnds t ico de las alteraciones
de la coagulacién.

Si_es normal ,
PLAQUETARIA

S 1,2 y 3
SON NORMALES
TIEMPO DE

SANGRADO (IVY)
NORMAL 5

Deficiencia
de factor 3
plaquetario

5
PRUEBA DEL
TORNIQUETE

Funcién
plaquetaria
anormal

B
RETRACCION

DE\, COAGULO
- H

!

SI 4,5y 6
SON ANORMALES
SE RECOMIENDA:

v
Prueba de adhesividad
plaquetaria.

Ensayo de F 3 plaquetari

Fase y microscopia elect
nica de plaquetas.

Tromboelastograma.




1.4 Estandarizacibén de
tromboplastinas

I.4.1
Antecedentes histéricos.

La necesidad de aceptar universalmente un procedimien-—
to de estandarizacién a fin de controlar la désis de anti -
coagulantes orales ha sido obvia por algunos aifios, pero la
solucibén ha sido acosada con técnica y dificultad organiza-
das, finalmente ha sido resueltoc por medio de un proyecto -
colaborativo internacional. Sin embargo, no deja de surgir-
nos ;a siguiente pregunta: {porqué se tomd emn la resolu -
cién de éste problema mls de 40 afios para lograr alcanzar -
un conscenso internacional con respecto a la estandariza -
cidbn del tiempo de protrombina en el control de la terapia-
anticoagulante, si desde entonces se tenia esa inquietud? ;
1la rcspuesté estaba en base al predominio de las ideas de -
Armando Quick tan arraigadas en la profesidén médica que, de
alguna manera, impidieron un avance raApido y satisfactorio-
de tal cuestionamiento. Quick propagd enérgica y exitosamen
te su procedimiento del ensayo del TP hasta cerca de los -
afios 70°s, siendo estandarizado como tal en un rango tera -
péutico entre 10 a 30% de actividad del TP. (1,18,22)

Aunque hubo quienes refutaron tales procedimientos, no
fue hasta finales de los aiios 60°s cuando Poller por un la-
do, y Biggs y Denson (dos expertos del Comité Internacional
en Trombesis f Hemostasis) por el otro, sugirieron de mane-
ra conjunta el principio de la estandarizacidn del tiempo -
de preotrombina mediante los promedios de la calibracibn de
tromboplastina. Ellos demostraron de manera irrefutable que
el procedimiento de estandarizacién de Quick disminuia de
la normalizacidn de los resultados obtenidos al hacer modi-
ficacidén al ensayo de TP, y éste problema no podia ser re -
suelto en la préactica clipica, sino que requeria de una eva-
luacidn mas profunda; por lo tanto, hubo la necesidad de -
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implementar un método de referencia con el fin de obtener -

un sistema mas uniforme para reportar el tiempo de protrom-

Estudios internacionales revelaban esta urgente nece-—
tanto de metodologia como de -

bina.
sidad de estandarizacién,
reactivos, sistema de reporte y rangos terapéuticos a causa
de la inquietante variacién en los resultados del tiempo de
Desde hace cerca de 30 afios se observaba que

protrombina.
prueba de TP en una fase con dilu-

si se llevaba a cabo una
y se registraban gréaficamente, los valo

ciones de plasma,

res del tiempo de coagulacién y de las concentraciones, se

obtenia una curva hiperbélica.

60

40

\N\‘\\\‘~\‘~\\

ATP\éseg)

0 100
Z Actividad

GRAFICA No. ! Representacién grafica del TP en una fase,
empleando diluciones de plasa humno normal con solucidn salina 0.85%

Esta curva podia transformarse en una linea recta me

diante el trazo de la reciproca de la concentracién respec-

to al tiempo de coagulacidn., El haber logrado tal transfor-

macién se debia a las aportaciones de Biggs y Warcfarlane - -

(1949), los cuales habian enfatizado que la curva de dilu -
cibén podia ser expresada de manera lineal y no hiperbélica,

disminuyendo asi errores al trazarla. (38,9)

~18 -



E1l hecho QE que no pasara por- el cero se debia al -
retraso inicial en 1la produccibén de suficiente cantidad-
de trombina a fin de obtenmer un codgulo. Es preciso afia-
dir que las curvas de dilucién tal como la anterior, no-
indicaban la medida de la protrombina sinc que daban un-
aspecto general de los efectos de la reduccién de los -
tres factores extrinsecos gsimultAneamente (II, VII y X),
sin embargo, la gréafica recibid frecuentemente el nombre

de curva de dilucidén de la protrombina en una fase.(11,2],30)

Las curvas de dilucidn se usan frecuentemente para-
medir la cuantia de la anormalidad de los pacientes tra-
tados con drogas cumarinicas y proporcionan distintos re
sultados, ya que los reactivos de tromboplastina utiliza
dos en los distintos centros difieren en su sensibilidad
para reducir los tres factores. Las tromboplastinas co -
merciales en su mayoria proveen instructivos, 1los cuales
aportan las indicaciones de su uso y propiedades asi’ co-
mo una curva de calibracidén para convertir el valor del-
plasma a % de actividad. (34)

T.4.2
Sistema de unidades tradicionales.

El sistema de unidades que se empleaba para repor -

tar los resultados de los plasmas de pacientes erans

« Actividad de protrombina. Expresada como un por -

centaje de varios tipos de la curva de dilucién.

. Indice de protrombina. Expresada como la recipro

ca del radio de protrombina en porciento:

TP plagm norml (s) 4 0= TP
TP plasu pciente (s)

. Radio de protrombina. Indicado como:

TP plagm iente (s) _ gp
plagme normal (s
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Al respecto, Biggs en 1965 mostré que se podia trazar -
los radios de protrombina de manera lineal, tal y como lo -
propusieron tiempo atrds ella y Marcfarlane en 1947. La ven-—
faja de usar radios de protrombina era que el tiempo normal-
siempre estaria expresado como la unidad en todos los méto -
dos y lugares de laboratorio; la evidencia acumulada en el -
Sistema Britdnico de control anticoagulante, mostrbé que el -
método del radio reducia los efectos de las variaciones in -
terlaborateorios de las técnicas. Desgraciadamente el reporte
del TP de esta manera no garantizaba la uniformidad de los
métodos interlaboratorio y, mas afin de un lugar a otro, debi
do a que existia variacibdn en el plasma de referencia emplea
do (pool de plasma citratado fresco o biem, plasma normal -
liofilizadu) -y el tipo de diluyente. Se requeria pues de una
simple escala que fuera propiamente aplicada a diferentes -
centros, con el fin de garantizar seguridad y uniformidad en
l1a dosificacién de un paciente en diferentes laboratorioes.(16,19)

Esto no fue una vtarea facil, incluyéd una serie de estu-
dios y ensayos en muchos laboratorios de diversos lugares y,
l1a cooperacidn del Comité Internacional de Estandarizaciébén -
en llemacologia y el Comité Britédnico Europeo para finalmente
llegar a un acuerdo para reportar el TP en el control anti -
coagulante oral. Con la introduccibn de una estandarizacidn-
de tromboplastina, sc pude obLener una nueva unidad para re-
portar el TP; los primeros que consiguieron de alguna manera
implementar y dar las bases de un nuevo procedimiento de ca-
libracién fueron: Rosemary Biggs y K.W.L. Denson, a rafz de
esto se han observado esfuerzos en varios lugares del mundo-
como es el caso del Colegio de Patologistas Americanos en -
Estados Unidos, Poller en Inglaterra, entre oLtros.

£l término de Radio Calibrado Internacional (ICR) fué -
introducido, siendo é&ste el radio obteni.o con el material -
de réferencia primario de la OMS: 67/40. Este nuevo sistema-

dependiéb del sistema del radio; para cada tromboplastina,. su

radio de sensibilidad relativo fue el rango terapéutico usan



do otra tromboplastina. El radio de coagulacién fué propues—
to por Biggs y Denson; éste Ultimo propuso que la reactivi -
dad de la tromboplastina dada podia sér comparada con la -
tromboplastina de referencia semejante a la Tromboplastina -
Comparativa Britédnica, comparando el radio de coagulacién de
una con la otra y expresado esto como el radio de seﬁsibili—

dad de tromboplastina = INR = radio normalizado internaconal.

Asi pues, el INR fue designado para monitorear el efecto del
anticoagulante oral a largo plazo. Se definié como el tiempo
de protrombina del paciente entre el tiempo de protrombina -—
normal usando una Preparacibén de Referencia Internacional. -
primaria o secundaria. En la praictica es simple el célculo -
del INR del plasma de un paciente dado, conociendo el Indice
de Sensibilidad Internacional (ISI) obtenido mediante la -
calibracién de la tromboplastina a usar y aplicando una sim-—
ple férmula:

INR = (RP) L

o bien, mAs practico
INR = antilog (ISI x logRP)

Con esto se construye una tabla de sensibilidad relati-
va y el radio de coagulacién arbitrario de 2.0, es tomado co
mo referencia.

La variacién de los tiempos de protrombina mostrada en
torno a la desviacidén de la correlacibén lineal es muy grande
cuando las tromboplastinas de diferentes especies y de dife—

rente composicién son probadas en base a otra. {1520,21,33)
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I1.4.3
Sistema de unidades propuestoa.

Ha habido confusiones en reportes publicados concer-

nientes al término tradicional del radio corregido brité-

nico, ya que éste es obtenido por la calibracién de otras
tromboplastinas (preparaciones de referencia nacional, -
reactivos comerciales y extractos de cerebro humano) con-

tra la tromboplastina comparativa britanica, usando el mé

todo de calibracién original. (7,10)
En la préctica se observd que para un INR conocido -
(ej. 5.0) el comportamiento en radio, empleando dos trom-

boplastinas distintas diferia debido a sus sensibilidades:

Tromboplastina RP IST INR
1 3.1 1.413 5,0
2 2.0 2.4 5.0

Por lo cual se dedujo que la calibracidn exacta de -
las preparaciones es requerida cuando los radios son se -
leccionados con los INR, aunque tengan valores de ISI di-
ferentes, (15,18,20) )

I.4.4

Preparaciones de referencia.

Al tratar de estandarizar la uniformidad de los re -
sultados, se cred la necesidad de realizar preparaciones-
estindar de tromboplastinas y por lo tanto, partir de " un
punto de referencia; el objeto de las preparaciones estén
dar fue en un principio, el de emplearlas conjuntamente -
con la tromboplastina y métodos rutinarios, y con un mini
mo de muestras normales y de pacientes tratados con anti-
coagulantes orales. Se requeria que las preparaciones fue
ran sensibles, es decir, que detectaran el efecto anticoa
gulante ante drogas cumarinicas para asi obtener resulta-
dos satisfactorios.

En particular, se observaba que las tromboplastinas -
de diversas especies podian tener sensibilidades totalmen

te diferentesante estos defectos inducidos por los ————
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anticoagulantes orales. El fracaso que se observé en un -
principioc, alin contando con las preparaciones estandar, se-
debibé mas que otros factores a que la calibracién tenia més
atencidén a la dilucién de la curva del plasma normal que a
la sensibilidad para el defecto hemostitico,inducido por -
drogas cumarinicas; sin embargo, ésto fue un buen principio
para llegar a la estandarizacién actual de las tromboplasti

nas.
Patrocinado por el Comité Internacional en Trombosis y -

Hemostasis (ICTH) y, mas recientemente por la Sociedad In -
ternacional en Trombosis y Hemostasis, se ha discutido el -
problema de la estandarizacidn en varias reuniones interna-
cionales: Washington en 1967, Bath en 1969, Montreal y Mu -
nich en 1970 y, la OMS en 1973. La meta ha sido el obtener-
una estandarizacién internacional del TP con ensayos de ma-
teriales de referencia, abarcando técnicas usadas por la -
mayoria de los laboratorios en el occidente; en dicha estai
darizacién participaron finalmente 199 laboratorios.
Después de mucha discusidn, el Subcomité de Estéandares
de Tromboplastina del Comité Internacional en Hemostasia y
Trombosis decididé en 1969, evaluar 5 tipos de reactivos de-—

tromboplastina y designarlas tromboplastinas de referencia.

Postericormente su disponibilidad, uso y almacenaje estuvie-
ron a cargo del Institute de Investigacidén Médica en Ingla-
terra y el Instituto Nacional de Estdndares Biclégicos y =~
Control (NIBSC) en Londres. ¢(14,15,17,34,36)

A continuacibén se muestran las caracteristicas de di -

chas tromboplastinas evaluadas:



TROMBOPLASTIMG 1 2 3 4 5
QI 6/223 7 /40 68/434 70/115 70/178
TIFO pura cambinada  cambinada combinada pura
CORIGEN cerebro cerebro cerebro cerebro cerelro
humano humeno: bovinos conejos conejo
FI, V.® FI,V, FI, V.
cefalina®
PM EN SHD 2.114 2.051 2,20 2.2007-2.213 1.029
(mggmes)
REQONSTITU 1.0 ml 2.2ml 2.2 ml 2.2 ml 1.0ml
CION
I120 dest. (‘z(ll2 3.2 Cd:lz 3.2mM ”20 dest. HzO dest.
=0 0.1 ml tromb 0.4 ml tramb 0.4 ml tramb 0.25 mil tranb 0.1 ml tranbh
0.1 ml plasm 0,05 ml plas 0.05 ml plasm 0.01 ml plas 0.1 ml plas
0.1 ml (‘aCIl2 0.1 ml. Cf{.llz
No. AMPOLLE
TAS AFORTADAS 3 000 - - 4 000 i80
TABLA No. 4 Propiedades de las tramboplastinas evaluadas

# Plagm hovino absorbido, buffer y Cz£12 (reactivo Oxford).
## Thrambotest.

Dos de ellas han sido caracterizadas pare el procedimiento de la estardarizacidn:
67/40 y 68/43, siendo aceptada y disponible su distribucidn.



