Preparacion y estandarizacion
de una Tromboplastina costarricense

Introduccion

Bien conocida es la serie de problemas
que conlleva la ejecucién del Tiempo de
Protrombina, haciendo de esta prueba de
coagulacién una de las que mis interesa ha
despertado dentro de la gente que se de-
dica a la coagulacién,

Existen tres condiciones que son las res-
ponsables de las variaciones que puede
tener esta prueba tanto en su ejecucién como
en su reporte, a) la tromboplastina, es el
principal reactivo usado y al contrario de lo
que se puede pensar no es un reactivo uni-
forme, b) la expresién de los resultados,
existen en este momento hasta cinco formas
de expresarlos, y ¢) la ejecucion de la prue-
ba, influenciada en toda su extensién por
diferentes factores; de origen personal, y de
reactivos, métodos y equipo.

Desde la década pasada se ha intentado
en varias formas resolver estos problemas,
llevando a cabo encuestas de control (9, 11,
12, 21), estandarizacién de las técnicas (4,
5, 6,7, 13, 15, 19, 25), calibracién de trom-
boplastinas (2) y estudios comparativos en-
tre diferentes tromboplastinas (10, 16, 21,
22), lo que ha ayudado a obtener datos su-
ficientes para observar la magnitud de los
problemas y los inconvenientes que tiene
la técnica en si.

Es importante destacar la labor de L.
Poller en Manchester, que ha logrado ins-
taurar un Programa de Control de la Te-
rapia con Anticoagulantes Orales en Gran
Bretafia preparando una tromboplastina de
referencia (17) —The Manchester Compa-
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rative Reagent (MCR)—, de la cual se ha
derivado la British Comparative Thrombo-
plastin (BCT) preparada a partir de lotes
de la MCR y certificada conforme al es-
quema del Grupo de Control de Anticoagu-
lantes del Comité Britinico para Estandards
en Hematologia (The British Commitee for
Standards in Haematology) (8).

La BCT ha servido ademds para llevar a
cabo la estandarizacién de tromboplastinas
en diferentes centros ingleses (1, 12), asf
como para la ejecucién de diferentes encues-
tas internacionales para valorar las trombo-
plastinas y los métodos que usan los labora-
torios de diferentes paises.

Como nuestro laboratorio forma parte del
Grupo Internacional de Estudio para el Con-
trol de Anticoagulantes (International Study
Group for Anticoagulant Control) auspi-
ciado por Ja OMS, con base a sus recomen-
daciones preparamos nuestra propia trombo-
plastina y es nuestro interés presentar los
datos de estandarizacién de dicha trombo-
plastina, asi como el estudio comparativo
llevado a cabo con la BCT con plasmas not-
males y anormales.

Material y métodos

Tromboplastina. Se prepard la trombo-
plastina a partir del cerebro humano de
acuerdo con las recomendaciones del Inter-
national Study Group for Anticoagulant
Control (20):

Reactivo Fenol-salina, agua destilada
1.500 ml, NaCl 13.58 g, Fenol 7.5 g.

Obtener un cerebro humano dentro de
las primeras 24-48 horas post-morten. Des-
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cartar si hay congestién, olor poco usual o
evidencia de abceso o tumor. Remover y
descartar las meninges y el cerebelo bajo
agua corriente, cortar tiras de 1-2 cm. de an-
cho. Remover al miximo los pequefios vasos,
cortar piezas pequefias. Homogenizar 2-3
minutos en una licuadora corriente y afiadir
fenol-salina precalentado a 45°C. Incubar
a 37°C por 30 minutos, colocar en recipien-
te de vidrio y dejar por 24 horas a 4°C.
Centrifugar. Remover el sobrenadante y
la capa superior del sedimento en un volu-
men aproximado de 1/10 el volumen del
sobrenadante. Guardar el sobrenadante a
45°C por dos semanas y luego probar la
potencia que tiene la tromboplastina y es-
tandarizarla.

Estandarizaciéon de la Tromboplastina

Se procedi6 a estandarizar la trombo-
plastina con los procedimientos sugeridos
por el mismo Grupo, tomando como trom-
boplastina de referencia la British Compara-
tive Thromboplastin suministrada por L.
Poller del National Reference Laboratory
for Anticoagulant Control Reagents With-
ington Hospital, Manchester England.

