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L. Introduccién

Los trastornos de 1a coagulacion denominadas ulopatias, son anormalidades
hemostaticas que pueden presentar diﬁmitadescc?:%iag?%sﬁcb y tratamiento, por
su baja frecuendia de estudio como también su elevado costo en las pruebas
presuntivas entre las cuales tenemos las siguientes: Pruebas genéticas, Test de
reptilasa (reactivo), tromboelastogramas entre otras.

En Nicaragua se realiza el diagnéstico a través de las pruebas cuantitativas y
cualitativas; donde la Cruz Roja y laboratorios privados son los centros de
alternativas para remitir pacientes sospechosos de padecerias.

Este estudio tratara de demostrar que las Coagulopatias estdn ligadas o
relacionadas con los factores de coagulacién (Factores 1, I1. VII, X, XI, XII, XIII,
Factor Fletcher, Factor Fitzgerald, Factor Passvoy), los cuales son objeto de esta
investigacion.

Factor I (fibrindgeno): El fibrinégeno 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 accién de la trombina. La deficiencia de este
factor resulta en Afibrinogenemia a Hipofibrinogenemia. . Ei fibrinégeno también
desempefia un papel en la agregacién 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 carboxilacién
postranslacional para activarse.

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

Factor VII (Proconvertina): Es un factor estable, cofactor, acumulador que
participa en la via Intrinseca de la coagulacion sanguinea, es activado por el
contacto con el calcio y en conjunto con el Factor III (tromboplastina tisular) activa
al factor X. Este factor es producido en el higado, igual que los otros de factores
vitamina K dependiente.
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Factt?r g fz'actor X €s una serino proteasa, vitamina K dependiente que Se
SRS .E| higado y desempefia un papel clave en el sistema de la coagulacion,
siendo laT pn.mera enzima del sistema comin y el més importante activador de la
Protombina _]unto con el factor V a y las membranas fosfolipidicas y calcio complejo
de protombinasa, acelera 280,000 veces la conversién de protrombina a trombina.
EIgEres encuentra en cromosoma 13, cerca del gen del Factor VII, con el que
esto estrec':hamente relacionado. Es la primera encima de la via final coman hacia
la formacion de fibrinas.

Factor XI: El factor XI es un cimégeno, precursor de una serino proteasa
dimerica, de sintesis hepdtica, 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 una
familia hebrea con una didtesis hemorragica moderada, cuya forma de trasmision
se describid inicialmente como autosémica dominante, aunque después se
establecid que el modo de trasmision real era autosémico recesivo, con igual
numero de mujeres y varones afectados.

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

Factor XII (de Hageman)

L3 existencia de este factor, fue descubierta por Ratnoff y Colopy en 1955 en una
guarda de ferrocarril de nombre John H Hageman. El sefior Hageman no
presentaba historia de sangramientos, pero un examen de rutina se encontrd que
su sangre era practicamente incoagulable.

Se han observado valores bajos del factor Hageman en el cordén umbilical y en el
recién nacido hasta la sequnda semana. En condiciones patoldgicas, hay reduccién
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 formacion de quininas y la
generacion de permeabilidad vascular por la accién de plasma diluido.

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

describid el primer caso en 1968.

Factor Fletcher: Fue descubierto en 1965 por Hathaway y SuS colaboradores en
un paciente de apellido Fletcher, qué presentaba TPT alargado. Clinicamente este

efecto es asintomitico se hereda de forma autondmica recesiva. La
TSR WY Pagina 2
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consanguinidad de los padres se ha podido comprobar en un nimero de casos. Se
ha establecido que el factor Fletcher es una precalicreina plasmatica qué €s
necesaria para la activacion optima del Factor XI (PTA), Generacion de la
fibrindlisis, quimotaxis y formacién de quininas. Actla como cofactor no

enzimatico, jugando papel importante en las reacciones de activacién por contacto
en el mecanismo de la coagulacion.

Factor Fitzgerald: Fue descubierta en 1974 por Walkman y Abrahan, en un
negro de 72afios, a quien sin antecedente hemorrégicos presentaba un TPA a con
caolin muy prolongado, el cual era corregido con la adicién de plasma deficiente en
los Factores V, X, XII, IX, XII y Fletcher. Ademas, a diferencia de Fletcher, la
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 la
permeabilidad vascular por la accidn desde plasma diluido. Presenta repuesta
inflamatoria anormal, no presentan predisposicion a infecciones. Hoy piensa que
este Factor actia en el mecanismo de la coagulacién en un paso inmediato a la
activacion del Hageman y Fletcher, ante de la activacién 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 diatesis hemorragica moderada y
una prolongacion muy discreta del TPT. Este factor es absorbido por el sulfato de
bario y del gel de hidréxido de aluminio, aun se desconoce si actia en una fase
anterior o posterior al Factor XI.

En Nicaragua hay debilidades en la clasificacién 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 clasificacién incompleta de estas
deficiencias sanguineas.

Es de suma importancia ofrecer a través de este trabajo investigativo una
exposicion 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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Justificacion.

El presente estudio, tiene como finalidad profundizar sobre el conocimiento de 1as
pruebas pr esuntivas para el diagnostico de estas alteraciones en la sangre que son
causa de enfermedades ligadas a los factores de coagulacién, especificamente a
los factores I, II, V, VII, X XI XII XIII , factor fletcher , fitzgerald ,passvoy ,los
cuales son objetivo de estudio.