Por lo anterior se conecluyd que:

. Para la preparacibén 67/40 correspondia un radio de sen
sibilidad de 2.0 por definicién.

. Para la preparacidén 68/434 correspondia un radio de -~
sensibilidad de 2.0 en términos de la preparacibn -
67/40,

Por lo cual, las otras tromboplastinas podian ser cali -

bradas en términos de la praparacidn 67/40, (1,3,4)
Una década después, en 1977 el Comité Intarnacional de -
Hemostasia y Trombosis de la OMS propuso un estudio de.cali -

bracién de cinco tromboplastinas de referencia; para ello -

participaron 7 laboratorios europeos y 3 laboratorios ameri -
canos. De dichas tromboplastinas se tenia que:
a) Tres eran materiales de referencia del Departamento -
Comunitario de Referencia (BCR)
1, BCT/099 Humana., Liocfilizado de BCT por cortesia -
del Dr. L. Poller, del lLaboratorio de Referencia -
Nacional de Reactivos y Control en Manchester, U.K
2. RBT/79 Conejo. Liofilizado de BCT pura de cerebro-
de conejo, por cortesia del Dr. K.W.E. Denson, de
Reactivos de Diapgnbéstico Ltd. Thame, Oxfordshire.
3. OBT/79 Bovino. Licfilizado de BCT de buey bovino -
(thrombotest), por cortesia de Nyegaard & Co.; Os-

*—- 1o Noruega.

b) Dos eran preparaciones de referencia internacional se
cundaria de 1a OMS:
1, 68/434 bovina.
2, 70/178 conejo. (11,21,35)

Tal estudio fué debido a que la constante de calibracién
del material de referencia de conejo de la OMS difirié del va
lor originalmente publicado de 0.5 ISI. En este estudio se ca
libré a dichas tromboplastinas contra una IRP primaria de 1la
oMS 67/40, resultando un valor de sensibilidad de 1.1 para 1la
BCT/099; 1.0 paraila OBT/79 y, 1.4 para la RBT/79. (17,37,38,39)

La BCR bovina y humana (materiales de referencia) tienen
casi la misma sensibilidad, como el material de referencia -
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primario de la OMS, el cual, es particularmente importante—
en vista de la unién entre el sistema de la OMS y el siste-
ma briténico de estandarizacidén que ha sido adoptado por mu
chas ciudades. La sensibilidad de 1a RBT es mucho mas baja-
que la de las otras tromboplastinas, aunque la OBT es consi
derablemente més sensible a la de las demds. (14,36)

La calibracidén de tromboplastina es, en general, més -
precisa cuando las preparaciones son hechas entre prepara -

ciones similares, de la misma especie; por tal razén, la -

OMS ha establecido IRP“s de bovino, humano y conejo, cali
bradas en términos de la IRP humana 67/40.

El procedimiento de calibracién implica la determina -
cién de una serie de tiempos de protrombina, empleando 20 -
plasmas normales y 6O de pécientes cumarinicos, repartidos—
enn 10 dias diferentes y empleando plasmas diferentes para -
cada dia, siendo muestras frescas de plasmas citratados o —
bien, de tipo liofilizado o congelado debiéndose probar con
ambas tromboplastinas. Cuando los laboratorios tienen acce-—
80 a un gran ndmero de pacientes se requieren las muestras-
de pacientes anticoagulados, de los mas diversos niveles de
anticoagulacién, teniendo un INR de 1.5 a 5.0, Cuando los -
laboratorios tienen un ndmero limitado de pacientes disponi
bles, se toman las muestras anormales sin tomar en cuenta —
los niveles de anticoagulacibén, evitando que sean los mis -
mos en cada ocasibn. (36,37) ’

Para 1la calibracién se requiere que tales pruebas si—
sean repetidas en 10 dias diferentes, empleando plasmas di-
ferentes: 2 normales y 6 anormales para cada dia. No necesa.
riamente debe realizarse en dias consecutives, pero deben —
ser completados lo mids réapido posible y, ser la misma perso
na quien lo lleve a caho a fin de disminuir el porcentaje -
de error experimental.

El orden de los pacientes en el ensayo es al azar, pe-

ro de la manera siguiente:



MUESTRA
Normal
Paciente
Paciente
Paciente
. Paciente
Paciente
Paciente

Normal

La estimacibén del ISI del lote,

1
1
2
3
4
5
6
2

IRP

I11

VIL
IX
i1
XII1T
v

WRP
11
v
VI
VIIT
X
X111
XIvVv.
XVI

tomando en cuenta la-

precisibén de la calibracibén para la preparacién de referen

cia trabajada o nacional(WRP),

debe tener un coeficiente -

de variacién del 5.0% o menor.Trabajos sumamente satisfac-

torios admiten el 3% o menos.

(7,10,38,39)
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1.4.5
Plasmas de referencia.

Los plasmas de referencia que se emplean en la cali -
bracién, o bien, en el uso rutinario pueden ser de dos ti-
pos bésicamente:
1., Liofilizados. Los cuales manejan valores normales
y anormales.

2. Frescos. Es decir, de donsdores humanos sanos, en
el caso de plasmas normales y, anticoagulados en-
el caso de plasmas anormales,

Las condiciones gue debe reunir un plasma normal es:

ser obtenido de adultos sanos, cumpliendo los requerimien-—

tos de la OMS (por lo menos dos pooles de plasmas diferen-
tes, entre 2.0-4.0 TNR siendo necesarios para el procedi -
miento de calibracién). E1 pool de plasma debe ser obteni-
do de humanos sanos; de la misma forma se obtienen los

plasmas cumarinicos de por lo menos 10 pacientes diferen -
tes, quienes han sido estabilizados a largo plazo con anti
coagulantes orales de por lo menos 6 semanas.

Cuando se emplea un pool de plasma liofilizado, éste-
debe haberse realizado de por }lo menos 30 donadores dife -
rentes, de tal forma que la preparacién final sea plasma -
pobre en plaquetas cl cual, se congela a ~-30°C en recipien
tes apropiados; ademds, debe tener una estabilidad de por-
lo menos un afio y poder emplearse como control de calidad-
rutinario. El primer lote de plasmas de referencia estan -

dar liofilizado fué preparado en septiembre de 1967. (38,2)

Reconstitucidn de plasma liofilizadog.

El pH no debe exceder de 7.8 y la preparacidn no debe
mostrar un tiempo de coagulacién acortado o alargado en un

lapso de tiempo de 2 horas a temperatura ambiente.



1.4.6
Desgloce estadistico.

El método original fue basado en observaciones empiri -
cas para los radios de protrombina en una serie de plasmas —
de pacientes, usando dos tromboplastinas diferentes argumen-—
tando una relacidn lineal al trazar su respectiva ecuacidn —
lineal: Y ~ 1 = b{X - 1), donde X y Y eran referidas en ra—
dios de protrombina (horizontal y vertical respectivamente};
la pendiente b se determiné como una constante de calibra —
cibébn internacional: icc la cual, para la IRP primaria 67/40,
fue definida como 1.0 con el fin de tener un eje de referen—
cia y de ahi partir para posteriores estandarizaciones. Las
estandarizaciones posteriores requerian de una preparacidén -
de referencia secundaria para emplearse en lugar de la IRP -
en 1a calibracidén de otras preparaciones de trabajo, por 1lo

tanto la férmula a usar era:

Sin embargo, este modelo no parecia ser valido para to-
dos los casos; ademéds, se requeria de definir los requerimen
tos estadisticos para la operacidén del esquema de la OMS, -
comparable a los de las aplicaciones de otras dreas de estan
darizacidn bioldgica. Las dificultades estadisticas en'el —
original esquema de calibracidn fueron principalmente del he
cho de que se tenian que emplear radios de protrombina, lo =
cual estaba sujeto a error por los plasmas normales emplea —

dos parn ¢! TP. La modificacién basica de dicho modelo fue :

emplear una escala logaritmica de leos tiempos de prutrombi@a
en lugar de los radios de protrombina; ésta exitosa observa-—
cién fue propuesta por Murphy, Denson y M. lills. (38,39,41)

Por 1o anterior, la ecuacidn para los TP"s del esquema-—
de calibracién modificado quedaba de la siguiente manera:

NPTv = antilog(c logNPTh + d)



donde NPT = tiempo de protrambina del plasm nonml
v = representa el valor del eje vertical
h = representa el valor del eje horizontal

lLuego entonces, haciendo las sustituciones pertinentes

se tenia que:

y = PTv [/ #NPTv
tomando el valor inicial de NPTv se tenia que

y = antilog(c loglih + d) / antilog(c logNPTh + d)
y = antiloglc logPh + d) ~ (c logNFIh ~ d)]
y = antilog [c log(Pll - NPTh]
y = (Pih / NFIR)©
y si:

_ _ TP paciente
¥ Rp = TP normal

entonces tencmos que:

L)
#

y

donde: ¢

n
wn
-

Con dicha modificacidén se observb en el trazo lo siguiente:

1. La grafica mostrd claramente el nomero y dispersidén tanto de -~
plasmas de pacicntes como de normales.

2, Aln tratdndose de una observacién empirica (como lo habian toma
do Biggs y Denson) se observd este comportamiento.

3. Estos datos trazados fueron independientes de observaciones ani
cas; ndemds, se cmpled una estimacidn para el trazo de las -
rectas.

4. Otro aspecto que se tomd en cuenta fué el de urilizar nuevos -
términos para evitur confusiones con el lenguaje anterior:

- Tndice de Sensibilidad Internacional (151}, para denotar la
pendiente ¢ de la linea de calibracidn trazada en logTP, em-

pleando como IRP a la 67/40 en el eje vertical.



~Radio o Razén Normalizada Internacional (INR), para denotar el
radio del TP en base al IST apropiado. (31,37,43)

Cuando se empleaba una IRP secundaria en el modelo medificado, se-
tomaba la ecuacidn: ST =C . 1ST
w wS 5
donde:
w = prepracién de trabajo
s = preparacién de referencia secundaria

La imprecisidén estadistica del ISIw era debida a la va-
riacién estadistica en la pendicnte de calibracién Corr asi-
como de algin error en la calibracibdn de la preparacibdbn de
referencia., Al emplear una regresidn ordinaria se observa -
ban serios problemas en la ecuacidn, pues el ISIs y la cws -
se obtenian subestimados de los valores verdaderos y el ISI A
resultaba doblemente reducido debido a tal situacidn; esto -
condujo aobtener el andlisis estadistico de otra forma, con
otro tipo de regresibdbn que no fuera la ordinaria para obte -
ner la pendiente, ¢{En qué consistia le nueva estimacidn esta
distica?. Se empled un método mas versitil de estimacibn de

la linea de calibracidén empleando técnica de represibdn ortogo

nal. Entonces, iculdl era la diferencia entre una y otra?. La
regresidén lineal empleaba la suma de cuadrados de las desvia
de manera perpendicular a la linea, ocasionando desviaciones
minimizadas de los valores; ademis, era el hecho en donde -
las varianzas de los logaritmos tanto del TPv como del TPh -
resultaban siendo iguales. Asi pues, el usar el método de re
gresién ortogonal resultaba una estimacién simétrica comple-
tamente de la relacién lineal y, por modificaciones de las -
técnicas de regresién ordinarias, estimadores de precisidn y
‘pruebas de linealidad que podian ser derivadas. Otra ventaja
que se observaba era que dicho método suprimia de manera im-
plicita, el error estadistico en ambos ejes. Se hizo hinca -
pié para la abtencién del RP y calcular el TNR respectivo mg
diante el valor de la obtencién del TP normal. (5,8,35)
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En lugar de emplear una media aritmética ordinaria como:

TPN = (\:] +l:2+...tn)/n

se hizo uso de la media geométrica:
TPy = {antilog [(logtl + logt, + «.-logt )/ n ]

la diferencia entre una y otra era que:

Earimética < Egearérrjca

Una vez obtenido el TPN y sabiendo el ISI de la trombo-

plastina a usar, el cédlculo del INR quedahba asi;
INR = (rRP) ™!
INR = antilog (IS1 logRP)

Las estimaciones para la pendiente b e intercepcién a ,

quedaban asi:

b =m + 1
con 2 -2
w o Bl =¥ - B(x - % 1 .8y _ Sk
s - By - ¥) 2r Sx Sy
y a =75y - b¥X
donde: r = coeficicnte de correlacién lineal

Sx,Sy = desviaciones estindar

¥, X = valores promedio

Esta linca de regresién. ortogonal estima la relacibébn -

entre los logaritmos del TP por segundo de la tromboplastina

: . -32-



de referencia o reactivo local y la casa esténdar.
Los cambios principales del modelo fueron:
. La relacién de calibracién fue empleando log de TP en
lugar de RP.

. Dicha relacién se invirtid, quedando la IRP en el eje
vertical,

. La pendiente de la linea de calibracién se determina-
como el IS1 de la tromboplastina de trabajo (eje hori
zontal) vs la IRP primaria 67/40 (eje vertical).®* (6,12,38,39,4])

# Si se trata de una preparacién de referencia secundaria, el ISI se
colcuylard camw el 18T de 1a pendiente de 1a linea de calibraci6n —
y el [S1 de la preporacién de referencia secundaria, La ecuacion -
y = X" es usada pura convertir un R (x) mediante €l 1S! de la -
tranboplastina a usar () en un equivalente radio normnlizado in -
ternacional (y).
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CAPTTULO TX




CAPITULO IT

IT.1 Planteamiento del problema.

