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I. Introduccion

trastornos de la coagulacién denominadas coagulopatias, son anormalidades

ostaticas que pueden presentar dificultades de diagndstico y tratamiento, POT

baja frecuencia de estudio como también su elevado costo en las pruebas
esuntivas entre las cuales tenemos las siguientes: Pruebas genéticas, Test de
Feptilasa (reactivo), tromboelastogramas entre otras.

en Nicaragua se realiza el diagnostico a través de las pruebas cuantitativas Y
calitativas; donde 1a Cruz Roja y laboratorios privados son los centros de
aiternativas para remitir pacientes sospechosos de padecerias.

este estudio tratara de demostrar que las Coagulopatias estdn ligadas O
relacionadas con los factores de coagulacién (Factores I, II. VII, X, XI, X11, XIII,
Factor Fletcher, Factor Fitzgerald, Factor Passvoy), los cuales son objeto de esta

investigacion.

Factor 1 (fibrinégeno): El fibrindgeno es una glicoproteinas adhesiva de 340 kD
que se sintetiza en el higado. Es una proteina de elevado peso molecular, la cual
es convertida a fibrina a través de la accion de la trombina. La deficiencia de este
factor resulta en Afibrinogenemia a Hipofibrinogenemia. . El fibrinégeno también
desempefia un papel en la agregacion plaquetaria normal.

Factor II (Protrombina): La protombina es una glicoproteina de 72 kDa
sintetizada en los  hepatocitos, de una sola cadena, con cuatro dominios. Es uno
de los factores dependientes de vitamina K, que requiere carboxilacion
postranslacional para activarse.

Factor III Factor tisular (Tromboplastina): Es una lipoproteina que funciona
en la via Extrinseca de la coagulacion sanguinea, activando el Factor X, también
llamado Factor tisular. El Factor Tisular 0 Tromboplastina tisular es el reaccionante
inicial en el sistema Extrinsico de la coagulacién. Y actia como cofactor con el

factor VII.

Factor VII (Proconvertina): Es un factor estable, cofactor, acumulador que
participa en la via Intrinseca de la coagulacién sanguinea, es activado por el
contacto con el calcio y en conjunto con el Factor II1 (tromboplastina tisular) activa
al factor X. Este factor es producido en el higado, igual que los otros de factores
vitamina K dependiente.

M
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r X: El f?ctor X es una serino proteasa, vitamina K dependiente que S€
gintetiza €N _el e y desempefia un papel clave en el sistema de la coagulacion,
gendo la pqmem enzima del sistema com(n y el més importante activador de la
protombina junto con el factor V a y las membranas fosfolipidicas y calcio complejo
de protombinasa, acelera 280,000 veces la conversién de protrombina a trombina.
gl gen s€ encuentra en cromosoma 13, cerca del gen del Factor VII, con el que

4 estrechamente relacionado. Es la primera encima de la via final com(n hacia
ia formacion de fibrinas.

pactor XI: El factor XI es un cimégeno, precursor de una serino proteasa
dimerica, de sintesis hepatica, vitamina K dependiente, que una vez activada por
el factor XII, activa al factor IX. Es una glicoproteina plasmética. La deficiencia del
factor XI fue descubierta por Rosenthal, Dreskin y Rosenthal, en 1953 en und
familia hebrea con una diatesis hemorragica moderada, cuya forma de trasmision
se describié inicialmente como autosémica dominante, aunque después Se
establecié que el modo de trasmision real era autosémico recesivo, cCOn igual
nimero de mujeres y varones afectados.

posteriormente se han descrito casos en el mundo entero, con prevalencia
marcada entre hebreos.

Factor XII (de Hageman)

La existencia de este factor, fue descubierta por Ratnoff y Colopy en 1955 en una
quarda de ferrocarrii de nombre John H Hageman. El sefior Hageman no
presentaba historia de sangramientos, pero un examen de rutina se encontré que
su sangre era practicamente incoagulable.

Se han observado valores bajos del factor Hageman en el cordon umbilical y en el
recién nacido hasta la sequnda semana. En condiciones patoldgicas, hay reduccion
del Factor XII en la coagulacién intravascular diseminada y en la cirrosis hepatica.
Se ha establecido que el factor Hageman, conjuntamente con el factor Fitzgerald
participa en otras reacciones tales como fibrindlisis, la formacién de quininas y la
generacién de permeabilidad vascular por la accion de plasma diluido.

Factor XIII (Factor estabilizante de la fibrina).
Fue descrita en 1961 en Venezuela por Duckert y sus colaboradores, en donde se

describi6 el primer caso en 1968.

Factor Fletcher: Fue descubierto en 1965 por Hathaway y sus colaboradores en
un paciente de apellido Fletcher, que presentaba TPT alargado. Clinicamente este
efecto es asintomitico se hereda de forma autondmica recesiva. La

m
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consa”gumlqad de los padres se ha podido comprobar en un nimero de casos. Se
ha esta,blecudo que eI. factor Fletcher es una precalicreina plasmatica que. es
neCﬁ‘Sa"'jd parg la a¢vacién Optima del Factor XI (PTA), Generacion de la
brinlisis, quimOtaxis y formacion de quininas. Actia 'como cofactor no

‘matico, jugando papel im ta
enzlmatnco, juga P€l importante en las reacci ivacion po
iones de activacién por contacto
en €l mecanismo de la coagulacién. =

Factor Fitzgerald: Fue descubierta en 1974 por walkman y Abrahdn, en un
negro de 72afos, a quien sin antecedente hemorragicos presentaba un TPA @ con
caolin muy prolongado, el cual era corregido con la adicién de plasma deficiente en
los Factores V, X, XII, IX, XII y Fletcher. Ademés, a diferencia de Fletcher, 1
incubacion prolongada con caolin no mejoraba el TPT. E | paciente presentaba una
activacion  deficiente de la fibrindlisis mediada por el contacto, una leucocitaria
tipica, liberada deficiente de quininas y no era capaz de producir in aumento en I3
permeabilidad vascular por la accion desde plasma diluido. Presenta repuesta
inflamatoria anormal, no presentan predisposicion a infecciones. Hoy piensa que
este Factor actlia en el mecanismo de la coagulacién en un paso inmediato a la
activacion del Hageman y Fletcher, ante de la activacion del Factor.

Factor Passovoy: Pertenece también al grupo de las deficiencias de los Factores
que intervienen en loas fase temprana de la coagulacion. Fue descrito en1975por
Hougie y colaboradores en un paciente con una didtesis hemorragica moderada y
una prolongacién muy discreta del TPT. Este factor es absorbido por el sulfato de
bario y del gel de hidroxido de aluminio, aun se desconoce si actiia en una fase
anterior o posterior al Factor XI.

En Nicaragua hay debilidades en la clasificacion por falta de recursos econdmicos
por parte del paciente afectado y las instituciones que brindan servicios de salud,
dando esto como resultado que se realice una clasificacion incompleta de estas
deficiencias sanguineas.

Es de suma importancia ofrecer a través de este trabajo investigativo una
exposicién detallada de la manera de abordar desde el laboratorio clinico para
ofrecer alternativas de diagnostico adecuadas que permita a la poblacion una

mayor expectativa de vida.
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Justificacién.

g presente estudio, tiene como finalidad profundizar sobre el conocimiento de 1as
ruebas presuntivas para el diagnostico de estas alteraciones en la sangre que Son
causa de enfermedades ligadas a los factores de coagulacion, especificamente 3
jos factores I, II, V, VII, X XI XII XIII , factor fletcher , fitzgerald ,passvoy /105
cuales son objetivo de estudio.
Se pretende facilitar conocimiento cientifico — técnico a la Universidad como Cean
formador para que este material puede ser consultado tanto por docentes, asi
como estudiantes de las areas de ciencias medicas .

gn muchos paises del mundo, las coagulopatias tienen un proceso de
seguimiento muy diferente al nuestro, por la posicion econémica que estos
poseen. Es decir por sus grandes avances en la tecnologia de equipos Y
presupuestos para la compra de reactivos que no estén al alcance de todos. Por
ejemplo el reactivo de Reptilasa.

e 3 =




IL. Planteamiento del problema.

L3S CoagU!OPat"aS Cons.tituyen un estudio muy poco explorado e investigado. Para
qu respectivo diagnostico se requiere de pruebas especializadas y tecnologia que '
aun no se disponen en algunas instituciones publicas que brindan servicios de
calud cOMO son las areas de investigacion muy pocas difundidas en el pais dentro
de las cuales puedo mencionar las siguientes: Biologia molecular (Prueba de ADN Y
ArRN) Inmunodifusion (Deteccién de Antigenos o Anticuerpos), Electroforesis Y
radioinmunoensayo.

pichas pruebas deben considerarse de suma importancia al igual que los
examenes de rutina (TP, TPT. Tiempo de coagulacién, Tiempo de Sangria entre
otras) como una via de estudio y reconfirmacién para identificar los posibles
factores de la coagulacibn que se encuentran alterados y poder establecer su
diagndstico.

