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“Evaluacién del Tiempo de
Tromboplastina parcial activade (TTPa)
y el i 1empo de Trombinz (1'1) para ia

determinacidn del efectc anticoagulante
de ia Heparina No Fraccionada .
Estudio in vitre .”




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde el descubrimiento de In Heporing, se han enssyado diversas pruebas de
lzboratorio para evzluar su efecto terspéutico. Despuds de muchos estudies, se ha
recomendago el tiempo parcial de trombeoplasting activede (TTPz) come la prueba de
mayor tilided; sin embargoe, tal como lo hin Zecho comstar la literaturs mundial, esta
prueba tiene diversos factores intrinseces que dificultan su eficiencis pars determinar el
cfecto beparinico con g sensibilided, precisién y exactitud deseada.

Tembita esif demostizdo por estucios previoy que ls dosis de heparing calculada, la
dosis administrada, ¢l método de administracién, ia via de administracibn y Ia patologia
subyzcente de los pacientes , representzm varichies para ln adecundn evzluacion del
efecto heparinico in vivo a través de las prucbes de inboratorio recomendadas.

Por otro lado, en los pocientes gue estin recibiendo anticoagulantes orales, el efecto
heparinico puede ser medificado por un efecto aditivo de los dos amticoagulantes,
haciendo afin mas dificil su monitoreo.

Es por todo lo anterfor, que es de gran importancie, Ia investigacién de la utilidad de
otras pruebas de coagilacién como el tizmpo de trembina (FT) y de las modificaciones
necesarias o las pruchss de TTPa y TT para obtener mzayor sensibilidad 2l efecto
heparinico, que o representen un costo mayor y puedan ser accesibles para realizar

en cualquier laboraterio.




ANTECEDENTES

Desde que Iz Heparing no Fraoccionads (HNF) fue descubierts en 1916, por McLean, se
sabe actuslmente que per sus propiedndes nriicoagulanmtes , es efective para In
prevertcién y tratamiento de ls Trombosis venosa , la Tremboembolia pulmonar , Ia
Trombosts mural después de un Infarto Agudo ol Miceardio y la Re-trombosis coronaria
post-trombelisiz; ademds es tombién de utilidad en ¢l tratamiento de la Angina Inestable
y durante un Infarto Agudo al Miocardio, sin olvidar gue es indispensable su utilizecidén
cgurante io Tirugle Cerdiovascular. (3, 8, 16, 16).

La heparina no fraccicnada (INF) es un mucopoliszcirido compuesto por la secuencia
de cadenns de disaefridos que formen codenss Gnices Ias cuales contienen glucosamina
y teido urénico y una cantidad varinble de grupos sulfatados, los cuales Ie confieren la
caracteristica de un fdcido potente. l.as cadenas ce mucepolisacirides tienen un peso
molecular que varia entre 4,000 y 40,000 daltens y un peso promedio de 15,0002 20,000,
(6). Al contrario , las heparinss fraccionadas o de bajo peso molecular, las cuales son
compuestes derivades de [a heparing no fraccionads, tienen un peso molecular de 1,000
a 10,0600 ( En promedio 4,000-5,000).

Existen diferencias entre Ins heparinas no fraccionadas y Ins de bajo peso molecular en
coasecuencia s sug propiedades quimicas, que influyen de maners determinante en su
efecto anticongulante y antitrombético, debido a las diferencias en cuanto a su

biodisponibilidad, =zfinided a proteinas plasméticas, afinidad por las plaquetas,




inhibicidn por el factor 4 plaquetario , sus propiedades farmecocinéticas , su capacidad
de inducir trembocitopenin, su viz de eliminacién y su rapidez de depuracion

plasmitice. (26)

Aproximadamente 20 ofies deapudés de haober sido descubierta, Brinkhous y
colaboradores demostraron que la heparing requeriz de un cofacter plasmético para
lograr su actividad anticeagulante , el cual, en 1968, fue descrito por Abildgaar como
actualmente se conoce: Antitrombing IT] (AT III) {4, 5). E! término antitrombina es un
tanto imespecifico, yn que como se sebe actunlment? no séio se une a {rombina sino a
ofras proteasss de serina para ejercer si aecién anticoagulante (27).

Fue en 1970, que Rosenberg y colaboradores dilucidaren los mecanismos de interaccién
entre In heparing y la antitrombina III con las enzimeos de coagulncidn, com lo cuzl se
inicié el conecimiente del mecenismo por el cuzl ln heperina tenia la capacidad de
lograr Ia inactivacién de éstas Gltimas y asi llevar a cobo su efecto anticongulante. En
relacién 2 esto, s¢ comoce chorm que o mecanismo de zccién de Iz heparima es e
inhibicién de Iz activacién Ias protessas de serina conocidas como factores Iia, Xa,
Xlla, y IXa. Este inhibicidn resultn de [n intergecifn entve el complejo formado por Ia
unién de la heparina y la antitrombina II (Complejo Heparina-AT 1I) cen la protenss
de serinta, lo cual provoca la inhibicién de su activacidn.(6, 7, 14, 15,17),

En l2 moléculs de trombina hay varios residues de arginina en su regién
aminoterminzl los cunles represemtzn el sitio de unién  com la secuenciz de

pentasacéridos especificos localizeda en la molécula de heparing . Este sitio de unién de




{fom3iza e Reparizn oo totairente giferente of citie de omifn que ln trombina tiene para

zairse eon o entitromiding 1T
Le cetivigad extiteguinmte de Io heporine depeade de su propledad parn ncelerer In

1

lermacisn de un complzje melocninr entre I patitrombizn 11 y Ins proteasas de serima
de in ccaguiacisng2T)

Los meeaxnismes pere Inhidic & leo foctores IIc y Je porecen ser diferentes y varian
dependivndo del tipo de heporing vtilizeda. (27).

La relneifn de lz inhibietdz eebre loo fretores Iin y Xco es de 1:1 con Iz heparina ao
frnectorade, ¢ diforensis o 201 - &S porr Ins Meparincs Ce dejo peso moiecniar, (o cual
significn que in eparing no freezioncte tiene un cfecte imhibitorie sobse Io trombina
mucho mayer que Ias heporinos de bojo Peso mefecwlzz . Esto lo que fe confiere In
particularidad de temer ux olto soder paticengelontz y cxtitrombbtice. Al contrario, los
beparings de ofo peso mcleculer #enes un meoor efecto enticoppulnnte con un alte
poder antitrembdbtics (26).

