Boletin del Servicio Bibliografico de Wiener Laboratorios S.A.L.C.

http//:www.wiener-lab.com.ar

N°124

Pdg. 1: Evaluacién de una tromboplas-
tina para determinacion del

tiempo de Quick

Pdg. 4: Hipogammaglobulinemia transito-
ria en la infancia

Aiio XXXVIII - Junio 2004

Director: Gustavo A. Capriotti - Redactor: Cristina M. Crepaldo - Editor Responsable: Wiener Laboratorios S.A.I.C. - 2000 - Rosario - Argentina

Evaluacion de una
tromhoplastina para
determinacion del
tiempo de Quick

Tallano, C.E.; Crepaldo, C.M.; Capriotti, G.A.

Centro de Investigacion y Biotecnologia

Wiener Laboratorios S.A.I.C. - Rosario - Argentina.

7 os anticoagulantes orales son
ampliamente utilizados para
% la profilaxis y tratamiento de
la trombosis venosa y en la prevencién
de episodios embélicos arteriales. Los
anticoagulantes orales son antagonis-
tas de la vitamina K, que reducen los
niveles funcionales de las protefnas vi-
tamina K dependientes: factores II, VII,
IX, X, proteina C y proteina S.
Los tratamientos con anticoagulantes
orales deben ser regularmente contro-
lados a fin de asegurar que la medica-
cién se administre en el rango terapéu-
tico adecuado, teniendo en cuenta que
este rango depende de la respuesta de
cada individuo. El tiempo de protrom-
bina es el método m4s utilizado debido
a que es sensible particularmente a los
factores de coagulacién vitamina K
dependientes: factores II, VIl y X.
La ausencia de standardizacién en la
metodologia, especificamente en rela-
ci6én con el tipo de tromboplastina uti-
lizada, complicé durante mucho tiem-
po su utilizacién debido a la variabili-
dad de los resultados.
La obtencién de datos divergentes para

la misma muestra, utilizando distintas
tromboplastinas, podfa conducir a un
monitoreo inapropiado de la terapia.
La necesidad de standardizar los resul-
tados obtenidos con tromboplastinas de
distinto origen, llevé al desarrollo de la
Razén Internacional Normatizada
(RIN), aprobada por el Comité de Ex-
pertos de la WHO en 1983.

EI RIN introduce el uso del ISI (Indice
de Sensibilidad Internacional) para la
tromboplastina utilizada. Los elabora-
dores de tromboplastina asignan un ISI
a cada lote de reactivo luego de com-
parar el funcionamiento de ese lote con
un reactivo de referencia calibrado con
un Standard Internacional aceptado de
ISI = 1,0. El valor de ISI es critico para
el célculo del RIN ya que el ISI es el
exponente de la férmula.

Cuanto mayor sea el ISI, menor ser4 la
precisién de la prueba y habra una po-
bre discriminacién entre los resultados
en individuos normales y los obtenidos
en pacientes bajo tratamiento anticoa-
gulante, estrechandose el rango tera-
péutico en el que se trabaja.

Cuanto menor sea el ISI, mas sensible

El control de la terapia anticoagulante oral
con antagonistas de la vitamina K
(dicumarinicos) requiere el monitoreo
permanente de la dosis administrada. El
método de eleccion es la determinacion del
tiempo de protrombina (TP). El TP es una
técnica simple, aunque hasta hace no mucho
tiempo resultaba dificil su standardizacion
debido a que las tromboplastinas de distinto
origen producfan respuestas diferentes. El uso
del RIN (Razén Internacional Normatizada)
ha permitido obtener resultados comparables
entre laboratorios, independientemente de la
tromboplastina utilizada por el mismo.

ser4 el reactivo y més cercano el RIN a
los cocientes de protrombina observa-
dos. Esto hace que los elaboradores de
tromboplastinas se esfuercen por obte-
ner ISIs cada vez més cercanos a 1,0
(en general menores a 1,5), es decir
lograr tromboplastinas mas sensibles.