1. Cudles son las manifestaciones clinicas para el diagnéstico de Ias
coagulopatias?

2. ¢Cudles son los métodos o pruebas mas comunes para el diagnéstico de las
coagulopatias?
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III. Objetivos

objetivo General:

i ico de las
ntificar los métodos y técnicas empleadas para el diagnostico
:,:gulopatias; asi como sus manifestaciones clinicas.

objetivos Especificos:

y ini i diagnéstico

i i i de lniti VO
Con ; l




IV. Antecedentes

ulopatias son problemas que estimularon desde afios remotos sU estudio
uinea. L3

pard entender las anomalias que pueda presentar la coagulacién sang
pistoria de las enfermedades hemostéticas van desde hace 1700 afios, donde ur?a
ente llamada rabinos se dieron cuenta que muchos nifios varones sangraban sin
“inguna razon, los cuales fueron asociados al pasar de los afios a la Hemofilia que
es una de las enfermedades mas comiin que presenta la coagulacién sanguinea-

gn el transcurso de los afios las Coagulopatias han dado respuesta definitiva,

rmativa a través de las pruebas de laboratorio porque nos indican las posibles

confi
pruebas

alteraciones existentes en los mecanismos hemostaticos. Dentro de 1as
maés utilizadas estan las siguientes:

tiempo de Tromboplastina (TPT): esta prueba fue descrita y utilizada por
Hamman y Rich en 1944. Se utiliza cuando alguien presenta sangrados O
formacién de codgulos inexplicables. Juntamente con el TP (que evalua las vias
extrinseca y comin de la cascada de la coagulacion), el TPT se utiliza a menudo
como prueba de primera linea en la investigacién de la causa de un sangrado o de

un episodio trombatico.

Tiempo de Trombina: es un test que diagnostica los defectos en la formacion de
la fibrina.

Tiempo de Protrombina: fue descrita por el doctor Armand Quick en 1935. Es
ina de las pruebas de coagulacion mas popular y usada porque es capaz de
letectar deficiencias de los factores V, VII, y X.

iempo de Sangria: fue descrita en 1910 por Duke y ha sido muy criticada a
avés de los afios. Esta prueba nos permite valorar la Hemostasia primaria.

empo de Reptilasa: La reptilasa es un veneno de serpiente que contiene una
zZima que promueve la conversién del fibrinégeno en fibrina por una reaccion
oteolitica similar, aunque no idéntica, a la que ejerce la trombina. Es decir se
iza para valorar el tiempo de trombina prolongado.

mpo de Coagulacién: fue descrita en 1966 por Hattesly. Es un test funcional
 ofrece una idea global de la situacién del sistema intrinseco de la coagulacién
decirmideelﬁempoqtardalasang'emmagdarsealomladarco;;
>rficies artificiales.

L.



to de Plaquetas: fue descrita en 1943 por Owner a través de una

pecue?
ope'adén' Es la prueba q nos indica si los vasos sanguineos han sufrido alguna

<. La finalidad de esta prueba es contar la cantidad de plaquetas por milimetro
de esta forma al mismo tiempo evaluar la eficiencia de la produccién de
estas células por la medula sea.

1biCO;

Biologia Molecular: Fue descrita en 1865 por Gregorio Mendel ya qué fue el

rmer cientifico en llevar acabo experimentos genéticos con aportaciones de
Friedrich Miescher quien en 1869 descubrié el ADN Las enfermedades de origen
enético  SON estudiadas por la medicina desde multiples aproximaciones,
Originalmente estos estudios abarcaban relaciones familiares y descripciones

dinicas de las afecciones su forma de herencia.

actualmente se considera que un test genético es un andlisis de ADN o ARN

humano, de sus cromosomas, de proteinas o ciertos metabolitos, con el objeto de

detectar una alteracién relacionada a un desorden hereditario.

Esto puede ser llevado a cabo examinado directamente lo siguiente:

Midiendo la existencia de alteraciones en el material genético. Es decir

determinado por técnicas de biologia molecular un cambio en la secuencia de ADN

de un determinado gen. Esto se considera que es una determinacion directa y en

un conjunto de patologias genéticas es el camino mas seguro para un diagnostico

acertado.

puede también ser necesario la determinacién de la integridad o la concentracion

de ARN, lo que también se considera un método directo.

Mediante la aplicacién de la Biologia molecular que es considerada una prueba
confirmativa en el laboratorio clinico podemos descubrir muchas incognitas por
ejemplo: las pruebas que se realizan con técnicas de investigacion de ADN sobre
todo en mujeres embarazadas para determinar si el feto viene con alguna

malformacion congénita.

Inmunodifusién: Es un método inmunoldgico sencillo y rutinariamente usado
en el laboratorio clinico para la deteccién de antigenos o anticuerpos en una
muestra biolégica. Es considerado el proceso estindar para la deteccion de
Antigenos Nucleares Extraibles (ENA).

Electroforesis: Es una técnica de laboratorio, en la cual la porcion liquida de la
sangre (suero) se coloca en un papel especialmente tratado y se expone a una
corriente eléctrica. Las proteinas se mueven o migran en el papel, con el fin de
formar bandas que muestran la cantidad de cada fraccion de proteina, en relacion
con otras fracciones de proteina. S

w5 A
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ibn de las pruebas deé

pebido @ que el tema abordado es muy importante desde el punto de vista
écnico, S exponen algunas recomendaciones técnicas que tienen como objetivo
prindar al personal interesado las bases necesarias para la mejor ejecucién de los
procedimientos de determinacion de las pruebas de hemostasia.

pentro de la realizacion de las pruebas de coagulacién hay que tener en cuenta
ciertos aspectos a la hora de determinar ciertas pruebas, los cuales deben ser
cumplidos fielmente a fin de obtener resultados confiables y reproducibles.

Una de ellas es la de seleccionar, entre el personal de laboratorio, a una persona
para que se encargue de realizar las pruebas de coagulacién o, aun mejor, a un
equipo, €sta sugerencia es debida a que las pruebas deben realizarse sin ningin
retraso y sobre todo con personal con entrenamiento especial ya que este, debe
tener en cuentas factores que la afectan como: pH, temperatura, tipo de material
uso de controles, estandarizacién de métodos, etc.

Equipo
Baiio de Maria.

Estos deben estar provistos de termostatos que mantengan la temperatura de 37
C 0.5 y controladores cuidadosamente ya que variaciones en ella afectan
notablemente los resultados.

Nevera

Ciertos plasmas y reactivos necesitan ser guardados en neveras a temperaturas de
4 C,

Fuente de luz.

Una buena frente de luz es indispensable para una buena observacion en la
formacion de los coagulos; pero ella no debe proporcionar temperaturas altas, por
lo que se utiliza una ldmpara de luz de nedn, que es luz fria.

Cronémetros.

