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Resumen

Se preparo cefalina a partir de cerebro humano de acuerdo con las recomendaciones dadas por el grupo
de Manchester, Inglaterra. A fin de evitar el proceso de oxidacién de la cefdina, se probaron dos
diferentes medios de conservacion para mantener su estabilidad: tioglicolato y atmésfera de nitrogeno;
para substituir los métodos tradicionales de conservacion que son la congelacién a -40°C y la liofilizacion.

El analisis de los resultados mostré que la cefalina mantiene su estabilidad, adicionando tioglicolato al
0,05 por ciento a temperatura de —4° C durante 12 semanas. [Rev. Cost. Cienc. Méd. 1983; 4(Sup. 1):
17—26].

Introduccion

El Tiempo de Tromboplastina Parcial (T.T.P.), fue originalmente descrito por Langdell y Col. (7), como
una prueba para detectar deficiencias del factor VIII. Posteriormente se encontré que también es
sensible a las deficiencias de factores Il, V, IX, X Xl, XIl, ya sean hereditarias o adquiridas por terapia
anticoagulante u otros estados clinicos patolégicos (6).

La prueba de T.T.P. consiste en una recalcificacion del plasma en presencia de un reactivo lipidico
(cefalina) en substitucién del factor plaquetario 2 (1, 12). La activacion de los factores de contacto se
realiza mediante la incubacion previa con una suspension de activadores (Kaolin, Celite), durante un
tiempo determinado antes de la recalcificacion (2).

Este reactivo lipidico llamado cefalina, estda compuesto por diferentes clases de fosfalipidos
procedentes de materiales tan diversos como pueden ser el tejido cerebral, eritrocitos, plaquetas,
habichuelas, huevos, levaduras y hongos (3, 16). Se ha comprobado que la cefalina de tejido encefélico
es mas activa que el fosfolipido plaguetario purificado(16).

Los estudios realizados de la cefalina humana son numerosos. Se ha probado su sensibilidad,
especificidad (9), su empleo en el control de la terapéutica anticoagulante con heparina (15), deficiencias
de factores y otros (6). De su estructura bioquimica se sabia que era un fosfolipido, pero no fue sino
hasta 1980 que Poller relacioné la composicion de los fosfolipidos presentes y la actividad de la cefalina
en la determinacion de T.T.P.

* Presentado en el IV Congreso Nacional de Microbiologia, Parasitologia y Patologia Clinica.
Noviembre—Diciembre 1982.
** |_aboratorio Clinico Dr. Clodomiro Picado, H.S.J.D., CCSS.
*** Banco Nacional dc Sangre, CCSS.
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Para ello, empled la técnica de cromatografia de alta presion y encontré6 que los componentes grasos
mas abundantes de los diferentes extractos de cerebro son fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
cardiolipina, acidos grasos, triglicéridos, esfingomielina y otros (10).

Se sabe que estos fosfolipidos suelen interferir entre si y también con diversos tipos de sustancias
presentes en la sangre como sales inorganicas, mucopolisacéridos, proteinas y otros (16).

De acuerdo a Tocantins y Kazal (16), mientras mayor sea el contenido de acidos grasos
poliinsaturados de una preparacion de cefalina, mas actividad muestra esta. Ademas, estos acidos
grasos poliinsaturados son muy sensibles a la oxidaciéon por contacto con el oxigeno del aire. Poller (10),
considera que esta puede ser la razon del deterioro de la actividad procoagulante en la determinacion de
T.T.P. Dos de sus principales componentes, fosfotidiletanolamina y la fosfatidilserina, tiene acidos grasos
poliinsaturados por lo que son susceptibles a la accién del oxigeno ambiental (4).

La determinacién del T.T,P. es una prueba sensible. Se han reportado en la literatura resultados
discrepantes cuando se usan diferentes cefalinas comerciales, ante una misma muestra patron (6). Esto
se debe a que la cefalina ha sido extraida de tejidos de diferentes especies de animales y ademas usan
diferentes activadores de los factores de contacto (13, 14).

Creemos que con el uso de un solo tipo de reactivo para todo el pais, de buena sensibilidad y
debidamente estandarizado, se puede obviar este problema. Para su preparacién seguimos las
recomendaciones de Poller utilizando cefalina da cerebro humano, que por ser mas especifica ha
mostrado tener mayor sensibilidad (8, 9). Otro nconveniente que presentan los reactivos comerciales es
el de tipo econémico, que por provenir de mercados foraneos son de alto costo y constituye una fuga de
divisas significativa. Esta puede ser evitada usando reactivos producidos en Costa Rica.