El objeto del presente estudio es eva-
luar el funcionamiento de un reactivo
para determinacién del tiempo de pro-
trombina (Soluplastin - Wiener lab.) a
fin de establecer su aptitud para el mo-
nitoreo de la terapia anticoagulante
oral.

Materiales y métodos

El kit en estudio, Soluplastin de
Wiener lab., es una tromboplastina de
cerebro de conejo liofilizada, destina-
da a la determinacién del tiempo de
protrombina (tiempo de Quick en una
etapa).

Esta evaluacién se llevé a cabo en forma
manual, utilizando la técnica indicada en
el manual de instrucciones del reactivo
y en el coagulémetro Fibrintimer II.
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La evaluacién comprendié: iz o ™
- Sensibilidad al factor V. % Sensibilidad al factor VII
- Sensibilidad al factor VII. TP fecg)
- Asignacién del ISI. —¢— MNeoplastin —»— Solaplastin
- Comparacién con otras tromboplas- 23
tinas comerciales.
Sensibilidad al factor V Y
A un plasma deficitario en factor V, se
le adicionaron cantidades crecientes de 15
un pool de plasmas normales (100% del
factor V) a fin de obtener distintos ni- i
veles del factor correspondiente. o W W a0 & 0 B0 90 100
A cada una de estas muestras se le reali- . 3
z6 por duplicado el Tiempo de Protrom-
bina (TP) en forma manual y se calcul6 Figura 2
el Desvio Relativo Porcentual referido a
la muestra con 100% del factor V. Los de regresioén ortogonal por el ISI del
resultados se observan en la figura 1. Reactivo Referencia.
Ellote Referencia interno corresponde
" b a un reactivo que ha sido calibrado
Sensibilidad al factor V frente al Tercer Material de Referen-
o cia de Tromboplastina de conejo CRM
[P frag) il o ol 149 S (Material de Referencia Inter-
o nacional vigente). Los resultados se ob-
= servan en la siguiente tabla:
0 Valores de Referencia | Reactivo
ISI obtenidos en ensayo
15 1 Manual 1,32 1,22
5 Fibrintimer II 1,34 1,25
1]
Comparacion con
LS r

Figura 1

Sensibilidad al factor VII

A un plasma deficitario en factor VII
se le adicionaron cantidades crecien-
tes de un pool de plasmas normales
(100% del factor VII) a fin de obtener
distintos niveles del factor correspon-
diente (Figura 2). A cada una de estas
muestras se le realizé por duplicado el
Tiempo de Tromboplastina (TP) en
forma manual y se calculé el Desvio

Relativo Porcentual referido a la mues-
tra con 100% del factor VII.

Asignacion del ISI

Se realizé6 comparando los Tiempo de
Protrombina (TP) obtenidos con el lote

a calibrar, frente a los obtenidos con el
lote Referencia interno, tanto en for-
ma manual como en coagulémetro. El
ensayo se realizé durante 4 dias, eva-
luando cada dia las siguientes muestras:
- 3 plasmas normales;

- 9 plasmas de pacientes bajo Trata-
miento con Anticoagulantes Orales
(TAQ) en terapia estable, seleccionan-
do en lo posible, aquellos pacientes con
un RIN entre 1,5y 4,5.

Luego, se represent6 en un sistema de
coordenadas doble logaritmico, los TP
obtenidos con los lotes Referencia in-
terno y reactivo en ensayo.

El ISI del lote en ensayo se obtuvo
multiplicando la pendiente de la recta

tromboplastinas comerciales

Para comparar el comportamiento del

reactivo en ensayo con el de otros reac-

tivos comerciales, se ensayaron simul-
tAneamente muestras correspondientes

a individuos aparentemente sanos, sin

patologfa subyacente, y a pacientes tra-

tados con anticoagulantes orales (dicu-
marinicos) en todo el rango terapéutico.

