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RESUMEN

El propésito del presente estudio fue evaluar la utilidad del tripolifosfato de sodio
(TPF) como anticoagulante en diferentes determinaciones hematolégicas en seres
humanos. Muestras de sangre venosa procedentes de adultos sanos de ambos
sexos fueron anticoaguladas con TPF, sales dipotéasicas del acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y citrato de sodio. Las muestras anticoaguladas
con EDTA y citrato de sodio fueron utilizadas como controles. Al comparar los
valores obtenidos en todas las pruebas realizadas se encontré que la sangre
anticoagulada con TPF ofrecié resultados similares a las tratadas con los
anticoagulantes usados como controles. Los resultados muestran que es posible la
utilizaciéon del TPF para la determinacién de los parametros de hematologia
completa y tiempos de coagulacion, permitiendo el uso de una sola muestra con
menos volumen sanguineo, lo cual resultaria beneficioso para los pacientes en
quienes la extraccion de importantes volimenes de sangre es en ocasiones dificil y
molesta.

Palabras clave: anticoagulante, tripolifosfato de sodio, determinaciones
hematolégicas, tiempo de coagulacion.
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ABSTRACT

The aim of present study was to assess the usefulness of anticoagulant sodium
tripolyphosphate (TPP) in different hematologic determinations in human beings.
Venous blood samples from healthy adults of both sexes were anticoagulated with
TPP, dipotassium salts of ethylenediaminetetra-acetic acid (EDTA) and sodium
citrate. Anticoagulated samples with EDTA and sodium citrate were used as
controls. Verifying the values achieved in all tests performed we noted that
anticoagulated blood with TPP offered results similar to those treated with
anticoagulant used as controls. Results show that it is possible the use of TPP to
determine the parameters of total hematology and coagulation times, allowing the
use of only one sample with less blood volume, which could be beneficial for
patients in which blood collection in significant volumes in occasions is difficult and
annoying.

Key words: Anticoagulant, sodium tripolyphosphate, hematologic determinations,
coagulation time.

! Trabajo auspiciado por el Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico
(CONDES) de La Universidad del Zulia, Maracaibo. Estado Zulia, Venezuela.

INTRODUCCION

La hematologia completa, también denominada biometria o citometria hematica, asi
como los estudios de coagulacion, son pruebas clinicas de laboratorio
indispensables para el diagnéstico, evoluciéon y tratamiento de un gran nimero de
enfermedades.’ Para realizar estas determinaciones se necesita sangre total y
plasma como muestra biolégica, haciéndose indispensable el uso de
anticoagulantes para la obtencién de las muestras.*™

En la practica generalmente se utiliza como anticoagulante de eleccién las sales
disédicas o potasicas (dipotasica o tripotasica) del acido etilén-diaminotetra-acético
(EDTA) para la determinacion de todos los parametros que forman parte de la
hematologia completa. Por otra parte, en los estudios de coagulaciéon como el
tiempo de protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial (TTP) y tiempo de
trombina (TT), se emplea plasma obtenido con citrato de sodio al 3,8 % en una
proporcién de 9 volimenes de sangre a 1 volumen del anticoagulante.?* Con el uso
de estos anticoagulantes, se requieren 4 mL de sangre para realizar la hematologia
completa y 2,7 mL para hacer los tiempos de coagulacién, requiriéndose un total de
6,7 mL para ambas determinaciones.

En los dltimos afios, se han realizado diversos estudios con la finalidad de

investigar nuevas alternativas de anticoagulantes que permitan efectuar diversos
andlisis en una sola muestra de sangre, con el propdsito de disminuir el volumen
final de esta, *'° lo que representa un beneficio para los pacientes oncolégicos;
asimismo, en nifios prematuros, lactantes menores y recién nacidos, dado que la
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extraccion de importantes volumenes de sangre en estos pacientes, con la finalidad
de realizar multiples valoraciones en el laboratorio clinico, puede ser en ocasiones
traumatica.>*>*® Sin embargo, la mayoria de los compuestos con propiedad
anticoagulante estudiados hasta ahora, han dado lugar a importantes alteraciones
en algunas de las determinaciones analizadas, por lo que su uso ha sido limitado.
Consecuentemente, hoy en dia en los laboratorios de hospitales y clinicas, se
contintlan tomando muestras en diferentes tubos cuando es necesario realizar estos
estudios.