La mayoria de las pruebas de coagulaciones basa en medir el tiempo que tarda en
formarse un coagulo e fibrina in Vitro; a veces este tiempo es muy corto, solo en
segundos, por lo que es necesario disponer de cronémetros.
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terial
Agujas.
. agujas recomendadas son las - 20 y de 1 pulgada de longitud; agujas de
¢ diametro pueden producir la hemdlisis de glébulos rojos y, Ppor ende,
qtaminacion de la muestra con sustancia tromboplasmaticas. Agujas de mas de
| pulgada, proporcionan mayor superficie de activacion.
Je,—ingas-
ce recomienda el uso de jeringas plasticas descartables; asi se carece de ellas,
rian emplearse jeringas de vidrio siliconados. No se recomienda el uso de
vacutainer por las siguientes razones:

a) La mayoria usa tubo de vidrios no siliconados para la recoleccion de la
sangre.

b) La sangre entra con mucha presién, lo que puede causar, por una parte,
hemdlisis de los glébulos rojos y, por otro lado. La activacién de los factores
de coagulacion.

c) El llenado de los tubos de vacutainer no siempre es uniforme: esto puede
traer COMO consecuencia que no se conserve la relacion que debe existir
entre la sangre y el anticoagulante, o cual es una causa muy grave entre en
la pruebas de coagulacion.

d) También se ha hablado que los tubos vacutainer pueden contener inhibidor.

Tubos.
Tubos para la recoleccion de sangre. Se debe utilizar tubos de plasticos

descartable, preferiblemente provisto de tapa, pues ello disminuye los cambios de
pH de la sangre o de plasma.

Tubos para medir el tiempo de coagulacion.

Para medir el tiempo que tarda en formarse el coagulo, se utilizan tubos de 10 x
75 mm. Es indispensable que estos tengan un didmetro uniforme, a fin de obtener
resultados reproducibles, ya que variaciones en el diametro y longitud del tubo
influyen en la activaciéon de los factores de contacto. Los tubos para colocar
reactivos tales como cloruro de calcio, tromboplastina, cefalina, pueden ser de
vidrio, de 12x 75 o 13 x 100 mm, pero destinados para las pruebas de
coagulacion.

Pipetas.

En la mayoria de las pruebas se emplean las llamadas pipetas de protombina que
viven graduadas en 0.1 y 0.2 ml, que por ser cortas, permiten el agregado rapido
de los reactivos.

e ————
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25 pipetas automaticas.

7ambién pueden utilizarse con igual fin que las protombina, pero con las ventajas

sdicionales que sus puntas son plasticas (no contactables) y descartables.

idado ¥ lavado del material de vidrio.

€l material de uso para pruebas de coagulacién debe lavarse y guardarse aparte
del resto del mater ial de uso para el laboratorio. El material de vidrio reusable
debe lavarse Y elnjuagarse escrupulosamente a fin de evitar que les quede restos
de fibrina, proteinas, calcio, etc. No debe utilizarse para lavado detergentes tipo

x, Ace, etc., para esto, hay detergentes comerciales que contienen proteoliticos

Aja
especiales. El secado se debe hacer en horno, envolviéndolo previamente para

evitar la contaminacion con polvo.

Reactivos.

cuidados que deben observarse.
|a calidad de los reactivos es de mucha importancia para las pruebas de

coagulacién, deben ser de preparacién reciente y de buena calidad, si sé preparan
en el laboratorio, hay que verificar bien el pH, el agua debe ser destilada y de 1a
mejor calidad, anotar la fecha de preparacién para respetar el plazo maximo de
conservacién, asi como tomar en cuentas la temperatura de almacenamiento y
fecha de expiracién. Nunca se debe mezclar reactivos de diferentes lotes y realizar

controles de calidad.

Soluciones anticoagulantes.
Las soluciones anticoagulantes empleadas en la mayoria de las pruebas de

coagulacién se fundamentan en la precipitacion de los iones de calcio. Las mas
empleadas son las de citratos de sodio 0109 M y la de oxalato de sodio 0.1 M.

Solucién de citrato de sodio 0.109 M.
Se utiliza con preferencia sobre el oxalato de sodio, pues preserva mejor los

factores labiles de la coagulacién, tales como el factor V'y el Facto VIII y, ademas,
la neutralizacién del calcio es més répida con citrato que con oxalato.

La solucién de citrato de sodio se emplea en la proporcion de un volumen de
anticoagulante por 9 volimenes de sangre. Sin embargo en los trabajos de
Ingram, cuando utilizo las proporciones, usuales se citrato y sangren pacientes con
valores altos de hematocrito, se obtuvo un alargamiento del tiempo de
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plasma en 13

p{owmbina, debido a la sobrecitracion de la reducida proporcién de
 estr? de sangre. Esto se explica por las razones siguientes:

3 mayoria de 1as pruebas de coagulacién miden el tiempo que ta

descalcificado al agregarle cloruro de calcio; por lo tanto, Si

je citrato en el plasma, se combinara con el cloruro de calcio qué

ando poco 0 nada de calcio disponibles para realiza la coagulacion Y

dose las pruebas.

rde en coagular
hay exceso
se agregad

alar gan

ucion e oxalato de sodio 0.1 M.

a comentado, el oxalato preserva menos que el citrato de sodio a l0s
ando se va a obtener

dsorber

sol

como ya b
(actores |4biles de la coagulacién. Se debe emplear oxalato cu

plasma envejecido (plasma desprovisto de factor V) o cuando se va a a
|asma con sulfato d bario. La proporcién a utilizar es la de un volumen de
anticoagulante por 9 volimenes de sangre.

solucion de citrato-acido-epsilo-amino-caproico (EACA)-

Esta solucién se utiliza cuando se sospecha que hay actividad fibrinolitica
acelerada, ya que al EACA la inhibe. En estos casos es muy importante emplearia
en las muestras para la determinacién de Fibrinégeno; sin embargo, la adicion de

EACA prolonga el PTTa, el TT'y el test de reptilasa.

| , -
| M ol las prue e u n.

Toma de la muestra.

de la sangre debe ser de jeringas plasticas

a- El material para la extraccion
de ellas, utilizar de vidrio, pero siliconadas y

descartables, si no se dispone
las agujas deben ser 20.
b- Lasangredebeexu-aerseoonunnﬁmmdestasisvenosa, por lo tanto el
torniquete debe utilizarse el menor tiempo posible, pues de lo contrario
podria liberarse sustancias tromboplastinicas y activadores de sistema

fibrinolitico.

C-Lapunciéntienequewmesmsnhawmmn‘mde
exploradénaﬁndeobmnerunanmmwndeuwmoplasﬁmm
yaquedeloconuaﬂomdr&'Imhbmnbsmdemagm

maés cortos que los reales.




yaneio de la sandre.

Mientras no se hayan centrifugado los tubos con sangre, estos se colocan €n una
gradilld forrada con el papel aluminio, la cual se introduce en agua helada 0 hielo
picado: El hielo no debe entrar en contacto directo con la sangre por que podria

(ovocar hemdlisis, provocando liberacién de tromnoplastina tisular y acortamiento
de 105 tiempos de coagulacion.

ptencion nservacion de los pl

s mayoria de las pruebas de coagulacién requieren de plasma pobre €N
plaquetas, lo cual la sangre se centrifugara a 3,500 rpm durante 10 minutos,
separado luego el plasma, dejando un centimetro por encima d la capa de glébulos
blanco y plaquetas con el objeto de no remover estas células ya que estas poseen
custancias tromboplastinicas. Los plasmas son trasvasados a envases plasticos
tapandolos Y conservandolos a 4 C en la nevera, hasta la realizacién de la pruebas.
Estas pruebas deben realizarse como méximo antes de las tres horas de haber
extraido la sangre, si se emplea como anticoagulante el citrato de sodio, si €s
oxalato de sodio, se procesara antes de los noventa minutos, la causa €s obvia la

causa.

de coagulacién debe realizarse sin el uso de controles. En la
actualidad hay controles comerciales, pero también puede realizarse controles con
“pool” de por lo menos tres plasmas normales de muestras recién extraidas y
tatareas en idénticas condiciones a la paciente.

AL realizar las pruebas de coagulacion, es indispensable introducir una mezcla de
plasma control més plasma del paciente (C/P) preparada a igual volumen.