Se pretende facilitar conocimiento cientifico — técnico a la Universidad como Centro
formador para que este material puede ser consultado tanto por docentes, asi
como estudiantes de las dreas de ciencias medicas .

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




I1. Planteamiento del problema.

L= Coagul.opati.a S constituyen un estudio muy poco explorado e investigado. Para
su I'ESpeCtIVO' diagnostico se requiere de pruebas especializadas y tecnologia que
aun no se disponen en algunas instituciones puablicas que brindan servicios de
salud como son las dreas de investigacion muy pocas difundidas en el pais dentro
de las cuales puedo mencionar las siguientes: Biologia molecular (Prueba de ADN y
ARN) 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 reconfirmacion para identificar los posibles
factores de la coagulacion que se encuentran alterados y poder establecer su

diagndstico.

1. Cudles son las manifestaciones clinicas para el diagnostico de las

coagulopatias?
2. ¢éCuéles son los métodos 0 pruebas mas co

coagulopatias?

munes para €l diagnéstico de las

atias
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III. Objetivos

Objetivo General:

Identificar los métodos y técnicas empleadas para el diagnostico de las
coagulopatias; asi como sus manifestaciones clinicas.

Objetivos Especificos:

Conocer las caracteristicas y manifestaciones clinicas que orienten un diagnéstico
de estas anomalias de la sangre.

Conocer los métodos y técnicas que brindaran al médico un diagndstico definitivo
de los trastornos de la coagulacién.

—
: Pagina 6

“Técnicas para el diagnéstico de las coagulopatias”




IV. Antecedentes

Las coagulopatias son problemas que estimularon desde afios remotos su estudio
para entender las anomalias que pueda presentar la coagulacién sanguinea. La
historia de las enfermedades hemostaticas van desde hace 1700 afios, donde una
gente llamada rabinos se dieron cuenta que muchos nifios varones sangraban sin
ninguna razon, los cuales fueron asociados al pasar de los afios a la Hemofilia que
es una de las enfermedades mas comun que presenta la coagulacién sanguinea.
En el transcurso de los afios las Coagulopatias han dado respuesta definitiva,
confirmativa a través de las pruebas de laboratorio porque nos indican las posibles
alteraciones existentes en los mecanismos hemostaticos. Dentro de las pruebas
mas 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
formacion de coagulos inexplicables. Juntamente con el TP (que evalia las vias
extrinseca y comun de la cascada de la coagulacion), el TPT se utiliza a menudo
como prueba de primera linea en la investigacion de la causa de un sangrado o de
un episodio trombético.

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
una de las pruebas de coagulacién mas popular y usada porque es capaz de
detectar deficiencias de los factores V, VII, y X.

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

Tiempo de Reptilasa: La reptilasa es un veneno de serpiente que contiene una
enzima que promueve la conversion del fibrindgeno en fibrina por una reaccion
proteolitica similar, aunque no idéntica, a la que ejerce la trombina. Es decir se
utiliza para valorar el tiempo de trombina prolongado.

Tiempo de Coagulacién: fue descrita en 1966 por Hattesly. Es un test funcional
que ofrece una idea global de la situacion del sistema intrinseco de la coagulacion,
es decir mide el tiempo q tarda la sangre en coagularse al contactar con

superficies artificiales.

e —
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Biologia Molecular: Fue descrita en 1865 por Gregorio Mendel ya que fue el
primer cientifico en llevar acabo experimentos genéticos con aportaciones de
Friedrich Miescher quien en 1869 descubri6 el ADN Las enfermedades de origen
genético son estudiadas por la medicina desde mdltiples aproximaciones;

Originalmente estos estudios abarcaban relaciones familiares y descripciones
clinicas de las afecciones su forma de herencia.

Actualmente se considera que un test genético es un anélisis de ADN o ARN

humano, de sus cromosomas, de proteinas o ciertos metabolitos, con el objeto de
detectar una alteracion 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
gjemplo: las pruebas que se realizan con técnicas de investigacién 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 estandar para la deteccién de
Antigenos Nucleares Extraibles (ENA).

Electroforesis: Es una técnica de laboratorio, en la cual la porcion liquida de fa
sangre (suero) se coloca en un papel especialmente tratado y se expone a una
corriente eléctrica. Las proteinas se mueven o0 migran en el papel, con el fin de

formar bandas que muestran la cantidad de cada fraccion de proteina, en relacién
con otras fracciones de proteina.

%
Técnicas para el diagnéstico de las coagulopatias Pagina 8




4.1 Instrucciones generales para la realizacién de las ebas de

coagulacion.

pebido a que el tema abordado es muy importante desde el punto de vista
técnico, Se exponen algunas recomendaciones técnicas que tienen como objetivo
prindar al personal interesado las bases necesarias para la mejor ejecucién de 10S
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, esta sugerencia es debida a que las pruebas deben realizarse sin ningdn
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, estandarizacion de métodos, etc.

Equipo
Bano 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 lampara de luz de nedn, que es luz fria.

Cronometros.
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 Cronometros.

“Técnicas para el diagnéstico de las coagulopatias”



Material.
Agujas.

Las agué?,s retcomendadas Son las - 20 y de 1 pulgada de longitud; agujas de
menor Clamelro pueden producir la hemélisis de glébulos rojos y, por ende,

contaminacion de l.a Muestra con sustancia tromboplasméticas. Agujas de més de
1 pulgada, proporcionan Mayor superficie de activacién.
Jeringas.

