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INTRODUCCION 

El diagnóstico en Hematología depende de la interpretación correcta de 

los resultados. Generalmente estos derivan de una serie de pruebas 

que el médico sol !cita para el paciente. El personal del laboratorio 

debe contar con una sólida base de conocimientos de las técnicas a em­

plear y además para sugerir otras pruebas que permitan definir un dia,g_ 

nóstico. Actualmente la información con respecto a fundamentos, opci~ 

nes de técnicas, valores de referencia, etc., está dispersa en una am­

plia gama de referencias que Incluyen manuales, libros de texto y publJ.. 

caclones cintíficas a las que no se tiene acceso fáci !mente. El obj!_ 

tivo de este trabajo es presentar una concentración de las técnicas 

más usuales acorde con las posibilidades que existen en el ámbito pro­

fesional, obtenidas de la bibl iografra citada y de los manuales de ins 

tituclones como IHSS, ISSSTE y SSA, lo que será una herramienta de gran 

ayuda para los estudiantes en las diferentes instituciones educativas 

del país, técnicos laboratoristas, químicos y médicos que laboren en el 

Sector Salud y tienen relación con esta materia, así como a los profe­

sionales que se dediquen a la investigación en esta rama de la medicina, 

como un medio.de consulta o referencia. 

Para la fáci 1 comprensión, este manual ha sido desglosado en 7 capítulos 

que a continuación se mencionan: 

l. Toma de muestras. Anticoagulantes 

1 l. Biometría Hemática 

11 l. Técnicas Especiales 

IV. Hemostasia 

V. Investigación de la Compatlbi lidad Sanguínea 

VI. Ci toquímlca 

V 1 1 . Apéndice 
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Considerando en cada punto, el objetivo, su fundamento científico, 

Ja técnica Incluyendo material a emplear, Jos cálculos requeridos, 

valores de referencia, blbl lografía, que ha sido citada para reali­

zar un examen más a fondo sobre el tema a tratar. 



C A P I T U L O 1 

TOMA DE MUESTRAS 
ANTI COAGULANTES 

3 
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OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE 

Objetivo: 

l. Señalar la importancia de las condiciones en que debe efectuarse 

la toma de muestra de sangre, así como describir el material que de­

berá usarse. 

General ldades: Las células sanguíneas se modflcan y alteran con gran -

rapidez cuando son extraídas de la circulación, por tales razones es impor­

tante obtenerlas, manipularlas y conservarlas mediante procedimientos que 

aseguren su integridad y morfología funcional. 

En particular para observar la morfología celular es indispensable -

hacer extensiones de sangre sin la acción anticoagulante. 

Las soluciones anticoagulantes aquí propuestas son las que menos alter~ 

clones producen en las células sanguíneas, no obstante, es indispensable se­

guir las Instrucciones recomendadas a fin de optimizar su uso y por lo tanto 

obtener resultados confiables en los análisis que se practiquen con estas mues 

tras de sangre. 

PUNCION VENOSA 

La punción más común es en la vena mediana cefálica. Cuando resulte di 

fícil local izar la vena, puede hacerse resaltar diciendo al paciente que 

abra y cierre Ja mano. La mayoría de las muestras se obtienen por punción ve 

nosa, aunque puede ser arterial o capilar.ti) 

Antes de tomar las muestras debe verificarse el material a usar y que -

los tubos estén rotulados correctamente {nombre del paciente, No.de registro, 

fecha) • 

Se pueden usar agujas hipodérmicas, jeringas con una aguja hipodérmica 

o el sistema vacutalner, que es un tubo con vacío. 



TECNICA 

MATERIAL Y REACTIVOS 

Material: 

Reactivos: 

Tubos de ensaye de 12 x 75 nm con antlcoagulante 

Jeringa hipodérmicas de 5 mi, estériles 

Agujas hipodérmicas número 20 6 21 de dos pulgadas, 

estérl les 

Ligadura de plástico 

Torundas de algodón 

Tapones de hule para tubos de ensaye 

Etiquetas de papel engomado. 

Solución anticoagulante de EDTA al 10% 

Alcohol etil leo al 70% 

HETODOLOG 1 A 

5 

Usar jeringa estéril seca de tamailo conveniente, observando las reglas 

de la asepsia y antisepsia, se le adapta una aguja de longitud mediana, de 

20x32 amó 21 x 32 mm, estéril¡ el protector estéril de la aguja se dejas~ 

bre el Ja. El paciente escoge una posición cómoda, en la cual puede presen­

tar el brazo y mantenerlo Inmóvil sin esfuerzo ni fatiga. 

Se hace asepsia de la reglón anterior del antebrazo con una torunda de 

algodón empapada en una mezcla de partes Iguales de alcohol etíl leo al 70% 

y éter, o alcohol al 70% solamente. Se aplica un torniquete con una ligad~ 

ra de hule a unos 7 cm por encima del pliegue del codo (flg. 1) el cual no 

debe apretarse demasiado. 
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~I~., APLICACION DEL TORNIQUETE 
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Quitar el estuche protector de la aguja y se toma la jeringa de manera 

que el bisel de la aguja se encuentre hacia arriba. 

Poniendo la aguja al trayecto de la vena, se hace avanzar la punta de 

la aguja de 0.5 a 1.0 cm en el tejido subcutáneo y luego se perfora la pared 

de la vena. La sangre puede drenar espontáneamente a la Jeringa, pero si no 

es asf, se jala ligeramente el .tmbolo, a una velocidad Igual a la sanguínea. 