Después de st adminkireeidn nor vic syicutfnen o icirovenoss, sélo uns lercern parte
¢e In beparize ce [ign & cotitrombing III (ATTI) y e  respomschie del efecto
eotiteagulnnte. (18,18). Este (emdmeno contribrye o st recucida bio-disponibilidad con
bajas concentraciones plasmfiicas y ¢ In voriab¥ided € In respuestn anticoagulante a
dosis esthndar cafeuladas por Uilo porn pociontes diferentes; tambidn es responsable del
fendmeno de “Resistencin o Zepering” en  pruchns @2 lnboratorio, e cusl se hace
evideate euando a pesar de ester edministrendo desis cmuy oling de heparing por via

intravensos, ) TIFz oo ce prolongs en la propereién cspersde. (20,21)




La heparina tiene une vidza mredia bioldgiea que puede variar desde 30 min hesta 150
minutos dependiendo de Ia dosis administrade y la vin de cdministracidn , debido 2 que 2
mayores dosis edemds de lz tercera parte que se une a entitrombina I, ofra parte de la
bepsring se une o uns moléruls conocida como Cofactor IT de Iz heparina, lo cual
contribuye ¢ mantener duratute mas tiempo el efecto anticosgulante (6).

Ll efecto arnticongulente de lo heparine se increments en intensidad y durncién de
mznera proporcionsl & Iz desis admioistradz.

De 12 misma mznerzs, el riesgo de sangrado se increments propercionzimente con el
incremento de lo dosis, per lo coel se requicre un monitoreo continuo  del cfecto
anticoagulante de lz heparinz, pars lo cual otres sutores han propuesto aigunos
esquemas de dosificacion y evaluacién a través de pruebas de laboratorio como el
TTPa (22,23,29).

Ung amplis veriedad de prucbas de laboratorio han side propuestas para eveluar la
terzpia heparinica con e! objetivo de determinar un efecto anticoagulante optimo y
prevenir ¢l riesgo de sangrado. Entre estas se han incluido a través de [n historia : el
Tiempo de Coagulacién en Sangre Total (WBCT), ¢! Tiempo de Coagulscién Activado
en Sangre Total (ACT), el Tiempo Parcial de Tromboplastina Activado {TTPa), el
Tiempo de Trombina y la Determinacién de los Niveles de Heparina en Plasma. {10)

E! efecto anticoagulante de la heparinn es usunlmente evaluade segin la medicion del
tiempo de tromboplastina parcial activade (TTPa), una prueba seasible a los efectos de
Iz heparina sobre los factores Ia, Xa y [Xa. (25),

Deszfortunndamente los diferentes reactivos (Tromboplastinas) comerciales para medir

TTPa varian considercblemente en su respuesta (sensibilidad) a la heparina, Para Ia




mayoris d2 reactives, un efecto terapdutico es aleznzado con un rango de 1.5-2.5 (el cucl
represents ¢l ceciente ¢oC TTPa en segundos observodo entre el plasms problemez y el
promedio del Isberctorio obtenido de ur peo! de plasmss de pacientes sanos). Asi, con
reactives de tremboplastina muy sensibles s la heparinz , ¢f rango terapéutico del TTPa
seria moyor que coa reactives menos gensibles. Por cllo es recomendable estandarizar
los reactives de tremboplasting comercizles ealibréndelos contra el nivel terepéutico de
heparing , el cual puede ser de 0. 2 - 0, & U de Heparizs /mi utilizande el Métado de
Titulacién de Protaming o de C. 3 - 0. ¢ U /ml utilizendo ef Método Cromogénico de
Medicign de Anti- facter ¥ad {2, 10,25,13,14).

Algunass estudios hon eacentrade guz ¢ niveles teranéutices de heparing (0.3-0.6U/ml), ¢!
rango de TTPa se encuemtrc entre 70-100 seg., segin el reactivo de tromboplastina
utilizado. (8)

Se hz demostrado que Iz sensibilided cde it tromboplestina o Iz heparina estd
relecionada  con Iz naturclezs del activador , ¢l tipo de fosfolipido presente en el
reactivo, el tiempo de incubocidén de In pruebs y Iz comcentracién de Cloruro de Caicio
utilizeda ; ademds de que estd bien demosirado por otros estudios que los reactivos de
TTPa que contiencn Siice como aetivedor son més sensibles a Ia heparina que los que

contienen Acido Elilgico. (10,12)

Se han establecido métodos para determinar b2 sensibilidad de las tromboplastinas ala
heparina. Une de elles es determinar Iz relzcibn semi-logaritmica entre la
concentracion de heperine y el TTPo en segundoes o trovés del método de Regresion

Linear (r > 0.97, p < 0,01). Lz inclinacién del trezo logeritmico TTPa-heparing es una




medida de la sensibilidad del sistema o la heparing, Otrs medids de In sensibilidac de!
sistems a la heporine es Iz relacién entre TTPc obtenido con 8.0 y com G2 LU
hepsarine/ml, el cuzl serf diferente segiin Iz tremboplastice utilizadz . Dsto quiere decir
que ¢l rango de TTPa recomendado de 1.5 - 2.5 veces sobre el promedio del testigo,
puede resultar en sebre-heparinizacidn cuando se utilizan tromboplastinas poco
senasibles. (10)

Dor otro lndo, s¢ l1a demostrado que un sistema  de evaluacién de la terapia heparinica
debe ser capzz de distinguir entre el rango norme! (0.3-0.6U/ml} y fos niveles sub-
terapéutices de heparing {menor de 0.2U/mI) . De la misma manera, uma
tromboplasting tombién debe ser capnz de distinguir entre el range teranéutico y los
niveles “téxicos “ de [ieparina.