Se recomienda el uso de jeringas plasticas descartables; asi se carece de ellas,

podnal.’l 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) ha szglr.lg_redentra con mucha} presion, lo que puede Causar, por una parte,

emolisis ej’los globulos rojos y, por otro lado. La activacién de los factores
de coagulacidn.

C) El llenado de los tubos de vacutainer no siempre es uniforme: esto puede
traer como consecuenqa que no se conserve la relacién que debe existir
entre la sangre y el anticoagulante, o cual es una causa muy grave entre en
la pruebas de coagulacidn.

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

Tubos.

Tubos para la recoleccibn de sangre. Se debe utilizar tubos de piasticos
descartable, preferiblemente provisto de tapa, pues ello disminuye los cambios de
pH de la sangre o de plasma.

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 didmetro y longitud del tubo
influyen en la activacion 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.

i

| Tubos para medir el tiempo de coagulacién.
|

|
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Las pipetas automaticas,

También pueden utilizarse con igual fin

que las protombina, pero con las ventajas
adicionales que sus puntas son plasticas

(no contactables) y descartables.

Cuidado y lavado del material de vidrio.

El material de uso para pruebas de coagulacion debe lavarse y guardarse aparte
del resto del material de uso para el laboratorio. Ei material de vidrio reusable
debe lavarse y enjuagarse éscrupulosamente a fin de evitar que les quede restos
de fibrina, proteinas, calcio, etc. No debe utilizarse para lavado detergentes tipo
Ajax, Ace, etc., para esto, hay detergentes comerciales que contienen proteoliticos

espeaales. El secado se debe hacer en horno, envolviéndolo previamente para
evitar la contaminacién con polvo.

Reactivos.

Cuidados que deben observarse.

La calidad de los reactivos es de mucha importancia para las pruebas de
coagulacion, deben ser de preparacion reciente y de buena calidad, si se preparan
en el laboratorio, hay que verificar bien el PH, el agua debe ser destilada y de la
mejor calidad, anotar la fecha de preparacion para respetar el plazo méximo de
conservacion, 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
coagulacion se fundamentan en la precipitacién 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.

Solucidn de citrato de sodio 0.109 M.

Se utiliza con preferencia sobre el oxalato de sodio, pues preserva mejor los
factores labiles de la coagulacion, tales como el factor V y el Facto VIII y, ademds,
la neutralizacién del calcio es mas rapida con citrato que con oxalato.

La solucidn de citrato de sodio se emplea en la proporcién de un volumen de
anticoagulante por 9 volimenes de sangre. Sin embargo en los tr.?nbajos de
Ingram, cuando utilizo las proporciones, usuales se citrato y sangren paqentes con
valores altos de hematocrito, se obtuvo un alargamiento del tiempo de

W
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solucion de cih'ato-acido-epsilo-amino-caproico (EACA)

Esta solucion se utiliza cuando se sospecha que hay actividad fibrinolitica
acelerada, ya que al EACA la inhibe. En estos casos es muy importante emplearla
en las muestras para la determinacién de Fibrinégeno; sin embargo, la adicién de
EACA prolonga €l PTTa, el TT y el test de reptilasa.

Metodologias para las pruebas de coagulacién.

Toma de la muestra.

a- El material para la extraccion de la sangre debe ser de jeringas plasticas
descartables, si no se dispone de ellas, utilizar de vidrio, pero siliconadas y

las agujas deben ser 20.

b- La sangre debe extraerse con un minimo de estasis venosa, por lo tanto el
torniquete debe utilizarse el menor tiempo posible, pues de lo contrario
podria liberarse sustancias tromboplastinicas y activadores de sistema

fibrinolitico.

- ¥ - - - B - - - tos de
¢- la puncién tiene que ser limpia, €s decir sin hacer movimiento
: . btener una n;uestra exenta de tromnoplastina tisular

loracion a fin de 0 : l
)ef:pque de lo contrario podrian tenerse falso con los tiempos de coagulacion

més cortos que los reales.
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maneijo de la sangre.

i hayan centrif;

ientras no se rifugado los tubos con g
’ dilla forrada con el papel alumini = -sangre, A .
gradi ; Uminio, la cual se introduce en agua helada o hielo
picadO- El hielo no debe entrar en contacto directo con la sangre por que podria

provocar hemolisis, provocando liberacién de tromnoplastina tisular y acortamiento
de los tiempos de coagulacion.

obtencion y conservacién de los plasmas,

|a mayoria de las pruebas de coagulacién requieren de plasma pobre en
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 globulos
blanco y plaquetas con el objeto de no remover estas células ya que estas poseen
cqustancias tromboplastinicas. Los plasmas son trasvasados a envases plasticos
tapandolos y conservandolos a 4 C en la nevera, hasta la realizacion de la pruebas.
Estas pruebas deben realizarse como maximo 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 es obvia la
causa.

Uso de controles de calidad y de la mezcla control/paciente.

Ninguna prueba 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 coagulacidn, es indispensable introducir una mezcla de
plasma control mas plasma del paciente (C/P) preparada a igual volumen.

Esta mezcla permite diferenciar si el tiempo de coagulacién alargado de una
prueba obedece a deficiencia de algln factor 0 a la presencia de inhibidores. Asi, si
el plasma de un paciente da un tiempo de coagulacién alargado, y en la mezcla
C/p, el tiempo de coagulacién es normal, se deduce alargado, y en el plasma del
paciente hay deficiencia de algiin factor de la coagulacién, que fue suministrado
por el plasma normal. Si por el contrario, la mezcla C/P continua dando tiempos de
Coagulacién alargados, se piensa que se debe a la presencia de inhibidores de la
Coagulacion en el plasma del paciente.