En la ultima década, se ha descubierto que el tripolifosfato de sodio (TPF) posee un
potente efecto anticoagulante, el cual es debido a la propiedad que tiene de unirse
con iones metalicos tales como el calcio, evitando que este catién divalente
intervenga en el proceso de coagulacién de la sangre,’ caracteristica que ha
permitido su uso eficiente como anticoagulante en la obtencidén de plasma animal,
con el propoésito de ser empleado para la elaboracion de diversos tipos de alimentos
para consumo humano.®2°

Con el presente trabajo, se inicia el estudio del TPF como anticoagulante para ser
usado a nivel del laboratorio clinico, por lo que el objetivo de la presente
investigacion, ha sido evaluar la utilidad del TPF como Unico anticoagulante para la
determinacién de la hematologia completa y pruebas de coagulacion, con la
finalidad de extraer una sola muestra y disminuir al mismo tiempo el volumen de
sangre en el momento de realizar los examenes de laboratorio antes mencionados.

METODOS

Las determinaciones de hematologia completa y tiempos de coagulacion se
efectuaron en 193 muestras obtenidas del mismo nimero de personas adultas,
aparentemente sanas, de ambos sexos, en edades comprendidas entre 20 y 35
afos, que decidieron voluntariamente participar en el estudio. A cada participante
se les informé sobre los objetivos de la investigacion y se les solicité su
consentimiento por escrito para ser incluido en ella.

A cada sujeto se le realizé una extraccion por venipuncion de 3 mL de sangre en un
tubo con 0,1mL de TPF al 5 %, 4mL de sangre en un tubo marca BD Vacutainer con
7,2 mg de sales dipotasicas de acido etilén-diaminotetra-acético (EDTA-K,) y 2,7
mL de sangre en un tubo marca Venoject con 0,3 mL de citrato de sodio al 3,8 %.

Ensayos previos realizados en el laboratorio donde se indag6 acerca de la
concentracion de TPF capaz de evitar eficazmente la coagulacion de la sangre,
permitieron revelar que 0,1 mL de TPF al 5 % p/v es la concentracién ideal para
mantener 3 mL de sangre humana completamente liquida, sin evidencia alguna de
mallas de fibrina. Por lo tanto, el anticoagulante TPF se prepard pesando 5 g de TPF
(con un grado de pureza del 99 %) que se colocaron en un balén aforado de 100
mL de capacidad, se disolvieron con agua destilada y se enrasé. De la dilucion
obtenida se tomd 0,1 mL y se colocd en tubos de ensayo de 13x75, y una vez
rotulados fueron almacenados a temperatura ambiente (25 °C) hasta el momento
de su uso.

La hematologia completa se realizé inmediatamente después de haberse obtenido
las muestras de sangre anticoagulada con TPF y EDTA empleandose un analizador
hematolégico automatizado, marca Cell Dyn, modelo 1700. Asimismo, recién
extraida la muestra, se prepararon los frotis sanguineos, los cuales fueron
coloreados utilizando la tincién habitual de Wright-Giemsa.? La morfologia de las
células sanguineas fue evaluada mediante microscopia Optica por profesionales con
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experiencia en el area de hematologia. Con la finalidad de minimizar la subjetividad
de este analisis por parte del experto al momento de la evaluaciéon morfoldgica, se
realizé un estudio de tipo simple ciegas. Los profesionales expresaron su opinidon en
relaciéon con la calidad del color, forma y tamarfio de las células sanguineas
observadas en la imagen roja, blanca e imagen plaquetaria, asi como la distribucion
de estas Gltimas. Se hizo ademas, la formula leucocitaria diferencial de forma
manual.