La relacidn entre la concentracién de Heparina y ¢l TTPa es de tipo semi-logaritmica ,
de meanera gque en preseccia de  altas concentrzciones de heparina hay grandes
diferencias en el TTPa en relacién a sélo pequedies diferencias en la concentracién de
heparina,

Con un reactivo de tromboplastina muy sensible al efecto heparinico, puede ser dificil
distinguir entre pequeflos pero significatives cambios en las concentraciones de
heparina, debido a que un gran cambio en el TTPa se corresponderi conm solo un
pequeiio cambio en la concentracién de la heparina y esto no debe ser  intrepretado
comyo indicativo para modificar la desificacidn establecida de heparina. (10)

En conclusidn, los reactivos muy sensibles ol efecto heparinico, pueden distinguir muy
bien entre ¢l rango terapéutico y miveles sub-terapéuticos de heparina, pero pueden

presentar problemas para distinguir eatre niveles supra-terapéuticos de heparina y




mhés, log ronctives nece seasidles pueden tener prodlames
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civelos Mifeos
3o distingnir entre zivelss sud-~ternpdutices de aearriaz y los abveles torapéotices

e gueden aistinguir con (neflldnd ontre plveos supre-lorndn teeo y oivelos thifegs.
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Por lo oaterfer es meepsnris oo code Inborntorie estomdesize sy TTPr segfim

sezelliited o su troma3enplesiine e le Dogerine vy lo de o conocer ¢ los clinicos porn que

Zoedo dorse non interwrstncidn ndecundsn o los resulindos obienides, 1o cue contrilaind

zoe épticn evnioneibs dol mivel do coticongulocids de sus gocientas, (10
it & z

Jer clro lnde, ofros esivdits o emcentroeo gue hiny ancientes en los cue & pagnr Oz
cater wecibiende dosis ritns g2 Dewocing ner din ( meyeres de 35,000 Ufdic) Sernen srnges
oies €e TTUDn yeste fznémeona conilsvr oic prododiidnd de ¢ue o dinfco  incremente
otz ofs ie £esis de 2eaering en v Inteaio de incrermtecter el rooge de TT2: ¢ los niveles
desecdes, fo gue £ su vez, eleverd of siesgo de scegrodo en el paciente. Tsie fendmteno
avzds suceder cunnto cmlste ex in circolorién un enceso de precezgricntes como o
{neler VEI gue o3 ©2 recctenie de (nse aguds, los cunles pueeden interferir en In
raspuesin del TUTU7n o lo hoperine ebtentindose vae prelengecidn de éste oomiveles mny
zor debejo € los cazorceos. I estos ¢osos, algunes suteres han recomendado utilizar
uore ol monitoroe del nive! éo onticezgulacién, Iz determinacién directs de los niveles de
azmarins en lnsme, y evolune los cambios en ln dosiflicoeién de Iz heparins sepin los
zivcies nlescftices encoatrodos en el pociente y fos niveles ternpéuticos recomendades
{entre 0.3-0.6 Uiml). {i1)
Zr relacién o les diferenciss entre fos instrumentos y métodos utilizados on o medicién
dal TIPn, ce 20 eneoziredo cue log métedos foto - pticos demuesizon mayor precision

= io oblencifn de los resultados. (10)




Por iltimo, pero censiderndo como un aspecto de granm importancia, pars Ia adecuada
evaluncién  Ce Iz ternpin heperinien, es indispedschle recordnr que los prucbas de
congulnciérn son interferidos ¢e maners determinants por fenfmenos Pre-Analitices
relacionados con Iz celided de lzs muestros obtenidas perz el zndlisis , y por factores
Analiticos relacionadas con el procesamiento de las pruchas, Es por ello que 1z NCCLS
ho emitide clgunns reromendaciones que se encuentren dispenibles pars todos los
lzboratorios con ¢l objete de optimizar los méiodes de coleccién , transporte y
procesemiznto de lns Tuesitoy 3oon nruebos de eoszgulocidn. Zntre estzs
recomendociones pueden cilarse los signientos:

1.- Para Iz obtencibn de muesiras: Debers obtenerse sangre total en un tubo con citrato &
ung cencentracion de 10.9-12.9 mol/L, menteniendo uns relacion 1:9 entre la cantidad de
anticongulante y Iz de sangre, medicnte une gnice nuncién con agujn calibre 21-19 para
aduites o 23 pare miiles, ez Iz cusl ¢! termiguete sen retirado una vez que comienza el
fluido de sengre dentro del tirbo parn eviter It activecién de foctores de contacto,

En el caso de que o muestrz sen obtenida ¢ trovés de un caitéter, éste deberi ser lavado
con solucidn szline y deberén desecherse los primeres 5 mi ce sangre obtenida.

2.- Transperte de muestros: Estrs deberdn ser remitidas ol drea de procesamiento del
laborztorio de maners inmediata conservindolrs frescss paro oo refrigeradas despuss de
haber agitado suavemente ci tubo por lo menes 3 veces pare Iograr una adecunada mezcla
entre el anticozgulante y iz sangre pors evitar la formacién ce cofgulos indeseables.

3.- Centrifugrcién: Estn deberd reclizarse dentro de los primeros 30 minutos después de

Iz ebtencién, o 1580 g durcnte IS minutes. Posteriormente es recomendable separar el

10




plasmz en tubos de pldstico si o ve a ser procesade dentro de las primerns 2 hrs de la
separacién .

4.- Aceptacidn de muestrns: No deberfin sceptarse muestras cuyo plosme ebtenido
después de In centrifugacién se encuentren con hemdlisis o lipemin visible y2 que esto
puede interferir en In lecturs obtenida por los instrumentos de medicin.
5,-Procesamiento: Deberi reakizarse denmtro de las primeras 2 hrs después de la
obtencién si el plasma se conserva a temperaturs smbiente, dentro de Izs primeras 4
hirs si es conservado en temperatura de refrigeracidn, dentre de las 2 primerzs semanas
si es conservedo & — 22 °C dc temperaturs v dentre de los 6 meses si fue rdpidamente
congelade y mantenido & — 80 °C después de obtenerse,

Las muestras que requieran ser procesadas después de haberse mantenido en
cengelacion, deberin descengelarse rapidamente a  37° C para evitar Iz alteracion
quirzica de los factores de coagulacién.

6.- La NCCLS tiene recomendaciones especificas pars que el laboratorio pueda ofrecer
un resultzde Gptimo, entre las que se emcuentran: control de calidad de equipes,
reactivos, refrigeradores, control de calidad interno y externo que valide Ia precisién y
exactitud de los resultados , ast como Ia determinacién de los intervaios de referencia

obtenidos por cada Iaboratorio. (13)




OBJETIVOS

QObjetivo Genersl:

® Byvaluar ,bejo condiciones centrelacas en ¢l laboratorio, el comportamicnto del T1Pa y
TT, en plosmas keparinizedos con Heparine no Fraccionada, para optimizar su utilided
en la determinneién del efecto snticesgulamte y el monitoree del nivel de

anticeaguloeisen,

Chjetivas especificos:

*Determiner cuf! es ls nruebs de conguleeidn més sensible para csegurar efecto
heparinico .