La mezcla C/P se debe realizar en tubos de plasticos con tapa y conservados en el

bafio de hielo, antes de comenzar las pruebas.
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Conservacion y agregado de los reactivos,
gs recomendables antes de realizar

reactivos: si tienen precipitaciones, la fe
debe mantener y leer cuidadosamente |

1as pruebas, observar el estado de los
che de expiracién, Ia temperatura a la cual

de forma rapida sin la formacion de espuma.

Movimiento del tubo,

periodicamente 5€ Saca e introduce el tubo dentro del bafio de Maria, hasta
observar la formacién del coagulo, momento en que se detendra el cronémetro.

S IS

,» El movinﬁento 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 coagulacién
- 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 cdtedra tomamos como punto final la aparicién de las primeras mallas de
fibrina. A veces no se observa facilmente, por lo cual se debe utilizar una fuente de
luz: la recomendada es la ldmpara de neén.

S et o

s dod.

B T e
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Estandarizacion de los métodos.

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

‘ " r » .
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Los metodos deben ser estandarizados en relacion a los siguientes
puntOS:

a) Material utilizado:

! If extraccion: Utilizar siempre el mimo tipo de jeringa o aguja en la
r(leco.ecaon de _la muestra,. tubos del mismo material. No estandarizar la
tecnica con un tipo e material y luego utilizar otro para realizar las pruebas.

- Enla formacion de coagulo: Utilizar los tubos de igual diametro.

- Tipo de pipeta utilizada: De protrombina o automatica

b) Reactivos: Emplear un mismo tipo de reactivo, preferiblemente de una sola
casa comercial. No mezclar reactivos de diferentes lotes.

c) El tiempo y la velocidad de centrifugacién de las muestras para obtener los
plasmas deben ser uniformes.

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

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

f) 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 Coagulopatias.

Las Coagulopatias constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades que
involucran el proceso de coagulacién sanguinea del cuerpo, que son producidas
por alteraciones de las proteinas plasmdticas. 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 comin es Factor I

(Fibrindgeno) : R
Para determinar las Coagulopatias se dispone de 2 tipos de pruebas: Cualtativas y

Cuantitativas.
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Cuantitativas:.
factores,

Nos Permite |3 Cuantificacion i

Tiempo de Coagulacign
Tiempo de Protombing

Tiempo parcial de Tromboplastina
Tiempo de Sangria

ndividual de los distintos

Tiempo de Lisis de

Euglobinas.

Recuento de Plaquetas
Radioinmunoensayo

Test de Reptilasa

Cualitativas: |as Pruebas que nos Permite analizar varios componentes a
la vez

Tromboelastogramas
De:terminacic')n genéticas del ADN

noldgicos( Inmunodifusion)
Electrofores;

4.3 Pruebas Cuantitativa;:
Recuento de pPlaquetas,

Introduccién.

El tipo de material para Ia extraccion, recoleccién de Ia sangre realizacion
st idrio siliconado.

de la prueba, este debe ser plasticos o de vidrio si ;

La mui:stra de sangre ya sea venosa o capilar debera tomarse con‘ EDTA(;

Con respecto a los liquidos de dilucién se utilizara oxalatg de amonio al 1 /o..

Es muy Gtil porque es ficilmente disponible se corresponde bien conlAa tenlcri:::;:

hemorrégica. El recuento normal es de 150-400.000 plaquetas/ mmc. Actua

i i i realiza
| métodos de eleccion es el automatizado, sin embargo en Nicaragua aun se
por métodos manuales.




pundamentos,
La sangre se diluye en ypa Solucic

evita la aglomeracion plaquetaris y facilita

Introduccion.
La prueba de coagulacion o método d
coagulacion y el uso de heparing
en extraer sangre con Jeringa d
rotulados, en los cuales se va 3

€ Lee Cité evalla el sis
en la terapia antic
€SCartable ¢

tema intrinseco de la
Oagulante. La prueba consiste

€positarla en 3 tybos previamente
PO de formacién de coagulo.

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

Introduccion,

anticoagulantes, se hace necesario un ado
control de laboratorio. adecu

Lo que se persigue con |3 terapia anticoagulante es obtener un efecto

antitrombodtico mediante I3 reduccidn de [a coagulabilidad de Ia 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 Ia 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 esta prolongado en deficiencias (30-40%) de factores VI, X, V, Il 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

17
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- € tromboplastina
En ellas se obvia la accign ge l0s factores ¢

4 ¢ e (¢ ’
X. Adem,aS, como ¢| Principio activo de | iy il ara activar al Factor
lipOPmte'Fol los fofolipidog del reactivo actia

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
Présencia de un sustituto plaquetario. No es utilizada de entrada en un estudio de
Cagulacién, sin embargo se ha incluido aqui para poder explicar mejor la de TPTa.

18
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iempo de Tromboplastina Parcial 5
Funda mentos.

Esta Pﬂ_'etzja mide el tiempo de coagulacion de un plasma al ser recalcificado en
resencia de una tromboplasting parcial (sustituto plaquetario) y de una sustancia

activadora, QUE proporciona una méxima superficie de contacto, obteniéndose r;
resultados Mas reproducibles. ‘~

ctivado (TTPa).

yalora la via intn'nsec’a_ Detecta deficiencia de todos los factores excepto los
Factor-es VII X_III, asl como la presencia de anticoagulantes circulantes. Niveles
factoriales inferiores a 20 — 40% alargan el TTPa, Un TTPa 1.5 se correlaciona

como déficit de faFtores y €l riesgo de hemorragia. Es Ia prueba as utilizada para el
control del tratamiento con heparina.