Después de realizar la hematologia completa, las muestras de sangre que contenian
TPF como anticoagulante y aquellas obtenidas con citrato de sodio fueron
centrifugadas a 4 500 rpm durante 10 minutos para la obtencidn de los plasmas
(pobres en plaquetas), estos ultimos fueron trasvasados en tubos plasticos para la
determinacion inmediata de los tiempos de coagulacion (TP, TTP y TT) utilizando el
coagulémetro marca Coatron modelo M1, siguiendo la metodologia descrita en el
manual de procedimientos del equipo.?*

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el sistema de andlisis estadistico SAS
(statistical analysis system).?? Para comprobar las similitudes entre los valores de
las muestras tratadas con el anticoagulante bajo estudio (TPF) y las obtenidas con
los anticoagulantes de referencia (EDTA y citrato de sodio), se empled la prueba t
de Student para muestras independientes y los resultados se expresaron como
promedio +/- desviacion estandar (DE). Se acept6 el 95 % como indice de

confianza, considerando toda probabilidad menor de 0,05 como significativa (p<
0,05).

RESULTADOS

No se observé diferencia significativa (p>0,05) para las medias obtenidas en la
cuantificacion de cada uno de los parametros hematoldgicos evaluados en la
hematologia completa cuando se compard la sangre anticoagulada con TPF y la
tratada con EDTA (tabla 1). Asimismo, en la sangre anticoagulada con TPF, el

recuento diferencial de leucocitos fue similar al obtenido con la sangre tratada con
EDTA (tabla 2).

Tabla 1. Efecto del tipo de anticoagulante sobre los pardmetros hematoldgicos de rutina®

Parametros Tipo de anticoagulante
EDTA-Kz TRF P

Leucocitos (x10%/mm3) 6,27 + 1,6 6,26 £ 1,60 0,298
Hematies (x105/mm3) 4,64 + 0,39 4,63 £ 0,41 0,468
Hemoglobina {g/dL) 13,023 + 1,03 13,17 £ 0,98 0,340
Hematocrito (%) 40,25 £ 2,91 40,33 £ 2,93 0,295
WM (1) 87,54 + 3,54 B7,61 + 3,84 0,195
HMC (pg) 28,25 + 0,97 28,38 + 1,04 0,386
CHCM (g/dL) 32,54 £ 0,96 32,62 £ 0,85 0,508
Plaquetas (x10%/mm3) 88,66 £ 57,26 267,04 £ 61,1 E0,081

*Cada parametro muestra el valor promedio £ DE (n=193),

Leyenda: EDTA-Kz: sal dipotasica de acido etilendiaminotetracetico; TPF: tripolifosfato de sodio;
YCM:  wolumen corpuscular medio; HMC: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion
de hemoglobina corpuscular media.

Cuando pz0,05 no hay diferencia significativa entre las medias,
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Tabla 2. Efecto del tipo de anticoagulante sobre el recuento diferencial de leucocitos®

Tipo leucocitario (960

MNeutrafilos
Linfocitos
Eosinofilos
Basofilos
Monocitos

Tipo de anticoagulante

ECTA-Kz

58,38 £ 5,37
36,73 £ 6,28
2,42 £ 1,90
0,32 £ 0,40
2,51 £1,95

TPF

57,84 = 7,59
36,85 = 7,50
2,46 + 2,27
0,35 £ 0,69
2,58 + 2,50

*Cada parametro muestra el valor promedio £ DE (n=193).
Leyvenda: EDTA-KZ: sal dipotasica de acido etilendiaminotetraceético; TPF: tripolifosfato de sodio,
Cuando pz0,05 no hay diferencia significativa entre las medias.

Al investigar el efecto del TPF sobre la morfologia de las células sanguineas
(glébulos rojos, blancos y plaquetas), se comprobd que esta fue similar a la
halladas en la sangre anticoagulada con EDTA (figura). Del mismo modo, no se

0,170
0,409
0,450
0,235
0,223

aprecio formacion de agregados plaquetarios en los frotis obtenidos con la sangre

tratada con TPF.
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Fig. Morfologia celular de sangre periférica tratada con TPF. Ampliacion: 100X.
Método de coloracion Wright-Giemsa. a: neutrdfilo; b: linfocito; c: eosindfilo;

d: monolito; e: basofilo.