*Determinar el rango de TIPz aleanzado con niveles terapéuticos de heparina, con la
tromboplasting utilizads en nuestro laboraterio.

*Determinar Iz utilidad de! TT y ¢l TTPa pars determinar niveles sub-terapéuticos,
terapéutices y supro-terapéutices de heparine.,

*Determinar como se ofectn ¢ TTPa y o TT al adicionar heparina en diferentes
concentraciones o los pinsmas de pocientes que estén recibiendo anticoagulantes orales

y tienen INR dilereates.




HIPOTESIS

Nule:
Tl TTP?z y el TT no son pruebas itiles para determinar ¢} efecto beparinico ni pora

evaluar e pivel de anticongulacién cunando s2 utilize Heperine No froccionede.

Alterna:

Ef TT?ay el TT son pruebas (tiles parn determinar el efecto heparinice y para eveluar

el nivel de anticozgulacidn cunndo se utiliza Heparing No Fraccionnda.

s ]




MATERIAL Y METODOS

DISENC D2, ISTUDIO
Iste foe up Kstudio Prospective y  Experimentsl rezlizode en el Laberatorio de

Patologie Clinien de! Mospitel ARC,

REACTIVOS Y EQUIPO BDE MIEDICICN

Sc uttlizd come recctive peore In medicién de! TTPc Trombeoplasting sctivade (Actin )
de Dade Bebring y Tloruro e Taicio 0.02 RMolor ; para la medicién det TY , Ia
Trembdinr bovirn de Dpde Dobviza, v zemp It omedieldn dod T2, In Trombeplostion
humare €2 Dede Behing.

Se utilizd Zeperine Sddice ¢z erigen noreino (ImBweper ) 1030 U /ml parn preparar las
diferenies cencentraciones de Repasing en ¢l pool de nlosmas .

Se utilizd Selucién seling isoténize &l 0.9 % narz reslizar lng diluciones de los plasmas.
Le medicién del TTPc , T2, T7 y niveles de fibrinépene se renlizd en el equipo CA

SYSMEX-DADE c través de ur métedo fote-éptico
OBTENCION DE LAS MUESTRAS
1.-Se utilizeren  porn ¢ estodio plesmes pebres en placuetas obtenidos por

centrifugecién n 1500 g durznte 15 minutos de sengre total citretada que mantuviera

unt relacidn cnticozgulanie plasma de 1:9 y una concentracién de citrato de sodio de




3.8% , los cusles se separaren en tubos de pléstico siguiendo los requerimientos de la
NCCLS. (13}

2.-Se estongarizéd como método para ebtener un pool de plasmas normales el siguiente:
plasmes pobres en plaguetes obtenides bajo los condiciones especificadas en el incise (2)
de uwo minimo de 16 donadores sanos del Banco de Sangre gue no estuvigran  recibiendo

medicamentos , obtenidos bzjo los lineamientos de ls NCCLS,

PRUTBAS REALIZADAS

3.- §¢ midieron T2, TT?z y TT en pool de plesmes normales y con diluciones con
solucidn saling 0.9% 1:2, 1:4 y 1:8.

4.-Se midieron TP, TTPa y TT ¢t pool de plasmas adicionado con hepzrina no
freccionada o conceatraciones de 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, y 0.9 U/ml . S¢
realizaron Giluciones 1:2, 1:4, 1:8 con selucién saling 0.9% y s¢ volvicron a medir los
mismos tiempos de coagulacién. Se realizarezt correcciones con pool de plasmas
normzales cuando el valor de In pruebe excediers en 2 0 mis segundos el del basal sin
leparina y se volvieron a realizar las mismas pruebas.

5.- Se preparard reactivo para TT a concentraciones de trombinz de 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10
U/ml y la concentracibén convencional de trombina wtilizada en el laboratorio (4.1 U/ml)
y se midi6 TT en el pool de plasmas normales. Se realizaron diluciones coo solucidn
salina al 0.9% 1:2, 1:4y 1:8 y se midié nuevamente TT para cada una.

6.- Se midi6 TT en los plasmas heparinizedos con las diferentes concentrociones de
heparins mencionadas en el inciso (4} o cada una de Ias concentraciones de trombina

preparadas ( inciso 5) . Se reslizaron correcciones 1:2, 1:4 y 1:8 con pool de plasmas
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nerma!l curado el TT gbtenido excedid en 2 o mfs segundes del baszal sin hepzrina y
s¢ velvié £ medir TT pare cade uns.

7.- Se ¢btuvieren plusmes ol azor de nocientes que estoben recibiendo anticongulzntes
orzles y tuviersr INR emtre 1.5-3.5 y ue¢ adicionaron con Ias concentraciones de
hepsring no freecionade menclonadas ex el inciso {4) a los cusles se les midié TP
TTPL y TT.

8.- Se midid TT?z y TT (cen 5 U ce trembdine / ml) en plasmas heparinizados a dosis
supro-terepéutices de 1-4 U de henering/mi y se reglizaronm correcciones cont plasma
normz! 2 irs c¢ilwcionss nmecesering st el resultedo obtenide ers  iguel o mayor de 2
segundoy ex relacion con el basel, y s2 velvigsea a reclizar los mismas pruebcs.

9.- Sz midieron TTPry T (cen 5 U e trombins / ml ) en plasmes heparinizedos s
dosis sub-tercpéuticas de 0.05, 0.10,8.15 y 0.20 U de heporing /ml y se realizaron
correcciones con wlesme normel ¢ les diluciornss necesarics si el resultade obtenido ern
igenl o mayer & 2 segundes por arrihe del bosal y se volvieron a realizer las mismas

pruebas.

INTERPRITACION DE RESULTADOS

Se definid como “Diferencia Significativa® para cualquier tiempo de coagulacién
medide, si el cociente obtenido entre el valor en el plosme problema y el pool de
plasmas rormales era igus! o mayor de 1.2, lo cual vepresenté una diferencia mayor del
20% { a este resultado se le denomind Indice = Problemse / Bosal) .

Se definié como “Correccién”™ cucndo el cociente de! resultzdo obtenido entre el plasma

probado y ¢! basal fuern menor Ge 1.2.