T S——————

Como SUSta“C'a§ activadoras se puede emplear: caolin, acido elagico, celite, silica,
etc. Como sustituto plaquetario utilizan inositina, cefalina, etc. Esta técnica se

unnza_ara,_por ser caolin as sensible que otras sustancias activadoras, para detectar 3
deficiencias leves de los factores VIII y IX'y niveles bajos de heparina. g
i
Tiempo de Trombina (TT). §
Es el iempo que tarda €N coagular un plasma al afiadir trombina. Esta prolongada g
en la alteraciones del fibrinégeno, presencia de heparina, presencia de inhibidores £
de formacion de fibrina (antitrombinas) y aumento de inhibidores de la i
polimerizacion de [a fibrina (Productos de Degradacion del Fibrindgeno). B
Tiempo de Lisis de Euglobinas (TLE). % |
Valora €l tiempo de lisis del coagulo formado con la fraccién euglobinica del
plasma que tiene casi la totalidad del fibrinégeno, del plasminogeno de los ; :
activadores de plasmindgeno peor no tiene inhibidores de la fibrindlisis, por tanto &
nos da informacion (til sobre la actividad fibrinolitica. éc :
Tiempo de sangria o de sangrado ( Método de Duke). BIBLIOTECA g
UCEM

Fundamento.
Mide la duracion del sangrado cuando se hace una incisién en el I6bulo de la oreja

Introduccion.
El tiempo de sangria mide el tiempo que tarda en detenerse el sangrado de una
pequefia herida realizada en la piel, bajo condiciones estandarizada. Es la
expresion 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

J
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e"puesg)n p;; lia f;eriia, Iueg’o. sufre agregacién o que da como resultado la
fo@ZZ' de m’:m:ron et tempo de sangria es, por lo tanto, una
medi Y del estado funcional ge las plaquetas. Es influenciado

tambien Por [a calidad de los Pequefios vasos y por un fa .
1 V. ctor pla el Factor
VIIL: VW, asi COmo también por ef fibrinégeno, & PRSI0

Es la Unica prueba global que permite medir in vivo la

: reaccion plaqueta endotelio,
demuestra la capacidad hemostatica de las plaquetas. s

4.4 Pruebas Cualitativas:
Tromboelastogramas:
Es un método que valora I3 dinamica de

T i la elasticidad del coagulo a su formacion,
maduracion, retraccion lisis, ya que

€xamina la coagulacién en sangre fresca

método muy Util para valoracién de |3 Coagulacion durante la cirugia.

Al contrario de los métodos Cuantitativos que estudian Unicamente 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 Ia coagulacion, 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 analisis involucra Ia determinacion de la estructura del ADN en una
region 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 algun 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 penetracién de
una determinada anormalidad genética en una poblacion.
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I“,,,unodifusic_'m: _Es un métogo in

en €l Iabo.ra]tlor.lo clinico parg ,
yestra biologica. Es consige ) _

r:ntigenos Nucleares Extraibjes (ENA), €50 estandar para la deteccién de

Munoldgico sencillo y rutinariamente usado

A deteccion de antige i en una
rado el pro genos o anticuerpos

glectroforesis: Es una técnica ge aboratorio, en fa cual fa porcign liquida de la

sangre (SUEM) se coloca en yn Papel especialmente tratado se expone a una
corriente eléctricas. Las proteinas se Mmueven o migran en el gapel, cgz el fin de

rmar bandas que muestran |a Cantidad | ' -
Cfg n otras fracciones de proteing de cada fraccién de proteina, en relacion

4.5 Caracteristicag clinicas de las Coagulopatias

Se caracterizan por:

Ser afecciones poco frecuentes.
Presentarse como tasa estable

_ % (el factor deficiente en yn mismo individuo y en
una misa familia).

por su clinica:
Menorragias.

Hemorragias c’omo Cutaneo mucosas Postoperatorias, equimosis, hemartrosis si
es precoz (caida del cordén umbilical).

Algunos nos presentan sindrome hemorragico; ni espontaneo; ni traumatico

4.6 Sintomatologia sequn los Factores de Coagulacién

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

Factor II:
« Epistaxis
* Hematurias
Hematoma
Hemartrosis
Hemorragia gastrointestinal en el neonato.
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:!dorv
HemoiTagias cutaneas.
P ngm las mUCOQS.

. Menormagias, postraumaticas Y postoperatorias.

VII:
FacmrEste deficit presenta sindrome hemorrd
« Menorragia.
. Hemartrosis.
. Hemorragias del SNC.

giCo precoz y severo.

gactor VIII :

* S¢ caracteriza por presentar hemorragias precoz,
provocadas, retardadas

* Hemartrosis postoperatorios

* Hemorragias del SNC.

Factor X

* Sangrado nasal.

* Sangrado al interior de las articulaciones.

e Sangrado muscular.

* Sangrado de membrana mucosa.

e Sangrado post parto.

« Equimosis.

¢ Menorragias.

e Sangrado gastrointestinal.

