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SENSIBILIDAD DEL TIEMPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA
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RESUMEN

Se reevalud el rango de referencia del tiempo parcial de tromboplastina activada
(TPTA). Se obtuvo un rango de referencia de 29 a 40 seg. con una media (X) de
34,01 seg. Con nuestro sistema de reactivos se alcanzaron resultados aceptables
en cuanto a la sensibilidad a diferentes niveles de actividad de los factores VIII y
IX, se logré una alta correlacion en ambos casos (r> = 0,9842 y 0,9846,
respectivamente) cuando se relacioné el TPTA con los diferentes niveles de
actividad de los factores VIII y IX. Se obtuvo una respuesta lineal en el intervalo
de actividad de heparina utilizado normalmente en la terapia (0,2 a 0,5 Ul/mL)
y se alcan6 una buena respuesta a altas concentraciones de heparina (0,8 Ul/
mL), expresada por un valor finito del TPTA. Se corroboré la necesidad de
alargar el tiempo de incubacion con el activador a 10 min para mejorar la
sensibilidad del ensayo a la heparina.

DeCS TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL; FACTOR VIII; FACTOR

IX; HEPARINA.

La determinacién del tiempo de
protrombina (TP) y del tiempo parcial de
tromboplastina activado (TPTA) se
encuentran entre las pruebas de pesquisaje
méas comunmente realizadas en los
laboratorios clinicos.:*El TPTA se utiliza
para €l pesquisgje de las ateraciones del
"sistema intrinseco” de la coagulacién, la
deficienciadefactor VI, defactor IX y de
otras alteraciones menos comunes.*®
Cuando se modifica apropiadamente el
TPTA también se utiliza para estimar las
concentraciones exactas de esos procoagu-
lantes en el plasma de pacientes y/o

concentradas usados en la terapia.® Es la
prueba mas ampliamente usada para
monitorear €l nivel de anticoagulacién en
pacientes sometidos a terapia con
heparina™® y para detectar inhibidores de
la coagulacion como el anticoagulante
[Upicoy losinhibidoresdd factor VIII (FVIII)
y del factor IX (FIX).1t

Varios estudios han demostrado que
los diferentes reactivos comerciales y no
comerciales usados paralarealizacion del
TPTA varian considerablemente en su
sensibilidad alaheparina (definidacomo €
cambio en el tiempo de coagulacion para



un incremento de concentracion), particu-
larmente parael FVI11 y laheparina.*2*3 En
un estudio cooperativo internacional,
Poller y otros'* demostraron que esas
diferencias en sensibilidad afectaban la
capacidad de los reactivos para detectar
alteraciones de la coagulacion y que esto
podria tener consecuencias clinicas
importantes. Se han emitido lineamientos
para la realizacién del TPTA en Estados
Unidos por el Comité Nacional de Estandar
para Laboratorio Clinico'® y en Alemania
por € Ingtituto Aleman de Normalizacion.16
Por otra parte, en 1986 € Comité Interna-
cional de Estandarizacion en Hematologia
propuso los requerimientos analiticosy de
sensibilidad del TPTA y para la determi-
nacionded FVII1.Y7

La expresion de los resultados varia
también entre los diferentes paises y aln
en diferentes laboratorios dentro de un
mismo pais.®

Deigud forma, losreactivoscomerciaes
difieren ampliamente en su sensibilidad ala
heparina,*# de ahi que los datos obtenidos
con un sistema de reactivos no pueden
extrapolarse a un sistema de reactivos
diferente. Por una parte los reactivos
comercialesdisponiblespararedizar d TPTA
muestran una respuesta diferente a la
heparina, y otro lado, las heparinas usadas
en la prevencion y tratamiento de la
trombosis reaccionan de forma diferente
hacialos mismosreactivosdel TPTA.%