Se usob la técnica para el Tiempo de Pro-
trombina descrita por Poller en 1970 (18),
basada en la técnica de Quick (23), para
la determinacién de la prueba con cada trom-
boplastina tanto en plasmas normales como
anormales,

Se determind asi mismo la Razén de Sen-
sibilidad de nuestra Tromboplastina que
es aquel valor que nos indica la sensibili-
dad a Ia deficiencia de factores, obtenida
con base en una tromboplastina de referen-
cia de sensibilidad conocida. Se usaron 10
plasmas, —1 normal y A anormales— basa-
dos en el método descrito por Loeliger
et al en 1975 (14).

Por medio del método grifico propues-
to por Alderson ez al en 1975 (1), se Plo-
tearon en un grifico las razones obtenidas
con ambas tromboplastinas para obtener una
comparacién visual de los resultados, usan-
do la linea de mejor ajuste y la linea cal-
culada.

Estas lineas son usadas para convertir
valores obtenidos con nuestra tromboplas-
tina en valores correspondientes en términos

de la BCT.
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Uso de la Tromboplastina

Una vez estandarizada la tromboplastina
y obtenida Ia Razén de sensibilidad de la
misma, se procedié a probarla con 18 plas-
mas —2 normales y 16 anormales—, deter-
mindndose de Protrombina tanto con nues-
tra tromboplastina como con la BCT. Se
calculd la Razén para cada muestra (Tiempo
de Protrombina de la muestra/Tiempo de
Protrombina del normal 100%) y el por-
centaje de actividad tomindolo de una cur-
va dosis-respuesta preparada con anteriori-
dad (Grifico 1).

Se procedié a hacer el anilisis estadis-
tico de las variaciones y la prueba de "t”
con los datos de razon y porcentaje obteni-
dos con ambas tromboplastinas (24).

Resultados

En el Grifico 1 se ven las curvas dosis-
respuesta obtenidas con ambas tromboplasti-
nas. Se puede observar que la nuestra dio
valores un poco mis largos que la BCT
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—1-2 segundos—, para las muestras estan-
dard, pero la curva se localizé paralela a la
de 1a BCT.

El Grifico II muestra las curvas de co-
trelacién de las razones de ambas trombo-
plastinas, no encontrindose gran diferencia
entre las razones de sensibilidad obtenidas
con la curva de mejor ajuste (2.0) y con la
curva calculada (2.04), tal como lo demos-
traron Alderson ez @ (1).

La Razén de Sensibilidad de [a trombo-
plastina en estndio fue de 2.0 calculada con
el método de Loeliger e a! (14), tal como
se ven en la Tabla I, en concordancia con
los resultados del Grifico II.

La Tabla II muestra los resultados del
estudio comparativo de las razones de los
18 plasmas estudiadas. Los datos estadisticos
indican una correlacién bastante buena, con
una t de 1.31 y una p>0.1, lo que indica
que no hay diferencia significativa entre los
resultados obtenidos con ambas tromboplas-
tinas.
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La Tabla IIT muestra lo mismo sélo que
se usé en este caso el porcentaje de activi-
dad dando una t de 1.41 con una p>0.1,
indicando que tampoco hay diferencia sig-
nificativa entre los resultados obtenidos en
porcentaje de actividad.

Discusion

Las pruebas de laboratorio son califica-
das primeriamente con base en su especifi-
cidad, sensibilidad, exactitud y precision,
quedando en un segundo plano de conve-

TABLA I

DETERMINACION DE LA RAZON DE
SENSIBILIDAD DE LA TROMBOPLAS-
TINA COSTARRICENSE

Plasmas BCT Taxsnt;bgglc:shtiga
Normal 13 * 13.5
Anormales 19 21

18 19
16 16
17 20
18.5 19
15.5 17
20 20
| 36 35.5
48.5 50
Promedio normal 13 13.5
Promedio anormal | 23.16 24.16
Razdn
anormal 1.78 1.78
normal
Razén de
sensibilidad 2

# Promedio de las lecturas en segundos.

1.78 + 1.78 — 2
_— - =20

1.78 — 1
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niencia la economia. Por lo tanto en lo que
al Tiempo de Protrombina se refiere es de
gran importancia contar con una prueba que
nos ofrezca estas caracteristicas, pero Ia si-
tuacién se complica al no haber consenso
sobre cual es el mejor método y tipo de
tromboplastina que debe wusarse, con el
agravante de que cada casa comercial cla-
ma en el sentido de que su producto es el
mejor.