« Sangrado del sistema del Sistema Nervioso Central.
o 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. i
Se caracteriza por diatesis hemorragicas moderadas y su papel en la coagulacion
noesta bien esclarecido.
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pactor Fletcher
Ge caracteriza por no presentar sindrome hemomrégico.

factor Fitzgerald,
Este defecto Se caracteriza por no presentar sinto
para €l diagnostico de Jas coagulopatias

internacionales, las cuales estan divididas en

mas hemorragicos.

a) Tiempo de coagulacign,

b) Tromboelastografia.

¢) Tiempo de sangrado.

d) Conteo global de plaquetas.

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

a) Tiempo de Quick (Tiempo de Protombina) que mide la via Extrinseca
(Factor VII) mas Ia via comdn (Factores X, v, 1I. I).

b) Tiempo Parcial de Tromboplastina que evaliia la via Intrinseca

(Factores XII, X1, IX, VIII,) mas Ia via comun (Factores X, V, II. I).
C) Tiempo de trombina.

d) Test de Reptilasa que evaldan la fibrinoformacidn.

En la tercera fase se realiza la dosificacion de los diferentes factores
individualmente:

a) Dosificacion inmunoldgica a la deteccion especificas de anticuerpos
b) Dosificacion fisico — quimica (por ejemplo el Fibrinogeno).
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4.7__Métodos técnicas _emp,
coaqulopatias €adas para_el diagnéstico de las

factor I (Fibrindgeno),

por muchos aios, la medida de Fibring '
a los laboratorios dlinicos, debid 0geno ha sido particularmente dificultosa

a : :
pasados en diferentes principios, 4 :: Jren cantidad de métodos que existen
disponible en el comercio. ; carencia de patrones de Fibrinégeno

T -, ;
pebido a que el Fibrindgeno mide | fase final de Ia Coagulacion, no se debe incluir

Mediante la coaqulacién.
Estosb 's;:: b:;iscanl €n separar e‘l fibrinégeno del plasma mediante Ia coagulacion por
rombi alcio. Como miden proteina coagulable, son mas precisos que los

métodos basados en la precipitacion del fibring
' 15 geno por sales, ya que en estos
(limos pueden precipitarse otras proteinas. i s

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 dtil para el
diagnostico, tratamiento intravascular diseminada uno de los mejores ejemplos.

Fundamentos.
Se basa en medir el tiempo de coagulacion de un plasma diluido (concentracion
baja de Fibrindgeno: sustrato) una alta concentracion de trombina, lo que hace
muy sensible a los cambios de concentracion de Fibrindgeno, pero relativamente
insensible a los de la concentracion de trombina.
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6 ,odos fisico- uimicos.
2 s métodos utilizan varios procedimientos: unos se basan en precipitar €l

i négeno mediante calor (Millar y col...1971), otros en el fraccionamiento de 1a
einas soluble mediantes sales (Goodwin 1961; Rampling y Gaffney 1976)
o051 €0 la precipitacion por sales, pero estos métodos han sido muy criticados
 u falta de precision (Goodwin 1961) Steven Felippo 1973; Koepke 1975) sin
o barQO son as sencillos y consumen menos tiempo que los basados en la
gulacoon de la proteina, lo cual es de gran valor par a las emergencias del
boratO”O clinico, como en casos de CID.
Cont,nuacuon se menciona los diferentes métodos para la edicién del Fibrinégeno
ed.ante meétodos 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.
13 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
tenémenos de precipitacion, aglutinacién y otros mecanismos indirectos (marcaje
con fluoresceina, con radioisétopos o con enzimas), hace que estos métodos se
empleen ampliamente.

A continuacion 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.
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fipos de Inmunodifusion.
métodos Cualitativos.

Inmunodifusion sencilla (William 1970).
Inmunodifusion doble (Grarvey 1970).

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

por Radioinmunoensayo.
£l Radioinmunoensayo (RIA) se basa en deteccién de reacciones Ag- AC con
conjugados marcadas con isotopos radioactivos.

Es de mucha importancia para la cuantificacién de hormonas dado la competencia
que sé establece, para unir anticuerpos especificos, entre la sustancia a cuantificar
y 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

liberarse los fibrinopeptidos A, el resto de la molécula comienza a polimerizar de
modo espontaneo forma el coagulo.
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4.8 pruebas requeridas seqgiin cada Factor de la Coaqulacién

Ti de Protombina

Tiem parcial de Tromboplastina Activado
Tiempo de Trombina

Test de Reptilasa

Trombina coagylasa

_Nivel de Fibrinogeno

_Ensayo Inmunoldgico del Fibrindgeno
_Recuento plaquetario

Test fibrinolitico.

factor I1 P mbina):
.Tiempo de protombina

Tiempo parcial de tromboplastina
_Tiempo de trombina.

.Recuento Plaquetario
-Métodos del Fibrinégeno

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:

-Tiempo de Quick (Tiempo de Protombina).
-Tiempo Parcial de Tromboplastinas.
-Tiempo de trombina.

Tiempo de sangrado.

-Tiempo de coagulacion.

Recuento de plaquetas




r X: :
%—g.mypoae Quick (Tiempo de protombina).
: -Tempo parcial de Tromboplastina Activado.
’T:e mpo de Trombina.
. ‘Recuento de Plaquetas.

FactOI' XI:

_ _-rle/mp-;a—e- Quick (Tiempo de protombina).
TiempoO parcial de Tromboplastina Activado.
_protombina Residual del suero.
Tiempo de Trombina.
_Tiempo de Sangrado.
_Recuento de Plaquetas.