RESULTADOCS

L.- Al rezlizar Ins pruchas de TP, TTPa, TT y Fibrirdgeno bzsales y con diluciones con
solucion saling 0.9% 1:2 (50% de factores), 1:4 ( 25% de factores } y 1:8 (12.5% de
factores) se encontrd que el TTPa fue In proeba mds alterads, ya que no se obtuvo
coagulacidn & portir de Is dilucién [:4 en comparacién con el TP, el cual sélo se alterd
significativamente con resnecte el basel o pertis Ce In dilueion 132 ( 18.8/12.5 scg.
Indice 1.26) y el TT que s6lo se prolongé significativamente hasta la dilucién 1:8 ( 18/14

seg. Indice 1.28}) . {Tabia No. 1)




Tablz Ne, 1. BASAL Y DILUCIONES SALINAS EN POCL DE PLASMAS NORMAL

; (seg) / Indice (seg) / Indice {seg) / Indice (mg/dl)
i[ BASAL 12.5 25 14 271
T DIL1:2 15814 28 /1.16 14/1.00 193
DIL 1:4 24.6/1.98 ~ 200 15/1.01 122
DIL 1:8 > 89 > 200 TR <90
| _ L

Nete: Indiee -+ Proeblema/Basal

2,- Cuando se midierom T2, TTPz2 y TT en plesmas heparinizados o diferentes
concentraciones de heparing (0.1-0.9 U/ml) se encontréd que:

a): Porn el TP no hubo alteraciones significetives atin con concentraciones de 0.9 U/ml.
b): Para el TTPa, se encentrd prolongaciéon significative del TTPa a partir de Iz
concentracion 0.2 U de heparing /ml (35/25 Seg. Indice 1.40).

¢): Con respecto al TT, se encontré prolongseién significativa desde [n concentracion de
0.1 U de heparina/mi (23/14 Seg. Indice 1.84} y a partir de la concentraciorn 0.2 U/m! no

se obtuvo congulacién, (Tabln No, 2)




Tabizs Ne. 2. POOLDE PLASMAS NORMAL CON HEPARINA 0.0-0.9 U/ ml

i

HEPARINA TP TTPz TT FIB |
T/ml (seg) / Intiee | (sep)/Indice | (seg)/ Indice mg/dl

0.0 (Basal) 12.5 25 14 2711 ]I
0.1 12.7/1.01 29/1.16 23 /1.84 7
0.2 13.371.06 35/ 1.40 > 120 244 “]
03 12.5/1.00 RN > 120 20 |
0.4 12.7/1.01 TEIRE > 120 286 |
0.5 12.9/1.03 SYERE: > 120 TT I
0.6 13.1/1.04 5825 >120 280
0.7 13.3/1.06 68/2.72 > 120 286
0.8 13.5/1.08 85/3.40 > 120 278
0.9 13.9/1.11 102/4.08 > 120 280

Nota: Indice = Problemaz /Baszl




3.- Cuando se reclizaron diluciones szlinas de estos mismes plasmas, el fenémene fue
mis evidente :

a): Para ¢} TP, se encontr6d prolongacién significativa con un indice de 1.36 ( 17.1/12.5
seg. ), desde Iz dilucién 1:2 con concentracién de 0.1 U/ml de heparina .

b): Para el TTPz =z Iz ¢ilucién 1:2 y con concentracién de heparing de 0.1 T/mi el indice
fue de 1.88. 4£7/25 seg.).

c): Pare el TT 2 Iz dilueibn 1:2 y con concentracién de 0.1 J/ml de keparing, el indice fue

de 1.64 (23/16 seg.). (Tohls No. 3)
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TABLA No. 3 POOL DE PLASMAS EEPARINIZADOS CON DILUCICNES

SALINAS ‘
HEPARINA | TP  TIPa IR v S '
U /mI (seg) / Indice (seg) / Tndice (seg) / Indice | !
| 1:2 ! 1;2 1:2

0.0 (Basal) 12.5 i 25 T4 ' i
L LA R N L I T T R S - TR |
R ¥ 18.3/1.46 667264 | 108/771 ;
! 03 | 163/138 | 597236 T os10” |
0.4 16.9/1.35 71/2.84 >120 !

0.5 17.2/1.37 86 /3.44 >0 1
0.6 17.2/1.37 117/8.68 ST .
0.7 18.0 /1.44 140/5.60 BES ¢ |

0.8 17.9/1.43 130/5.20 >120 L

0.9 18.5/1.48 154/6.16 >120° *

_d

Nota: Indice = Problema / Basal
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4.-Fl rango de TTPc ercontrado con lo trombeplestine wtilizeds con niveles teropéuticos

de heparing (0.3-0.6 J/ml) fue de 1.56-2.32, que corresponde £ 39-58 segundos . (Tabls
2).

5.- Cuando se micié T7 con pos! de plasmes nermales (Bosal) y con diluciones con
solucién seline 152, 1:4, 1:8 con las diferentes contenirationes de trombinc preparadas
s¢ encontré que Is concentrocibn éptime pera detectar miveles iguales o menores de 100

mg/dl de fibrindgenc o5 de -5 J de trembing/ml (Tabls No. 4},
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DI PLASMAS NORMAL Y CON DILUCIONIS

TROMBINA| 77T Bascl | TT1:2 TT 1:4 TT1:8 |
Ulml (seg) / Indice|(seg) / Indice|(seg) / Indice|{seg) / Indice.

1 46 £9/1.06 53/1.15 60/1.30

2 28 30/1.07 3/117 41 /1.46

3 27 29/1.07 31/1,14 39/1.44

4 13 17/1.13 PATNE IR 26/1.73

5 14 16/1.14 Yy /133 277192

6 12 13/1.08 14/ 116 20/1.66

FiB 288 144 72 36

Nota ¢ Indice = Problema / Basal

Tabla No.4.TT CON CONCENTRACIONES 1-6 U DE TROMBINA /ml ZN P00L




—

6.- No se ghtuve cocgulreidr ol medir T7 en plosmes heperinizedos o partir de Iz
concentracidn Ce 0.2 U de Tenarine /mI  con concentrociores entre 1-6 U de trombine.