Es preferible soltar el torniquete, pues al cabo de un minuto de estasls se 

produce cierta hemoconcentración. En cuanto se tenga la muestra necesaria, 

se suelta el torniquete (si no se hizo antes) y la aguja se retira rapldame!!. 

te apl lcando una torunda de algodón sobre el sitio de la punción, Indicando 

al paciente que la comprima con los dedos de la otra mano o que flexione el 

codo. 

Se coloca el protector sobre la aguja y se remueve de la Jeringa con un 

movlemlento de torsión, la muestra se vacía lentamente por la pared de los -

recipientes correspondientes. Los que contienen antlcoagulante se mezcla por 

Inversión varias veces. Es Importante evitar que la jeringa se vacfe a través 

de la aguja, empujar mucho ~1 émbolo y la formación de espuma, pues en cual­

quiera de estos casos probablemente se producirá hemóllsls.(2,3) 

VENTAJAS: 

1. Es el método más fácil y adecuado para obtener un vol unen de sangre • 

suficiente para llevar a cabo gran nLinero de pruebas. La muestra puede divi­

dirse y tratarse conforme a las necesidades del caso; por ejemplo: obtener • 

plasma, sangre completa o ambas. 

2. Disminuye la posibilidad de error por dllucl6n con lfquldo tisular o 

constrlcci6n de los vasos sanguTneos por el frfo o la emoción, fenómeno que 

pueden presentarse durante la punción capl far. 
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RECOMENDACIONES: 

t. La muestra puede guardarse en refrigeración entre 4 y 10ºC, bien 

tapada, si no es posible procesarla antes de 3 horas. 

2. Es recomendable que las muestras no se congelen porque en el reCil­

lentamlento los eritrocitos se hemolfzan. 
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PUNCION CUTANEA 10 

Se utiliza cuando la punción venosa resulta dificil, por ejemplo_ 

en los nlfios y en casos de quemaduras extensas y cuando se requiera de 

pequeñas cantidades de sangre (hemoglobina, recuento de glóbulos blan­

cos o rojos y de plaquetas, frotls de sangre y mlcroanállsis blcoquífl!l 

cos). ca.!\ 

Los sitios de elección son: lóbulo de la oreja, pulpejo del dedo. 

En niños en el pulpejo del dedo gordo del ple o el talón 

TECNICA 

MATERIAL Y REACTIVO 

11a ter i a 1: 

Reactivos: 

Capilares heparinlzados 

Lancetas estériles, desechables 

Torundas de algodón 

Etanol a 1 70% 

HETODOLOG 1 A 

Efectuar 1 lmpleza del sitio elegido para la punción con una torunda 

de algodón humedecida con etanol al 70%. La punción es de 2-3 mm con una 

lanceta estéril, se hará de un solo golpe y con rapidez. 
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La prill'l!ra gota de sangre que salga se desecha porque contiene 1 í­

quldos hísticos. Las siguientes gotas se recogen con capilares de vi-­

drlo heparlnizados. Puede hacerse con un poco de presión a 2 cm aproxi­

madamente de distancia del pinchazo. No exprimir para evitar diluir la 

sangre con líquido tisular. Una vez colectada la muestra suficiente 

aplicar al lugar de la punción una torunda de algodón y se presiona du­

rante 5-10 min. ('1) 

Si se desea pinchar el talón hay que frotarlo un rato para calenta!_ 

Jo o aplicar una compresa empapada de agua caliente. Si no se hace así 

tal vez s obtengan valores considerablemente mas altos que con sangre V!, 

nosa, sobre todo en Jos recién nacidos. 



ANTICOAGULANTES EMPLEADOS EN EL LABORATORIO 

DE H EHATOLOG 1 A 

Objetivo: 

12 

f. Conocer las diferentes soluciones antlcoagulantes, que pueden emplearse 
en el laboratorio de hematología. 

2. Señalar las J imitaciones de cada una de el las. 

1. IONIZANTES: EDTA al 10%, sol. de citrato de sodio al 3.8% 

Acido Etilendiaminotetracético (EDTA) 

Pueden usarse las sales dlpotásica o disódica, aunque la segunda es Ja 

más soluble. Se prepara una solución al 10% y se utiliza 1 mg por cada mi -

de sangre. Su exceso produce cambios degenerativos en las células. El uso 

adecuado evita Ja aglutinación de· plaquetas. Es el anticoagulante de elección 

para Ja biometría hemática. 

Citrato de Sodio 

A nueve partes de sangre se le adiciona una parte de Ja solución de ci­

trato de sodio al 3.8%, por ejemplo, a 2.5 mi de sangre se Je agrega 0.25 mi 

de citrato. Evita Ja aglutinación de plaquetas, se usa para pruebas de coa­

gulación. (l,i) 

2. PRECIPITANTES; Oxalato de amonio y potasio, oxalato de potasio. 

Oxalato de amonio y potasio (1 Jamada mezcla de Paul Heller). 

Se prepara de la siguiente forma: tres partes de oxalato de amonio y dos 

partes de oxalato de potasio. De esta manera se usan 2 mg por cada mi de -

sangre. Su utilidad en extensiones sanguíneas es limitada, ya que causa de­

generación de los granulocitos. 



lJ 

Oxalato de potasio al 30% 

Se usan 0.01 mi de ésta solución por cada mi de sangre o una solución 

al 2% y usando 0.5 mi de ésta por cada 4 mi de sangre. Estas soluciones -

(tanto Ja mezcla de Paul-Hel Jer como el oxalato de potasio) deben evaporar 

se a sequedad una vez que fueron puestas en tubos de recolección de Ja san 

gre. 