En el presente trabajo se reprodujo el modelo de-
Biggs y Denson modificado, ¢n el cuval, se emplearon 20
plasmas de pacientes sanos y 60 plasmas de pacientes -—
anticoagulados repartidos en 10 dias de trabajo. A di-
chos plasmas se les determind su tiecmpo de protrombina
empleando el método de Quick; se obtuvo asimismo su %
de actividad mediante la construccién de la curva de -
referencia de las tromboplastinas comerciales emplea -
das se les determindé su radio de protrombina, asi como
también se obtuve el paridmetro fundamental de la cali-
bracién: el indice de sensibilidad internacional IST ,
empleando una tromboplastina de referencia internacio-
nal secundaria-de cerebro de conejo: RBT/79, con un -
IS1T de 1.4 por definicibn. Esta cifra se calculd em -
pleando el método de regresién ortogonal, para Ffinal -
meénte obtener el radio normalizado internacional INR -

de los plasmas problema.

Por otro lado, se manejé también la dosificaciébn-
de factores de la vian extrinseca, evaluando cada uno -
de' los factores involucrados: II, V, VII y X; se cons-—
truyeron sus respectivas curvas de referencia emplean-—
do la tromboplastina calibrada, asi como otra de refe-
rencia comercialmente disponible, a fin de observar su

sensibilidad 'y reproducibilidad.



1.

II.2 Obijetivos

Validar el método de Biggs y Denson
modificado, empleando una preparacién

de referencia internacional.

Agrupar plasmas normales y anormales
para el proceso de calibracién, obte-
niendo ¢! respectivo 18I para asi cal

cular el INR.

Construir curvas de referencia de -
las tromboplastinas empleadas median-
te el método de Quick.

Construfr las curvas de referencia -
de cada uno de los factores de la via
extrinseca y extrapolarlas a plasmas
de pacientes problema para observar-

su comportamiento.

el



I1.3 Hipbtesis

El método de Biggs y Denson modi-
ficado y aceptado por el Comité Ex -
perto de Estandarizacidén Biolbgica -
de la OMS, es reproducible en un la-
boratorio de Coagulacidbén Sanguinea -
tomando como referencia una trombo -
plastina que reine las condiciones -

de una LRP




CAPTITULO T1T
PARTE EXPERTMENTAL




CAPITULO TTIT’

Parte experimental.

ITT.1 Recursos.

TIT.1.1
Material.

Agujas estériles calibre 22 x 32 mm.
Gasas
Gradilla de metal con capacidad para 90 muestras

Hlielo en trozos

Jeringas estériles de plastico con capacidad de 5 ml

Papel logaritmice
Papel milimétrico
Perilla de pléastico
Pipeta graduada de: 0.1, 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 ml
Pipeta pasteur
Recipiente para gradilla
Torundas de algodén
Tubes de ensaye de 12 x 75 mm
Tubos de vidrio aforadeos a 5,0 mil
Tubos de ensaye de 8 x 60 mm
Vasos de precipitado de: 250 y 500 ml
T1r.1.2
Equipo.

Crondmetro manual

Centrifuga relrigerada, modelo EC PRI Davon/EC DIVISION

Fibrintimer Behering 10 (para evaluacién del tiempo de

coagulacibn)

Incubadora de aire caliente con capacidad para 60 mues

tras

Congelador modelo.REVCO, con temperaturas de -209C.
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I11.1.3

Material biolbgico.

Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma

Plasma

Tromboplastina cdlcica liofilizada de

humano normal citratado fresco

humano anormal (anticoagulado) citratado fresco

liofilizadao,
liofilizado,
liofilizado,

liofilizado,

deficiente
deficiente
deficiente

deficiente

- Trombocéleica

Thromborel

S

en

en

en

cn

factor 11X
factor V
factor VII

factor X

placenta humana:

Tromboplastina no cdlcica liquida de cerebro de conejo:

— Trombolaf

Trombop
de cone

TI1r1.1.4

Reactivos.
Agua de
Agua es
Alcohol
Citrato

Cloruro

lastina de referencia internacional de cerebro-

jo:
RBT/79

stilada
téril

evilico al

trisddico al 3.8% (0.11

Solucidén salina al

Solucid
7.4 y 7

n tampén de - dietilbarbiturato—acetato a pll

.6 (veronal)

707

0.,9%

mol/1)
de calcio estéril al 0.025 M (25 mmol/1)

entre



TII.2 Mérodos.

1171.2.1

Obtencidén de la muestra.

1. Plasmas normales:

a) E1 plasma se obtuvo de pacientes sanos, ambulap
tes y preoperatorios de ambos sexos y presentan—
do una edad entre los 15 a 45 afios; sus antece -
dentes de coagulopatia fueron nulos y sus valo --
res de TP que presentaron estuvieron arriba del-
70% de actividad (datos recopilados de banco de-
sangre).

b) La proporcibén manejada para la recoleccién de la
muestra fué de 1:10, en dénde se empled una par-
te de citrato trisbddico al 3.8% con ¢ partes de-
sangre venosa, en condiciones esﬁérilcs. evitan-—
do la formacién de espuma o codgulo de la muestra.

c) La muestra fué centrifugada 15 minutos a 3000 -~
rpm en centrifuga refrigerada.

d)- Se separd el paquete celular conservidndose el -
plasma en bafio de hielo hasta el momento de su -

uso, siéndo este tiempo no mayor de 2 hrs.

2. Plasmas anormales:

a) Sus condiciones en cuanto a edad y sexo fueron -
las mismas, variando su etiologia pues éstos pre
sentaron antecedentes de terapia anticoagulante-
oral que fué a corto (2-3 semanas) y a largo pla
zo (mas de tres meses), cmpleando anticoagulan -~
tes derivados de la indanediona o cumarinicoes -
(fenindiona, warfarina, etc.).

b) E1 rango que se manejé en términos de TP fué ma
yor al 1% de actividad pero menor al 70Z%.
c) Su obtencibn y tratamiento fué el mismo que en

el caso de un_plasma normal.



3. Pool de plasma normal:
a) E1 procedimiento de obtencién fué exactamente

el mismo que en el caso de un plasma normal ,
la finica diferencia es que para hacerlo se -
conté con 8-10 plasmas, los cuales se mezcla-
ron probdndose como una sola unidad.

De manera global, para la obtencién de este tipo de
plasmas fué mdis recomendable ¢l uso de citrato de sodio-
debido a que los factores libiles V y VIII fueron mas es
tables en dicho anticoagulante que empleando oxalato de
sodio. Cuando la muestra aparecié hemolizada o lipémica-
se descartd, lo mismo cuando la puncibén venosa se vid di

ficultada por problemas técnicos. (30)

Evaluacién del TP. Métodd de Quick.

Principio. Al adicionar una cantidad en exceso de -~
un factor tisular (tromboplastina cuyo origen puede ser:
cerebro de conejo, placenta humana, etc.) al plasma pro-
blema citratado, se¢ provoca la activacién de la via ex -
trinseca que involucra los factores IT, V, VII y X, ori-

ginande con ello, el codgulo de fibrina.

Procedimiento.

1. P}petcur dentro de una fibrocopa (dutomatizado)-
o tubo de ensaye (manual), precalentado a 37°C ,
0.1 ml de plasma citratado.

2. Tncubar minimo un minuto el plasma a 37C y no -
mids de tres minutos, ya que un tiempo prolongado
provoca lecturas errbéneas.

3. Adicionar al sistema 0.2 ml de reactivo de trom-
boplastina recalcificada , y precalentada a -
372C por lo menos 10 minutos.

4. Simultancamente accionar ¢l crondmetro detenién-
dolo en el momento en que se haya formade un cod
gulo sbélido visible. Este tiempo serid el tiempo-~

de coagulacidn del plasma en segundos.



Interpretacidén. El1 Eiempu de protrombina es sensihle—
en detectar afin, minimas reducciones en las actividades de
los factores 11, V, VII y X, pero detectard s6lo reduccio-
nes mayores en la concentracidén de fibrindégeno (por lo ge-
neral, menos de 80 mg/dl).*

Cuando se valora el TP en un plasma normal, sus valo-—
res de referencia van de 10 a 14 segundos o bien, en un %
de actividad mayor del 70%, aunque cada laboratorio esta —
blece sus propios rangos de acucerdo al tipo de reactivos vy
plasma que emplee.

Las causas de alargamiento y/o alteracién del TP pue-
den deberse a:

- Coleccidbn defectuosa de la muestra, de modo gue se-
ha producido una coagulacidén parcial y se examina--
suero en lugar de plasma.

- Déficit congénito de uno o mids de los factores de -

la via extrinseca.

- Dé&ficit del fibrindgeno.

- Enfermedad del higado.

- Enfermedad hemorragica del recién nacido.

- LErrores técnicos tales como temperatura, tromboplas
tina o cloruro contaminado, concentracién inapropia
da de sangre o anticcagulante, sincronizacidn del -
tiempo, etc.

Exceso de anticoagulante o bien, insuficiente canti
dad de sangre es decir, que haya una preporcidn in-
urrcct:.a de anticoagulante en relacidn con la san -

gre.

#*#[1 1P es sensible al factor V el cual, siendo 14bil, puede parcialmente decaer
antes de que la prueba sea llevada a cabo, resultando un TP prolongade por esa contin -
gencia; la pérdida del factor V rara vez ocurre si el plasm es mantenido en refrigera-
cién mientras se 1leva a cabo 1a prucha. Se sabe que la sangre recolectada en citrato —
en vez de oxalato, impide en gran parte la pérdida de ese factor.
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- Hematbécrito muy alto, que conduce a que haya menos-
plasma que en sangre normal, con el consiguiente -
exceso de anticoagulante.

- Ictericia obstructiva.

- Pérdida de las proteinas de la coagulacién proceden
tes de la sangre a través del riiidén y/o por insufi-
ciencia renal.

- Terapéutica con heparina o con drogas de tipo cuma-
rinico o indanediona.

- Uso de anticoagulante no apropiado. (9,20,29)

II11.2.3
Calibracién _de tromboplastinas.

Principio. Es siguiendo el método de Quick para la -
evaluacidén de los tiempos de protrombina.

Procedimiento. Se realizan 80 deverminaé¢iones en 10 -
dias de trabajo, de los cuales 6 son de plasmas de pacien-—
tes anticoagulados y 2 de pacientes normales para cada dia

de trabajo, de acuerdo con el siguiente orden:

PLASMA 1RP WRP
Normal 1 3 11
Paciente | 11E Iv
Paciente 2 v Vi
Paciente 3 VIE VI
PacleuLe 4 X X
Pacicente 5 X1 XTI1
Paciente 6  XTII Xtv
Narmal 2 v XV

La finalidad de realizar éstas 60 determinaciones -
anormales y 20 normales es para obtener una precisién de -
= 3%, ‘aunque es aceptable hasta un porcentaje menor al 5%
considerando que las condiciones no sean tan éptimas. (14)

De acuerdo al origen de la tromboplastina a estandari
zar, sec tiene:

A. Para la 1RP (preparacidn de referencia internacio-

nal) bovina recalciticada, cuyo cédigo e¢s OBT/79:

Y.




a. Transferir 0.4 ml de tromboplastina a les tu -
bos de -prueba.

b. Incubar por dos minutes.

c¢. Adicionar 0.05 ml de plasma no precalentado al
tubo prueba, mezclar y accionar el cronbmetro-
de manera simultéanea.

d. Leer el punto final de la coagulacidn segiin se

acostumbre en el laboratorio de trabajo.

B. Para la TRP humana y de conejo no recalcificadas,
cuyos cédigos son BCT/253 y BCT/099 para la huma-
na y RBT/79 para la de conejo, tenemos:

a. Transferir 0.1 ml de tromboplastina al tubo de
.prueba.

b. Incubar por dos minutos.

c. Adicionar 0.1 ml de plasma no precalentado.

d. Mezclar completamente con la tromboplastina.

e. Esperar un minuto la incubacién para alcanzar
la temperatura OGptima de reaccidén (no pasando-
se de tres minutos como maximo).

f. Recalcificar con 0.1 ml de CaCl2 cuya concen -
tracibén sea de 25 mmol/l y previamente se haya
incubado.

g. lLeer la coagulacidén en su punto final con 1la -
técnica que se acostumbre en el laboratoric de
trabajo.

La técnica puede extrapolarse también a equipo semian

tomdtico; asimismo, para obtener las lecturas de la WRP -
(preparacidn de referencia de trabajo) se realiza el mismo

procedimiento de acuerdo al tipo de que se trate.
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Interpretacién. Una vez obtenidos los 80 valores de -
los 10 dias de evaluaciébén, los datos son graficados en pa-
pel milimétrico y sometidos a un anllisis de regresidén or-
.togonal con €1 fin de obtener el IST correspondiente a la-
tromboplastina trabajada, para finalmente obtener el INR -
de cada plasma evaluado, con el cual, se puede visualizar-
el grado de anticoasgulante que requiere el paciente de -
acuerdo a su padecimiento (problema'pulmonnr, cardiaco, he
patico, etc.). (11,38,39)



11I.2.4
Curvas de referencia de factores de la via extrinseca.

Principio. El porcentaje de actividad del factor Z¥ en-
el plasma, puede ser determinado por el grado de correccibn-
obtenido cuando se realiza una incubacién del plasma .del pa-
ciente diluido con un substrato de plasma deficiente en. -=
factor Z y adicidén de tromboplastina tisular recalcificada y
previamente incubada, la cual activa los factores de la via-
extrinseca de la coagulacién. Se mide el tiempo transcurrido
hasta la formacidbén de un coagulo de Eibrina, determinado por
el meftodo de Quick y mediante una curva de referencia traza-
da con el plasma humano esténdar diluido (o bien, pool huma-
no fresceo normal) se determina el contenido del factor Z en

el plasma del paciente.