Esta mezcla permite diferenciar si el tiempo de coagulacion alargado de una
prueba obedece a deficiencia de algan factor 0 a la presencia de inhibidores. Asi, si
el plasma de un pacientedauntlempodecoaguladénalargado, y en la mezda
Clp, el tiempodecoaguladénesnomml,sededuoealatgadq y en el plasma del
paciente hay deficiencia de alglin factor de la coagulacion, que fue suministrado
por el plasma normal. Si por el contrario, |a mezcla C/P continua dando tiempos de
coagulacién alargados, se piensa que se debe a la presencia de inhibidores de la
coagulacién en el plasma del paciente.

La mezcla C/P se debe realizar en tubos de pldsticos con tapa y conservados en el
bafio de hielo, antes de comenzar las pruebas.

e ————
“Técnicas para el diagnéstico de las coagulopatias” ' Pagina 13

Ninguna prueba




Movimiento del tubo.

Al agregar el Ultimo reactivo, conjuntamente se pone a andar el cronometro y

peribdicamente se' ’saca € introduce el tubo dentro del bafio de Maria, hasta
observar la formacién del coagulo, momento en que se detendra el cronémetro.

El movimiento adecuado debe describir un angulo de 90 y se repite con una
frecuencia No mayor de una vez por segundo. Esto es muy importante para que el
tubo pase el menor tiempo posible fuera del bafio, evitando que los reactivos

pierdan la temperatura adecuada y la obtencién de los tiempos de coagulacion
mas largos que los reales.

Punto final de la prueba.

Hay que establecer que se toma como punto final de la prueba; si la formacion de
la malla de fibrina o la formacién de un coagulo solidd, pues el intervalo entre uno
y otro puede extenderse a varios segundos.
En la catedra tomamos como punto final la aparicion de las primeras mallas de
fibrina. A veces no se observa faciimente, por lo cual se debe utilizar una fuente de
luz: la recomendada es la lampara de nedn.

Estandarizacion de los métodos.

Debido a la gran cantidad de variables que influencian los resultados de las
pruebas de coagulacién, se hace necesario estandarizar los métodos en cada
laboratorio.

e ——————————— e e
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métodos deben ser estandarizados en relacién a Jos siguientes

En la extraccion: Utilizar siempre el mimo tipo de jeringa O aguja_ en la
recoleccion de la muestra, tubos del mismo material. NO estandarizar la
récnica con un tipo e material y luego utilizar otro para realizar las pruebas.

En la formacién de coagulo: Utilizar los tubos de igual diametro.

Tipo de pipeta utilizada: De protrombina o automatica
Reactivos: Emplear un mismo tipo de reactivo, preferiblemente de una sola
casa comercial. No mezclar reactivos de diferentes lotes.

El tiempo y la velocidad de centrifugacion de las muestras para obtener l0s
plasmas deben ser uniformes.

El modo de agregar y d mezclar los reactivos, también hay qué
estandarizarlos.

La manera y la frecuencia en el movimiento de los tubos donde se observa
la formacion del coagulo.

El punto final d la prueba: si se acepta como mallas de fibrina 0 como
coagulo formado

g) El modo de reportar los resultados: reportar siempre los tiempos del control
y del paciente y los valores normales del método empleado.

4.2 Coaqulopatias.

Las Coagulopatias constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades que
involucran el proceso de coagulacion sanguinea del cuerpo, que son producidas
por alteraciones de las proteinas plasmaticas. Las cuales pueden llevar a que se
presente sangrado intenso y prolongado después de una lesion; ya que existe
deficiencia de un solo factor de la coagulacién donde el mas comdn es Factor 1
(Fibrinégeno)

Para determinar las Coagulopatias se dispone de 2 tipos de pruebas: Cualitativas y
Cuantitativas.

Técnicas para el diagnéstico de las coagulopatias”




cuantitativas: Nos permite la cuantificacion individual de los distintos
factores.

Tiempo de Coagulacion

Tiempo de Protombina

Tiempo parcial de Tromboplastina

Tiempo de Sangria

Tiempo de Lisis de Euglobinas.

Recuento de Plaquetas

Radioinmunoensayo

Test de Reptilasa

cualitativas: Las pruebas que nos permite analizar varios componentes a

la veZ
Tromboelastogramas

Determinacion genéticas del ADN
Métodos Inmunoldgicos( Inmunodifusion)
Electroforesis

4.3 Pruebas Cuantitativas:

Recuento de plaquetas.

Introduccion.
Los métodos para el conteo de plaquetas tropiezan con muchas dificultades debido

a la propiedad que tienen estos elementos de adherirse con gran facilidad a
superficies extrafias como vidrios, fibras u otras particulas, y también de unirse
entre si (agregacién). Por esto ha que tener en cuenta durante la realizacion del

conteo:

- El tipo de material para la extraccion, recoleccién de la sangre realizacion
de la prueba, este debe ser plasticos o de vidrio siliconado.

- La muestra de sangre ya sea venosa o capilar debera tomarse con EDTA.

- Con respecto a los liquidos de dilucion se utilizara oxalato de amonio al 1%.
Es muy dtil porque es facilmente disponible se corresponde bien con la tendencia
hemorr4gica. El recuento normal es de 150-400.000 plaquetas/ mmc. Actualmente
| métodos de eleccién es el automatizado, sin embargo en Nicaragua aun se realiza
por métodos manuales.




pundamentos.
3 angre se duluxe €N una solucién de oxala
jsis e los eﬁtrochr:)s maduros, preservado
ovita 12 aglomeracion plaquetaria y facilita s

to de amonio al 1%, que produce una
las plaquetas, leucocitos reticulocitos;
u disposicién para el conteo.

riempo de Coagulacién (Métodos Lee White).

introduccion.

La prueba de coagulacion o m_étodo de Lee Cité evallia el sistema intrinseco de la
coagulacion y €l uso de heparina en la terapia anticoagulante. La prueba consiste
en extra€r Sangre con jeringa descartable depositarla en 3 tubos previamente
rotulados, en los cuales se va a evaluar el tiempo de formacién de coagulo.

Tiempo de Protrombina (TP) o (Tiempo de Quick)

Introduccion.

El tiempo de Protrombina es utilizado como pruebas de entrada en un estudio de
coagulacion, tambieén como prueba preoperatorio, y es la as indicada para el
control de la terapia anticoagulante con drogas cumarinicas, ya que debido a la

gran variacion individual a los anticoagulantes, se hace necesario un adecuado
control de laboratorio.

lo que se persigue con la terapia anticoagulante es obtener un efecto
antitrombdtico mediante la reduccién de la coagulabilidad de la sangre, pero
manteniendo una buena hemostasia, es decir, que no ocurra sangramientos. El
Unico camino para alcanzar este balance es ajustar las dosis de anticoagulante, de
acuerdo a los resultados obtenidos de pruebas de laboratorios (Tiempo de Quick
en este caso), realizadas regularmente en la sangre del paciente.

Valora la via extrinseca a los Factores II, V, VII, VII, X. El valor normal es de 1-1.2
y en actividad de 75-100%.

El TP estd prolongado en deficiencias (30-40%) de factores VII, X, V, II de
Fibrindgeno. Un TP a 1.6-1.7 se correlaciona con el déficit de factores de
Coagulacion el riesgo de hemorragia.

Fundamentos.
Esta prueba se utiliza de rutina en los laboratorios de la hemostasia para evaluar el
Sistema extrinsico de la coagulacién. Consiste en medir el tiempo que tarda en
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complejo enzimatico con el Factor V, calcio y el
generar actividad tromboplastica por via Extrinsica, q
trombina. La trombina transforma el Fibrinégeno en

fofolipido (del reactivo) para
Ue convierte la protombina en
fibrina.

Tiempo Parcial de Tromboplastina (TPT sin activar).

Introduccion.

El tiempo Parcial de Tromboplastina es Ia prueba de seleccion para medir el
sistema Intrinsico de la coagulacién. Esta prueba a sustituido al Tiempo de
coagulacion de sangre total de Lee White, que era la mas utilizada para evaluar el
sistema Intrinsico de la coagulacién para el control de Ia terapia anticoagulante
con heparina, por ser as sensible, precisa reproducible. Se basa en medir el
tiempo de coagulacion de un plasma al recalcificario en presencia de un sustituto
plaguetario: la tromboplastina parcial.