3. ANTITROHBINICO 

Heparlna 

Poi lsacáridos en su forma de sales de sodio y potasio. Se usa seco -

porque evita la hemól isls, 0.1 a 0.2 mg por cada mi de sangre. Recomenda? 

ble en Ja Investigación de anemia hemolíticas, fragilidad osmótica. No de 

be utilizarse para preparar extendidos sanguíneos. 

4. HECANICO 

Desfibrinación 

Usando perlas de vidrio con agitación secundarla. Es útil en la inve.! 

tlgaclón del fenómeno L.E. (3) 
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DETERMINACION DE HEMOGLOBINA 

Objetivo: 

1. Cuantificar la hemoglobina existente en una muestra. 

2. Evaluar las ventajas, desventajas y limitaciones del método. 

Generalidades: La hemoglobina es la proteína pigmentada de rojo que da 

a la sangre ese color característico. Se encuentra casi totalmente en los 

eritrocitos, sus principales funciones son: fijación, transporte y libera­

ción de oxígeno. 

NOMENCLATURA DE DERIVADOS DE HEMOGLOBINA 

TERM 1 NO USADO SIMBOLO OTROS TERM 1 NOS 

Hemog l ob 1 na Hb 

Oxihemoglobina Hb Oz 

Carboxihemoglobina Hb CO 

Su 1 fohemog 1 ob i na SHb 

Carboxisulfohemoglobina SHbCO 

Hemiglobina Hi Metahemogloblna 

Hem i g lot i na el anuro H iCN C 1anometahemog1 ob i na 

La hemoglobina se fonna en el eritrocito en desarrollo dentro de la -

médula ósea. La formación más rápida ocurre en el normoblasto policromat,2 

filo, cuando se produce el 80% aproximadamente de la hemoglobina que llev!!_ 

rá el glóbulo maduro. Aunque puede formarse hemoglobina en el reticuloci­

tu y, ~n circunstancias especiales en el eritrocito no reticulado y noma­

duro, en condiciones normales su formación solo tiene lugar en los norma­

blastos en desarrollo dentro de Ja médula ósea. ril 
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La Hb tiene un peso molecular de aproximadamente 64,458 y se consi­

dera que tiene forma ellp1olde. Está compuesta por dos medias moléculas 

idénticas, donde cada mitad de molécula contiene dos cadenas diferentes 

de péptidos, que han sido denominados X y B con 1'12 y 146 aminoácidos res 

pectivamente. 

Además de la porción proteínica, la molécula de hemoglobina contl.!:_ 

ne cuatro grupos Hem. Cada grupo Hem es una estructura porfirínlca cr­
cl lca que contiene un átomo de hierro quelado (protoporfirina ferrosa), 

o sea la unión de cuatro anillos plrrólicos con un nitrógeno en su vértj_ 

ce, conectados por enlaces meté nicos y con hierro en el centro. La glE_ 

bina equivale al 96% y el Hem al 4% de la hemoglobina.{\) trl&.I) 

flEt. I GRUPO HEH 
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La hemoglobinometría es Ja medida de la concentración de hemoglobina 

en la sangre. La anemia, una disminución de la concentración de hemoglo­

bina por debajo de lo normal, del recuento de eritrocitos o el hematocrlto, 

constituye una alteración muy corriente y una frecuente complicación de -

otras enfermedades. 

Las técnicas usadas para Ja determinación de hemoglobina incluyen: 

Hematlna ~cida, Hematlna alcalina, Clanohematlna, Hemocranógeno de plrid.!. 

na, Carboxihemoglobina, Oxihemoglobina, Cianometahemoglobina, todos ellos 

basados en las características espectrales de la hemoglobina. 

En 1966 el Comité Internacional de estandarización de Hematología -

aceptó y recomendó el método de la cianometahemogloblna como de rutina, -

ya que presenta las siguientes ventajas. 

1. Las soluciones de cianometahemogloblna son las más estables de los 

diversos pigmentos hemoglobínicos. Puede afirmarse que las soluciones de 

cianometahemogloblna se mantienen estables no menos de seis meses en refri 

geraclón. 

2. Todas las formas de hemoglobina que pueden encontrarse en Ja sangre 

(oxihemogloblna, hemoglobina reducida, carboxihemoglobina y metahemogloblna 

excepto Ja sulfometahemoglobina) se convierten íntegramente en cianometa­

hemoglobina por la adición de un reactivo. 

3. Estas soluciones se pueden estandarizar exactamente. 

' 4. La banda de observación de la cianometahemogloblna encuentra su má-

ximo a una longitud de onda de 540 nm. por lo que pueden emplearse fotóme­

tros de fl ltros y espectrofotómetros.(~.5) 



19 

Fundamento: En medio ligeramente alcalino el Fe•" del grupo hemo 

de la hemoglobina, oxihemoglobina y carboxlhemoglobina es oxidado al es-
tado Fe.,.,. por ferrlcianuro para formar metahemoglobina. La metahem.e_ 

globloa se canblna con el cianuro de potasio Ionizado produciendo la el! 

nometahemoglobina que es estable y se mide fotométricamente a 5~0 rvn. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Materia J: 

Anticoagulante EDTA al 10% (sol. dlsódlca) 

Solución estándar de cianometahemogloblna de,o-g/dl 

Solución de Drabkln (solución diluyente) 

Tubos de ensaye ~e 13X100 mn 

Pipetas serológlcas de 5 mi 

Pipetas de Sahll 

Boqul lla 

Gradilla para tubos 

Celdas de 10 mn de paso de luz 

Gasa 

Material Biológico 

~:' 

Sangre capilar o venosa con antlcoagulante 

Fotocolorímetro o EspectrofotÓmetro 

Agitador para tubos 
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1. Se colocan exactamente 5.0 mi de la solución de Drabkin en un tubo 

de ensaye de 13XIOO nm. 