{Tzblz No, 8§

7.- Al medir TT utilizondo [z concentrociér ce trombding ée 5 U /ml, o reslizar las
correcciones con plosme corma! en Jos plagmas eparinizedes , se encuentrs lo siguiente:
£): Correceibn en nincmes cer concerntreciones de 0.1 U de keporinn /mi  desde Ia
cilucién 1:2 (1817 sog. Izdise 1,08), y con conecentrociones €e 0.2 U de heparing /ml
desde Ie dilucién 1:4 (1$/17 seg. indice 111} (Trole Mo, §)

b): Cerreccion e ninscoes cen concantracionss entre 0.3-0.6 J de heparinz fml hasta [2
dilucién 1:8 { 16/17, 17/17, 18/17 y 20/17 seg. Imdices de 0.84, 1.00, 1.05 y €.17
respectivemente), {7 eb Ne. 8L

¢): No se obtuve correceidn en plosmes cen coneenirneliones de 0.7 U- 1 U de heparing
fmi z la dilweidz 1:8, (23/17, 29/17, 31/17 y 3U/17 seg. Indites de 1.35, 1.70, 1.82 y 2.17

respectivemente. (Teblz No. 5)
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Tabla Ne. 5. TT CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE TROMBINA EN

POOL EEPARINIZADC A CONCENTRACIONES DE 0.1 - L0 U/ml

( Seg) / Indice
TROMZHHA :ﬁ{. 91U [e2U JosU Jo4U J0FU Jo.sU Je7u jo.sU Josu [10U ;
TTIUTR (50 > 120 [»120 [»120 [>120 (120 >120 [»120 [>120 [>120° [>120 |
CORR 1:2 |56 57/ 1.44[>120 [>120 [»>120 ]>120 [>120 1>120 |>120 [>120 |>120
CORR 1:4 |66 |6/ 1.12[>120 [>120 [>120 [>120 [120  |>120 |>120 [>120 |>120
CORR1:8 (81 [62/ 1.08]57/1.14 |p120 |[>120 [>120 |>120 [>120 [>120 [>120 1>120 |
TIZUTR |75 120 [>120  |>120 [>120  [>120 [>i20 [|>120 [>120 >§20 |>120
CORR1:2 |25 (401 1.04[>120 >0 [>120  [>120_ ]>120  [>120 [>120 |>720 [>i20
CORR 1:4_ |25 |20/ 1.16/45/ 1.84]>120_[>120 |>120 _[>120 |>120__|>120 [>120 [>120
CORR 1:8_ |24 |76/ 1.00|28/1.12]99 1.66|>120 [>120__[>120 [>120 [>120 [>120 [>120 |
TTSUTR |22 [P136  |p120  |»148 [>120  [>120 [>i#0  |>120 |»120 |>i20 |>i20
CORR 1:2 (24 ssf 168420 [»120 120 [»120 {»120 [>120 [>120 |>120 |>120
CORR 1:4 |24 |26/ 1.08|35/ 165|361 1.58[>120 [>120 120 120 [>120  |>120 120 |
CORR 1:8 |22 23/ 0.05(261 116|317 1.40{43/ 1.65[5) 2.40[119/6.0[>120 [>120 [>120 |»120
TTAUTR (28 [>120  |>120 [>120 [>120_ [>120 {>120 [>120 [>120 [>120 [|>120
CORR1:2 |72 |32 1.00)38/1.66>120 [>120 |>120 [>120 |>120 [>120 |[>120 |>120
CORR 1:4 |10 |19/0.86|22/ 085|261 1.13|33/ 1.43|717 3.08|117/ 5.0[>120__|>120 |>120 [>120 |
[CORR 1:8__[18 |17 0.77 |16/ 070|207 1.18|20/ 1.18|23/ 1.27 |20 1.21 |34/ 1.47|a4/ 1.91]52/ 2.26[12676.4)
TT5U 17w t.aglgﬂa >f2q  |»126  |>130  |>12d |>128  [>126  [>120 [>120 |
CORR 1:3_|16__ |10/ 1.06(3% 178 66/ 228134/ 7.0 >12d_ >12d_|>12d [>124 |>728  >126
[CORR 1.4 |34 17/ 10819 1.1{]2v/ 1.23|23/ 1.35] Pw 1380 347|127 3 [>130  |>11¢ |>1368
CORRI:A |16 |18/ 0.00| 1% 0.8R| 16/ 0.94[17/ 1.06[ 18/ 1.08120V 7.77)3%/ 13813 17930/ 12237 2. 17
TIGUTR |16 [22/1.46[>120 [>120 [>120 [>120 [>120 [>420 [>120 |>120 |>120
CORR1:2 |48 |16/ 1.00(18/ 1.20{23/ 1.66(56/ 3.68[112  [>120 [>120 [»120 |>120 [>120
1.4

[CORR 1:4 |13 |14/ 0.83]15/ 1.00]16/ 1.06 |19/ 1.20121/ 1.80 |26/ 1.73|347 2.26 45/ 3.00|123/ 8.6 [>120
CORR1:8 |18 |19/ 0.66|13/ 05614/ 0.83 16/ 1.00 |16/ 100 [16/1.05|17/ 1.13|1%/ 1.26[108/ 7.2}> 120

Neta : Indice {I) = Problema / Basal
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8.- Al realizar correcciones con plasma nermsl ¥ medir TT utilizando la
concentracidn de trombina d¢ S U/ml y TTPz en plasmas conm comcentraciones de
heparing de 2-4 U /ml, sc encontrd correceién del TT a partir dela dilucién 1:32 (14/12,
13/12, 13/12 seg, Indices de 1,16, 1.08, y 1.08 respectivamente) y para el TIPa con 2 U de
heparing a la dilucién 1:16 (31/27 seg. Indice 1.14) y o partir de Iz dilucién 1:32 parz
concentraciones 3-4 U de heoparina/ml (29727, 317227 seg. Indice 1.07 y L.14
respectivamente . { Tabla Ne. 6)

9.~ Al realizer correccicnes con npizsme moermel vy medir TIPa y T1 en plasmas con
concentraciones €e heparinzg de 0.85-2.0 U/ml, sc emcontrd que ¢! TIPa no mostro
modificaciones y ¢l TT se prelengé signifiectivoments s partir de [z concentracién de
0.18 U/ml , no ube ceagulacién con 0.28 U heparing/ml y Lubo cerreccién con plasma

normal a la dilucidén 1:2 ex todas cllas, (Tabls No. 7)
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TABLA No. 6. TT CON CONCENTRACION 5 U /ml DE TRCMBINA EN PLASMAS