' pactor XII:
mQuick (Tiempo de Protombina).
_Tiempo parcial de Tromboplastina Activado.
_Tiempo de Trombina.
" Tiempo de Sangria.
-Recuento de Plaquetas.

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 Fitzgeraid:
-Tiempo de Trombina

- Tiempo parcial de Tromboplastina

Factor Passovoy:
“Tiempo parcial de Tromboplastina
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S0P rocedimientos Técnicog ge las diferentes Pruebas de la Coagulacién

Tiem de sangria o de san rado

materiales.

Lancetas.

Algoddn con alcohol y seco,
Papel filtro.

Bisturi.

Laminas porta objeto.
Cronometro.

Curas.

NOV S W

P,-ocedimiento.

gota. Continuar el Proceso, hasta que cese e flujo de sangre y detener el
cronometro cuando ello suceda

Valores Normales.

- fluir, al principio, gotas de sangre muy grandes

El tempo de sangria por este método es de 1 a 4 minutos. En ocasiones puede

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 nifios
pequefios debido en la incomodidad para realizar otros métodos, y utilizar hojillas
de bisturi y no lancetas descartables.

Recuento de plaquetas
Materiales.

1. tubos de vidrios o de pléasticos.
2. Agujas 21x1/2.
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Anticoagulante EDTA (Utilizarlo en produccién de 1 gota de solucion de
EDTA @l 10% para 5 ml de sangre.

Capilares con heparina.

plato de petri.

camara de Neubauer.

Lancetas.

(Gasas.
Microscopio de contraste de fase o de campo claro.

1b.Contador manual.
11.Pipetas de Thomas para glébulos rojos.
12.Solucion diluyente oxalato de amonio al 1%.

13.Curas.
14.Agitador de pipetas.

© O NSO ! s

procedimiento.
a. La sangre se diluye 1:1000 en una pipeta de Thomas para glébulos rojos

b.

C.
d.

Ta e

utilizando oxalato de amonio al 1%.

Tomar sangre hasta la divisién 1 de la pipeta y liquido de dilucién hasta que la
mezclan llegue 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 cdmara Neubauer en ambas
cuticulas.

Dejar en reposo por 10 minutos en camara humeda.

Proceder a realizar el conteo segin procedimiento preestablecido.

Realizar calculo.
Reportar el conteo global.

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

Tiempo de coaqulacion

Materiales.

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

Torniquete.

Bafno de Maria.

Curas.

Procedimiento. . i
3. colocar el torniquete, y seleccionar vena donde se va realizar la puncion.
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b Extraer la sangre, echar andar inmediatamente el cronometro.
c' colocar 1 cc de sangre en 3 tubos previamente rotulados.
4. Colocar 1 de los tubos en bafios de Maria a 37 C y los otros 2 3
. temperaturas ambiente.
ff e. Inclinar los tubos cada 30 segundos hasta que se forme la malla de fibrina.
f' El reporte se r_waré sumando el tiempo de coagulacién de los tres tubos y
" |uego la division de los tres, este serd el valor final del tiempo de

coagulacion.

E 4 a 10 minutos.

mpo de Protombina (TP)
Materiales.
pipetas automaticas que midan volimenes de 0.1 y 0.2 ul.
puntas para pipetas automaticas.
Cronometro.
Bano Maria.
Tubos de ensayos 13 x 75 mm.

Coagulometro.
Reactivo para la determinacién de TO.

NI AW

srocedimiento.
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,

" 100 ul de reactivo de tromboplastina- caicio.
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.

Tiempo Parcial de Tromboplastina (TPT sin activar).
Materiales.

Pipetas automéaticas que midan volimenes de 0.1 y 0.2 ul.
Puntas para pipetas automaticas.

Cronometro.

Bafno Maria.

Tubos de ensayo 13 x 75 mm.

Coagulometro.

R N N
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ctivo para la determinacién de TpPT - .
' gziu & calcio 0.025 M, (Cefalina) plasma frescos citratados,

proCedE «traer sangre con todos las precaucio
a. |asticos O vidrig ciliconado y verterla en
: lucion de citrato de sodi
contiene SOluCic 10 0.109 M, en Ia i
volumen de anticoagulante por 9 volimenes de sangre. T o I
Centrifugar la sangre a 3§00 pm d,urante 10 minutos, a fin de
; y remover el plasma, utilizando plasticos, a un tubo plasticos g?gsgfgspzz

,t;argialentar Ig solf;:ién;:e CaCl2 en el bafio de Maria a 37 G
" Colocar 6 tubos 12 X 74 mm en el bafio de Maria . i :
d. 0.1 de plasma y 0.1 ml cefalina. Mezclar. Poner aya?ng:gglrcergr%nggtmr: rcci)é
incubacion, incubar durante un tiempo de 30 segundos
. Agrega 0.1 mi de CaCi2 de modo fuerte para que se mezclen todos los
reactivos. Mezclar conjuntamente, poner a andar el cronometro al momento
de la mezcla. Dejar el tubo 50 segundos en el bafio de Maria.
Sacar el tubo del bafio de Maria, inclinarlo en angulo de 90 e introdudirio
de nuevos, repitiendo este proceso periédicamente no mas de 1 vez por
segundo, hasta observar la aparicién de Ia primeras mallas de fibrinas;
conjuntamente detener el cronometro.
g. Realizar los pasos descritos con el control, con el paciente y con la mezcla
C/P, por duplicado y en orden balanceado. Para deducir el promedio, hay
que tener presente las diferencias permitidas entre 1 tubo y otro.