Se ha enfatizado la importancia de la
estandarizacién de los variados aspectos
técnicos en larealizacion del TPTA. Cada
laboratorio debe establecer su propio rango
dereferencia paratodas |as pruebas con el
empleo de una metodologia idéntica a la
usada para los pacientes.?? En nuestro
laboratorio hace algunos afios, se modifico
lametodologiautilizadaparalarealizacion
del TPTA, se determind el nuevo rango de
referencia y la sensibilidad a diferentes
niveles de deficienciade los factores de la
coagulacion de laviaintrinseca.?®
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En este trabgjo se revisd e rango de
referencia para € TPTA y se determind la
sensibilidad de esta técnica para detectar
diferentes niveles de factores VIl y X, asi
como diferentes concentracionesdeheparina

METODOS

DETERMINACION DEL RANGO
DE REFERENCIA DEL TPTA

Se obtuvo sangre de 100 donantes del
Banco de Sangre entre 20-50 afios de edad
sin ingerir algln tipo de medicamentos y
sin evidencias de enfermedad. Se tomaron
9mL desangreparal mL decitratotrisddico
e 3,13 %, la sangre se centrifugd a 4 000
rev/min durante 15 min, el plasma se
decantd y se ensay6 antes de las 2 horas
delatomade muestra. El TPTA seredizé
segun el método de Proctor y Rapaport.?
Se us6 como activador caolin ligero (BDH)
a 0,5% entampdnimidazol-saino, pH 7,35,
y como reactivo fosfolipidico, cefalina de
cerebro humano producida en nuestro
laboratorio, segin el método de Bell y
Alton.?

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD
ALOS FACTORES VIIIY IX

Se evalud la sensibilidad del TPTA a
los diferentes niveles de deficienciade los
factores VIl y IX diluyendo unamezclade
plasmas normales (plasma de 40 donantes
del Banco de Sangre obtenidos en las
mismas condiciones anteriormente expli-
cadas y guardadas en alicuotas a —80 °C)
con plasmadeficientede FV111 obtenido de
un paciente hemofilico A con menos del
1%deactividad del FVI11 y sininhibidores,
deformatal que se obtuvieron actividades
tedricas desde 100 % hasta 10 % de FVI11.



L osresultados se expresaron como relacion
semilogaritmica entre el logaritmo de la
actividad del FVI11y el TPTA expresado en
segundos. La sensibilidad al FIX se
determind de la misma forma, solo que el
plasma deficiente usado fue un plasma
comercial deficiente en FIX (Hemolab
Cofactor IX BioMérieux).

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD
A LA HEPARINA

La sensibilidad a la heparina se
realizo adicionando heparina (Heparin
Leo 5000 Ul/mL) alamezcladeplasmas
normales, de forma tal que se obtuvieron
actividadesfinalesde0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5;
0,6 y 0,8 Ul/mL. A cada una de estas
muestras se les determiné el TPTA utili-
zando 2 sistemas de reactivos: cefalina-
caoliny &cido eldgico (Hemostat APTT-EL).

INFLUENCIA DEL TIEMPO
DE ACTIVACION

Seredizo el TPTA alamezcladeplas-
mas normalesy aun plasma heparinizado,
en unaconcentracién de 0,1 Ul/mL utilizan-
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do diferentes tiempos de incubacion con el
activador (cefalina-caolin) desde 1 a 14
miNutos.

Todas las determinaciones se reali-
zaron en un coagul bmetro Amelung modelo
K C-10 por duplicadoy serepitieron 5veces.

Los célculos estadisticos serealizaron
usando el paquete estadistico MICROSTA.

RESULTADOS

L os resultados obtenidos parael TPTA
end grupo del00 donantesfueron X = 34,01
seg, con unadesviacion estandar de 2,83 seg.
Se establecio un rango de referencia de 24-
40seg (X £2DS) 0de0,85-1, 17, expresados
como la relacién entre el tiempo de
coagulacién delamuestray € obtenido con
lamezcladeplasmasnormales.

Lasfiguras 1y 2 muestran las curvas
desensibilidad del TPTA alosfactores V11
y IX, respectivamente, expresadoscomo la
rel acion semilogaritmicaentred TPTA (seg)
y € logaritmo de la actividad del FVIII 6
FIX (%). Los coeficientes (r?) fueron
excelentesen ambos casos (0,9909y 0,9807,
respectivamente). Lasensibilidad del TPTA
es casi lamisma cuando varian los niveles
deactividaddeFVIIl y FIX enel plasma.
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FIG. 1. Recta de regresion que
relaciona el tiempo parcial de
tromboplastina activada (TPTA)
yla concentracion de factor VIll.
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Lascurvasdesensibilidad alaheparina
(fig. 3) muestran que la linealidad y la
pendiente fueron buenas en los 2 sistemas
investigados. Los coeficientes de corre-
lacion (r?) fueron de 0,9842 y 0,9846,
respectivamentey p atamentesignificativa
(p<0,0001) en ambos sistemas.