La tromboplastina parcial se obtiene de los extractos tisulares de 6rganos ricos en
tromboplastina, como el cerebro. Se sabe que el principio activo, con propiedades
coagulantes de estos extractos tisulares es un complejo lipoproteico. Por
extraccion de ciertos solventes de las grasa como el cloroformo se extrae solo la
fraccion lipidica por eso se le llama tromboplastina parcial, ella va a realizar en le
prueba, el mismo papel de FP - 3, actia un sustituto.

El reactivo de Tromboplastina Parcial puede venir mezclado con sustancia
activadoras por tanto hay 2 tipos de pruebas:

1. TPT no activado.

2. TPT activado.

Fundamentos.

Esta prueba se fundamenta en recalcificar un plasma pobre en plaquetas, en
Presencia de un sustituto plaquetario. No es utilizada de entrada en un estudio de
coagulacion, sin embargo se ha incluido aqui para poder explicar mejor la de TPTa.
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fiempo de Tromboplastina Parcial act;
Fundamenms.
esta prueba mide el tiempo de coa i6

vado (TTPa).

ﬁm?adgorz'mqaieremoﬁﬁz una maxima superficie de contacto, obteniéndose
valora la via intrinseca. Detecta defi
Factores VI XIIL, asi como la prese
factoriales inferiores a 20 — 40, ala
como déficit de factores y el riesgo de
control del tratamiento con heparina.

cu_encia de todos los factores excepto los
NCia de anticoagulantes circulantes. Niveles
rgan el TTPa. Un TTPa 1.5 se correlaciona
hemorragia. Es la prueba as utilizada para el

Como sustancias activadoras se puede emplear: caolin, acido elagico, celite, silica,
etc. Como sustituto plaquetario utilizan inositina, cefalina, etc. Esta técnica se

utilizara, 'por ser caolin as sensible que otras sustancias activadoras, para detectar
deficiencias leves de los factores VIII y IX y niveles bajos de heparina.

Tiempo de Trombina (TT).

Es el tiempo que tarda en coagular un plasma al afiadir trombina. Esta prolongada
en la alteraciones del fibrinégeno, presencia de heparina, presencia de inhibidores
de formacion de fibrina (antitrombinas) y aumento de inhibidores de |la
polimerizacion de la fibrina (Productos de Degradacion del Fibrindgeno).

Tiempo de Lisis de Euglobinas (TLE).

Valora el tiempo de lisis del coagulo formado con la fraccién euglobinica del
plasma que tiene casi la totalidad del fibrindgeno, del plasminogeno de los
activadores de plasminégeno peor no tiene inhibidores de la fibrindlisis, por tanto
nos da informacion util sobre la actividad fibrinolitica.

BIBLIOTECA
UCEM

Tiempo de sangria o de sangrado ( Método de Duke).

Fundamento.
Mide la duracién del sangrado cuando se hace una incision en el Idbulo de la oreja

Introduccién.

El tiempo de sangria mide el tiempo que tarda en detenerse el sangrado de una
Pequefia herida realizada en la piel, bajo condiclones estandarizada. Es la
€Xpresién misa de la hemostasia primaria, ya que el sangrado se detiene porque
las plaquetas se adhieren a la membrana basal y al coldgeno que han quedado
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xpuesto por la herida, luego sufre agregacién lo que da como resultado 1

fonﬂadé” del’tapon hemostatico. El tiempo de sangria es, por lo tanto, und

nedida de numero y del estado ~funciona| de las plaquetas. Es influenciado

pmbién POT la calidad de los pequefios vasos y por un factor plasmatico el Factor
[: VW, asl como también por el fibrindgeno.

£ la Unica prueba global que permite medir in vivo la reaccion plaqueta endotelio,

muestra 1a capacidad hemostatica de las plaquetas.

de
Ge han descrito varios ’métodos, la seleccién de la técnica varia de laboratorio d
,aboratorio. Como las técnicas utilizadas son diferentes, resultan dificil interpretar

os datos obtenidos, los valores normales oscilan entre un amplio rango. El tiempo
de hemorragia normal es de 2 a 3 minutos.

4.4 Pruebas Cualitativas:

Tromboelastogramas:

Es un método que valora la dindmica de la elasticidad del coagulo a su formacion,
maduracion, retraccion lisis, ya que examina la coagulacién en sangre fresca
valorando asi la interaccién de todos los componentes de la coagulacion. Es un
método muy Util para valoracion de la coagulacién durante la cirugia.

Al contrario de los métodos cuantitativos que estudian Gnicamente muestras de
sangre aisladas y tienen el inconveniente de no valorar los efectos de los
diferentes elementos celulares y humorales (temperatura, pH, calcemia) que
intervienen en las alteraciones de la coagulacién, tampoco miden la calidad de los
factores, falta por conocer el nivel critico de cada uno de ellos.

Determinaciones genéticas mediantes analisis de ADN.

Este tipo de andlisis involucra Ia determinacion de la estructura del ADN en una
regién limitada del genoma del individuo bajo estudio. También puede analizarse la
cantidad de moléculas de ARN, de un determinado gen, presente en un tejido.

Los estudios del ADN de un individuo pueden resultar de utilidad en las siguientes
situaciones: en algunos casos se intenta determinar si un individuo normal posee
una copia de algin gen alterado que puede ser transferido a su descendencia y
bajo otras condiciones o en conjuncién con el acervo genético del otro progenitor,
generar una enfermedad.

Esto se conoce como andlisis de portadores. En este caso, en general, el estudio
Se orienta a partir de sospechas especificas por datos previos familiares. El estudio
de portadores puede ademés tener como objeto el estudio de la penetracion de
Una determinada anormalidad genética en una :




ifusion: E 5 i i
In “"Od'futso'r?o dl'nicsoun metodo inmunolégico sencillo y rutinariamente usado
o el labora Para la deteccién de antigenos o anticuerpos en una

e e E _
estra_bioldgica. Es considerado el proceso ests r
Tnn’genos Nucleares Extraibles (ENA). estandar para la deteccion de

glectroforesis: Es ulna tecnica de laboratorio, en fa cual la porcién liquida de la
cangre (sue,ﬂo).se coloca en un papel especialmente tratado y se expone a una
corriente eléctricas. Las proteinas se mueven o migran en el papel, con el fin de

tormar bandas que muestran la cantidad de cada fraccién de proteina, en relacion
con otras fracciones de proteina

4.5 Caracteristicas clinicas de las Coagulopatias

Ge caracterizan por:
Ser afecciones poco frecuentes.

Presentarse como tasa estable (el factor deficiente en un mismo individuo y en
una misa familia).

por su clinica:
Menorragias.
Hemorragias como cutaneo mucosas postoperatorias, equimosis, hemartrosis si
es precoz (caida del cordén umbilical).
Algunos nos presentan sindrome hemorrdgico; ni espontaneo; ni traumatico

4.6 Sintomatologia segiin los Factores de Coagulacion

Factor I:
« Se caracteriza por no presentar hemorragias
o Cicatrizacién defectuosa post operatorio
 Transcurre asintomaticamente durante largo periodos

Factor II:

» Epistaxis

* Hematurias

* Hematoma

* Hemartrosis

» Hemorragia gastrointestinal en el neonato.
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or V:
et Hemorragias cutdneas.

Hemorragias en las mucosas.
Menorragias, postraumaticas y postoperatorias.

pactor VIT: :

Este deficit presenta sindrome hemorrdgico precoz y severo.
Menorragia.

Hemartrosis.

Hemorragias del SNC.

e Se caracteriza por presentar hemorragias precoz,
provocadas, retardadas
e Hemartrosis postoperatorios
e Hemorragias del SNC.
Factor X

e Sangrado nasal.

e Sangrado al interior de las articulaciones.

e Sangrado muscular.

e Sangrado de membrana mucosa.

e Sangrado post parto.

o Equimosis.

o Menorragias.

e Sangrado gastrointestinal.

o Sangrado del sistema del Sistema Nervioso Central.
e Severas hemorragias postoperatorias.

Factor XII (Factor Hageman.)
la mayoria de los pacientes son asintomaticos en donde muy raramente se

presentan sagrados, presentando también trombosis.