Al estudiar el efecto del tipo de anticoagulante sobre los tiempos de coagulacion, se
evidencio que no hubo diferencias desde el punto de vista estadistico (p>0,05)
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entre los valores promedio obtenidos para el TP, TTP y TT de los plasmas obtenidos
con TPF y citrato de sodio (tabla 3).

Tabla 3. Efecto del tipo de anticoagulante sobre el perfil de coagulacian®

RParametros Plasma citratado Plasrma tratado
{seq) con TPF b
TF 12,29 + 0,24 11,63 £ 0,85 0,141
TTP 231,77 £ 0,67 22,50 £ 0,65 0,193
TT 11,28 £ 0,23 10,96 £ 0,22 0,210

*Cada pardmetro muestra el valor promedio £ DE (n=193,

Leyenda: TP: tiempo de protrombina; TTP: tiempo de tromboplastina parcial;
TT:tiempo de trombina; TPF: tripolifosfato de sodio; seq: segundos,

Cuando p=0,05 no hay diferencia significativa entre las medias.

DISCUSION

En los dltimos afios, se han realizado numerosas investigaciones con la finalidad de
hallar un anticoagulante, denominado por algunos autores "universal”, que pueda
ser utilizado para obtener especimenes adecuados para realizar diversas pruebas
en el laboratorio™**® con la misma muestra de sangre, lo cual permitiria efectuar
un mayor nimero de examenes con un menor volumen sanguineo, asimismo,
posibilitaria reducir los costos de los andlisis clinicos.

De la misma forma, se ha sefialado que el anticoagulante idoneo en hematologia
debe satisfacer las siguientes condiciones: no debe alterar el volumen de los
eritrocitos ni producir hemdlisis, se debe disolver facilmente cuando se mezcle con
la sangre, debe ejercer minimos efectos sobre la morfologia de las células
sanguineas, ser (til para realizar pruebas hematoldgicas permitiendo la obtencién
de resultados confiables,?° no debe ser téxico para el ser humano, ser de facil uso
en el laboratorio, estable durante largos periodos de almacenamiento y finalmente,
debe ser econémico.’

Los fosfatos son componentes naturales de todos los organismos vivos y son
utilizados como aditivos en los alimentos. El TPF es el fosfato actualmente mas
utilizado en la industria carnica por sus favorables funciones® y es 6ptimo para la
retencién de agua, como estabilizador de emulsiones, para prevenir la rancidez
oxidativa y mejorar el color, sabor y olor de los productos carnicos.?*?* En la tltima
década, el TPF ha sido empleado como anticoagulante en sangre de diferentes
especies (aves, cerdos y bovinos) para la obtencion de plasma animal,*’ el que
posteriormente es utilizado para la elaboracion de ciertos productos alimenticios
para consumo humano tales como galletas y embutidos.*®?° Se ha sefialado que
debido a su carga altamente negativa, el TPF, al reaccionar con el calcio, impide
que este cation divalente intervenga en el proceso de coagulaciéon de la sangre,
pudiendo ser esta probablemente una de las razones que explican el potente efecto
anticoagulante que ejerce este aditivo alimentario.'’

A nivel clinico, la sangre anticoagulada con TPF mostré un comportamiento
comparable con el EDTA y el citrato de sodio y se obtuvieron resultados similares a
los hallados cuando se hizo la cuantificacion de los parametros que forman parte de
la hematologia completa, la evaluaciéon morfoldgica de las células sanguineas de
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sangre periférica y la valoracién de los tiempos de coagulacién (figura, tablas 1, 2 y
3), por lo que sobre la base de los resultados obtenidos, es posible utilizar el TPF
como anticoagulante para efectuar dichos analisis con solo 3 mL de sangre, y puede
emplearse menos de la mitad del volumen sanguineo que habitualmente es
necesario para efectuar estas determinaciones, lo cual resultaria beneficioso para
los pacientes en quienes la extraccién de importantes volUmenes de sangre es en
ocasiones dificil y molesta.