Luego se correlacionaron los RIN de

cada kit comercial vs. los RIN para el

reactivo en ensayo.

Los reactivos comerciales empleados en

la evaluacién fueron:

- Simplastin Excel S - Biomérieux - lote
161720 - Tromboplastina de cerebro
de conejo.

- Neoplastin plus - Stago - lote 632713-01 -
Tromboplastina de cerebro de conejo.
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- Hemolab Isimat 1 - Biomérieux - lote
768102501 - Tromboplastina placen-
taria humana.

- Thromborel S - Dade Behring - lote
505631 - Tromboplastina placentaria
humana.

Los resultados de la comparacién se

observan en las figuras 3 a 6

Conclusiones

Soluplastin de Wiener lab. revelé una
adecuada sensibilidad a los factores V
y VII, lo que lo hace un test sensible en
el screening de alteraciones en la via
extrinseca de la coagulacién (enferme-
dades hepética, inhibidores y/o déficit
de factores).

La sensibilidad del reactivo al factor VII
lo hace aplicable en el monitoreo de la
terapia con anticoagulantes orales,
dado que por ser el factor de menor vida
media en plasma (dentro de los facto-
res vitamina K dependientes), es el pri-
mero en disminuir su concentracién
bajo la influencia de los antagonistas
de la vitamina K.

La sensibilidad del reactivo en ensayo
es acorde a lo recomendado por Comi-
tés Internacionales de Expertos en He-
mostasia y Trombosis (ISI < 1,3).

La calibracién del sistema en estudio
con los actuales Standards Internacio-
nales, nos permite asegurar que los re-
sultados obtenidos con Soluplastin de
Wiener lab. serdn comparables a aque-
llos que se obtendrfan con el Primer
Standard Internacional de Trombo-
plastina (WHO 67/40).

Dada la aceptable correlacién obteni-
da entre Soluplastin de Wiener lab. y
los reactivos comerciales comparados,
tanto de igual como de diferente origen
de tromboplastina, se puede considerar
una equivalencia de los resultados obte-
nidos, independientemente de la trom-
boplastina utilizada por el laboratorio.
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Correlacién RIN Hemolab - Soluplastin
6.5
1] RIN = .
55 1 Schiplesa
50 .
e R -
40 B I=
18 O a: -0,0823
ﬁ ) s b: 1,0964
20 oy r: 0,9680
15 f‘;‘u.
1.0 b
05 RN Hemclsh
a0
G0 05 L0 LS R0 RS R0 A5 40 45 50 55

Figura 5
Correlaclén RIN Thromborel - Soluplastin
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§ Hipogammaglobulinemia transitoria
en la infancia (HTI)

Hipogyammaglohulinemia
transitoria en Ia infancia (HTI)

Knutsen, Alan P. - Pediatric Clinical Immunology Laboratory - Saint Louis
University Health Sciences Center

La HTT es una inmunodeficiencia primaria relativamente comin que
afecta a nifios pequenos.

Luego del nacimiento, la inmunoglobulina G (IgG) de la madre es
catabolizada mientras comienza a acumularse gradualmente la IgG
sintetizada por el nifio. Los niveles séricos alcanzan su punto mas bajo
fisiolégico entre los 2 y los 6 meses.

Los pacientes con HTT presentan un aumento en la frecuencia de
infecciones respiratorias de las vias superiores, especialmente otitis
media y sinusitis.

