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Resumen Abstract

Fundamento: La determinacién del tiempo de Background: Determining prothombine ‘s time is
protrombina es un importante examen an important lab test in the study of coagulation
complementario en el estudio de los trastornos de la disorders. To develop this essay the main reactive

coagulacién de la sangre. Para la realizacion del was thromboplastin , a substance that is presented
ensayo, se utiliza como reactivo principal in tissue and that has been obtained habitually from
tromboplastina, sustancia que se encuentra en the human brain or certain animals but its extraction
varios tejidos y que habitualmente se ha obtenido de in labs or its commercial acquisition is difficult at

cerebro humano o de ciertos animales, pero su present.

extraccion en el laboratorio o su adquisicién Objective: To obtain Thromboplastin throughout

comercial en estos momentos se dificulta. the extraction of human placenta and to standardise

Objetivos: Obtener tromboplastina a través de la the determination of pro-time into the obtained

extraccion salina de placenta humana y estandarizar reactive

la determinacién del tiempo de protrombina con el Method: Placenta from normal delivery was used

reactivo obtenido. from which thromboplastin was obtained using a

Métodos : Se utilizd placenta de partos normales de saline extraction. The reactive was compared with

la cual se obtuvo la tromboplastina utilizando thromboplastin from human brain from "Dr.

extraccién salina. Se compard el reactivo con una Hermanos Ameijeiras™ Hospital in Havana City in a

tromboplastina de cerebro humano del Hospital group of patients with and without anticoagulant

“"Hermanos Ameijeiras” de Ciudad de La Habana, en treatment . With the extracted thromplastin similar

un grupo de pacientes con y sin tratamiento or compatible results were obtained than with the

anticoagulante. Con la tromboplastina extraida se habitual reactives by using easier and cheaper

obtuvieron resultados similares o compatibles con process.

los reactivos habituales, mediante un proceso mas

facil y menos costoso. Key words: protime, anticoagulants, coagulation
disorders, placenta
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INTRODUCCION

Los farmacos anticoagulantes orales derivados
de la Cumarina (y en algunos casos derivados de
las indandionas) son de uso comun en el
tratamiento y la profilaxis de los trastornos
trombéticos. Los farmacos cumarinicos inhiben la
biosintesis hepatica de los factores de la
coagulacién dependientes de vitamina Ky es
preciso ajustar periédicamente la dosis para cada
paciente con objeto de garantizar un grado de
coagulacién suficiente pero no excesivo. Los
ajustes se basan en el tiempo de protrombina o
en una prueba similar realizada en la sangre del
paciente.'? Cuando a un plasma citratado se le
agrega un exceso de tromboplastina histica y se
recalcifica, el tiempo que demore en formarse el
codgulo se puede tomar como indice de los
factores que intervienen en la fase extrinseca de
la coagulacién (factor II, V, VII, IX). Este
constituye el fundamento del tiempo de
protrombina. el cual se encuentra prolongado en
diferentes estados tales como: déficit congénito
de los factores II, V, VII, Y X; tratamiento con
anticoagulantes dicumarinicos; dafio hepatico
severo; en recién nacidos y prematuros; en la
coagulacién intra vascular diseminada.**

De hecho esta prueba exige el uso del reactivo
denominado tromboplastina, la cual se controla
mediante el uso de tromboplastinas calibradas y
plasma.>®

PROTOMBINA—Factor

El suministro del reactivo comercial por la
empresa productora EPB Carlos J. Finlay se ha
visto severamente afectado y la adquisicion del
érgano (cerebro humano) necesario para su
produccion de forma habitual en nuestro medio
es sumamente dificil ya que debe reunir
determinadas caracteristicas que son
imprescindibles para ello, ademas de ser menos
ético, por lo que es necesario buscar vias
alternativas que ayuden a resolver esta dificultad,
a través de la extraccion salina de
tromboplastina de placenta y la estandarizacion
del tiempo de protombina con este nuevo
reactivo.