Entre los compuestos con actividad anticoagulante que han sido estudiados en los
ultimos afios se encuentran: el citrato dextrosa fosfato (CDP),**>*¢ el argatroban,*
la hirudina,>*° el DX-9065a° (un inhibidor especifico del factor X,), la heparina de

bajo peso molecular,’ el poli-isopreno sulfonatado (SPIPs), ® el TPFI® (un inhibidor
de la via del factor tisular), el CTAD,* compuestos analogos al EDTA vy al fluoruro

de sodio,*? una mezcla de citrato piridoxal 5'-fosfato y TRIS (CPT)*® y el sulfato de
magnesio.**

Entre las evaluaciones realizadas a estos compuestos cuando fueron empleados
como anticoagulantes, se encuentran estudios hematoldgicos tales como
hematologia completa, tiempos de coagulacién o ambos parametros, y en todos los
casos se utilizan EDTA y citrato de sodio como controles. Los resultados de estas
investigaciones revelan que los valores obtenidos de hemoglobina, hematécrito,
recuento de glébulos blancos y rojos, volumen corpuscular medio (VCM),
hemoglobina corpuscular media (MCH), concentraciéon de hemoglobina corpuscular
media (MCHC), férmula leucocitaria diferencial y morfologia de las células
sanguineas de la mayoria de los especimenes tratados con estos anticoagulantes,
fueron similares a los hallados cuando se utiliz6 EDTA.>**® No obstante, el recuento
plaquetario en algunos de los casos fue mas bajo”® debido a la agregacién
plaquetaria causada por los anticoagulantes bajo estudio. Asimismo, se encontro
que en la mayoria de los casos donde se evalud el efecto del anticoagulante sobre
los tiempos de coagulacién, estos resultaron afectados.’ %24

Los resultados obtenidos en los estudios precedentemente sefalados, coinciden
parcialmente con los hallados en la presente investigacion, dado que con el TPF, los
valores obtenidos en la cuantificacion de las células sanguineas en sangre periférica
fueron similares al EDTA. Sin embargo, y a diferencia de la mayoria de los trabajos
anteriores, los recuentos plaquetarios de las muestras tratadas con TPF no
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) con los valores
obtenidos con el control, lo que fue confirmado mediante el analisis morfolégico
hecho por los especialistas, quienes no apreciaron agregacion plaquetaria en los
frotis obtenidos con TPF. De la misma forma, y a diferencia de la mayoria de los
compuestos con actividad anticoagulante hasta ahora evaluados, el TPF no causo
alteraciones en los tiempos de coagulacion tales como TP, TTP y TT cuando se
compar6 con el plasma citratado.

Ademas de lo anteriormente sefialado, el TPF mantuvo la sangre en estado liquido
sin producir interferencias con los reactivos empleados para los analisis
hematolégicos, siendo esto una condicidén necesaria para que la sangre pueda ser
evaluada correctamente, especialmente cuando se trata de sangre sometida a
analisis por equipos hematoldgicos automatizados como los empleados en el
presente estudio.

Sobre la base de los resultados obtenidos, es posible inferir que el TPF tiene varias
de las caracteristicas que debe presentar todo anticoagulante para ser empleado
idéneamente en estudios hematolégicos, dado que no produce alteracion del
volumen eritrocitario ni hemodlisis, se disuelve facilmente, no produce efectos sobre
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la morfologia de las células sanguineas, no es téxico, se emplea facilmente en el
laboratorio y es mas econémico que los anticoagulantes comerciales. Todas estas
caracteristicas, unidas con las consideradas en el contexto de los resultados
obtenidos en el presente estudio, permiten concluir que el TPF pudiera representar
un sustituto idéneo tanto del EDTA como del citrato de sodio que podria emplearse
en el laboratorio clinico como Unico anticoagulante para realizar la hematologia
completa y los tiempos de coagulacidon considerados en la presente investigacion.
Esto permitiria disminuir considerablemente la cantidad de sangre extraida al
paciente y al mismo tiempo, reducir el costo de estos estudios.
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