™

PR

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.
1. Plasmas citratados.
2. mezclar plasma control/ plasma 50/50 (C/P), prepararia momentos antes de
comenzar la prueba.
3. Tromboplastinas parcial8cefalina).
4. Suspensién de caolin al 0.5%.




ion de cloruro de calcio 0.025 M. preincubada los menos 10
= g]"?r"ﬁos antes de la prueba. e

procedimiento.
r 6 tubos 10 x 75 mm. Del 1 al 6 pipetear 0.1 mi de Ia suspension en

rca
2) 23 de los tubos y mantenerios a temperatura ambiente.
) Colocar € tubo 1 en el bano de Maria, agrégale 0.1 de plasma

mezclar y conjuntamente marcar el cronometro de incubacidn.

Contro,/ tr k
do el cronometro marque aproximadamente 50 segundos, elevar el

a) g,ﬁnz al bano de Maria y al minuto exacto agregarie 0.1 ml de plasma del

paciente Y mezclar.

p) A los 2 minutos 50 segundos se lleva el tubo 3 a bafio de Maria y a los 3
minutos exactamente se agrega 0.1 de la mezcla C/P, se mezcla.

o) A los 4 minutos >0 se lleva el tubo 4 al bafio de Maria y a los 5 minutos
exactamente, S€ agrega 0.1 ml de la mezcla C/P, se mezcla.
A los 6 minutos 50 segundos aproximadamente se lleva el 5 al bafio de

9) Naria y a los 7 minutos exactos se agrega 0.1 mi de plasma paciente, se

mezcla.

e) Alos 8 minutos 50 segundos aproximadamente se lleva el tubo 6 al bafio de
Maria y @ los 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.

f) 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.

g) A los 10 minutos 50 segundos, en el cronometro de incubacién, 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 CaCi2 y se mide el
tiempo de coagulacion.

Se continua de igual modo hasta llegar al sexto tubo.
Si el 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
los tanto, traspasar el intervalo estableado para probar el préximo tubo en
i senie.

un tubo no ha coagulado a 1 minuto y 45 segundos de haber agregado el

2, se pone en la gradilla dentro del bafio de Maria, mientras se produce se
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) jores Normales.

| erminos generaies, Se da como valore NOrmales de 30 3 50 segundos, pero
e o s¢ comento €n el TPT estos valores se refiren a los de un plasma cor'vtrol
ra chequear el estado de los reactivosg, ¢

Paciente 32 segundos
Diferencia P-C -13 segundos.

ta prueba es anormal, aunque el tiempo de Coagulacion del paciente se
cuentre dentro de los rangos 30-50 segundos.

) Plasmas citratados: control y paciente.
2) Solucion de trombina humana o bovina. Diluir d

e tal forma que os controle
estén entre 10 y 22 segundos.

procedimiento.
a) Se coloca en un tubo 10 x 75 en bafio de Maria a 37 C y en el se agrega:

- 0.2 ml de plasma. Incubar 1 minutos.

- 0.2 ml de la solucién de trombina ajustada.

clar y medir el tiempo de coagulacion. En esta prueba las mallas de fibrina son
*”- elicadas, a veces dificiles de observar, por lo que hay que ser cuidadoso en
DServacion.

) La prueba se realiza por duplicado, tanto con el control como el paciente y
€n orden balanceado; siempre hay que procesar el _control y no tomar como
tiempo el que se obtuvo, cuando se ajusto a trombina.
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s Normales.

oré mo valores normales s; |5 dife
: :: Icof‘si:ti;?ncc? es mayor de 2 segundos, rencia entre os empos ey paciente
8 Modo de Reportar
g™ ontrol 20 Segunos,
paciente 1 segundos
piferencia P-C - 1 sequndo,
v.N de Diferencia

‘ restde Re tilasa.

,‘ React'vo'

1. Reptilasa R €s e

comercio: es yn Veneno de ¢
Presentado como Un polvo por pa;
S€ reconstruye con 1 ml de agua destilada.

2. El veneno de Bothrops

_ jararac3 viene en soluci
concentraciones aproxi

Madamente de 0.05 mg/m,
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
tiempo de coagulacién.

b. Realizar el mismo procedimiento con plasma control
duplicado y en orden balanceado.
Valoreg Normales,

H 3 5 : H n&
Wnsidera como valores normales si la deferencia entre los tiempos del pacie
€ ontrol no eg mayor de 2 segundos.

5MDIo: Modo de Reportar.
Contrg)

y conjuntamente marcar un Cronometro, medir el
y plasma paciente por
Y d

22 segundos.
24 segundos.
+2 segundos.
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racteristicas clinicag de '
1. La:trf)?"agias' hemorragias Strt)intesungfe Shemorragicos on
Jgunos enfermos transcurren Clicament , POS
ag,'odoS- En la mayoria de jog cas
Perrmandades hasta g MOmento de realizar
anOn do estos presentan Ciertog Sin mas qy
[C,tr]:sencia de algun defecto €n los factoreg

todos a utilizar fa g diagnegt;

Los me 0 de |5 j
" inicialmente pruebas globales, |, Se realizan e Cs%ag-l'bp?t.
determinar el déficit _de al_gunos fa res, onclyyen 5 laNaliticag para
pruebas confirmatorias (mdividuales)

l0s  difay
coagulacion. Entre Ia Mas importante ESAN: o o TETEN
fibrina, método 'NMunoldgico,

e
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