2. Homogenizar perfectamente bien la sangre. Tomar exactamente 0.02 

mi (20 ul) de sangre con una pipeta de Sahll y limpiar cuidadosamente con 

una gasa el exterior de Ja pipeta. 

3. Transferir la sangre de la pipeta de Sahli al tubo que contiene la 

solución de Drabkin, enjuagando 3 veces la pipeta. Dilución 1:251 

4. Se mezcla la sangre y la soluciór. . Se dejan en reposo durante 10 

minutos para permitir la formación de la clanometahemogloblna. 

5. Leer a 540 nm en espectrofotómetro o a 550 rrn en fotocolorfmetro -

contra un blanco de reactivos (solución diluyente). Extrapolar en 'Ja cur­

va de calibración. 

CURVA DE CALIBRACION 

Se usan soluciones de cianom~tahemogloblna estables de concentración 

correcta y conocida y que son evaluadas por estandarización comercialmente. 

1. Preparar 5 tubos de ensaye de 13X100 nm de acuerdo a la tabla sigule.!l 

te: 
SOLUCION DE SOLUCION CONCENTRACION 

TUBO DRABKIN ESTANOAR g/dl 

Blanco 5.0 mi o.o o 
1 4.0 mi t.O mi 

2 3.0 mi 2.0 mi 

3 2.0 mi J.O ml 

4 1.0 mi 4.0 

5 o.o 5.0 
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Las ampolletas comerciales de estándar son di luciones de cianometahemo­

globina en líquido de Drabkin a concentraciones conocidas. 

2. Obtener la concentración de he'Tloglobina equivalente para cada tubo 

empleando la fórmula siguiente: 

mi estándar X concentración estándar g/dl X 251 g de Hb/dl 

mi totales 

Ejemplo: 

Para el tubo No. 2. Sí la concentración del estándar es 0.08 g/dl, a­

plicando la fórmula anterior calculamos la concentración de Hemoglobina co­

rrespondiente: 

ml estándar = 2 

concentración estándar = O.OB mg/dl 

ml totales"' 5 

2 ml (0.08 g/dl) X 251 = 8.06 g Hb/dl 

5 ml 

Tubo No. 2 = 8.06 g Hb/dl 

3. Los resultados obtenidos se grafican colocando en las abcisas la -

concentración de hemoglobina g/dl y en las ordenadas las lecturas de extin­

ción. 

El factor 251 resulta de la relación entre volumen total y volumen de 

1 a muestra. 

Volumen total = volllllen muestra+ volumen reactivo 

Tenemos que: 

= 0.02 mi + 5 ml 

~ .. 251 

0.02 
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VALORES DE REFERENCIA 

Varones: 14 - 18 g H b/ d 1 

2.09 - 2.77 mmol de Hb/I 

Mujeres 12 - 16 g Hb/dl 

l. 86 - 2. 4 8 !MIO 1 H b/ 1 

Para convertir g/dl de Hb a mmoles/l, se hace uso de la siguiente ecua-

ción: 

g/dl X ____ 10 ___ _ 
= rmiol/1 

masa molecular Hb 

Sí la masa molecular de la hemoglobina es 64 458, tenemos que el factor 

es O. 15. 
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NOTA: 

Precauciones en el empleo del reactivo de Drabkln. 

Las sales y soluciones de cianuro son venenosas.y hay que evitar lle­

varlas a la boca o Inhalar sus vapores, por lo que debe emplearse una per.!. 

lla de succión para llenar las pipetas con la solución de Drabkln. 

Si la solución de Drabkin se prepara en el laboratorio, téngase espe­

cial cuidado en el manejo del producto químico. SI al pesarlo se cae acc.!. 

dentalmente en la mesa o en el suelo, recójase el polvo seco con un trapo 

húmedo. Luego se desecha el trapo en un recipiente cerrado a propósito. 

La solución o el polvo no se debe dejar en un fregadero que contenga ácido. 

La solución puede tirarse al fregadero solo si corre agua abundante. 

SI se observa un cambio de color en el reactivo este debe desecharse. 

Este reactivo es estable durante varios meses (de 9 a 12) si se guarda en 

frascos color ámbar, bien tapados y en refrigeración. 
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HEl-IATOCRITO 

Objetivo: 

t. Explicar los fundamentos de las técnicas de hematocrlto. 

2. Evaluar su importancia diagnóstica. 

Generalidades: El hematocrito representa Ja proporción de glóbulos ro­

jos en la sangre circulante y se expresa en volumen por ciento. 

Este valor depende del número de hematfes circulantes, de la forma y 

tamaño de los mismos. Dada la simpl icldad y rapidez de su medición, puede -

util Izarse como índice relativo de las variaciones de glóbulos rojos. 