Procedimiento. Se realiza en dos ctapas:

A. Trazo de curvas de referencia.

1. Realizar diluciones de un plasma humano eskéndar-
o pool de plasma fresco citratado humano normal -
con una solucién amortiguadora, ya sea de dietil-
barbiturato-acetato con pH de 7.4-7.6 (Veronal) o
de Imidazol o bien, de tris(hidroxymethyl)aminome
thane al mismo pli.
La manera de llevar a cabo éstas diluciones es co

mo sigue:

A mu\nom(na) ' T j
1.0 0.9
PU\va\ HUMANO
0.4 0.1
Z_DE NORM ALTDAD ~
DEL FACTOR — 100 10 1
DILUCION 1:20 1:40 120 1:2000

4] factor 2 representasl fuctor TT,V, VI o X de 1o oagulacibn smguinea.
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2. Incubar la tromboplastina comercial a usar a una
temperatura de 379C por un tiempo minimo de 15 -
minutos, asi como tubos de ensaye de 8 x 60 mm.

3. Colocar en cada tubo de ensaye (previamente incu
bado) 0.1 ml de substrato de plasma deficiente -
en factor Z y agregarle 0.1 ml de cada una de -~
las diluciones realizadas (1:20, 1:40, 1:200 y
1:2000).

4. Incubar a 379C durante 60 segundos {(lo mas exa -
cto posible).

5. Afadir 0.2 ml de la tromboplastina a usar prein-
cubada y decerminar los tiempos de coagulacidén -~
con la ayuda de un crondmetro accionado de mane-
ra simulctéanea.

6. Trazar la curva de referencia del factor defi -
ciente con las lecturas de TP obtenidas en papel
logaritmico doble; los tiempos de coagulacidn ob
tenidos (ordenadas) se trasladan al papel, en -
funcidn de la actividad del factor Z (abecisa) en

% de la normalidad.

B. Obtencién del contenido del factor Z en un plasma-
problema.

1. E1 procedimiento es practicamente el mismo que
para el trazo de las curvas, salvo que sélo se-
realiza al plasma problema en cuestién. A dicho
plasma se le realiza una dilucién 1:20 la cual-
corresponderd al 100% de la normalidad de acuer
do a la construccidn de la curva en el 100%.

2. Extrapolar el valor obtenido a la curva realiza
da previamente y, obtener de ésta forma el 2 -

del factor Z del plasma problema.



Interpretacién. El esquema y la serie de dilucicnes indica
dos son sb6lo un ejemplo de cédmo construir tal curva, pero,
dado que los tiempos de coagulacién pueden variar segiin el
método y aparato empleados asi como el tipo de diluciones,
.cada laboratorio debe de recalizar necesariamente sus pro -
pias curvas de referencia. Los valores deben QE controlar-
se de periodo en periocdo, especialmente después de usar un
nuevo lote de reactivos. (33,35,37)

Aclaraciones:

- Las pruebas de diluciones dentro de les 30 minutos-
de su elaboracién, son realizadas con buenos resul-
tados.

-~ E1 exceso de apitacidén de los tubos de reacecidn pue
den prolongar los tiempos.

~ Las pruebas tratadas por duplicado deben ser exacta
mente semejantes realizandolas con el mayor cuidado
posible.

-~ Llevar incubacibén, técnica y tiempo exactos nos dé
resultados satisfactorios.

- Una nueva curva debe ser hecha cuando el reactivo ,
substrato de plasma o lote sean cambiados.

~ 8i una nueva curva de referencia no es determinada-
a una dilucién 1:10 por ejemplo, de un plasma nor -
mal (correspondiente al 100Z) debiera ser probado -
siempre con un control, asi como con el desconocido.
El tiempo obtenido debe checar entre # 1 segundo -
del de la curva existente.

- Con 1la experienciaAy confianza adquiridas, es vali-
do y satisfactorio para determinar la curva normal,
¢l usar solamente el 100. 10 y 1%Z de los puntos con
diluciones mds concentradas de acuerdo a la esquema

tizacibn siguiente:
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SOLICION

AMORTIGUADORA (m1) { i }

0.9 0.9 0.9

PLASA
NORMAL, 0.1 0.1 0.1
%DE NORALIDND

DL FAGIOR 100 0 o
DIUCION  —_ 1310 11100 111000

w



111.2.5
Estandarizacidn de tromboplastinas.

Principio. Es el mismo que para el método de Quick,

Procedimiento. Se realizan 8 determinaciones para cada
uno de los 10 dias de prueba, de los cuales 6 son plasmas -
de pacientes anticoagulados y 2 de pacientes normales tomapn
do en cuenta el siguiente orden:

PLASMA . IRP WRP

Normal 1 1 IT

Paciente 1 IIT iv .
Paciente 2 v VI ’
Paciente 3 VIT VITT

Paciente 4 X X

Paciente 5 X X1T

Paciente 6 XTit X1V

Normal 2 Xv XVI

Cada una de las muestras de plasmas son cvaluadas si -

guiendo el procedimiento del método de Quick.

~Interpretacién. Una vez obrenidos los 80 valores de -
los 10 dias de evaluacibén, los datos son graficados TRP vs-
WRP, y sometidos a un andlisis de regresidn ortogonal, a -
fin dec aobtener el TSI correspondiente a la tromboplastina -
traba jada para finalmente calcular el INR de cada plasma -
que se evalle. Con ello se puede visualizar el grado de an-
ticoagulacibdn que el paciente requiere y/o si su terapia es
la correctu de acuerdo al padecimiento que presente. (10,11,38,39)
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111.3 Desarrollo.

Primeramente se contd con tres lotes de tromboplasti
na célcica liofilizada procedente de placenta humana, mar
ca Lafon; a dichas tromboplastinas se les realizd sus res
pectivas curvas de referencia (72 de actividad vs tiempo -
de protrombina) tomando como patrbén a una tromboplastina-
de la misma presentacibén y origen pero con ISI conocido y
de tipo comercial: Thromborel S de la marca Quimica ——
Hoechs’t. La cosntruccidn de las curvas fué empleando un
pool de plasma fresco citratado y solucién salina estéril
al 0.9%.

Debido a la variabilidad en el trazo de las curvas ,
se realizaron a cada tromnboplastina a evaluar, una seriec-
de curvas en diferentes dias de trabajo eligiéndose la -
curva mas representativa y con menor variacién, la cual -
nos sirve para evaluar plasmas de pacientes en este caso-
pertenccientes al Hospital General del Centro Médico La Ra
za. Como no se encohtrd un comportamiento hnmcgéneo Yy cons
tante en las Lres tromboplastinas a evaluar,se descartaron
para ¢l procedimiento de estandarizacidn, a-pesar de que -
se contaba con la tromboplastina de referencia internacio-
nal BCT/253. Fn vista de lo obtenido, se proporcionaron -
dos lotes mas de tromboplastina de la misma marca, pero de
di ferente origen y presentacidn (cerebro de conejo y 1i -
quida sin recalcificar)¥: Se les realizd exactamente lo -
mismo, con el mismo patrén de referencia y en diferentes -
dias de trabajo llegdndose a la conclusién de que ésta preg

sentacién era la mhs apta por -

#n vista de que ¢l instructivo presentaba la siguiente recamendacién: “ésta
mezcla no debe inculnrse hasta el momento de usarse, hubo confusiédn el el mxlo de-
incubacion por lo cual, se hicieron pruchas a 1 anbiente y a 37°C goro observar si
existia diferencia, cam no s¢ encontrd significancia por éste detalle, se trabajo-
camo normliente se hace con las liofilizadas.



presentar resultados mas homogéneos y semejantes a la trom-—
boplastina de referencia por 1o que, cualquiera de los dos-—
lotes eran buenos candidatos para ser estandarizados. Se to
mbé uno de los lotes para someterlo al proceso de calibra -
cibén empleando una WRP que en éste caso fué el Thromborel S
y contando con 60 plasmas anticoagulados y 20 normales en -
10 dias de trabajo. El siguiente paso era realizar la cali-
bracién con una IRP, sin embargo, no fue posible disponer -
més de este lote por razones internas del laboratorio Lafon
por lo que hubo la necesidad de prolongar el tiempo, eva -—
luando un lote liquido més el cual, se comportd semejante a
los dos anteriores evaluados llevando finalmente a consumar
el proceso de calibracién con una TRP que en el caso concre
to fué de cerebro de conejo: RBT/79; sec pretendid también -
la realizacién de una calibracién indirecta empleando una -
WRP con el Thromborel S, se realizd en un s6lo dia de traba
jo debido a que no se contd con los 80 plasﬁas requeridos,—
finalmente se le realizé la dosificacibébn de los factores de
la via extrinseca tomando como referencia al Thromborel S ¥
se construyeron sus curvas respectivas para cada uno de és~

tos factores.

117.3.1
Tromboplastinas liofilizadas.

Para la evaluacién de las tromboplastinas liofilizadas

cuyo origen fue de placenta humana se contd con lo siguien-—

te:

Al Tromboplastina Lote Caducidad IS8T
Trombocdlcica TL261 31 Oct 88 -
Trombocéalcica TL263 30 Dic 88 -
Trombocélcica TL264 30 Nov 89 -
Thromborel S 505521A 31 Dpic 89 .14

B. Plasma .
Pool de. plasma fresco citratado humano

Plasma de pacientes fresco citratado
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C. Reactivo

Solucién salina fisioldbdgica estéril, al 0.9%

D. Equipog
Fibrintimer 10, de la marca Behring Diagnostika

Se construyeron curvas de referencia empleando el méto
do de Quick y diluciones de pool de plasma fresco de la si-
guiente manera:

Z acrividad Pool plasma sol.salina

iQo 1 parte -

50 5 parteé 5 partes
2 1 parte 3 partes
2.5 1 parte 7 partes
10 1 parte 9 partes

El valor obtenido de las diluciones (TP en seg), se -
graficé en papel milimétrico haciéndolo de dos formas:
- lineal (obteniéndose una curva hiperbdlica)
- reciproca (obteniéndose una curva lineal)
Con la ayuda del equipo Fibrintimer se trazaron de una
manera estilizada ambas formas.
Una vez construidas las curvas, se¢ evaluaron plasmas -
de pacientes:
a) Se evaluaron 12 pool de plasmas frescos como con —
troles normules, eslo con ¢l fin de obtener el va-
Tor de TP normal y extrapolarlo a RP. Para calcu -
lar ¢l valor del 1P normal, fué necesario recurrir
a una media geométrica a fin de disminuir errores,

dondes

TPNgeom = [}nti]og(]ogtl+ lopt. +...logt E
n

TPNgeom =< TPNarit

b} Asimismo, se¢ evaluaron 105 pacientes de diferente-
etiologia a los cuales se les determind su TP en -

seg, 4 de actividad para cada uvna de las trombo -
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plastinas empleadas, radio de protrombina en base
al TPy obtenido e indice de protrombina medido en

porciento.

J11.3.2
Tromboplastinas liquidas

De acuerdo a la evaluacibén sometida, fueron divididas
en dos partes:
1. Calibracibébn con WRP.
Se contd con dos lotes liquidos na recalcificados
cuyo origen era de cerebro de conejo.

A, Tromboplastina Lote Caducidad IST
Trombolaf 280 30 May 89 -
Trombolaf 281 30 Jun 89 -
Thromborel S 505521A 31 Dic 89 1.14
(referencia)

B. Plasma
Pool de plasma fresco citratado
Plasma de pacientes fresco citratado
Plasma fresco normal citratado (20)

Plasma fresco anormal citratado {(60)

C. Reactivo
Solucién salina fisiolébgica estéril al 0.97%
Clorureo de calcio estéril al 0.02M

D. Equipo
Fibrintimer 10

Se procedié a evaluar con éstas presentaciones, sus -
respectivas curvas de referencia. Esta presentacién liqui-
da contd con . dos tipos de reactivos: suspensidén y cloruro-—
de calcio 0.02ZM, los cuales se mezclaron a partes iguales-—
para obtener la tromboplastina recalcificada. Se conto con:

a) 8 pool de plasmas frescos para la obtencibén del
TPy,
b) Fueron manejados 62 plasmas de pacientes determi
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nédndose los mismos pardmetros que para el caso an-
terior.,

Debido a que su comportamiento fue estable para am
bos lotes, se tombd al lote 281 para la calibracidn;
inicialmente se recolectaron los 80 plasmas reque-
ridos, misgmos que se ecvaluaron con una WRP que en-
éste caso fue el Thromborel S, ya que posee un ISI
conocido, se realizé en 10 dias de trabajo sin nip
gun percance, por lo que se recolectaron otros 80-
plasmas para emplear una IRP, desgraciadamente no-
fue posible hacerlo con éste lote. Para la realiza
cidén del andlisis estadistico fue necesario re -
currir a un programa de computaciéq ya que eran -
considerables los datos obtenidos y las operacio -
nes a realizar.