La respuesta a bajas concentraciones
de heparina (0,2 Ul/mL) fue adecuada para
ambos activadores, ya que se obtuvo una
relacion plasma heparinizado/plasma no
heparinizado superior al limite méximo
normal (1, 17y 1, 18) respectivamente, aun-
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gue no ocurrié asi a la concentracion de
heparina de 0,1 Ul/mL. Con € activador
cefalina-caolin se observé una mayor
sensibilidad a la heparina, expresada por
relaciones mas altas plasma heparinizado/
plasmano heparinizado (tabla).

Lainfluenciadel tiempo deincubacion
conel caolinenlasensibilidad alaheparina
sedemuestraen lafigura4. Lasdiferencias
entre plasmaheparinizado y no heparinizado
aumentan después de 5 minutosdeincuba-
cion.

"1 10 25

0.0) an (14

Cancenlracian de ‘aclar (Logarilma de la cancelracién de Maclor IX)

an (@0

A -
L : >
o0 1€ FIG. 2. Recta de regresién que
relaciona el tiempo parcial de
tromboplastina activada (TPTA)

y la concentracion de factor IX.

TABLA. Sensibilidad a la heparina. Relacién entre el tiempo parcial de tromboplastina
activado del plasma normal y del plasma con heparina con los tipos de activadores

Concentracién de Relacién PN/PH Relacién PN/PH
heparina Ul/mL) caolin-cefalina Hemostata PTT-EL
0,1 1,14 1,11

0,2 1,47 1,39

0,3 1,98 1,84

04 2,44 2,14

05 2,85 2,65

0,6 3,49 3,16

08 4,50 3,79

Rango normal TPTA 0,85-1,17 0,85-1,18

PN: plasma normal; PH: plasma con heparina; TPTA: tiempo parcial de tromboplastina

activado.
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FIG. 3. Rectas de regresion para los valores del TPTA obtenidos
condiferentes concentraciones de heparina. A) activador caolin

cefalina; B) activador dcido elagico (Hemostata PTFEL).

DISCUSION

Es conocida la importancia de la
estandarizacion de los diferentes aspectos
técnicos en la realizacion del TPTA. En
nuestro laboratorio, hace algunos afios se
establecié la metodologia actualmente
utilizadaparalarealizacion del TPTA y se
establecié unrango dereferenciade 31 a45
seg parael método automético, y de 32 a46
seg para e método manual, sin embargo,
posteriormente observamos que pacientes
con TPTA superiores a 40 seg tienen una
deficiencia muy ligeradefactor VIII 61X,
por lo que decidimos revisar el rango de
referencia anteriormente establecido. La
determinacion del TPTA en 100 donantes
de sangre resultd en un rango dereferencia
de19-40seg (X +2DS)y X = 34,01 seg.

Al estudiar la sensibilidad del TPTA
paradetectar variados nivelesdereferencia
defactores VIl y IX (figs.1ly 2), seobtuvo
gue para un valor tedrico de actividad del
FVIIly FIX de50%, el TPTA obtenido fue
de 40,8 y 40,1 seg, se obtuvieron valores
superiores de TPTA para niveles de
actividad de FVII1 y FIX inferioresa50 %
(Iimiteinferior del nivel normal), lo queesta
en correspondenciacon € rango dereferen-
ciaobtenido parael TPTA.
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sensibilidad del TPTA a la
heparina.
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Nuestro sistemadereactivos demostréd
unabuenasensibilidad alosfactores VIl 'y
IX con altos coeficientes de correlacion
(0,9909 y 0,9807, respectivamente). Se
comprobo que lasensibilidad del TPTA es
casi lamisma cuando varian los niveles de
FVIIy FIX. En 1986, € panel de TPTA del
Comité Internacional de Estandarizacionen
Hematol ogia propuso unarelacion entre el
logaritmo delaactividad del FVII1y TPTA,
expresada por la ecuacion de la linea de
regresiony = 100-32X,*"dado que el limite
detoleranciaparad TPTA (Y) es+ 10%del
TPTA realmente obtenido. Nuestro sistema
se encuentra dentro de los limites de
tolerancia establecidos por este panel.