Estando la prueba influenciada en toda
su extensién por diferentes factores y como
todas las alteraciones ocurren sistemitica-
mente es posible detectarlas y corregirlas
adecuadamente. Como el nimero de varia-
bles es muy grande, la sistematizacién se
torna extremadamente ardua si no se dis-
pone de una orientacién adecuada, por lo
tanto es necesario la adopcién de un plan ri-
gido de estandarizacién y si es posible, de
uno que permita correlacionar los resulta-
dos con una experiencia internacional (1).

Con el objeto de resolver en parte las
dificultades de la prueba comenzamos en
1976 a preparar nuestra propia tromboplas-
tina de acuerdo con el método propuesto
por L. Poller (20), y con la posibilidad de
poder usar la BCT, hemos logrado estanda-
rizarla en una forma bastante adecuada al
obtener una Razén de Sensibilidad de 2.0,
lo cual la hace similar en sensibilidad a Ia
BCT. Ademis los resultados comparativos
con la BCT con diferentes plasmas son ha-
lagadores pues los estudios nos indican que
no hay diferencias significativas entre los
resultados, pues tanto con la razén como
con el porcentaje de activdad la p fue
mayor de O.I lo cual quiere decir que las
diferencias que existen se deben exclusiva-
mente al azar.

Basados en estos resultados hemos deno-
minado a esta tromboplastina —Tromboplas-
tina Costarricense de Referencia (TCR)-,
para que sirva como referencia en el pais
para que los diferentes laboratorios puedan
estandarizar sus métodos y tromboplastinas.

Contando con esta TCR se ha propuesto
también un Programa de Control de Cali-
dad para el Tiempo de Protrombina (3),
que pretende subsanar los problemas exis-
tentes en el pais con esta técnica, teniendo
como objetivos principales la concientizacién
del personal de laboratorio, establecimiento
de un solo método en todo el pais y uni-
formidad en la expresién de los resultados.
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TABLA 1II

TABLA III

COMPARACION DE LOS PORCENTA-
COMPARACION DE LAS RAZONES DE JES DE ACTIVIDAD DE LA BCT. Y LA

TROMBOPLASTINA COSTARRICENSE

LA BCT. Y LA TROMBOPLASTINA

COSTARRICENSE EN 18 PLASMAS EN 18 PLASMAS
Tromboplastina Tromboplastina
Plasma BCT Costarricense Plasma BCT Costarricense
1 1.0 1.0 1 100 100
2 1.08 1.07 2 86 88
3 2.66 2.92 3 17 20
4 3.75 3.69 4 10 18
5 1.33 1.34 5 58 66
6 2.16 2.65 6 23 24
7 2.25 2.57 7 21 25
8 1.50 1.53 8 42 50
9 4.75 4.15 9 12.5 14
10 1.91 2.00 10 28 37
11 3.75 3.46 11 10 18
12 1.37 1.50 12 48 52
13 1.33 1.46 13 57 56
14 2,735 2.61 14 16 24
15 2.75 2.65 15 16 24
16 2.33 2.30 16 21 20
17 1.75 1.96 17 34 27
18 1.50 1.50 18 43 52
30.92 40.36 Total 642.5 715
2.21 2.24 Promedio 35.69 390.72
Suma de los cuadrados Suma de los cuadrados
Etner tromboplastinas 0.010 Entre Tfomboplastinas 101.67
1 GL 1 GL
Residual 34 Gl 32.37 Residual 34 Gl 21027.52
Variancia Variancia
Entre tromboplastinas 0.010 Entre tromboplastinas 101.67
Residual 0.95 Residual 618.45
Razén de Variancias (F) 0.01 Razén de Variancias (F) 0.16
P 0.1 p 0.1
Diferencia media 0.03 Diferencia media 3.36
Error Estandar de la Error Estandarde
media 0.023 la media 2.37
t 131 t (17 G) 1.41
P > 0.1 P > 0.1
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