La herramienta estadistica requerida fue:

o 2 172
C\\RP,b = m+ @ +1) .
donde LPT o — Y 2
m= gL b
2 - -
2B K”’rmu’ PL (WL ~ TP
U’I“ R_P = logaritmo del TP individual, ampleando WRP
¥
1 r\\RP = mexlia de los logaritmos del ‘IP, enpleando WRP
ll’l‘b = logaritmo del ‘1P individual, empleando el lote experimental
lﬂ'b =.nexia de los logaritnows del 1P, empleando el lote experimental
E: = denota 1a sumtoria de los términos de todos los plasms

El indice de sensibilidad internacional del lg

te experimental ]SIb es calculado como sigue:

Shyp p= Sleo  Gapp

El error estidndar del ISLypp se calcula come:

SEasnrey = Bhae - Fare,m



La férmula para calcular el SE(O\'RPb)’ usando la regre-—
s
sién ortogonal es:

1/2
SE = g1+c22u+vc .
(GWRP,b) —
ni
donde:
n = No. total de plasms probudos (pacientes y normales)
C = Ggp,
u LPI’ wRF)(lPI‘ U’lb)/n
v o= { LaFT wRP) - C (Wl - IPT o )(LPT, - mb)} /n=2)

El-coeficiente de variaciébn en porciento es:

AN. =100 . SE

TSIVRP s / Shap

Como el ISI y la C son determinadas en ejerci -
WRP WRP,b
cios de calibracién independiente, el error estandar -del -

ISt tomando en cuenta la imprecisibén del lote, el ISIWRP

b

y la C pueden ser calculados como:

WRP, b

SE - s SE, N 2 12
(1STb) = Towe - SEomp,h) Garp, v © Fasnre)

El coeficiente de variacién del ISIb serd entonces:

=100 . SE /IST *

st (1SIb)

# Esto es aplicable cuando se trabaja con una WRP en lugar de una IRP en el
procaliniento de calibracién de la tramboplastina, (38,39)
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Con los resultados de TP de los 80 plasmas, se cons ~
truyéd un diagrama de dispersibn correspondiente 8 a cali -
bracién del lote 281 de Trombolaf, en términos del Thrombo
rel S y empleando herramienta estadistica para ajustar les

datos a una recta por minimos cuadrados: (8:12,41)

-_\:' = bx + a

a =y - bX

b = SPxy/SCx

SCx= € x? ~ (_F,x)z
T

scy= © > - (an)z

SCxy= E xy - B xRy
n

- SPx 2_ SPxy
i \lgﬁxgéyl " T ysTRETy

donde

4
-2
i

constantes de calibrueidn

= pramedio de los valores de la WRP (Thrawborel S)
= pravedio de los valores de 1a b (Trombolaf)

= sumtoria del rpoducto

sumtoria de los quadrados

imdice Je correlacién lineal

‘1‘18%*“‘

= findice de correlacibn lineal cuadratica

2. Calibracidn con 1RP y WRP.

Se contd con otro lote liquide no recalcificado
de tromboplastinas

A. Tromboplastina Lote Caducidad 181
Trombolaf 284 30 Jul 89 ~
Thromborel § 505534 Oct 80 1.09
RBT/79 W1051999 - 1.4

B. DPlasma

Fué igual que para el caso anterior



C. Reactivo
Igual que para el caso anterior

D. Eguipo
El mismo

Se realizé la evaluacidén de las curvas dé referencia de
los dos lotes comerciales empleados en varios dias de traba-
jo, obteniéndose la mAs idbnea en cada caso. Se obtuvo un TP
normal contand6 con 10 pool de plasmas frescos; asi también,
para la evaluacidén de los plasmas de pacientes, se contd -
con una poblacidn de 100 pacientes a los cuales se les deter
minaron los mismos parametros anteriores, ademds del INR,

Una vez realizado lo anterior, se procedid a la calibra
cién del trombolaf lote 284, empleando su hombloga IRP cuyo-
cédigo es RBT/79 mas los 80 plasmas sechalados y empleados en
10 dias de trabajo; con los valores de TP de esos 80 plasmas
se obtuvo el diagrama de dispersién IRP vs WRP, y se manejé- -
herramienta estadistica muy semejantec a la empleada en la ca
libracidén indirecta del lote 281 para el calculo del ISI, su
diferencia estriba en -emplear 1RP en lugar de WRP, por lo -

cual se obtiene:

_ 2 172
CIRP,‘\RP = m+ (m + 1)
donde: _parr, _ iPr F — Pt

El indice de sensibilidad internacional de la WRP se -

calcula como:

TSIypp e = PSlge + Crp e

- 57 -



El error estandar del ISIWRP:

Egrme = Shap - St we

Para la obtencién del SECWPMN’ se tiene lo siguiente:

ox _[[(1+c2)u+vc] . v |2
CIRP,WRP 'l Y2 :

Su coeficiente de variacibén se obtiene como:
ligngw = 10 « Siggp/ Shgp

Para realizar ¢l diagrama de dispersidn y en x, fue ne-
cesario calcular el ajuste de la recta por minimos cuadra -
dos teniendo el comportamiento de cada uno de los 10 dias
asi como el del global .

Se pretendid rcalizar ademids, la estandarizacibén indi -
recta con éste lote, empleando una WRP, pero debido a que -
sblo se contd con 11 plasmas normales y 31 plasmas anticoa-
gulados, se valoraron en un sélo dia de trabajo obteniéndo-

se su respeclivo diagrama de dispersién e TST. (38,39

IIT.3.3 Evaluacib6n de factores de la via extrinseca

S5u determinacidén se hizo con trombolaf lote 284 ,
empleando la téecnica de Quick y siguiendo el principio men-
cionado para ésta evaluacién.¥La construccidn se llevé para

lelamente con una tromboplastina de referencia: Thromborel$S

#Cabe mencionar gue, aunque se puede llevar a cabo una curva de referencia con
otras diluciones difercates a las nencionadas en la técnica, esto dependerd de la
focilidad del ejecutor, asi como de la dilucibn que se le dé al plasm en el 100%
del norml.



Para ésta evaluacidén se contd con lo siguiente:

A. Iromboplastina Lote
Trombolaf 284

Thromborel S 505521a

B. Plasma .
Pool fresco citratado
Fresco, de paciente
E;téndar normal ORKL
Control anormal:
Pathoplasma T

Control anormal:
Pathoplasma II
Deficiente en F 1T
Deficiente en F V
Deficiente en F VII
Daeficiente en F X

C. Reactivos

Solucidén tampén de veronal a pH

Cloruro de calcio 0.02

D. LEguipo
Bafio de aire Adams Bath
Lampara de luz blanca

Crondmetros

Una vez trazadas las curvas

Caducidad

30 Jul 89
31 Dic 89

Lote

502509B
502860A

502949A
CFy~-56

5035294
500736B
5042244

M

Incubator

Caducidad

30

31
29
31
31
31

IST

.14

Dic
Sep
Dic
Dic

Die

88
89
88
88
88

88
88

, s6lo fué posible valo-—

rar & plasmas problema, tres de los cuales fueron contro

les liofilizados y los otros tres,

gulopatia no definida.

de pacientes con coa-—



CAPITULO TV
RESULTADOS




Tv.1

CAPITULO TV

Resultados

Tromboplastinas liofilizadas

A.

B.

Curvas de referencia.

A continuacidén se
ra los tres lotes

evaluadas y la de

muestran las curvas obtenidas pa-
liofilizados de tromboplastinas -

referencia.

TP normal,
Para la obtencidén del TP normal se tuvo lo siguien-
te:
'Tiempo de protrombina (seg)
Promedio 5055214 TL261 TL263 TL264
g eomitrico 10.99 14.70 13.84 10.41
aritmético 11.01 14,91 13.93 10.43

Evaluacién de pacientes.

" Fueron evaluados

105 de diferente etiologia:

Paciente No. %Global

de pacientes
Preoperatorio 54 51.42
Hospitalizado 31 29.52
Anticoagulado 20 19.06
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Su comportamiento,empleando cada una de las tromboplastinas es como sigue:

Tipo de paciente

Lote Parametro Preoperatorio Hospitalizado Anticoagulado

TP 11.62 + 1.13 13.06 + 2.50 27.72 + 17.01

5055214 Z Activ 91.06 + 10.57 79.14 + 1B.48 45.59 + 32.49
RP 1.06 + 0.10 1.19 + 0.23 2.52 + . 1.55

P 95.39 + 9.11 86.75 + 14.30 56.07 + 30.13

TP s -13.88 + 2,97 16.34 + 4.45 25.01 + 11.62

TL 261 % Activ 76.80 + 26.30 55.6 4+ 27.93 30.81 + 21.72
RP 0.94 £+ 0.20 1.11 + 0.30 1.70 + 0.79

ip 109.85 + 19.31 95.22 + 21.07 69.26 + 25.98

TP » 14.70 + 1.39 15.86 + 2.43 26.22 + 10.18

TL 263 % Activ 78.68 + 14.99 69.78 + 21.07 36.65 + 22.34
- RP 1.06 + 0.10 1.14 + 0.18 1.89 + 0.74

ipP 94.97 + 8.51 89.13 + 12.81 60.49 + 22.06

TP s 10.70 + 0.87 10.96 &+ 1.37 17.69 + 7.50

% Activ 85.56 + 12,17 83.13 + 18.26 46.54 + 30.50

TL 264 RP 1.03 + 0.08 1.05 + 0.13 1.70 + 0.72
IP 97.90 + 8.21 96.24 + 10.59 68.01 + 24.32

TABLA No. 5 Evaluacién de tramboplastinas liofilizadas.



V.2
Tromboplastinas liquidas

1. A. Curvas de referencia.

Se obtuvieron para éstos dos lotes: 280 y 281-
tomdndose como referencia a la curva del Throm
borel S, lote 5055214, su trazo se observa en-

la pégina siguiente.

B. TP normal.
Los valores obtenidos fueron:

Tiempo de protrombina (seg)

Promedio 5055214 280 281
gearétrico 11.006 12.466 11.321
aritmético 11.040 12,490 11.340

C. Evaluacién de pacientes.
Para éstos lotes en particular, se evaluaron -

62 pacientes:

Paciente No. %Global pac.
Preoperatorio 31 50.00
Hospitalizado 14 22.58
Anticoagulado 17 27.42
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Los tiempos de coagulacién encontrados en los plasmas de pacientes con cada

una de las trombeplastinas fue:

Lote

Parédmetro

Tipo de paciente

Preoperatorio Hospitalizado Anticoagulado
TP 12.90 + 2.10 13.24 &+ 1.88 22.04 + 9.70
5055214 % 79.96 + 17.35 70.84 % 16.71 43.66 + 21.68
RP 1.17 + 0.19 1.20 + 0,17 2.00 + 0.88
1P 87.23 + 12.29 84.59 + 10.89 57,76 % 20.21
TP 13.79 + 1.43 14.04 + 1.23 17.92 + 4.09
280 % 70.48 +°15.42 66.51 + 12.35 44.34 + 15.57
RP 1.10 + 0.11 1.13 ¢+ 0.10 1.44 ¢+ 0,33
1P 91.28 + 8.72 89.40 + 7.22 72.61 + 14,34
TP 12.53 + 1.19 12.88 + 1.11 15.91 + 3.35
281 % 77.46 + 16.07 72.56 + 16.38 49.04 + 18.80
RP 1.11 + 0.11 1.14 ¥ 0.10 1.40 + 0.30
IpP 91.14 + 8.45 B8.49 + 7.34 73.85 + 13.67
TAHLA No. 6 Evaluacién de tramboplastinas liquidas, empleando una liofili zada de referencia.



D. Estandarizacidm indirecta.
Fué realizado con el lote 281 del trombolaf-

en 10 dias de trabajo encontréndose lo si -

guiente:

Tiempo de_ protrombina

pia WRP b WRP b Dia
12.1 12.4 11.0 12.3
19.5 15.3 46,5 25.3
89.6 34.5 21.1 16.8
1 15.2 13.6 45.6 24.3 6
33.4 19.7 16.1 16.2
22.6 19.5 21.5 18.4
19.0 16.5 20.5 17.0
12.1 12.7 11.5 12.2
10.9 11.8 11.8 11.6
15.2 14.2 16.0 14.8
21,4 25.7 27.7 17.8
2 25.7 18.4 15.9 15.2 7
17.1 15.2 106.3 44.0
35.3 19.6 15.8 14.5
17.8 15.1 21.7 17.7
13.7 13.0 11.8 12.4
11.4 11.8 10.9 12.4
46.2 20.7 23.4 18.4
19.2 14.1 32.5 20.4
3 19.6 15.5 28.8 18.8 8
24,2 17.0 22.3 17.3
16.0 14.8 23.8 17.1
19.0 15.9 35.4 22.8
12.5 12.0 1.3 12.4
12.5 12.3 12.2 12.7
21.4 15.5 17.1 15.9
18.8 15.2 24,1 17.1
4 23.6 19.9 17.3 16.4 9
33.2 26.7 29.6 21.4
15.5 14.9 17.9 16,1
14.5 13.6 35.5 23.4
12.0 12.5 12.0 12.2
11.9 12.5 10.6 12,1
28.3 18.3 31,2 20.4
23.4 16.3 33.7 20.7
Vs 22.0 16.7 22.2 17.4 10
35.1 21.8 30.6 21,7
30,7 19,7 13.4 14,3
29.8 20.4 28.2 19.6
12.0 12.3 11.5 12.4

TABLA No. 7

Valores de TP obtenidos en el procedindeto de
caljbracién del Tranbolaf L 281.
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El diagrama de dispersidén obtenido mediante el ajuste a una recta por minimos cua-
drados, fué considerando cada uno de los 10 dias de trabajo asi{ como el total de -

acuerdo a 1a recta y = a + b(x - x) que es igual a y = bx + a

Dia ' a | b l x l r? ly = bx +a P, (x,y) P, (x.y) Pg (x.¥)
1 -35.35 3.51 18.03 0.96 3.51x - 35.35 15.3 18.4 13.6 12.4 19.5 33.1

2 1.51 1.09 16.63 0.40 1.09x - 1.51 14.2 17.0 18.4 21.6 19.6 22.9

3 -33.97 3.61 15.23 0.88 3.61lx - 33.97 20.7 40.8 15.5 22.0 14.8 19.5

4 - 4.41 1.43 16.33 0.94 1.43x - 4.41 15.5 17.8 19.9 24.0 14.9 16.9

5 -17.60 2.42 17.25 0.9§ 2.42x - 17.60 18.3 2;.7 16.7 22.8 19.7 30.1
6 -26.35‘ 2.84 17.81 0.96 '2.84x - 26:35 25.3 45.5 24.3 42.7 18.4 25.9
7 -27.49 3.02 18.50 1.00 3.02x - 27.49 14.8 17.2 15.2 18.4 14.5 16.3

8 -19.04 2.44 17.45 0.98 2.44x - 19,04 18.4 25.9 18.8 26.8 17.1 22.7
9 -15.12 2.12 16.90 '0.96 2.12x - 15.12 15.9 18.6 16.4 19.6 16.1 19.0
10 -19.43 2.43 17.33 0.96 2.43x - 19.43 20.4 30.1 17.4 22,9 . 14,3 15.3
E 10 -23.67 2.73 17.14 0.88 2.73x - 23,67 19.7 30.1 15.2 17.8 17.8 24,9
15.1 17.6 17.0 22,7 17.4 23.8

on-

TARIA No. 8 Pardmetros obtenidos mediante el guste a una recta de los valores de TP correspondientes a 1a calibracitn
del Trambolaf L 281
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La calibracién final fue:

) Dia} n.| = ICWRP.b' IISIWRP,b Ecure,b | SBxstwre | *CVisture ‘SEISIB AjZCVISIb

1 8 _0.74 1.98 2,77 0.15 0.20 7.22 0.57  20.72

2 B 0.52 1.65 2.31 0.57 0.80 34.63 1.86  80.52

3 8 1.01 2.43 3.40 0.28 0.39 11.47 1.36  39.41

4 8 0.31 1.35 1.89 0.17 0.23 12.17 0.45  23.81

5 8 0.73 1.96 2.75 0.13 0.18 6.55 0.50  18.18

6 8 0.78 2.04 2.86 0.13 0.19 6.64 0.54  18.88

78 0.58 1.73 2.43 0.09 0.12 4.94 0.30  12.35

8 8 0.79 2.06 2.88 0.13 0.19 6.60 0.54  18.75

, 5 8 0.60 1.76 2.47 0.15 0.20 8.10 0.51  20.65

<]

E 10 8 0.78  2.04 2.86 0.12 0.i6 5.59 0.47  16.43
10 80 o.68 1.89 2,65 0.07 0.09 3.40 0.25 9.43

TAHA No. 9  Parfmetros obtenidos de la estandarizacién del Trombolaf L 281.