/ factor Va

El término tromboplastina fue empleado por
autores antiguos para designar la accién de
extractos histicos para acelerar la coagulacién.
Cuando es preparada con tejidos de mamiferos
contiene proteinas y fosfolipidos. La que sélo
contiene un extracto tisular recibe el nombre de
simple, mientras que la que tiene otros
componentes como fibrinégeno, factor V o calcio,
se denomina combinada. También se pueden
clasificar las tromboplastinas por tipos segun el
origen del tejido animal de que procedan
(humano, bovino, de cerebro, de pulmén, de
conejo o de placenta humana), teniendo en
cuenta que sélo deben ser a partir de animales
sanos.

Es importante tomar todas las precauciones para
utilizar un material de partida lo menos
contaminado posible y un procedimiento de
fabricacién que impida nuevas contaminaciones
y la proliferacién de microorganismos durante el
mismo.’

Se ha planteado que la conversién de
protrombina en trombina es mediada por la
accion enzimdatica de un complejo enziméatico
(Factor X/Factor Va) que se encuentra en la
superficie de la membrana celular, el cual
necesita de la presencia de los iones de calcio y
tiene como sustrato la protrombina. El factor V
circula como un cofactor inactivo. Este complejo
tiene un PM =38 000188-191.

TROMBINA

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé placenta humana obtenida del Servicio
de Ginecoobstetricia del Hospital General
Universitario Dr. “Gustavo Aldereguia Lima”,
seleccionada por el obstetra que asistioé el parto,
segun criterios previamente acordados, sobre la
base del analisis de estudio sobre placenta,??
con el fin de utilizar aquellas que pertenecieran a
mujeres con embarazos y partos normales y con
marcadores seroepidemioldgicos negativos ( VIH,
HbsAg, VHC, VDRL ).

Criterios que se tuvieron en cuenta para la
seleccion de la placenta.: edad materna entre 20
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y 30 afos; pruebas durante el embarazo de VIH,
antigeno de superficie, VHC, serologia VDRL, con
resultados negativos; no alteraciones durante el
embarazo de: diabetes, toxemia, sepsis urinaria,
otras; edad gestacional al parto entre 37 y 40
semanas; peso del recién nacido, entre 2500 g y
3000 g.

Se recogié ademas el nombre de la madre y el
nimero de la historia clinica Inmediatamente
después del alumbramiento se colocaron en un
recipiente con suficiente solucién salina al 0.9 %
para cubrir todo el tejido placentario y se
trasladard al laboratorio para proceder a la
limpieza y preparacion de la misma.

Material y cristaleria necesarios: Cubeta,
pinza, tijera, 2 beaker de 200 ml, guantes, papel
de filtro, mortero.

Equipamiento: Homogeneizador de cuchillas o
en su defecto batidora eléctrica, freezer de 20 0C,
centrifuga de tubo, balanza analitica.

Reactivos: Solucidn salina (8 frascos 500cc),
buffer veronal, H20 destilada.

Obtencion de la materia prima.

Se tomd la placenta y se lavd con suficiente
solucién salina al 0,9 % para eliminar la sangre
hasta que quedd bien lavada y se pudieron
eliminar con facilidad todas las membranas.
Seguidamente se tomaron pequefos fragmentos
de tejidos de la zona central y periférica para
lograr una mayor representabilidad de este
organo. Estos tejidos fueron introducidos en un
beaker que contenia solucién salina al 0,9 %, la
cual fue cambiada cada 1 hora y mantenida a 4
0C. Posteriormente se dejé en esta solucién
aproximadamente 24 horas a 4 0C. Transcurrido
este tiempo se elimind la solucién salina y se
lavé abundantemente con la misma, hasta
quedar libre de sangre, se secd bien con papel
de filtro, quedando listo para ser pesado y
homogeneizado.

Preparacion del homogeneizado.

El tejido placentario fue pesado y por cada 100g
de este se afiadieron 150 ml de buffer salino (7
partes de solucion salina y 3 partes de Buffer
Veronal) preincubado a 370C, se procedi6 a su
homogeneizacion en una batidora eléctrica
durante 10 minutos. Posteriormente, utilizando
un mortero, se maceraron las particulas en
suspension que quedaron después del proceso

anterior. Esta mezcla se centrifugo a 3000 rpm
en una centrifuga marca Electronic durante 10
min. El sobrenadante fue decantado y distribuido
en alicuotas. que se mantuvieron refrigeradas a
20 0C.