La dificultad de distribuir este reactivo por todo el pais, es que no permite mantener a la cefalina a
temperaturas superiores de -20°C (16), excepto liofilizada. Esto imposibilita su transporte y permanencia
en la mayoria de los laboratorios, ya que un cuentan ®n congeladores que den esa temperatura. La
liofilizacion es un procedimiento que no esta a nuestro alcance con facilidad. Nos propusimos por lo tanto
buscar otros métodos de preservacion que no permitan la oxidacién y asi poder transportarla y
mantenerla un tiempo razonable en todos los laboratorios de Costa Rica.

Materiales y Métodos

Se extrae la cefalina de cerebro humano en polvo con éter de petréleo quimicamente puro, segun
recomendaciones de Poller (11).

La cefalina extraida se suspende en 10 ml de amortiguador de Owren ph 7,35 como sducién madre.

La dilucién primaria se prepara también con amortiguador de Owren.

Se ensayaron cuatro métodos de preservacién para la cefalina:

a) Liofilizacion (16).

b) Preservacion a diferentes temperaturas: —35°C (16), —4°C y temperetura ambiente
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c) Atmosfera de gas nitrégeno (16).

Mantuvimos las muestras en atmosfera de gas nitrégeno a temperatura de —35°C, —4°Cy a
temperatura ambiente.

d) Tioglicolato de sodio.

Agregamos tioglicolato de sodio (5) en una concentracion de 0,05 por ciento y se mantuvieron
muestras a —35°C, —4°C y a temperatura ambiente.

Para cada método de conservacion se hizo el tiempo de tromboplastina parcial (11), usando como
muestra una mezcla de plasmas normales, cuyo valor de referencia fue de 38 a 50 segundos y que se
mantuvo congelada a —35°C.

Este rango se establecié6 con 314 muestras de personas sanas, empleando el promedio mas dos
desviaciones estandares. Se us6é como cefalina de referencia la del Laboratorio de Investigacion del
Hospital México.

El tiempo de la experiencia fue de doce semanas, haciendo para cada variable una determinacion
(por duplicado), cada semana.

Resultados y Conclusiones

En la Fig. 1 se observa que la liofilizacion mantiene a al cefalina en buenas condiciones a —4°C,
pues su actividad se mantuvo dentro de los valores de referencia durante todo el tiempo de
experimentacion.

En la Fig. 2 la cefalina también conserva su actividad procoagulante a una temperatura de —35°C,
de conformidad con los reportes de la literatura (16). Obsérvese ademas, que a esta temperatura la
presencia de gas nitrégeno y de tioglicolato, no intervinieron en la actividad de la cefalina.

La Fig. 3 muestra cémo la cefalina mantenida con tioglicolato conservo su actividad hasta el final del
estudio (doce semanas) a —4°C.

La Fig. 4 muestra como la atmésfera de nitrbgeno mantiene estabilidad hasta la 8a semana pero
luego pierde su funcién, pues se sale del rango normal establecido.

A temperatura ambiente, la actividad procoagulante de la cefalina se perdié rapidamente (Fig. 4),
tanto en forma pura como con los agentes antioxidantes utilizados.

De estos resultados obtenidos observamos que no es posible mantener la cefalina en forma liquida
un tiempo suficiente que permita su distribucion y permanencia en los laboratorios del pais. Esto si se
logra liofilizandola o agregandole un agente antioxidante como el tioglicolato de sodio a —4°C.

El uso de gas nitrégeno y de tioglicolato de sodio no evitaron la oxidacion de la cefalina a
temperatura ambiente, por lo que es necesario congelarla a —4°C.

El uso de la liofilizacion del tioglicolato de sodio evita el uso de congeladores costosos que den
temperaturas menores de —35°C, que no estan al alcance de todos los laboratorios del pais.

ABSTRACT

We prepared cephalin from human brain tissue, according to the Manchester
Group recommendations. However, since the traditional methods for
conservation of this substance: liophyllization and freezing at -40°C are not
easily available in the clinical laboratories in this country, an alternative to
prevent oxidation of the cephalin was sought.
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We present the results of the investigation, in wich the addition of
tioglycolate 0.05 percent, at —4° C is adecuate for cephalin stability, up to at
least 12 weeks.
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