2. A. Curva de referencia.

Se obtuvo tanto para el lote 284 de trombolaf
como para el lote 505534 de thromborel S.

Su comportamiento fue el siguiente.
B. TP normal.

Se obtuvo de 10 pool de plasmas dando:

Tiempo protromhina  (seg)

Promedio 505534 284
peambtrico 11.756 11.379
aritmético 11.760 11.390

C. Evaluacién de pacientes
Se contd con una poblacidn de 100 pacientes -
de diversa etiologia:

Paciente No. %#Global
pacientes
Preoperatorio 49 49 .0
Hospitalizado 42 42.0
Anticoagulado 9 9.0

- 81 -
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Para estos pacientes, evaluados con ambas tromboplastinas se encontré:

_Tipo de paciente

Lote Parametro Preoperatorio Hospitalizado Anticoagilado
TP 12.34 + 1.23 12.56 + 1.39 23.78 + 15.46
. Z 90.41 + 10.95 88.40 + 12.17 51.13 + 27.24
505534
RP 1.05 + 0.10 1.07 + 0.12 2.02 4 1.31
IP 94.47 + 16.23 94.69 + 9.92 62,00 + 24.95
INR 1.06 + 0.12 1.07 + 0.13 2.19 + 1.58
TP 11.96 + 0.83 12.27 + 1.14 15.92 + 4.12
4 87.66 + 12.40 84.45 4+ 15.52 53.16 + 21.02
284
RP 1.05 + 0.87 1.08 + 0.10 1.40 + 0.36
Ip 95.57 + 6.33 93.45 &+ 7.66 74.82 £ 15.13
INR 1.13 & 0.19 1.20 + 0.28 2.37 + 1.67
N TABLA No. 10 iénde la tromboplastina liquidaTrambolaf L 284, tamando cam referencia a

una tramboplastina liofilizada Thramborel S L 505534.



D. Estandarizacién directa.
Tomando como referencia a la IRP de cerebro de
conejo para la trombolaf lote 2B4.

Tiempo de protrombina
Dia IRP WRP IRP WRP iDia
14.7 11.9 15.2 11.7
54,9 32,6 28,7 17.8
31,2 30.1 31.0 19.6
96.6 29.7 30.8 18.5
1 50.1 26.5 23.9 15.1 6
48 .4 26.1 24.9 15.6
20.0 16.1 24.0 17.0
15.5 12.4 15.5 11.0
15.0 11.9 15.5 11.9
27.6 18.0 21.1 14.8
20.5 14.2 24,3 17.8
2 184,0 45.4 21.8 14.0 7
301.4 58.9 35.6 26.7
29.7 18.9 49 .3 25.8
18.3 13.3 : 21.8 17.5
14,8 11.8 13.9 10.3
15.1 11.6 14.3 10.4
21.7 15,2 104,1 35.4
16.9 12.6 15.3 11.4
3 14.7 12.0 49.0 25.3 8
32.1 21.9 . 20.8 14.1
65.3 31.6 22.0 14.8
25.4 16.5 119.3 38.7
14,4 11.2 14.8 11.5
15.5 11.1 14.1 10.1
20.5 14.2 32.9 20.9
30.8 19.2 20.0 14.5
4 16.8 12.2 ) 38.4 24.7 9
63.1 29.3 25.9 17.1 .
22.4 16.2 . 34,0 18.8
57.1 23.0 19.6 14.4
15.4 12.5 15.3 11.2
15.2 11.7 15.0 11.7
20.9 14.8 19.0 13.3
21.2 14.7 46.0 24.7
s 32.2 17.9 31.7 18.1 10
33.3 17.7 37.6 24.8
38.8 20.5 25.7 16.2
24 .4 18.7 43.1 25.5
14.8 11.6 16.6 12.2

TARA No. 11 Valores de TP obtenidos en el procedimiento de calibracién del _ g7 _
] Termbealnf 1. 204, o T



El diagrama de dispersidén que se obtuvo para este lote en particular, empleando
la IRP fue el siguiente:
Dia a | b x | 2 I y = bx +a Py (x4¥) P, (x,¥) Pg (x,y)
1 -14.90 2.43 23.18 0.55 2.43%x -~ 14.9 32.6 64.3 29.7 57.3 26.1 48.5
2 -66.69 5.95 24.05 0.98 5.95x - 66.69 18.0 40.4 45.4 203.4 18.9 45.8
3 -14.26 2.41 16.58 0.98 2.41x -~ 14,26 15.2 22.4 12.0 14.7 31.6 61.9
4 . -20.62 2.95 17.21 0.94 2,95x - 20.62 14,2 21.3 12.2 15.4 16.2 27.2
5 -14.30 2.47 15.95 0.85 2.47x - 14.3 14,8 22.3 17.9 29.9 20.5 36.3
[ - 6.38 1.94 15.79 0.96 1.94x - 6.38 17.8 28.2 18.5 29.5 15,6 23.9
7 - 5.36 1.77 17.35 0.85 1.77x - 5.36 14.8 20.8 14,0 19.4 25.8 40.3
8 -29.99 3.71 20.20 0.98 3.71x - 29.99 35.4 101.3 25.3 63.9 14.8 24.9
9 - 4,93 1.82 16.46 0.94 1.82x ~ 4.93 20.9 33.1 24,7 40.0 18.8 29.3
10 - 7.28 2.00 18.31 0.96 2.00x - 7.28 13.3 19.3 18.1 28.9 16.2 25.1
E 10 ~43.48 4.23 18.50 0.81 4.23x - 43.48 26.5 68.6 19.2 37.7 17.8 31.8
13.3 12.8 17.0 28.4 18.1 33.1
TABLA No. 12 Pa!é!mobtéddosdehmhbrad&delnmbolafLﬂ, mediante el método de minimos cuadrados para el ajuste

a una recta,
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Para el célculo del ISI del trombolaf lote 284 se obtuvo:

Dia n n CIRP,WRP ISTyrp SEcIRP,WRP SErstwrp ZCVisTwRP
1 8 0.574 1.727 2.417 0.376 0.526 21.777
2 8 0.683 1.894 2.652 0.052 0.073 2.761
3 8 0.367 1.433 2.006 0.069 0.096 4.798
4 8 0.551 1.693 2.370 0.149 0.208 8.792

i 5 8 0.575 1.729 2.420 0.250 0.350 14.460
6 8 0.301 1.345 1.883 0.115 0.161 8.550
7 8 0.206 1.227 1.718 0.159 0.223 12.982
8 8 0.530 1.662 2.327 0.058 0.082 3.516
9 8 0.224 1.249 1.748 0.100 0.139 7.980
10 8 0.297 1.334 1.876 0.099 0.139 7.426

; £ 10 80 0.517 1.643 - 2.299 0.052 0.073 3.194

TAHA No. 13 Pardmaros obtenidos de 1a estandarizacién del trambolaf L 284, empleando la RBI/79,

~16-




E.  Estandarizacién indirecta.
Para ésta evaluacibén se contd con 42 plasmas -
para el trombolaf lote 284, con los siguientes-

resultados:

Tiempo de protrombina
WRP b WRP b
39.6 23.4 16.1 14.0
44.9 29.6 17.8 16.2
32.2 . 19,2 23,2 19,7
23.3 18.0 18.2 17.4
15.2 13.8 30.9 24 .4
21.2 16.2 30.2 18.6
#10.2 11.2 *#10.5 10.9
18.3 15.9 46.2 33.4
91.0 34.3 #12,2 12.2
32.7 20.1 15.4 13.8
16.2 16.5 33.9 25.0
36.8 18.2 #12.0 11.7
16.9 14.5 #10.9 11.3
#10.3 11.0 #13.1 12.7
33.1 20.3 *#11.9 11.6
20.5 15.4 15.0 13.4
16.9 15.2 #10.2 10.9
17.5 15.9 15.1 13.8
18.1 17.9 49,5 37.3
38.2 31.1 *#10.5 11.0
#10.7 11.3 28.9 23.7

¥Plasma de pacientes normales

TARLA No. 14 Valores de TP obtemridos durante el proceso
de la estandarizacién indirecta del trambolaf L 284.

La estimacién de y para x=xgo » empleando recta de regresién lineal

fué:

Diasla Ib lx Ir2 r=hx_aJP(X’Y)lP(x'Y)fP(X'Y)

42 -1,71 197 17.9 Q.79 1.97x - 11.71 13.815.5 15.919.6 11.7 11.3
16,5 20.8 24.436.4 37.361.8




n=42
y = 1.97x - 11.71

/ b B

CRAFICA No. 22 Diagrama de dispersifn global correspondiente
a la estandarizacién indirecta del trambolaf [, 284,



IV.3

Evaluacibn de factores de la via extrinseca.

La construccién se llevdé paralelamente con una trom

boplastina comercial (Thromborel s),

para dicho evento -

se empled un bafio de aire caliente a 37%C para la incuba

cibén de los plasmas con capacidad para 105 tubes y con -

1la ayuda de cronbémetros y lampara de luz blanca para vi-

sualizar 1las lecturas realizadas manualmente.

Los resultados obtenidos para cada uno de los factgo

res en términos de TP fueron:

Z Yactor IT Factor V Factor VII Factor X
Actdvidad 5055214 284 505521A 284 505521A 284 505521A 264
100 30.3 21.8 39.6 34.0 24.0 22.0 26,3 27.0
50 33.9 26.5 48,9 41.2 29.6 24.4 32.5 33.7
10 48.6 43.6 76.1 62.0 45.8 34.4 55.5 52.3
1 67.4 57.1 99.6 72.7 61.1 42.5 107.3 85.5

TABLA No. 15

Evaluacién de

factores de 1a

via extrinsecsa

GrAficamente quedaron represcntados de la siguiente forma:



TP (seg)

A. Placenta humana
B. Cerebro de conejo
FACTOR II FACTOR V
___________________ 1000 _ _ _ o ___
| _ _ - ~ 80
________________ o e e e e e —
o
0
_______________ _ ~ 60 _ _ _ _ _ - _ _ _ _
&
4
___________ _ J of _ .- __I_‘ _
L — - R 20 . —
L 1A L
B
100 50° 10 1 ZNORMAL . 100 50 10
FACTOR VII FACTOR X
____________________ - e e T L e -
___________________ @
. 8
________________ B
=
__] —C—’ A
] B
100 50 10 1  ZNORMAL 100 50 10 1 ZNORMAL

GRAFICA No. 23 Sensibilidad a factores de la tromboplasina Trombolaf L 284.
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Para los 6 plasmas evaluados,

los resultados fueron los siguientes:

Factor IT Factor V Factor VII Factor X
PLASMA} 5055214 284 5055214 284 5055214 284 5055214 284
TP % TP TP % TP % TP % TP % TP 7 TP %

ORKL - - - 41,0 85.0 38.0 73.0 27.5 68.0 23.0 80.0 28.6 78.0 29.6 73.(

Pathol - - - 44.2 73.0 40.4 56.0 49.2 6.7 33.4 11.5 51.4 17.5 46.8 17.C
PathoII 110.5 1.0 53.5 .4 39.0 100.0 41.5 46.0 53.2 4.3 37.3 5.2 59.9 11.0 55.3 9.C

Pac 1 - - - 56.9 33.0 50.0 25.0 39.3 18.5 28.8 27.0 38.8 37.0 37.0 37.C

Pac 2 - - - 50.0 50.0 47.0 32.0 43.2 12,5 31.0 18,5 31.5 63,0 32,6 55.C

Pac 3 - - - 44.3 72.0 43.2 44.0 31.2 44.0 26.0 46.0 31.2 64.0 30.2 66.C

TABLA No., 16 Evaluacién de factores de la via extrinseca de algunos plasms probl leando 1a t

-t -

calibrada trambolaf L 284, y una referencia Thramborel S L 505521A.
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CAPITULO V

V.1 Anflisis de resultados.