HEPARINIZADOS CON 2.0-4.0 U /ml

HEPARINA TiPc Tt
) {seg) [ Indico  [{seq) / Indico
i BASAL 27 i
i 2 tiH > 200 > 120
i CORR 1:2 847 3.48 > 120
: CORR1:4 | 63/1.56 > 120
i CORR 1:8 36/1.33 3172.68
CORR1:16| 31/1.14 16/1.33
CORR 1:32| 28/1.03 1471.1§
CORR 1:64 | 28/1.07 1211.00
CORR 1:128| 13/0.48 1371.00
BUH > 200 > 120
CORR 1:2 | 177/6.56 > 120
| CORR 1:4 771 2.85 > 120
| CORR 1:0 4811.70 > 120
' CORR 1:16 | 34/1.28 347 2.63
! CORR1:32 | 29/1.07 157133
CORR i:84 [ 27/1.00 H3/1.08
| CORR 1:128| 2774.00 1871.08
I CORR 1:266| 26/0.88 1371.08
, CORR 1:612] 26/0.66 13/1.00
I AUH > 280 >20
| CORR 1:2 >200 >120
CORR 1:4 | 118/4.40 >120
' CORR 1:8 567 2.07 > 120
! CORR 1:16 | 38/1.40 1387115
; CORR 1:32 | B1/1.14 1871.60
CORR 1:64 | 28/1.03 1571.25
CORR 1:126] 2771.00 H3:109
CORR 1:266| 2670.85 1371.08
| CORR 1:612| 26/0.88 1371.08
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Tablz Ne. 7 TTPe VY T7 IN POOL DI PLASMAS ZEPARINIZADSS CON

CONCENTRATICNES DE ETZPARTNA INTRE 0.05-2.0 U /ml

HEPARINA TPt o
U/ m! (seg) / Indice (seg} / Indice
Basgal Cozr 1:2 | Basel Corr 1:2
Besal 27 12
0.05 27/1.03 13/1.03
¢.10 29/1.07 27/1.00 161,33 145116
LIS Bi/1.27 R BEED 3 LA
020 perras LIy B2y AT




9.- Al medir TP, TTPz y TT con plasmeas de pacientes que estohan recibiende
cumarinices & los cualss se les adiciond heparina o diferentes concentraciones, se
enconird que:

a): E1 TT tuve el mismo comportamiento que con los plasmas no heperinizados,
prolongéndose significativamente o partir de 0.1 U Eeparinz /ml y no coggulando ©
partir de 0.2 U /ml, independientemente del INR del plasma.

b): Bl ToPa se prolongé de manern significative en pacientes con TP con INR mayores
de 1.5 cusndo se adicionaron cencentfraciones iguales o mayeres de 0.2 U/ml de
heparina.

c): &I TTPx se prolongd en rangos mayeres cuanto mayor fue el TP basal del paciente
d). El TP se prolongé significativamente o partir de concentraciones de 0.3 U de

heparina de forma independiente al INR basal. (Tabla No, 8)
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Tohle Ne. 8.7P, 707 3 T7 IN FLASMAS 32 PACIENTIS BN TRATARMLINTS

CN CUMARIN

ICCS ADICICNADCS CON ZZPARINA A CONTINTRALIONES

0.1-0.7 U /il

Comgonteneifn do heperine refccioneds con

profoengaciones significativas

INR BASAL 2 Ti%c 7
s 6.3 Ufmi €3 U/ml 0.1-0.2 U/m!
2.0 0.3 U/l 0.2 U/m! 0.1-0.2 U/ml
25 €.3 Uil 0.2 UW/m! 0.1-0.2 W/m! ]
3.6 0.3 U/ml 0.2 W/m! 0.1-0.2 U/m!
35 6.3 U/mi 0.1 U/ml 0.1-0.2 U/mi
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DISCUSION

En base a los resultados obtenidos al medir TP, TTPa y TT basales y con diluciones con
scluciéo salina al 0.9% del peel de plasmes normales, se encontrd que ] TT?a fue
prucha mds alterada al disntinuir la concestracién de factores de coagulacién como
comsecuencia de la dilucién, yo que no se obtuve coagulocidn con comcentrnciones
iguales o meneres del 25%. Eno cambio, ¢! TP y el TT sélo presentaron prolongaciones
significativas 2l disminuir las concentrzciones de factores a 50% y 125 %
respectivamente, to que sugiere que ¢! reactivo de tromboplastina  utilizado en este
estudio es de sensibilidad similar n Iz reportada en otros estudies parn detectar  este
nivel de deficiencin de factores de coagulncién, (Tabla No. 1).

Cusndo se midieron TP, TTPa y TT en plasmas heparinizados cor concentraciones de
0,1-0.9 U de beparinn /ml, se observe que el TT es la prueba mis afecteda , yo que

presenta prolengacién sigaificativa desde Ia concentracién 0.1 U heparine/ml y & partic
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de Iz concentracién 0.2 U de heparina /ml no s¢ obtiene congulacién, lo que significa que
estz es Iz pruebc méAs scmsible ol efecto lhieparfnice cusndo se utilizz heparina o
fraccionads, y por i0 tamto, eg ln pruebs recomendnds pars detectar niveles sub-
ternpéutices de heparinz. (Tablia No. 2y 3)

. TTPa se prolengd significativamente £ pzrtir de gue se utilizaron concentraciones
igunles o mayores ¢e 0.2 U/mi, lo gue significe que estz pruebe  es sensible para detectar
desde niveles de sub-terapéutices de 6.2 U / i}, lo cual se demnestra también observando
los resultados del TTPz ebtenidos cusnde sz rezlizaron dilucicnes salinas de estos
plasmesy los ehienidos utilizando concentraciones desde 1,15 T de heparina/ml.