Un valor hematocrito alto puede ser secundario a poliglobul ia o a dis­

minución del volumen plasmático-hemoconcentración. En estas falsas poliglo­

bulias se obtiene valores hematocritos muy elevados que pueden 1 legar al 60-70 

%. Un valor hematocrito reducido se encuentra en todas las anemias (1). 
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fundamento: El hematocrito es el volumen de eritrocitos expresado como 

un porcentaje del volumen de sangre total existente en una muestra. Es de· 

terminado en sangre con antlcoagulante por medio de centrifugación y es ex­

presado como el volumen de eritrocitos por di de sangre. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Mater la 1: 

Anticoagulante EDTA al 10% (sol. disódica) 

Tubos de ensayo de 13XIOO !TITI 

Tubos de Wintrobe de 11.5 cm de largo por 3 nm de luz, 

graduados 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Capilares 

P 1 astil i na 

Material Biológico: 

~: 

Sangre capilar o venosa con anticoagulante 

Centrffuga para cap! lares 

Centrífuga 
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MACROMETODO DE WINTROBE 

METODOLOGl/I 

El tubo de hematocrito de Wintrobe, es un tubo de cristal de paredes 

gruesas con un orificio interno uniforme y un fondo aplanado. Tiene marca 

do en el exterior del lado izquierdo de ·la columna de O - 10 cm y en el de 

recho 10 - O cm comenzando en el tope del tubo. Cada división representa 

1 cm y cada división pequeña 1 mm. Para convertir la lectura a por ciento 

cuando el tubo está 1 leno.hasta el tope (marca 10 cm), multiplicar la lec­

tura en cm de la columna de eritrocitos por 10 o leer directamente en mili 

metros. 

1. Homogeneizar perfectamente la muestra. 

2. Con una pipeta Pasteur 1 lenar con sangre un tubo de Wintrobe hasta la -

marca 10. Evitar la formación de espuma. El tubo de Wintrobe tiene 1 

mi de vo 1 umen. 

3. Centrifugar a 2,200 rpm durante 30 minutos. 

4. La lectura se realiza en la línea de separación superior de la columna 

de glóbulos rojos, donde empieza la de ~lóbulos blancos. 
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MICROHEMATOCRITO 

l. Se llenan las 2/3 partes de dos tubos capilares. Puede hacerse también 

a partir del punto de punción con dos capilares heparinizados. 

2. El extremo vacío se cierra con flama, o con plastilina efectuando un mo 

vimiento de rotación. 

3. Colocarlos en los canales o surcos radiales del aparato de centrifuga­

ción (cabezalranurado con numeración para colocar los capilares) con el extr.!:_ 

mo cerrado dirigido hacia afuera. Centrifugar a 12,000 rpm durante 5 min. 

El aire del extremo externo del capilar será desplazado en el curso de lacen 

trlfugación. 

4. Los tubos capilares no están graduados. La longitud de toda la colum­

na, que incluye el plasma y de la columna de eritrocitos sólo debe medirse en 

cada caso con una regla milimetreada o con aparatos disponibles. 

CAL CULOS: 

Calcular el% del paquete eri trocítico con relación al volumen total. 

en donde: 

LI - 100% 

L2 - X 

Ll =volumen total 

L2 •paquete eritrocrtico 



VALORES DE REFERENCIA 

Varones 47% 

Mujeres 42% 

Niños 35% 

Recién nací dos 56% 

BIBLIOGRAFIA 

1. Dacle, J. V., Lewls, S.M. 

PRACTICAL HAEMATOLOGY 

5a. edición 

Ed. Churchill Livingstone 

London ( 1975) • 

+ 2.5 

+ 2.5 

+ 5 

+ 10 

2. Leeson, O., and Reeve, E. B. "The 

plasma in the packed cell column 

of the hematocrit". Journal of 

Physiology, 115, 129 (1951). 

3. Strumia, M.M., Sample, A.B. and 

Hart, E.O. "An lmproved micro 

hematocri t method". American 

Journal of CI inical Pathology, 

24, 1016 (1954). 

2';) 



30 
RECUENTO DE ERITROCITOS 

Objetivo: 

l. Efectuar el recuento de eritrocitos. 

2. Evaluar las ventajas y desventajas del uso de la cámara de Neubauer. 

Generalidades: Los glóbulos rojos o eritrocitos son células que care­

cen de núcleo, tienen forma de un disco bicóncavo, con un diámetro prome­

dio de 8 U, 2 U de espesor y 90 u3 de volumen.{~) 

Los principales componentes del eritrocito son: 1) membrana celular -

delgada y 2) hemoglobina, en concentración aproximada de 33 por 100, en el 

interior - Además de la hemoglobina hay pequeñas cantidades de otras subs­

tancias como proteínas (estromatina, elinina) y lípidos (cefal ina, lecitlna, 

colesterol) que constituyen las estructuras de la célula, como membrana y 

armazón interna. Otras son enzimas (cata lasa, anhidrasa carbónica), mine­

rales (Cu, Zn) y sustancias secundarias (hernocupreina, ergotloneína, glu­

tation) importantes para el metabolismo interno de la célula. l!i) 

Cuando la eritropoyesis tiene lugar normalmente, su resultado final es 

la producción de una célula-eritrocito perfectamente diferenciada y apta P.!!. 
I 

ra su función principal que es Ja de transportar oxígeno y bioxido de car-

bono. El oxígeno difunde por la membrana pulmonar a la sangre, y después -

atraviesa la membrana celular para combinarse con la hemoglobina que conti.!:_ 

nen los eritrocitos. Cuando Jos eritrocitos llegan a los capilares tisula­

res, ocurre lo contrario. La hemoglobina pone en libertad el oxígeno, que 

se difunde a los tejidos. La falta de núcleo del eritrocito, le confiere -

Ja virtud de acarrear el oxígeno sin consumir prácticamente nada de él; su 

forma bicóncava es la que mejor se presta para evitar y afrontar la hemóli­

sis¡ su membrana no admite la salida de la hernoglobina.{ll1A.c,,R-.MA.1) 
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ERITROPOYESIS 