Desarrollo de la técnica analitica.

Obtenida la tromboplastina se procedié a realizar
la técnica del tiempo de protrombina en el
departamento de coagulacién del laboratorio
clinico empleando la forma habitual.?

Estandarizacion del ensayo
tromboplastina placentaria.

con

En general la calibracién y/o estandarizacién de
una tromboplastina es mas precisa cuando se
hacen comparaciones entre preparaciones
analogas de la misma especie,® por ello basamos
nuestro estudio en comparar los resultados del
tiempo de protrombina utilizando extracto de
tejido cerebral humano con el extracto salino de
placenta, obtenido en el estudio. El extracto
cerebral fue donado por el Hospital Clinico
Quirdrgico “Hermanos Ameijeiras. Las
determinaciones fueron realizadas por un solo
analista perteneciente a la seccién de
coagulacion del Laboratorio Clinico. Para ello se
seleccionaron aleatoriamente 145 pacientes que
acudieron a la consulta del Laboratorio Clinico
para realizarse este ensayo y/u otros, 91 de ellos
eran pacientes sin tratamiento anticoagulante y
54 sometidos a tratamiento anticoagulante. Para
el tratamiento estadistico nos apoyamos en el
paquete estadistico SPSS (versién 9.0 castellano)
aplicando la prueba T para muestras
dependientes.

RESULTADOS

La tromboplastina humana obtenida tuvo un
control de 13 seg. Al compararla con la de
cerebro humano en ambos grupos observamos lo
siguiente: Entre los pacientes del grupo 1 (sin
tratamiento con anticoagulante) y grupo 2 (bajo
tratamiento con anticoagulantes) existié poca
diferencia en la media, presentaron su respectiva
desviacion tipica y el error tipico de la media.
Comprobamos una menor desviaciéon y error
tipico con la tromboplastina de placenta en
ambos grupos en relacién con la de cerebro.

Al comparar la correlacién entre ambos métodos
(tromboplastina de cerebro y tromboplastina de
placenta) en cada uno de los grupos de estudio
se comprobd que existe una correlacién lineal,
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fuerte y directa entres ambos métodos, pues

(Tabla 1)

Tabla 1. Comparacidn de la fromboplastina placentaria
con la de cerebro humano entre  pacientes  sin
tratamiento  anticoagulante vy con  tratamiento
anticoagulante,  Hospital  Provincial  “Dr. Gustavo
Aldereguia Lima", Cienfuegos.

g , Emor tipeco de ba
Tromboplastma X o Dies. tipica aeda
Par ] Cerebro 1432 ol 099 M ED
Placenta 1383 9l 0.30 S00E02
Par? Cersbro B M 1113 1.4
" | Placenta 447 M 10.34 1.36

Fuemee: Secadn de coagulacon del Laboratono Chinsoo

Leyends
P 1Pacasnies un tratemenss antcospudani:
Par 1 Pacientes con tratamuento anbooapdlants.

estdn por encima de 0,65. (0,65 <X<0,85).

La correlacién existente entre los datos similitud de los valores que se encuentran

obtenidos al
aparentemente normales muestra que existe una

De forma similar ocurre en el caso de las
muestras correspondientes a 54 pacientes con

entre ellos. (Tabla 2)

Tabla 2. Comelacidn de los resultados obtenidos con las
tromboplastinags de cerebro humano y de placenta,
Hospital Provincial “Dr. Gustavo  Aldereguia Lima™,
Cienfuegos,

N Comelacidn Sig
Parl
Cerebro v Placenta 91 037 0.000
Par M 0871 0.000
Cerebro PT_ Y Placenta PT

Fuente: Seccion de coagulacion del Laboratono Clinico
Levenda:

Par 1Pacientes s tratamwenio anticoagulants.