A groso modo puede distinguirse diferencia en cuanto

trazo de las curvas de calibracién, entre tromboplastinas

al
de

referencia (thromborelS) y las de trabajo (trombocAlcica y -

trombolaf); las primeras danm curvas abiertas y con tiempos -

de coagulacién en el 10% mayores que generalmente rebasan

los 50 segundos, mientras que las segundas son curvas muy

cerradas y cortas de 4dngulo de inclinacibn, sobre todo en el
10Z de actividad. Esto es consecuencia de la sensibilidad de
las tromboplastinas de acuerdo a la fuente de tejido del -
cual proceden:
, KCI/253
d
rd
a) 5055214

] h) TL 263

o c) 284

b d) 280

| e) 281

3} f) TL 264

5 g) TL 261

TP seg

En el caso particular de las trombochlcicas se puede

aprecipr que, aln siendo del mismo tipo de tejido, difiere—

mucho su sensibilidad y comportamiento.
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A medida que disminuye el &ngulo de inclinacidén con -
respecto al eje de las abcisas, la sensibilidad.aumenta tal
y como se denota con las preparaciones de referencia inter-—
nacional RBT/79 y BCT/253; si el 4ngulo tiende a aumentar,
su sensibilidad disminuird como en el caso de las trombocal
cicas., Fué por ésta razbn més que nada, que se optd por uti
lizar las tromboplastinas liquidas, debido a que se observd
un mejor comportamiento en cuanto al ciempo de coagulacién-
y sensibilidad, lo cual motivd seguir  la realizaciébn de 1la
estandarizacidén con ésta presentacidn.

Asi también, se observd una menor variabilidad en cuapn
to a la construccibén de las curvas empleando pool de plasma
fresco, pues en el caso de las trombocélcicas el lote TL -
261 tenia una irregularidad.muy grande, ya que daba curvas
incongruentes entre una construccién y otra; ésto también -
fué debido a la variabilidad intervial e interlote que pre-
senté, de manera general, la presentacibén liofilizada de La
fon mientras que las liofilizadas de Hoechs’t, fueron més -
uniformes y estables en sus lecturas, ademds de presentar -

una sensibilidad bastante aceptable.

En lo que se rcfiere a la evaluacién de factores tene-—
mos que, particnde del concepto del tipo de tejido del cual
procede la tromboplastina serd la sensibilidad a cada uno -
de los factores tencmos teoricamente:

a. El1 tejido de placenta humana tiene mayor afinidad -

por los factores V y VIT,

b. E1 tejido de cerebro de conejo tiene mayor afinidad

por los factores I1 y X,

c. E1 tejido bovino tiene afinidad por los cuatro -
factores.

Sin embargo, en la prdctica se observd un tanto indis-—

tinto estos conceptos, puesto que ambas tromboplastinas ma-

nejadas (referencia y trabajo) se comportaron muy similares:
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Thromborel S Trombolaf Variacién

1. Factor II disminuye aumenta + 5.0%
2, Factor V aumenta disminuye +20.0%
3. Factor VII disminuye aumenta + 5.0%
4. Factor X aumenta disminuye + 4.0%

La forma de leer las lecturas del tiempo de coagulacién
es un factor importante para el trazado de las curvas; asi -
como también lo es, el saber emplear correctamente el papel-
y su t}aza correspondiente. En cuanto-a su dosificacién en -
plasmas problema, se observaron diferencias en lo que se
refiere al valor del Z, aunque en el caso de los factores -
VII y X es poca la diferencia si tomamos en cuenta que nues-—
tra cantidad de plasmas evaluados fué muy pocé; esto debido-
a l1la disponibilidad de que se contd en ese tiempo para su ob
tencién y por la limitacidén en los plasmas deficientes de -
factores, como fué el caso del factor IL.

Un aspecto que llamd la atencidn al efectuar el ensayo-
de factores, fué la formacidn del colgulo, ya que dependien-
do de la tromboplastina fue su aspecto: v

. Thromborel S; se observaron los codgulos expandidos ,
grandes y opacos,

. Trombolaf; los codgulos fueron observados retraldos y
mas claros, como si fueran de una dilucién.mayor com—
parados con el thromborel S.

Puesto que, en dado caso el tiempo de protrombina esté-
involucrado en la terapia anticoagulante oral, se debe pedir
de una tromboplastina: gue sea sensible a los factores depen
dientes de la vitamina K.

En el ensayo se observd que la tromboplastina de traba-
jo, pese a su ISI elevado, reuni$ ésta caracteristica y, en-
el caso de plasmas anormales liofilizados de referencia {(pa-
thoplasma I y II) se registré la diferencia de acuerdo al -
rango establecido:
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Pathoplasma 1: 20 a 30% en TP correspondiente a la-
zona superior de la terapia anticoagu
lante.

Pathoplasma II: Menor al 10% en TP correspondiente a
la zona inferior de la terapia anti -
coagulante.

Desgraciadamente nuestras posibilidades no permitieron
evaluar mis variedad de anticoagulaciébn en plasmas de pa -
cientes, es por ello que sbdlo se obtuviervn éstos resulta -
dos; no obstante se pudo visualizar de una manera general -
como fué el comportamiento de nuestra tromboplastina de tra
bajo calibrada.

En la calibraciédn, inicialmente se contd con dos lotes
de tromboplastina liquida: 280 y 281 de trombolaf, como po-
sibles candidatos; al evaluarlos previamente, se les encon-
tré mucha similitud entre si, por lo que se escogid uno de-
ellos para realizar una evaluacibn indirecta de estandariza
cién tomando de jeferencia al thromborel S; en dicha evalua
cibén encontramos un .IST de 2.65, el cual se sale del rango-
establecido por la OMS que es menor a 1.7; su %ZCV también -
superd el limite establecido de la OMS: 3.4, pues en condi-
ciones éptimas, el deseado seria menor o igual a 3.0% o -
bien, en condiciones generales, tratdndose de laboratorios-—
distintos seria de menos o igual al 5.0%.

Cabe hacer mencidn de varios aspectos que definitiva -
mente influyeron en los resultados obtenidos:

. Seé traté de una evaluacién indirecta, es decir, que-
no se¢ empled una IRP como referencia, sino una trom-
boplastina evaluada con una WRP, por loc cual, ven -
dria siendo una referencia terciaria de tromboplasti
na de placenta humana,

. Dicha referencia no procede de la misma fuente de -

tejido que la destinada a la evaluacién, por lo cual
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le resta puntos al sistema.

. Los plasmas tomados en los 10 dias de trabajo no -
fueron del todo satisfactorios, ya que no mostraron-
todos los diversos niveles de anticoagulacibén; en ge
neral, estuvieron entre el 20 y 40% de actividad.

Asi pues, estos detalles se transmitieron en los resul

tados obtenidos, adn habiéndose empleado 8 plasmas citrata-
dos en cada dia de trabajo, obtenido dichos plasmas median-
te los requisitos que establece la OMS (a excepcibn de los-
diferentes niveles de anticoagulacién), realizado en el mis
mo aparato, procurado reproducirle en la misma hora en to -
dos los dias, tomado estadisticamente en cuenta los errores
involucrados ?l emplear una tromboplastina comercial de re-
ferencia.

La idea era, una vez seleccionado el lote de trombo -

plastina a estandarizar, evaluarla tanto directa como indi-
rectamente; desafortunadamente para este lote de trombolaf,
no fué posible lievarlo s cabo debido a que no se pudo con-
tar con una cantidad considerable de equipos para realizar-
lo. Ello provocd que se trabajara otro lote mAs de trombo -
laf: 284, al cual si fué posible aplicarle ambos métodos, -
aungue el método indirecto no haya podido ser realizado con
los 80 plasmas dadas las circunstancias que se presentaron.

Se esperaba encontrar en el método directo, un ISI me-

nor a 1.7 segin 1a OMS, por haber empleado:

. Una TRP de cerebro de conejo, ya que nuestra trombgo
plastina-de trabajo procedia de la misma fuente de-
tejido.

. Contar con plasmas variados en cuanto al nivel de -
anticoagulacibn.

. Aplicar 1la metodologia adecuada.

. Desarrollar la estadistica de manera computarizada.

Sin embargo, lo obtenido fué un poco desalentador debi

do a que sobrepasd el rango establecido de 1.7, pues se en-

contré un ISIvdé 2.299; adn asi, nuestro desarrollo fué bue
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no puesto que el ZCV apenas sobrepasé el 3%Z, lo que nos ha
ce confiar en nuestros resultados. Lo que en realidad suce
.did fué, que el trombolaf no es muy sensible, ademds, de -
los tres tipos de tejido de las preparaciones de referen -
cia internacional, el de cerebro de conejo es la menos sen
sible y esto, aunado con la calidad de las tromboplastinas
comerciales, marca dicha sensibilidad en éste caso en par-
ticular.

De acuerdo a los resultados de ISI que se obtuvieron,
es posible construir una tabla de INR, aunque faltaria eva
luar una poblacidén de pacientes de diferente etiologia y -
que reciban terapia anticoagulante para obtener el rango —

terapéutico correspondiente.
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CAPITULO VI

Conclusiones.

De acuerdo a 1o establecido inicialmente, se pudo-
lograr la validacién del método de Biggs y Denson modi-
ficado, obteniendo (empleando la IRP de cerebro de cone
jo:RBT/79) el pardmetro bésico de la estandarizacién de
una tromboplastina comercial: ISI para extrapolarse y -
obtener el valor del TP en términos de INR; asimismo -
fué factible manejar pacientes reales de diversas etio-
logias en donde se involucra el fenotmeno de la coagula-
cibén sanguinea.

Se pudo apreciar, de manera especial, la importan-
cia de tener un sistema de unidades, funcionales en to-
dos los niveles de laboratorios, a fin de lograr una -
terapia eficaz en el paciente con tratamiento anticoagu
lante oral y el riesgo tan grande que existe si no se -
toman las medidas necesarins .en cuanto a la dosifica -
cibébn de dichos anticoagulantes.

También se comprendié el porqué de la evaluacibdn -
individual de cada uno de los factores que involucran -
la via extrinseca, asi como la cosntruccidn de sus cur-
vas de referencia.

Para fines préacticos, y en clinicas y hospitales -
de primer nivel, la tromboplastina evaluadea funciona =
bien y sin mayores problemas; pero si vamos a trabajar-
en hospitales de tercer nivel, donde los pacientes real
mente requieren de una terapia anticoagulante apropiada
ya sea a corto o a largo plazo, definitivamente habré -
que contar con tromboplastinas que reflinan todas las cofn
diciones necesarias para que el paciente sea tratado -

terapéuticamente con la mejor efectividad.
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Si esto no es pesible se pueden emplear tromboplas
tinas con sensibilidad arriba de 1.7, siempre y cuando-
se cheque peribédicamente su curva de calibracién, asi -
como controles de referencia para corroborar que el rapn
go de INR que maneje, se ajuste al tipo de pacientes y
la désis de anticoagulacién que debe manejar.

Realmente se requiere que México pueda realizar -
producto de tromboplastina, asi como de otreos tipos de-—
reactivos de diagnéstico, de buena calidad para asi, -
ademids de tener un costo mAs accesible de compra en las
clinicas y hospitales nacionales, poder competir con el
producto importado.
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APENDICE.

Seleccibdn de plasmas normales y ancrmales para la

estandarizacibdn _sepin la OMS.

Plasmas normales y anormales:

1.

Las muestras de sangre deben ser obtenidas por
puncién venosa, evitando la hemélisis y conta-
minacibén con fluidos tisulares.

Su obtencibn debe ser con una jeringa de plés-
tico y transferida a un tubo de plistico o de-
otro material que no active la fase de con -—-—
tacto como el silicon.

Nueve voldmenes de sangre deben ser mezclados-
con un volamen de solucidbén de citrato de sédie
con una concentracién de entre 100 a 136 mmol/1
estéril, asi pues, el valor final del citrato-
en el plasma, no debe ser mayor de 25 mmol/1l,
El plasma debe ser libre de células rojas y, -
ademéds, pobre en plaquetas, por lo que se debe
centrifugar minimo 5 minutos a 800 g (2500 rpm)

Plasmas anormales:

1.

3.

Ademis de lo anterior se requiere gue presen -
ten una estabilizacidn terapéutica de por lo -
menos, 6 semanas de iniciado el tratamiento an
ticoagulante,

s aceptado cualquier nivel de anticoagulacidn
siendo éste estable.

Un buen candidato seri el que esté entre el -
1,5 y 5.0 en términos de INR.

Plasmas normales:

1.

2.

Ademis de lo anterior se requiere que sean de-
adultos no hospitalizados.
Si se trata de mujeres, se recomienda que &s -

tas no tomen anticonceptivos orales.
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3. Se recomienda que se tomen en cada dia de la-
estandarizacidn,

el plasma de un hombre y el-
de una wmujer.

El plasma de los sujetos no debe tener antece
dentes del virus del SIDA y/o hepatitis (tan-
to para normales como anormales), siendo pro

bados con un método altamente sensible (RIA
ELISA).

-

Para ambos plasmas normales y anormales,
mendable usarlos congelados,
res labiles V y VIT.

ne es reca -
ya que se afectan los facto —
No se deben usar plasmas de referen
cia internacional reconstituidos por mAs de 2 horas.

(38,39)
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B. Principio operativo de Fibrintimer 10.

El fibrintimer lO.es un analizador‘de coagulacibn
de 10 canales, controlado mediante computadora y video,

usado en la determinacidén del tiempc de protrombina, tiem-
po de tromboplastina parcial activada del plasma, fibrind-
geno plasmético, tiempo de trombina, anélisis de factores-
de las vias extrinseca e intrinseca y otros ensayos espe -
ciales de 1a coagulacibén del plasma.