Célula reticular 

¡ 
Pronormoblasto (Rubriblasto) 

. ¡ 
11édu Ja Normoblasto basófilo (Prorubrici to) 

i 
Normoblasto policromático (Rubricito) 

~ 
Normoblasto ortocromático (Metarubricito) 

Expulsi6n 

del núcleo 4 

Reticulocito 

¡ 
Reticu locl to 11 

1 

+ Re ti cu 1 oc i to 1 JI 

Sangre ¡ 
Periférica Reticuloci to IV 

i 
Eritrocito 
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En el feto, los eritrocitos se forman en estos sitios: 1) saco vite­

! lno; 2) hígado; 3) bazo y 4) médula ósea. En el recién nacido la eri­

trogénesls solo ocurre en la médula ósea. 

Los eritrocitos permanecen en la circulación en promedio de 120 días 

a.ntes de desintegrarse. El equl 1 lbrio entre Ja formación y Ja destrucción 

de los hematíes en Ja sangre se mantiene de manera fija, por Jo que se ti! 

ne una masa hemoglobínica bastante constante en Ja circulación. La anemia 

surge cuando aumenta la eliminación de hematíes de la sangre y no se puede 

compensar por un aumento de la producción o cuando Ja oferta de hematíes o 

de hemoglobina a la sangre ha disminuido, o cuando Jos dos procesos ocurren 

a la vez.(;¿) 

Fundamento: La sangre es diluida con un líquido isotónico(Hayem o 

G6wers), 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Ma-terlal: 

Anticoagulante EDTA al 10% {sol. di sódica) 

Líquido de Hayem o Gówers 

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm 

Pipetas de Thoma para glóbulos rojos 

Cámara de Neubauer con cubrehematímetro 

Boquilla 

Gradilla para tubos 

Gasa 



33 

Material Biológico: 

Sangre capilar o venosa con antlcoagulante 

~: 

Microscopio 

Agitador de pipetas de Thoma 

METODOLOGIA 

Pipeta para el recuento de eritrocitos. Las pipetas de Thoma están 

constituidas por dos porciones capilares y un bulbo central. El tubo C! 
pi lar inferior está dividido en 10 partes lgua les con marcas de 0.5, 1.0 

y '°'. 
En el interior del bulbo existe una perlita de plástico (rojo) para 

favorecer la mezcla de la sangre con el líquido. t~16.</) 

0.5 1.0 101 

~111111111110-1-
FIG. 4 PIPETA PARA EL RECUENTO DE ERITROCITOS 
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Cámara de Neubauer. 

La Cámara de Neubauer se usa para Ja cuenta directa de células. La 

superficie de la cámara está formada por 2 áreas rayadas. Cada área ra­

yada consiste en un cuadro de 3 1m1 por cada lado con una superficie total 
2 2 

de 9 11111 , dividida en 9 cuadros grandes de 1 mm cada uno. Los cuatro c~ 

dros grandes de las esquinas (divididos a su vez en 16 cuadr~s para faclll 

tar la lectura) son los que usualmente se emplean para contar leucocitos. 

De Jos 9 cuadros grandes el central es el único que está dividido en 25 -
cuadros (y cada uno de es tos a su vez en ·16 cuadros pequei'los para faci 1 i­

ta r Ja lectura) y se emplean para contar glóbulos rojos • (:Z) (Fl~. 5) 

l. Llenar con sangre bien mezclada una pipeta de Thoma para glóbulos rojos 

hasta la marca 0.5. Limpiar cuidadosamente con gasa Ja parte exterior 

de Ja p !peta. 

2. Completar el vollJllen hasta Ja marca 101 con la solución de Hayem. Dilu 

clón 1:200. Sostener la pipeta casi horizontalmente con objeto de evi­

tar Ja aspiración de burbujas de aire, cuando ~sta esti casi llena, la 

pipeta debe colocarse en posición vertical. 

3, Agitar durante 3 minutos. 

4. Colocar el cubrehematímetro sobre la cámara de Neubauer. 

5, El imlnar las primeras 4-5 gotas de la pipeta de Thoma, 1 Jenar la cámara 

por uno de los bordes del cubrehernatímetro. Dejar que el líquido penetre 

por capilaridad entre la superficie de la cámara de Neubauer y el cubre­

hematTmetro hasta que Ja plataforma de recuento esté completamente cubler 

ta. 

6. Reposar 3-5 minutos. 

7, Local Izar la cuadrícula con el objeÚvo de IOX y posteriormente efectuar 

el recuento de eritrocitos contenidos en 80 cuadros pequei'los, uno cen­

tral y cuatro de Jos extremos de los 25 cuadros presentes en el área -



j '\ 1 

J¡..1 • 

i 1 

t' ' 
: 1 ' '\ 

'- ' 1 :> 

1 

Area de 1 B • 1 mm2 Dividido en 16 cuadros, para contar 

Glóbulos Blancos. 

Area de 1 R = 0.04 mm2 Dividido en 25 cuadros (y cada uno 

de estos a su vez en 16 cuadros pequeños), para contar -

Glóbulos Rojos. 