Par 2 Pacientes con wratameento anncoagulants,

tratamiento anticoagulante.
pertenecientes a las determinaciones del tiempo

Los

muestrear los pacientes inmersos en un rango muy estrecho, casi
superpuesto, existiendo muy poca diferencia

datos

M

r
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de protrombina realizadas con tromboplastina de
cerebro y de placenta se encuentran casi en el
mismo rango, no existen practicamente
variaciones entre las variables utilizadas llegando

a ser todavia mucho mas positiva y directa la
correlacién existente entre ellas si la
comparamos con el par 1 constituido por los
datos en pacientes aparentemente normales.
(Gréficos 1y 2)

Correlacion en Lineas. Grafico No.1
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Fuente: Seccion de coagulacion del Laboratono Clinico

Leyenda: cerebro: grupo de pacientes aparentemerte nomales, a
los que se les realizd la determinacion con kromboplastina de cerebro,
Placenta: grupo de pacientes aparentemente normales, a los que s=
les redizd la determinacion con tromboplasting de placenta.

Grafico 1. Correlacion de los resultados del tiempo de
protrambing  utilizando  tromboplasting  cerebral v
placentaria en el grupo de pacientes sin tratamiento
anticoagulante,  Hospital  Pravincial  “Dr.  Gustavo
Aldereguia Lima" . Cienfuegos.
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Correlacion de lineas Grafico No.2
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Fuente: Seccion de coagulacion del Laboratono Clinco

Leyenda patol o grupo de padentes con trakamiento, a los que se
les realizd la determinacian con romboplasina de cerebro, Patol pe
grupo de pacientes con fratamiento, a los gue se les redizd la deker-
minacion con krambopl asting de placenta,

Grafico 2. Correlacidn de los resultados del tiempo de
profrombinag  utilizando  tromboplastina  cerebral v
placentaria en el grupo de pacientes con tratamisnto

anticoagulante,

Al calcular el costo de produccién y la ejecucién
analitica de nuestro producto y compararla con la
tromboplastina comercial producida por la EPB
“Carlos J. Finlay”, apreciamos un ahorro de nueve
centavos por cada determinacién, si tenemos en
cuenta que como promedio se realizan 700
determinaciones mensuales en el laboratorio
clinico del hospital, esto representa un ahorro de
sesenta y tres pesos al mes.

DISCUSION

La tromboplastina obtenida de placenta humana
mediante la extraccién salina resultd Util para la
realizacién del tiempo de protrombina, ya que los
resultados obtenidos en ambos grupos de
pacientes (sin tratamiento y con tratamiento)
fueron comparables con la del reactivo
estandarizado (tromboplastina de cerebro).
Existié perfecta correlacién entre ambos
resultados por lo que podemos afirmar que no
existe diferencia significativa en los resultados
del ensayo utilizando la tromboplastina de
placenta humana.

Adicionalmente se comprobaron algunas
ventajas con la utilizacién de placenta para

obtener tromboplastina. Una es la mayor
accesibilidad al tejido, ya que para utilizar un
cerebro humano, este debe provenir del cadaver
de una persona joven, con menos de 24 horas de
fallecida, sin ninguna enfermedad del sistema
nervioso central, asi como traumas u otras
situaciones y el tejido no puede presentar signos
de congestién o evidencias de pus o tumor.
Mientras que la placenta se puede obtener de los
disimiles partos que a diario se producen en las
maternidades y es mucho mas sencilla y facil su
manipulacién y conservacién. Otra ventaja es
que la produccién de esta tromboplastina es
mucho menos costosa, si la comparamos con la
tromboplastina de produccién nacional de la EPB
“Carlos ). Finlay”.

Teniendo en cuenta los resultados de este
trabajo podemos llegar a la conclusiéon que
reactivo tromboplastina, utilizado para la
determinacidén del tiempo de protrombina, puede
ser obtenido de la placenta humana mediante
extraccién salina. Por otro lado, el control del
tiempo de protrombina realizado con
tromboplastina de la placenta humana es de 13
seqg., resultado que es similar al encontrado
cuando se utiliza productos del cerebro humano.
Por ultimo, El proceso de obtenciéon de
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tromboplastina placentaria resulta poco costoso
y de facil adquisicién.
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