L os resultados obtenidos indican que
nuestro sistematiene buenarespuestaauna
actividad de heparinaata (0,8 U/mL) y que
seobtieneunarespuestalinea enél interva-
lo de actividad de la heparina utilizado
normalmente en laterapia(0,2-0,5 Ul/mL).
Loscoeficientesde correlacién que utilizan
como activador €l caolin (r? = 0,9842), asi
como €l écido elégico (r? = 0,9846), fueron
excelentes (fig. 3). Cuando se empled este
ultimo, lasensibilidad alaheparinaexpresa-
da como larelacion plasma heparinizado/
plasmano heparinizado (tabla1), fueinferior
alaobtenida cuando se usd el caolin como
activador, lo que esta acorde con lo repor-
tado en laliteratura.?

Con ambos tipos de activadores se
pudieron detectar altas actividades de
heparina (0,8 Ul/mL). Cerneca y otros”
ensayaron la sensibilidad a la heparina de
diferentes sistemas comerciales con
diferentes métodos de deteccién del
coégulo. Seobtuvounvdor finito del TPTA

a altas concentraciones de heparina (0,8
Ul/mL) solo cond sstemaStago-Sta, lo cud
serelaciono con el método de deteccion del
coagulo utilizado (electro-mecanico). Estos
autores plantearon que parece probable que la
optimizacion del método de deteccion del
codgulo haceposiblemedir periodosméaslargos
deformaciondefibrinadeformamasexactaque
usando otros Sgemas.

El tiempo de activacién esimportante
en lasensibilidad del TPTA alaheparina.
Nuestros resultados demostraron que con
tiempos de incubacion del activador con €l
plasma heparinizado mayores de 5 minutos,
se obtienen resultados superiores. Yaotros
autores han sefialado que en interés de la
reproductibilidad del método, es preferible
usar 10 minutos como tiempo deincubacion,
paragarantizar unaactivacion completa.?®

Una solucién a la carencia de
estandarizacién del TPTA existente hasta
el momento es la evaluacién de la
sensibilidad del sistemautilizado por medio
de ensayos in vitro, seleccionando reacti-
vos con suficiente sensibilidad para los
reguerimientos de una situacién clinica
dada. Con nuestro sistema se obtuvieron
resultados aceptables en cuanto ala sensi-
bilidad del TPTA alosdiferentesnivelesde
deficiencia de factores VII1 y IX. Por otra
parte, se obtuvo una respuesta adecuada a
bajas concentraciones de heparina (0,2 Ul/
mL), asi como un valor finito de TPTA a
altas concentraciones de heparina. Se
establecié un tiempo éptimo deincubacién
con €l activador superior de 10 minutos, con
el objetivo de lograr una activacién més
completay aumentar la sensibilidad de la
prueba.

SUMMARY

The reference range of the activated partial thromboplastin time (APTT) was
reevaluated. A reference range from 29 to 40 seconds with a mean (X) of 34.01
sec. was obtained. By using our system of reagents, acceptable results were
obtained as regards the sensitivity to different levels of activity of factors VIII



and IX. A high correlation was attained in both cases (r> = 0.9842 and 0.9846,
respectively) when the APTT was associated with the different levels of activity
of factors VIII and 1X. A linear response was obtained in the interval of heparin
activity commonly used in therapy (0.2 to 0.5 Ul/mL) and a good response was
attained at high concentrations of heparin (0.8 Ul/mL) expressed by a finite
value of APTT. The need to extend the incubation time with the activator to
10 min. to improve the sensitivity of the test to heparin was corroborated.

Subject headings: PARTIAL THROMBOPLASTIN TIME; FACTOR VIII;
FACTOR IX; HEPARIN.
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