Déficit Factor Passovoy.
Se caracteriza por di4tesis hemorrdgicas moderadas y su papel en la coagulacion

Noesta bien esclarecido.




factor Fletcher
ce caracteriza por no Presentar Sindrome hemorrs gico

factor Fitzgerald.

a) Tiempo de coagulacién.

b) Tromboelastografia.

¢) Tiempo de sangrado,

d) Conteo global de plaquetas.

En la segunda fase se realizan |as Pruebas semi-analiticas como:

d) Test de Reptilasa que evaltian la fibrinoformacidn.

En la tercera fase se realiza la

dosificacion de los diferentes factores
individualmente:

a) Dosificacién inmunolégica a la deteccién especificas de anticuerpos
b) Dosificacion fisico — quimica (por ejemplo el Fibrinégeno).




stodos técnicas x i
4.7 Met ; empleadas ra_el diagnéstico de las

" Coagglopabas se manifiestan Ia mayoria de las veces como enfermedades
hemorragicas €S Por €S0 que su diagnostico se basa en una buena historia clinica y
en estudios de laboratorio. Para cada factor de Ia Coagulacion corresponden las
ciguientes Pruebas y metodos para determinar en q lugar se encuentra el dafio.

factor I: (Fibrinégeno).

por muchos anos,. la n)edida de Fibrinégeno ha sido particularmente dificultosa
para los laboratorios clinicos, debido a la gran cantidad de métodos que existen
pasados €n diferentes principios, a Ia carencia de patrones de Fibrindgeno
disponible en el comercio.

Debido @ que el Fibrindgeno mide la fase final de Ia coagulacion, no se debe incluir
dentro de las pruebas de seleccién, ademds, en el uso de diferentes métodos, se
ha encontrado variabilidad en los resultados, siendo un objetivo primordial, la

busqueda de un método que reina condiciones de sencillez, exactitud, rapidez y
confiabilidad en el menor tiempo posible.

Mediante la coagulacion.
Estos se basan en separar el fibrindgeno del plasma mediante la coagulacién por

trombina o calcio. Como miden proteina coagulable, son mas precisos que los
métodos basados en la precipitacion del fibrindgeno por sales, ya que en estos
ultimos pueden precipitarse otras proteinas.

Método de clauss.

la determinacion del Fibrindgeno debe realizarse después que el tiempo de
Protombina de alargado, para comprobar si la causa de ello es una
hipofibrinogenemia.

la prueba de Clauss es en ciertos casos considerada la prueba as util para el
diagnostico, tratamiento intravascular diseminada uno de los mejores ejemplos.

Fundamentos.

Se basa en medir el tiempo de coagulacién de un plasma diluido (concentracién
baja de Fibrindgeno: sustrato) una alta concentracién de trombina, lo que hace
Muy sensible a los cambios de concentracién de Fibrinégeno, pero relativamente
sensible a los de la concentracién de trombina.




métodos utilizan varios procedimientos: unos se basan en precipitar el

;S;nosn()geno mediante C?'Ol' (Millar y col...1971), otros en el fraccionamiento de Ia
F,rotginas solublg me@ant&s sales (Goodwin 1961; Rampling y Gaffney 1976)
o5, € 12 precipitacion por sales, pero estos métodos han sido muy criticados
cu falta de precision (Goodwin 1961) Steven Felippo 1973; Koepke 1975) sin
bargo, Son as sencil!os Yy consumen menos tiempo que los basados en la
gulacion de la proteina, lo cual es de gran valor par a las emergencias del
igboratorio clinico, como en casos de CID.

A continuacion se menciona los diferentes métodos para la edicién del Fibrindgeno
mediante métodos fisico-quimicos.

. Por precipitacion mediante calor (Millar, Simpson y Stalker. 1971).
« Por precipitacion mediantes sales:

Métodos inmunoldgicos.

Fundamento.

Los procedimientos inmunoldgicos se basan en la especialidad de la unién Ag- Ac.
la propiedad que tiene las Inmunoglobulinas de unirse a un Antigeno, la
especialidad de esta unidn y el hecho de que pueda ser visualizada por los
fenémenos de precipitacion, aglutinaciéon y otros mecanismos indirectos (marcaje
con fluoresceina, con radioisétopos o con enzimas), hace que estos métodos se
empleen ampliamente.

A continuacidon se menciona los diferentes métodos inmunoldgicos en el estudio de
la coagulopatias, estos se dividen en:

Métodos de precipitacion.
Inmunodifusion.
Ténica en la que existe difusion de antigeno o anticuerpo a través de un medio

semisdlido, usualmente gel de agarosa, siendo el resultado una reaccion de
Precipitina.




nmunodifusion.

1
1ip05 %€

yétodo® Cusiitativos.
inmunodifusion sencilla (William 1970).
inmunodifusion doble (Grarvey 1970).

inmunodifusion doble en 2 dimensiones (William 1970).
Reaccion de electroinmunodifusion (Ritzamann 1975).
Inmunoelectroforesis (Rose 1973).

por Radioinmunoensayo.
£/ Radioinmunoensayo (RIA) se basa en deteccion de reacciones Ag- AcC con

conjugados marcadas con isotopos radioactivos.

Es de mucha importancia para la cuantificacion de hormonas dado la competencia
ye se establece, para unir anticuerpos especificos, entre la sustancia a cuantificar

cantidades conocidas de la misma sustancia marcada con un isotopo. Al
establecerse esta competencia resultan que a mayor cantidad de sustancia a
cuantificar, menor serd la cantidad de sustancias radioactiva que se une al

anticuerpo viceversa.
Tipos de RIA.

RIA directo.
RIA de inhibicion

Test de Reptilasa.

Fundamento.
La reptilasa es un veneno de serpiente que contiene una enzima que promueve la

conversién del fibrinégeno en fibrina por una reaccion proteolitica similar, aunque

no idéntica, a la que ejerce la trombina.
la reptilasa desdobla los fibrinopeptidos A de la molécula de fibrinégeno; al

iberarse los fibrinopeptidos A, el resto de la molécula comienza a polimerizar de
Modo espontaneo forma el coagulo.

26




r

- pruebast ueridas seqiin cada Factor de la Coaqulacién
4.

rl
% de sangria
TieM? " 4e protombina
Tiem , parcial de Tromboplastina Activado
re go de Trombina
.T tde Reptllasa
:Tro hina coagulasa
Nivel de Fibrin6geno
:E 153y0 inmunoldgico del Fibrinégeno
_Recuento plaguetario
Test fiprinolitico.

factor I1 P mbi
-Tiempo de protombina

Tiempo parcial de tromboplastina
Tiempo de trombina.

_Recuento Plaquetario

_Métodos del Fibrinbgeno

Factor V:

-Tiempo de Quick (Tiempo de Protombina)
-Tiempo Parcial de Tromboplastina
-Determinacion de Factor V

-Tiempo de Trombina.

-Tiempo de sangrado.

-Presencia de Ac. Adquiridos.
-Tiempo de coagulacion.
-Recuento de plaquetas.

Factor VII:

- |empo de Quick (Tiempo de Protombina).
“Tiempo Parcial de Tromboplastinas.
“Tiempo de trombina.

“Tiempo de sangrado.

“Tiempo de coagulacion,

“Recuento de plaquetas




30 xd:e Quick (Tiempo de protombina).
7emP© parcial de Tromboplastina Activado.
1ie™’” 4e Trombina.

,ﬂegpo de Sangria.

,ﬂeecu bnto de plaquetas.

R

X1:
FaC:;O de Quick (Tiempo de protombina).
1K parcial de Tromboplastina Activado.

,Ez’t';pn?bma Residual del suero.

TiempO de Trombina.
TiempO de Sangrado.
Recuento de Plaquetas.

or XII:
-F;:tmpo de Quick (Tiempo de Protombina).
Tiempo parcial de Tromboplastina Activado.
Tiempo de Trombina.
-Tiempo de Sangria.
_Recuento de Plaguetas.

Factor XIII:

-Tiempo de Quick (Tiempo de Protombina).
Tiempo parcial de Tromboplastina Activado.
- Tiempo de Trombina.