Caracteristicas

74 a HTI se caracteriza por un
descenso de IgG e IgA a ni-
% veles menores de 2 desviacio-
nes standard (DS) del valor promedio
de referencia del primer afio de vida.
Estos niveles habitualmente vuelven a
los niveles de referencia entre los 2 y 6
afos.
Se ha observado que en la HTI existe
un descenso de la funcién T-helper res-
ponsable por el descenso en la sintesis
de IgG e IgA No se observa defecto en
las células B. Esto contrasta con otras
agammaglobulinemias en las que el res-
ponsable es un defecto intrinseco de las
células B. La formacién de anticuerpos
luego de inmunizaciones es facilmente
detectada en la HTI, aunque la respues-
ta es menor que en los controles sanos.
Ocurre en individuos de cualquier ori-
gen étnico. Su frecuencia se ha estima-
do en un caso cada 10.000 nacimien-
tos y su forma de herencia es descono-
cida. No existen diferencias por sexo.
Los pacientes frecuentemente tienen
historia de otras inmunodeficiencias
primarias como la deficiencia selectiva
de IgA.
La HTI es una inmunodeficiencia con-
génita que se manifiesta luego de cata-
lizada la IgG materna, generalmente a
los 6 meses de edad. La mayoria de los
nifios afectados superan este desorden

entre los 2 y 6 afios cuando los niveles
de IgG, IgA e IgM se normalizan, asf
como la respuesta al estimulo por anti-
genos polisacéridos y proteicos.

Historia

A los 6 meses de edad aproximadamen-
te, los nifios con HTI comienzan a su-
frir en forma frecuente y recurrente,
otitis media, sinusitis y bronquitis. Tam-
bién se producen rinitis alérgicas y
asma. En cambio no son frecuentes
neumonias o infecciones bacterianas
graves o fatales. Ocasionalmente se han
descripto sintomas relacionados con
alergia gastrointestinal.

En el examen fisico no se hallan anor-
malidades.

Causas

Siegal y cols. informan una disminucién
de la funcién de células CD4+, T-
helper y una disminucién de la sintesis
de IgG e IgA en las células B.

La respuesta a antigenos proteicos es
normal o cercana a la normal. Sin em-
bargo en algunos pacientes existe una
deficiencia selectiva de anticuerpos
contra antigenos polisacaridos bacteria-
nos (por ejemplo inmunizaciones con
neumococos) caracterizada por la defi-
ciencia de anticuerpos IgA/IgG-2 o
[gG-2. Este parece ser un defecto de

maduracién del nifio dado que en la
mayorfa de los casos el problema se so-
luciona con la edad.

La HTI, por lo tanto puede represen-
tar un defecto de maduracién que afec-
ta las células CD4+ y/o células presen-
tadoras de antigenos.

Laboratorio

En la evaluacién de la HT], las IgG sé-
ricas decrecen a menos de 2 DS res-
pecto a los valores de referencia para
la edad. A veces, aunque no en todos
los casos, la IgA sérica también decre-
ce, aunque la IgM se encuentra en los
valores de referencia. La medida de las
células T, By NK por citometria de flujo
revela porcentaje y ntimero normales
de células B. El porcentaje de células T
CD3+ y CD4+ puede estar ligeramen-
te disminuido pero el ntmero de célu-
las T y su funcién es normal. La fun-
cién de las células T puede ser estudia-
da por una prueba cutdnea de hiper-
sensibilidad tardia (DTH) o respuesta
linfoproliferativa “in vitro”. La deter-
minacién de titulo de anticuerpos ante
una inmunizacién (ej. toxina tet4nica,
diftérica, vacunas conjugadas para in-
fluenza o polio) revela titulos norma-
les. Esto distingue la HTT de otras for-
mas mas serias de desérdenes inmunolé-
gicos que afectan a células By T.

Tratamiento

El tratamiento médico es conservativo
y depende de la severidad de las infec-
ciones y de la respuesta del paciente a
la terapia. En muchos casos un trata-
miento antibiético apropiado es sufi-
ciente. En algunos casos se administran
antibiéticos en forma profildctica. Muy
raramente se requiere una terapia de
reemplazo de anticuerpos con inmuno-
globulinas. La rinitis alérgica si se en-
cuentra presente se trata con cortico-
esteroides nasales tépicos y antihista-
minicos ya que pueden contribuir a oti-
tis media recurrente y sinusitis.

En el nifo con HTI se continta con
los programas de vacunacién habitua-
les para cada edad.

Peclvocivod