Tablza Ne.2,3y7)

En relecitn ol rengo de TTPa encontrado con conceatraciones terapéuticas de Heparina
{0.3-0.6 U/ml) sc observe cue éste sg encucmira entre los limites reportados en la
literature revisnds (1.56-2.32 en nuestro estedio y 1.52.5 en Ia literatura
respectivamente), lo que sigrifica cue Iz tromboplastina utilizada tiene adecuada
sensibilidad o Iz heparing no fraccionads (Tadls No. 2).
Los resultados presentados en Ia tabis No. 5 muestran que si se utiliza la medicién de
T7 con una concentrecién de trombinz de 5 U /inl , es posible detectar y diferenciar
mediante correcciomes con plasms norma! entre niveles sub-terapéuticos (Igmales o
menores de 0.2 U/ml) , terapéuticos (0.3-0.6 U/ml) y supra-terapéuticos (iguales o
mayores de 7 U /mi) de heparina no fraccionnda. Como se observa, los plasmas con
concentraciones sub-terapéuticas corrigen a lzs diluciomes 1:2-1:4, los plasmas con
concentraciones terapéutices  corrigen a2 la dilucién 1:8 y los plasmas con

contcentraciones suprs-terapéuticas no corrigen a la dilucién 1:8.




Los resultzdos mostrades en 1o Treble 8 y 6 muestron que © meyores concentrociones de
heperina en plasme, se necesiterdn meyores diluciones pare ebtener correccidn de TT y
TTPz con plosma nermel.

Los resultedes enconirades cusnde se midieren ~1 y T1Pa en plasmes con
conceniraciones de hepering de  0,05-2.0 U/ml cdemuestran que el TT ro es capaz de
detectnr efecto heparinico ¢ concentrociomes de 0.065 /U/ml . Muestrz tombiée que o
TTPz se prolonga sigrificativamente & partiz de concentraciones de 0.15U/ml, lo cuanl
signiflica que el recctive de trombeoplastine utilizzde si puede detectar concentraciones
sub-terapéuticas de¢ heparine, obteniéndose correccién a o dilucién 1:2 com plasma
nermal, lo que significc que éstc tremboplastina tiene zlin sensibilided al efecto
heparinico. (Tabln Ne.7)

Loy resoltados presentodos en Iz Tabla No. 8 muestran como se¢ prolonge
sigaificativamente el TTPn y ¢! T2 en los plasmas de Ies pacientes que estdn recibiendo
cumzarinicos y se les adiciond heparing . El TTPa se prolonga significativamente a partir
de concentraciones de 0.1 U d= heparinz /ml y el T? se prolonge significativamente ¢l
relacién af basal con concentraciones a partir de 0.3 U de heparina/ml segin ¢ INR del
paciente. Esto demuestra que ¢l TTPa si cs afectado significativamente con el uso previo
o concomitante de cumarinicos, per lo que en estos casos, deberd evaluarse la terapia
anticoagulonte con heparing no froccionnda utilizendo como basal el TTPa encontrado
en el paciente antes de ia administracién de la heparina y no ¢l Testigo que proporcione
el laborntorio; de no ser asi, ecxiste la alta probabilidad de sobre-anticongular a los

pacientes.
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Finalmente, segin los resultndces nresenindes ont lo tebie No. 4, cuzndo se midid TT
utilizando diferentes concenirceiones de trombing en mosmes ieporinizados, se ebserva
que pueden detectarse defciencins ¢z Nbrinbgeno igucles o menores de 160 mgfdl

utilizando Ig concentracidn de trombizs €e &5 JJ /m.




CONCLUSIONES

En base z los rescltados obtenidos ¢n esie estudio pedemes concluir que [as mediciones
de T?, TT?: y TT reglizadas en ¢! Laboratorio del Hespital ABC cuentarn con les
siguientes propiedades:

Ll repctivo utiilzade parn o medicida de TTPz tiene Iz sensibilidad recomendede por lo
literctura internaeisocl y es capez de deiectar miveles terapéuticos de hepearimg  ne
fraccioneda con roogos entre 1.56-2.32. Asi, pedemsos intuir que los plasmas con rangos
€2 TZPo maoyores e 2.32 liencn niveiss supre-teruplutices y los plesmes con rangos de
TT?a menores ge i.5, tienen niveles sub-terapéuticos.

Lz medicién del TT por si sole es ln pruebs més sensidble parn detectar Zfecto
Heparinico, ya que se prolonge significntivamente con comeentraciones de heparina
desde 0.1 U/ml, Sin emibargo, cen concentraciones mayores de 0.2 U/ml no es capaz de
diferecciar extre niveles sub-terapéutices, terapéuticos y supraterapéuticos de heparina
no fraccionada, porque no se ebticne cozgulacién con ninguna de ellas.

La medicién del TT wtilizando concentraciones de trombina de 5 U /ml y realizando
correcciones 1:2-1:8 con plasma normasl, permite establecer que aquellos plasmas que
corrigen a diluciones 1:2-1:4, tienen concentraciones sub-terapéuticns; los plasmas que
corrigen a diluciones 1:8, tienen concentraciomes terapéuticas; y los plasmas que no

corrigen & la diucibn 1:8 tiemen concentraciones supra-ternpéuticns.
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Le meditibn comjuntn €2 TTPr , TT con concentraciones d2 5 U /ml de trombing y los
correeciones con plnsme mormal de smbes permiten ssegurer 1o deteccidn Ce niveles
sub-terepé:tices, terapéutices y supro-terapduticos de heparine no fraccionade in

vitro , gruebos que predes realizarse ooz fneliidad enm cualguier lnboratorio clinico sin
significar v mayer costo.

El TT?z go ve significativamente prolongade o2 Ios plosmes de pocientes gue reciben
cumarinices, de ln misma maners gue los T2 éo estes paciontes se vea prolongedes de
maners significative con in adicién de hepnrins mo {receionads; por iznto, en estos

pacientes eg recomendanie ealcaler ol rongo do ToLrr utiizaude el TT o el paciente

antes de Iz néministracién de heparine come bascl ew luger del basal o testige cue utiliza
el laberetorio para evitar Iz sobre-anticecgulncién .

Es pesible detectar defteiencing cucntitetives de fibrinégeno igusnles o menores de 100
mg/dl utilizende Io medielée o TT ¢on concentroeioncg de 5 U de trombinc /mi.

Se propene que lns observaciones encontradas er este estedio in- viiro secn utilizndas
pars evaluer o teropis Zeperinics oo Totudiss Prospeciives reclizodes o Inrge plzzo en
plasmas ¢o pecientes anticgaguintos con heparing no fraccicande, moniterizando otras
varizbles como relncionadas com Vin de sdministrecién, Método de infusidn, Estado

patolégito  subyacente del pacienie, y otras verisbles , para poder velidar estos

resultados in vive,
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