-Recuento de Plaquetas.

Factor Fletcher:

-Tiempo de Quick (Tiempo de Protombina).
-Tiempo parcial de Tromboplastina
-Recuento de Plaquetas.

Factor Fitzgerald:
“Tiempo de Trombina

~Tiempo parcial de Tromboplastina

“actor Passovoy:
'Mpo parcial de Tromboplastina




ric edimientos Técnicos de las diferentes pruebas de la Coagulacion.
5.0

W
1ie®

efiﬂ'es'
mat Lancetas.
A|godén con alcohol y seco.
pape| ﬁltro
Bisturi. ;
Laminas porta objeto.
Cronometro.
Curas.

NV AW

P,ocedimie"to-

a. Limpiar el |6bulo de la oreja con alcohol y dejarlo secar.
p. Hacer una incision de forma horizontal de unos 3 mm de profundidad, con

lancetas descartables o con una hojilla de bisturi, para obtener mejores

resultados se puede apoyar un corcho en la parte posterior del Iobulo.

Al realizar la incision se pone a andar un cronometro.

d. Cada 30 segundos se van recogiendo con un papel filtro las gotas que van
apareciendo sin tocar el coagulo que se esta formando, solo la capsula de la
gota. Continuar el proceso, hasta que cese el flujo de sangre y detener el
cronometro cuando ello suceda.

valores Normales.
El tiempo de sangria por este método es de 1 a 4 minutos. En ocasiones puede

fiuir, al principio, gotas de sangre muy grandes y luego detenerse el
sangramientos en 2 a 3 minutos. Esto puede suceder por cortar un vasito de
mayor calibre que lo estandarizando en la prueba; si el sangramientos no cesa en
u tiempo normal, hay que repetir la prueba en el otro I6bulo.

Esta prueba ha sido muy criticada debido a la falta de reproducibilidad de los
valores obtenidos en un mismo paciente. Se recomienda realizarla solo en nifos
Pequerios debido en la incomodidad para realizar otros métodos, y utilizar hojillas
de bisturi y no lancetas descartables.

Recuen
Materiales,

;- tubqs de vidrios o de plasticos.
. Agujas 21x1/2.




0 I’ocedimient()-
a

(=3

Te o

nte EDTA (Utilizarlo en produccion de 1 gota de solucién de
3 Anti 10% para 5 ml de sangre.
. EDT res cON heparina.

4.
5.
6.
P
8.

i gula

Gas3> . de contraste de fase o de campo claro.

or manual. ) :
lo,Cpnttaa‘i de Thomas para glébulos rojos.
11'2,p|ﬁcién diluyente oxalato de amonio al 1%.
12.

Curas- ;
13 agitador dé pipetas.

o

a sangre Se diluye 1:1000 en una pipeta de Thomas para glébulos rojos

ilizando oxalato de amonio al 1%.
uomar sangre hasta la division 1 de la pipeta y liquido de dilucion hasta que la

" mezclan llegué al 101, siendo los cuidados conocidos del enrace de las pipetas.

Mezclar en agitador por 3 minutos.
Descartar de 3 a 4 gotas, y colocar 1 gota en la camara Neubauer en ambas

cuticulas. ) ’ ’
Dejar en reposo por 10 minutos en camara humeda.

proceder a realizar €l conteo segun procedimiento preestablecido.
Realizar calculo.

Reportar el conteo global.

valores Normales.
De 150,000 -450,000x mm3.

Tiempo de coagqulacion

Materiales.

e

1. tubos de vidrios de 12x 75 mm.
Algodén con alcohol y seco.
Jeringas descartables de 5 o 10 cc.
Cronometro

Torniquete.

Bafio de Maria.

Curas,

P:’cecﬁmiento_
+ Colocar el torniquete, y seleccionar vena donde se va realizar la puncion.




sangre, echar andar inmediatamente el cronometro.

= '61 cc de sangre en 3 tubos previamente rotulados.

Exﬂa ~ ;
9‘501053; ldelostubosenbanosdeManaa37Consotr052 a

Q. O

G ambiente.

mperaturas 30 segundos hasta i

Pe s tubos gada segund que se forrT)e la malla de fibrina.

inclin@ e se hard sumando el tiempo de’ coagulacion de los tres tubos y

( E egr%pola division de los tres, este serd el valor final del tiempo de
?oagu'adén'

0 NofmalCS-
D

mpo de protombina (TP)

Tie
jales- : :

# ater:;pems automaticas que midan volumenes de 0.1 y 0.2 ul.

puntas para pipetas automaticas.

Cronometro.

Bafio Mana.

Tubos de ensayos 13 x 75 mm.

Coagulometro. N,

Reactivo para la determinacion de TO.

procedimiento.
a. Calentar a 37 C el reactivo, muestra y controles por 5 minutos.

b. Mezclar bien el reactivo sin agitarlo.
c. Pipetear en un tubo de ensayo limpio y seco 100ul de plasma citratado,

200 ul de reactivo de tromboplastina- calcio.

d. Mezclar y activar el cronometro.

e. Comenzar a leer, detener el cronometro cuando se hay formado la fibrina.
f. Reportar el valor obtenido en segundos.

Valores Normales.
De 13 - 17 segundos.

H:tne‘rialz:_rdal de Tromboplastina (TPT sin activar).

;' :ipetas automaticas que midan volimenes de 0.1y 0.2 ul.
* 7Untas para pipetas automaticas.

3. Cronometro,
Bafio Maria.

+ Tubos de enga
013x7 8
v CoagUlOmetm.y 5 mm

3t




rocedimientosr-l re con todos las precauciones conocidas, utilizando materia
Extraer 5 vidrio ciliconado y verteria en un tubo plastico o ciliconado que

2 pléSt,’COS colucion de citrato de sodio 0.109 M, en Ia proporcién de 1
contiene Je anticoagulante por 9 volimenes de sangre.

yolumen == = cangre a 3500 rpm durante 10 minutos, a fin de obtener PPP

.egar | fx: N 2 e
‘ centr:glv% * el plasma, utilizando pldsticos, a un tubo pldsticos provistos de
y re

tapa: lentar la solucién de CaCl2 en el bafio de Maria a 37 C.
¢, prec@ * 6 tubos 12 x 74 mm en el bafo de Maria y agregar en el primero:
ma y 0.1 ml cefalina. Mezclar. Poner a andar el cronometro de

- hacion, incubar durante un tiempo de 30 sequndos

nc; 5 0.1 ml de CaCl2 de modo fuerte para que se mezclen todos los
: Agrft?vos_ Mezclar conjuntamente, poner a andar el cronometro al momento

(rje:,a mezcla. Dejar el tubo 50 segundos en el bafio de Maria.

gacar el tubo del bano de Maria, inclinaﬂo en angulo de 90 e introducirio
' 4o NUEVOS, repitiendo este pmce§qlpeﬁodicamente no mas de 1 vez por

undo, hasta observar la aparicion de la primeras mallas de fibrinas;

conjuntamente detener el cronometro. _

Realizar los pasos descritos con el control, con el paciente y con la mezcla
: ¢/p, por duplicado y en orden balanceado. Para deducir el promedio, hay

que tener presente las diferencias permitidas entre 1 tubo y otro.

=

d. 0.1 de pias

o®

valores Normales.

Los valores normales oscilan entre 60 y 100 segundos. Estos valores corresponden
a los que se deben obtener con un plasma control y sirven para chaquear los
reactivos. En realidad los valores normales de la prueba deben darse en términos
de diferencias de tiempo de coagulacién del paciente menos el tiempo de
coagulacion del control (P-C). Una prueba se considera normal cuando esta
diferencia no es mayor o menos de 10 segundos.

Tiempo Parcial de Tromboplastina (Activado).

Reactivos,

L. Plasmas Citratados.

2. mezclar plasma control/ plasma 50/50 (C/P), prepararia momentos antes de
comenzar la prueba.

- "Srromboplastinas parcial8cefalina).
+ “Uspensién de caolin al 0.5%.