El instrumento fibrintimer 10 detecta la forma
cibén de cofpulos mediante un mé&todo turbo densitométrico;
un haz de rayos pasa a través de 1la cubeta que contiene el
plasma de ensayo hasta un fotodetector;

el fotodetector mi
de de forma continua la intensidad de la luz transmitida-—
y retransmite cualquier cambio al circuito electrbnico del
instrumento que procesa la informacidén. El1 tiempo requeri-
do para la formaciédnm del codgulo viene indicado en 1a pan-—
talla digital y se convierte en % de actividad programado,
relacién de INR, mp/dl, g/dl o Ul/ml segin lo requerido =a
través del ordenador que,ademés,'ngrupa todos los valores—
en un perfil de paciente a su memoria (almacena 2000 datos
de forma continua y puede imprimirlos).
Elementos requeridos para el fibrintimer 10:
. Dispo-rack. Cubetas de pléstico en series dec 5,
. Pipeta de precisibn automética con capacidad para
5 canales, en donde se insertan puntas de pléstico.
. Magnetos pequeiios recubiertos de niquel, los cua-
les van dentro de las cubetas de pléstico.
. Bandejas de plastico contapa, de capacidad de 20-
ml para la incubacidbn del reactivo.
Ventajas del equipo.
Todas las muestras plasmaticas y todos los reacti -
vos comerciales pueden manejarse, independientemente de -

los niveles de turbiedad o posible coloracién de las mues-
tras o reactivos.
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Todos los reactivos activados por particulas, pueden
ser aplicados, dada la actividad agitadora que evita cual-
quier tipo de sedimentacidén; el pequefio mezclador no inter
fiere como un electrodo en la formacidn de los codgulos, y
no crea una resistencia mecéanica a la formacidén de coégu -
los como ocurre ¢on otros sitemas, el pequefio mezclador sd

1o se precisa para agitar. (34)

= cabeta

f otodetector ﬂ fuente de luz

= U &N
=H =]

vianpo 2

[electrénich jentalia

ESWBMA No. 3
ESQUEMA INTERNO DEL FIERINTIMER 10
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Qurvas de referencia en % de actividad.
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%_de actividad % _de _actividad

TIRGS). 4 055214 281 284 S0SS% 280 0 261 263 | TR(s) %4 SES2A 281 B4 0553 280 261 263
Y311 12.9 21.2 14.0 15.8 25.3 16.5 13.4 19.8 34.6 11.3 18.4 12,1 13.7 2.4 143 1.5 17.0
31.2 12.8 21.1 13.9 157 25.2 16.5 13.4 19.7 4.7 1.2 18.4 12,1 13.7 2.3 143 11,5 17.0
21.1 13.8 15.7 25.1 16.4 13.3 19.6 3%.8 11.2 18.3 12.0 13.6 2,3 14.2 11,5 16.9
21.0 13.8 15.6 25.0 16.3 13.3 19.5 3.9 11.1 18.2 12.0 13.6 2.2 14,2 11.4 16,8
20.9 13.7 15.5 24.9 16.2 13.2 19.4 35.0 11.1 18,2 11.9 13.5 22,2 14, 114 16.8
2.7 13.6 15.5 2.9 6.1 13.2 19.3 3.1 11.1 18.1 1.9 13.4 2,1 1.1 11,3 16,7
2.6 13,6 15.4 24,8 16,1 13.2 18,2 35.2 1.0 18.0 11.8 13.4 2.1 14.0 11.3  16.7
2.5 13,5 15.3 24.7 16.0 13.1 19.1 35.3 11.0 18.0 11.8 13.3 2.0. 14.0 11,2 16.6
20.4 13.4 153 246 160 13.0 19.0 35.4 11.0 17.9 1.7 13.3 22,0 13.9 1.2 16.6
20.3 13.4 15,2 24.6 15.9 12.9 19.0 35.5 10.9 17.9 11.7 13.2 21.9 13.9 11.1  16.5
20.2 13.3 151 24,5 15.8 12.8 18.9 35.6 10.9 17.8 11.6 13,2 2.8 13.8 111 165
20.2 13.3 150 2.4 15.8 12.7 18.8 35.7 10.9 17.7 11.6 13,2 21.7 13.8 11.0 164
2.0 13.2 14,9 2.4 15.7 12.7 18.7 35.8 10.8 17.6 11.5 13.1 21.6 13.7 11.0 16.3
20.0 13.2 149 %3 156 12,7 18.6 35.9 10.8 17.6 11.5 13.1 21.5 13,7 11.0 16.3
19,9 13,2 148 24.2 15.5 12.6 18.6 3%.0 10.7 17.5 11.5 13.0 21,4 -13.6 10,9 16.2
19.8 131 147 24.1 15.5 12.6 18.5 36.1 10.7 17.4 11.5 12.9 214 13.6 10.9 16.2
19.7 13.1 147 24.1 15.4 12.5 8.4 36,2 10.6 17.4 11.4 12.9 2.3 13.5 10.8 16.1
19.7 113.0 14.6 24.0 154 12.5 18.2 36.3 10.6 17.3 11.4 12.9 21,3 135 10.8 16.0
19.6 129 146 23.9 15.3 12.4 18.3 36.4 10.6 17.3 11.4 12.8 1.2 13.4 10.7 16.0
19.5 12.8  14.6 23.8 15.3 12.3 18.2 36.5 10.5 17.2 11.3 12.8 21.2 13.4 10.7 15.9
19.5 12.8 145 2.7 15.2 12.3 18.4 36.6 10.5 17.2 11.3 12.8 211 13.3 10,7 139
19.4 12,7 145 2.5 15.1 12.3 18.1 36.7 10.5 17.1 11.2 12,7 21,1 13.3 10.6 15.8
19.3 12,7 144 234 15.1 12.2 18.0 %.8 10.4 17.1 11.2 12.7 21.0 13.3 10.6 15.8
19.3 127 144 2.3 15.0 12.1 18.0 36.9 10.4 17.0 11.1 12,7 2.9 13.2 10,5 15.7
19.2 12,7 144 3.3 149 12.1 17.9 37.0 10.4 17.0 11,1 12.6 20.8 13.2 10.5 15.7
19.1 12,6 143 23.2 14.9 12.0 17.8 37.1 10.3 16.9 1.0 12.6 2.7 13.2 105 15.6
19.1 12.6 14.2 2.2 14.8 12.0 17.7 37.2 10.2 16.9 .11.0 12.5 2.6 13.1 10. 15.6
19.0 12,5 14.2 23.1 14.8 11.9 17.6 3.3 10.3 16.8 11.0 12.5 2.5 13.1 10. 15.5
19.0 12,5 141 23.1 14.7 11.9 17.5 37.4 10.2 16.8 11,0 12.5 2.4 13.0 10.4 155
18.9 12,4 1441 2.0 147 11.8 17.4 37.5 10,2 16,7 10.9 124 2.3 129 0.3 15.4
18.8 124 140 2.9 14.6 11.8 17.4 37.6 10.2 16.7 10.9 12.4 2.3 12,9 10.3 15.4
18.7 12,3 14,0 2.8 146 11.7 17.3 37.7 10.1 16.7 10,9 12.3 2.2 12.8 10,3 153
18.7 123 13.9 2.7 14.5 11.7 17.3 37.8 10.1 16.6 10.8 123 2.1 128 10.2  15.3
18.6 12,2 139 2,6 144 11.6 17.2 37.9 10.0 16.6 10.8 12,2 2.1 12.8 10.2 15.2
18.5 12,2 13.8 2.5 144 11.6 17.1 3.0 J 10.0 16.5 10.7 12,2 2.0 12.7 10,2 15.2




% _de  actividad % _de actividad
1°(s) 284 50553 21 263 | TR(s) %4 Soss2lA 28] 284 S5S% 20
8.1 2.0 101 151 4.6 14.8 10.9 18.1
382 19.9 101 151 4.7 14.8 10.9 18.1
383 19.9 101 150 [ 48 14.7 109 180
o384 19.8 100 149 | 419 %7 10.9 18.0
. 385 19.8 100 149 | 420 4.7 10.8 17.9
38.6 19.7 14.8 2. 14.6 10.3 17.8
38,7 19.7 8 | 422 14.6 10.7 17.8
38.8 19.6 w7 | 423 146 10.6 17.7
8.9 19.5 14.7 Q2.4 14.5 10.6 17.7
L 2.0 19.5 .6 | 425 14.5 10.6 17.6
31 19.4 1.6 | 42.6 14.5 10.5 17.6
L2 19.3 .5 | 42.7 4.4 10.5 17.5
. 3.3 163 15 | 428 144 10.5 17.5
394 19,2 145 | 429 4.3 105 ., 17.4
| 395 192 14, 430 14.3 104 17.4
396 19.1 14 | 431 14.3 10.4 17.3
39.7 157 10.2 19.1 1.3 | 432 14.2 104 17.3
35,8 156  10.1 19.0 1.3 | 433 14.1 10.4 17.2
39.9 156 101 19.0 12 | 434 14.1 10.3 17.2
@0.0 155 10,1 18.9 1.2 | 435 14.1 10.3 17.2
0.1 155 10,0 18.9 14.1 43.6 140 10.3 17.1
40,2 154 100 8.8 141 437 14.0 103 17.1
%20.3 15.4 18.8 140 | 4.8 14.0 10.2 17.0
€05 15.4 18.7 1.0 | 3.9 13.9 10.2 17.0
40.5 5.3 18.7 139 | 4.0 139 10.2 16.9
. 40.6 15.3 18.6 139 | 4 13.9 10.2 16.9
@0.7 15.2 18.6 139 | 4.2 13.8 10.1 16.9
. 0.8 15.2 18.5 138 | w3 13.8 10.1 16.8
0o 15.2 18.5 138 | 4 13.7 10.1 16.8
L 410 15.1 18.4 137 | %45 13.7 10.1 16.8
4l 15.1 18.4 137 | 46 3.7 10.0 16.7
412 15.0 183 13.7 wa 13.6 10.0 16.7
41.3 15.0 18.3 3.6 | 48 13.6 16.7
44 1.9 18.2 136 | 49 13.5 16.6
41.5 14,9 8.2 1835 | 450 13.5 16.6
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Fde dad % de _actividad

TP(s) 266 505521A 281 284 S55% 20 261 23 TP(s). %4 5055214 _281 284 5055% _20
45,1 13.4 16.5 10.3 12.2 48.6 2.4 15.2
P 452 13.4 6.5 103 12.2 48,7 12.4 15.2
. 45.3 13.4 6.4 102 12.2 48.8 12,4 15.1
45.4 13.3 6.4 10,2 12.2 48.9 12.3 15.1
45.5 13.3 16.3  10.2 12.2 9.0 12.3 15.0
45,6 13.3 6.3 10.2 121 9.1 12.3 15.0
45.7 13.3 6.2 10.1 12,1 49.2 12.2 14.9
45.8 13.2 6.2 10,1 12.0 49,3 12.2 14.9
45.9 13.2 6.1 10,1 12,0 9.4 12.2 14.8
46,0 13.2 6.1 ° 10.1 12,0 9.5 - 12.2 14.8
© 46 13.2 6.1 10,0 12.0 9.6 12.2 14.8
46.2 13.1 6.0 10,0 1.9 49,7 12.1 14.8
1 46,3 13.1 16.0 1.9 49,8 12.1 14,7
i 4644 13.1 16.0 1.9 49.9 12.0 14.7
i 46,5 13.0 15.9 1.8 50,0 12.0 14.7
6.6 13.0 15.9 1.8 50,1 12,0 14.6
6.7 13.0 15.9 1.8 50,2 12.0 14.6
. 46.8 12.9 15.8 1.7 50.3 11.9 14.6
4.9 12,9 15.8 1.7 50,4 11.9 14.5
47.0 12,9 15.7 11.7 50.5 11.9 144
47 12.8 15.7 1.6 50.6 1.8 14.5
47,2 12.8 15.6 11.6 50.7 11.8 14
47.3 12.8 15.6 1.6 50.8 1.8 14.4
{474 12,8 15.6 116 50.9 1.8 14.4
475 12.7 15.5 1.5 51.0 11.7 14.3
;476 12.7 15.5 1.5 51.1 11.7 14.3
42,7 12.7 15.5 1.5 51.2 1.7 14.3
|47 12.7 15.5 11.5 51.3 11.6 14,2
12,6 15.4 1.4 51.4 1.6 14.2
12,6 15.4 1.4 5.5 1.6 14.2
12,6 15.4 1.4 51.6 1.6 14.2
12,5 15.3 1.4 51.7 11.5 14.1
12,5 15.3 113 51.8 11.5 14.1
12,5 15.3 1.3 51.9 11.5 14.1
12.4 15.2 1.3 52.0 11.5 14.
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Z _de _actividad % de _ectividad
264 SOSS2A 28r 0 286 SOS534 280 261 263 | TR(s) 264 505524 281 8k

115 14.0 10.3 55.6 10.6
11.4 14,0 10.3 55,7 10.6
114 13.9 10.3 55.8 10.6
114 13.9 10.3 55.9 10.5
114 13,9 10.3 6.0 10.5
11.3 13.8 10.2 56.1 10.5
113 13.8 10.2 56,2 10.5
113 13.8 10.2 56.3 10.5
11.2 13.7 10.1 56.4 0.4
1.2 13.7 10,1 %.5 10.4
11.2 13,7 10.1 56.6 10.4
11,2 . 13.6 10,1 56,7 10.4
11.1 13.6 10.1 6.8 10.4
11 13.6 10.0 56.9 10.3
1.1 13.6 10.0 57.0 103 -
1.1 13,5 57.1 10.3
11.0 13.5 57.2 10.3
11.0 13.5 57.3 10.3
11.0 13.4 52.4 10.2
10.9 13.4 57.5 10.2
10.9 13.4 57.6 10.2
109 13.4 57.7 10.2
10,9 13.3 57.8 10.2
10.9 13.3 57.9 10.2
109 13.3 8.0 10.1
10.9 13.3 58.1 10.1
10.8 13.3 58.2 10.2
10.8 13.2 58.3 10.1
10.8 13.2 58.4 10.1
10.8 13.2 58.5 10.1
10.7 13.2 58.6 10.0
10.7 13.1 58,7 10.0
10.7 13,1 58.8 10.0
10.6 13.1 58.9 10.0
10.6 13.1 .0
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% _de actividad % de actividad

5055214 281 284 505534 _280 261 _263 TP(s) 264 505521A 281 284 505534 _280 261 _2

10.8 . 6.6 10.2
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