_/ doruro de calcio 0.025 M. preincubada por |og menos 10

5. Sduct'g: antes de 2 prueba.

jmiento- 1 :

coced! bos 10 x 75 mm. Del 1 al 6 pipetear 0.1 ml de la suspensig
)Pma 'Igstltjubos y manten~ertos a ter_nperatyra ambiente. seliadie!
3 dl:o(igf ol tubo 1 €n el bafo de Maria, agrégale 0.1 de plasma
co
b)
sclar y conjuntamente marcar el cronometro de incubacién.
oontro;] el Cronometrq marque aproximadamente 50 segundos, elevar el
2) 25 51 bafio de Maria y al minuto exacto agregarle 0.1 ml de plasma del

tw ente ¥ mezclar. i

palf)s 2 minutos 50 segundos se lleva el tubo 3 al bafio de Maria yalos3
p) A Ltos exactamente se agrega 0.1 de la mezcla C/P, se mezcla.

mllnS 4 minutos 50 se lleva el tubo 4 al bafio de Maria y a los 5 minutos
9) ctamente, 5€ agrega 0.1 ml de la mezcla C/P, se mezcla.

A los 6 minutos 50 segundos aproximadamente se llieva el 5 al bafio de
9 \yaria y @ los 7 minutos exactos se agrega 0.1 ml de plasma paciente, se

meZCla- . =~

A los 8 minutos 50 segundos aproximadamente se lleva el tubo 6 al bafio de

e Maria y @ 10 9 minutos se agrega 0.1 ml de plasma control.
Asi se tienen en incubacion muestras del control, paciente y mezcla C/P por
duplicado y en orden balanceado.
cuando el cronometro se aproximen a los 10 minutos, se agrega 0.1 ml de
cefalina al tubo 1y a los 10 minutos exactos, se le afiade la solucién de
caCl2 preincubada, se mezclan y conjuntamente se marca otro cronometro
para medir el tiempo de coagulacion.

) A los 10 minutos 50 segundos, en el cronometro de incubacion, se agrega
0.1 ml de cefalina al segundo tubo y exactamente a los 11 minutos, agrega
0.1 ml de CaCl2, se marca otro cronometro y se mide el tiempo de
coagulacion.

h) El procedimiento anterior es repetido con dos minutos e intervalos en los
tubos 3, 4, 5 y 6; asi, a los 12 minutos 50 segundos se agrega 0.1 ml de
cefalina al tubo 3 y a los 13 minutos exactos, 0.1 ml de CaCl2 y se mide el
tiempo de coagulacién.

Se contintia de igual modo hasta llegar al sexto tubo.

Siel plasma del paciente es muy normal, el tiempo de coagulacion en los
tubos que contiene plasma del paciente, puede pasar de 2 minutos, y por
::S tanto, traspasar el intervalo estableado para probar el préximo tubo en
serie,
i, un tubo
30 no ha coagulado a 1 minuto y 45 segundos de haber agregado e
' 5€ pone en la gradilla dentro del bafio de Maria, mientras se produce se
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’ siguientes; tan p@nto como se ha completado el proceso de
. Luelve a inspeccionar el tubo anterior y con algo de practica
rubos conjuntamente hasta que coagulen utilizando relo'er:

2 medir 10 tiempos de coagulacion. :

enerales, S€ da como valore normales de 30 a 50 segundos, pero

/mino> qto en e TPT estos valores se refieren a los de un plasma control y
Com:equear el estado de los reactivos.
' dCIOS valores del TPTa se dan en términos de diferencia del tiempo de
0 rea"dfa, . del paciente menos el tiempo de coagulacion de control (P-C).
Coagglaclonﬂdo como cifras normales si la diferencia es menor de 6 segundos.
consld?if control 45 segundos.
gemP”  pociente 32 segundos.
piferencia P-C -13 segundos.

Ea prueba €s anormal, aunque el tiempo de coagulacidon del paciente se
encuentre dentro de los rangos 30-50 segundos.

Tiempo de Trombina .

Reactivos.
1) Plasmas citratados: control y paciente.
2) Solucién de trombina humana o bovina. Diluir de tal forma que os controle

estén entre 10 y 22 segundos.

Procedimiento.
a) Se coloca en un tubo 10 x 75 en baiio de Maria a 37 Cy en el se agrega:

8'2 ml de plasma. Incubar 1 minutos.

Mezc|ar'2 ml qe la solucién de trombina ajustada.
Muy g eli);a fg::lr el tlempo. de coagulacién. En esta prueba las mallas de fibrina son
°ES€rvaci6nf a veces dificiles de observar, por lo que hay que ser cuidadoso en

) La pry ;

en 0rd§2ab:|e realiza por duplicado, tanto con el control como el paciente y
tiempo gf uanceado; siempre hay que procesar el control y no tomar como
Que se obtuvo, cuando se ajusto la trombina.




normales si 13 diferencia entre los tiempos del paciente

Nofmaws'alores
deﬂ Corg:r:.ayol’ de 2 segundos.
I

Lo
| NO r
5O otr0 Je Report? 20 segundos.

¢
;}fﬂpw: :tro' 21 segundos.
g:cie"te c +1 segundo.
& i P Hasta + 2 segundos.
yN

W
0.

ped A) Hay dos tipos de reactivos de reptilasa:

1. Reptilasa R es el nombre del reactivo disponible en el
comercio: €s un veneno de serpiente Bothrops Atrox y
presentado como un polvo por Paines y Byrne LTd, cada vial
se reconstruye con 1 ml de agua destilada.

El veneno de Bothrops jararaca viene en solucién salina en
concentraciones aproximadamente de 0.05 mg/ml.

B) Plasma PPP citratados y del paciente.

procedimiento.
a. Colocar en un tubo 10 x 75 mm pre incubado a 37 C.

-0.2 ml de plasma. Incubar 1 minutos, agregar:
0.1 ml de reptilasa. Mezclar y conjuntamente marcar un cronometro, medir el
tiempo de coagulacion.
b. Realizar el mismo procedimiento con plasma control y plasma paciente por
duplicado y en orden balanceado.
::Ioru Normales.
consj
Sidera como valores normales si la deferencia entre los tiempos del paciente

g
é;n;?:.t';i)go es mayor de 2 segundos.
oy de Reportar.

P?ciente 22 segundos.
Verencia p.c 24 segundos.
+2 segundos.
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es de piferenci:

‘ réno de trombina prolongada y un test de reptilasa normal
un tiemfi;’ resencia de heparina; por el contrario un Tiempo de
00" ment€ test reptilasa alargado, inducen a pensar en un defecto

Vo~ erte 5
i?'zfe” sjrolog zbcroi:é;eno, en niveles elevados de PDF 0 en defectos
| a 3 » »
o p't;n'vo del ﬁbrinégeno (dlsﬁbn_nogene,mla)_ - | ecto
cu«‘i”g[umle del 2 con Bothrops jararaca es mas sensible a los PDF que con
St Giddings 1980
i ™ ptroX
05
gota




V. conclusiones

o linicas de los trastornos hemorrdgi
eristicas Syt : . Iragicos son: epictayi
|35 @@CFaS hemorragias gastrplr!testmales post  operatori epistaxis,
VB omagas " ranscurren practicamente asintométi ias el cual
e fermos ! B sintomatico durante a

algt}(;‘dosl En la mayoria de los casos a estps pacientes se les detecta rgos
peri  alidades hasta el momento de realizar examenes preoperato estas
anor 5 estos presentan ciertos sintomas que hacen pensar al médflOs 0

-~ defecto en los factores de la coagulacion sanguinea'cO la

; ili | diagndstico d

métodos 8 utilizar para € 5 de a5y :

105 ruebas globales. Luego se realizan pruebas se [ﬁglggﬁt?g;; psaon
ra

nte P
nar el déficit de algunos factores, concluyendo el estudio con la
S

determi : Al
~uebas confirmatorias (_mdwuduales) de los diferentes facto
cién. Entre la mas importante estan: medidas de polimerizalggn 32

coagU|a ;
fibrina, ME
para confirmar,

todo inmunolégico, RIA, medicion celular, tr
S e omboe
biologia molecular. / lastogramas y
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