' º·' "'"" 

Profundidad de la Cámara de Recuento = O. 1 mm 

Flg. 5: CAMARA DE NEUBAUER 
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central de 1 mn2 (ver diagrama). Usar el objetivo de 40X. 

NOTA: 

Se sugiere la regla siguiente para evitar confusiones en los recuentos 

celulares que bordean los ITmites: los eritrocitos que contactan con cual 

quiera de las tres líneas o la única línea de la Izquierda y los límites_ 

superiores de los cuadros peque~os deben contarse como si estuvieran den­

tro de los cuadrados, pero los que contactan con alguna de las líneas si­

tuadas sobr~ los bordes derecho y el fondo de los cuadros pequeños no de­

ben contarse. De esta manera se evita el contar dos veces las mismas cé­

lulas. Las células se cuentan en cada uno de los cuadros pequeños, prim!_ 

ro de izquierda a derecha, empezando por la parte superior de cuatro cua­

dros pequeños y luego de derecha a Izquierda para la próxima hilera y así 

sucesivamente. El número de células para cada uno de )os 5 grupos de 16 

cuadrados se registra por separado y se s1.111an los resultados.tF•~·~\ 
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FIG. 6 EJEMPLO PARA EL RECUENTO CELULAR 
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CAL CULOS: 

Para conocer el número de erl trocitos por mi 1 ímetro cúbico (1 rrrn3 • 

ul), se hace uso de la siguiente fórmula: 

N X 2ºº X lO X 40 = N X 10,000 =eritrocitos I nrn3 

ªº =eritrocitos/ ul 

en donde: 

Na número de eritrocitos contados 

10 •corrección por la altura de la cámara 

200 =factor de dilución 

40 a cuadritos peque~os presentes en el cuadro central 

80 a cuadritos en los que se efectuó el conteo de eritrocitos 

VALORES DE REFERENCIA 

Varones: 4.5 X 106 - 5.5 X 106 

Mujeres: 4.3 X 106 - 5.0 X 106 

eritrocitos/ nrn3 o 

eritrocitos/ ul 

eritrocitos/ nrn3 o 

eritrocitos/ ul 
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FUENTES DE ERROR: 

t. Homogenlzación Incorrecta de la muestra con el antlcoagulante o con la 

sol. diluyente. 

2. Contaml nación de 1 1 í qui do. 

3, Hemoconcentraclón. 

4. Masaje excesivo, extracción de sangre de una piel pálida, fría o cianó­

tica. 

·s. Pipeta sucia o húmeda. 

6. Llenado Incorrecto de la cámara de Neubauer. 

]. Conteo Incorrecto de células rojas. 
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HETODO AUTOMATIZADO 

RECUENTO ELECTRONICO DE LOS ERITROCITOS 

1. Recuento de Impulsos eléctricos. Las células que atraviesan una aber­

tura por la cual está pasando una corriente provocan cambios en 1a re­

sistencia eléctrica que se registran como Impulsos eléctricos. 

2. Recuento con luz dispersa. En los contadores 6ptlcos eléctricos, un t.!:!, 

bo fotomultlpl lcador detecta la luz dispersa, por reflexión·externa de 
las superficies celulares o por transmisión y refracción a través de -

las células o de la luz difracclonada que pasa tangencial a las ·superfl 

eles celulares. (1,2) 

VENTAJAS; 

a} Henar cantidad de reactivos 

b) Prontitud en la realización de la técnica 

e) Disminuyen los errores comunes de las técnicas manuales. 
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"The error of the red eel 1 count" 

Journal of Clfnlcal Pathology, 

1, 288 ( 1948) • 



2. Gradwohl's, R. 

CLINICAL LABORATORY METHODS ANO 
DIAGNOSIS 
la. edicl6n. Vol. 

Ed. Mosby Co. 

U.S.A. (1970). 

3. Guyton, A. C. 

FISIOLOGIA HUMANA 
Ja. edici6n 

Ed. lnteramericana 

México '"'') 

4. Vélez, A. o. 
INTRODUCCION A LA HEMATOLOGIA 
FUNDAMENTOS Y TECNICAS 
Ed. Sociedad Mexicana de Hematología 

México ( 1970}. 

41 



42 
RECUENTO DE RETICULOCITOS 

Objetivo: 

1. Realizar la técnica del recuento de retlculocitos. 

2. Se~alar las aplicaciones de la técnica y evaluar las ventajas y limita 

clones de Ja misma. 

Generalidades: Los reticuloci tos son eritrocitos Inmaduros que carecen 

de núcleo, contienen restos de ribosomas y filamentos de ácido ribonucleico 

que da lugar a una basofllia difusa en el reticuloclto. Los filamentos de 

RNA, llamados retícula, no pueden ser demostrados por una simple tlnclon -

de Wright. 

De acuerdo al grado de maduración y distribución de retfculo, Jos retl 

culocltos pueden ser clasificados en cuatro grupos: 

RETICULOCITO 

INMADURO MADURO 

GRUPO 1 GRUPO 11 GRUPO 111 GRUPO IV 

Retículo denso Retículo flojo Retículo incClfTI- Gránulos 
ple to 

En las coloraciones vitales empleando los colorantes azul de metí Jeno 

o azul de cresil brillante, Jos gránulos o filamentos azules representan r.!. 

bos01Tias y RNA precipitado en los reticulocitos, dando Jugar a una basofl lía 
difusa. (2) 

El número de retlculocitos normal en la sangre periférica refleja una 

actividad erltropoyética normal y hay una liberación de reticulocltos de Ja 

mEdula ósea que permanecen en circulación su período de tiempo correspondle~ 

te. Cuando Ja actividad eritropoyética se ve incrementada, lleva a una li­

beración prematura de reticuloci tos con un aumento del tiempo de maduración 

en sangre periférica. e~) 
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Fundamento: El ácido ribonucleico presente en los reticulocl tos puede 

observarse mediante una coloración supravital empleando el colorante nuevo 

azul de metileno o el colorante azul de cresi 1 bri 1 !ante. 



TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Anticoagulante EDTA al 10% (sal di sódica). 

Soluci6n de nuevo azul de metí leno al 0.5% 
Solución de azul decresil brillante al 1% 

Colorante de Wright 

Amortiguador de fosfatos pH 7.2 

Tubos de ensaye de 13 X 75 mm 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Ap 1 i cadores de madera 

Portaobjetos 1 impi os y desengrasados 

Gradll las para tubos 

Material Biológico: 

Sangre capilar o venosa con anticoagulante 

~: 

Microscopio 

Aceite de i rrners i 6n 

METODOLOG IA 

44 

1. Colocar 3 gotas de solución de nuevo azul de metileno al 0.5% en 

un tubo de ensaye de 13X75 mm (puede usarse también solución de azul de -

cresll brillante al 1%), ai\adir 3 gotas de Ja muestra de sangre del pacie.!l 

te. 

2. Agitar cuidadosamente y mezclar perfectamente. Incubar 15 minutos 

a temperatura ambiente (si se uso solución de azul de cresil brl liante in­

cubar 15 minutos a ZOºC). 
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3. Hacer una extensión en un portaobjetos utilizando una gota de la me! 

cla (real izar la extensión de igual manera que para una cuenta diferencial). 

4. Dejar secar al aire. Te~lr con el colorante de Wrtght. {paso opci2 

nal). 

5. Observar al microscopio empleando la lente de Inmersión contar 1,000 

eritrocitos, anotando el número de retlculocitos observados dentro de este -

conteo. Los reticulocitos son aquellas células que contienen material de C2_ 

!oración azul obscuro en forma de gránulos o filamentos. 

Nlinero de retlculocltos contados X 100 • Retlculocitos % 
1,000 

en donde 1,000 es el número de eritrocitos contados. 

Para calcular el valor absoluto de reticulocitos se emplea la siguiente 

fónnula: 

Reticulocitos % X Cuenta de eritrocitos= Reticulocitos /ul de sangre 
100 

Ejemplo: 

Reticulocltos % ~ 1.2 

Cuenta de eritrocitos 4.5 X 106 Eritrocitos /ul sangre 

Retlculocitos/ul sangre ,. 1. 2 (
4

.
5 

X ta6) 

100 

Reticulocitos1 1 u sangre .. 54 ,000 

VALORES DE REFERENCIA 

De 0.5 a 1.5 Retlculocitos % 
De 35,000 a 75,000 Reticulocltos /ul sangre 
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VELOCIDAD DE SEDIMENTACION DE LOS ERITROCITOS 

Objetivo: 

l. Efectuar la técnica de velocidad de sedimentación de los eritrocitos. 

2. Analizar su Importancia clínica. 

Generalidades: En una muestra de sangre, el descenso de los glóbulos r~ 

jos causa desplazamiento hacia arriba del plasma, lo cual produce una corrie_!! 

te ascendente y una fuerza de retraso. En la sangre normal, las fuerzas des­

cendete y ascendente son casi Iguales y hay poca sedimentación. Cuando se 

aglomeran los eritrocitos, el aumento de peso de la masa tiene mayor efecto -

para alUllentar la velocidad del sedimentación que el aumento de volumen para -

retrasarla. En consecuencia, cualquier estado que cause aglomeración de erl­

trocl tos o formación de plias de monedas aumentará la velocidad de sedlmenta­

c 1 ón de 1 os e r i t roe i tos. C 1, 2) 

En estado normal los eritrocitos no se aglomeran, porque tiene carga -

negativa y se repelen mutuamente. Se considera que un aumento de determinadas 

protefnas del plasma puede disminuir la carga negativa del hematíe y origi­

nar su aglomeración. El aumento de flbrinógeno guarda estrecha relación con 

el aumento de la VSE, pero también puede guardar relación con ella los aumen 

tos en globullnas y alfa y gamma. 

La sedimentación de los hematíes se efectúan en tres etapas: 1) etapa -

preliminar de aglomeración de hematíes; 2) perfodo de descenso rápido, y 3) 

periodo de aglomeración final, cuando la masa de glóbulos rojos, al acumular­

se en el fondo del tubo disminuye Ja rapidez de sedimentación. 



Las anemias, las Infecciones bacterianas aumentan la VSE. A la In­

versa, la VSE suele ser muy lenta en pacientes pollcltémlcos. La mayor 

parte de las vi ros Is se acompañan de velocidad normal o con aumento mTnl 

mo. Las enfermedades de la colágena, las neoplasias y muchos trastornos 

gastrointestinales y renales se acompañan de aunento de la velocidad de 

sedimentación, que también se observa después de cirugía, quemaduras o -

traumatismos Importantes.~!) 

Fundamento: Los eritrocitos sedimentan porque su densidad es mayor -

que Ja del plasma, por lo que la velocidad de sedimentación es Ja distan 

cla (en milímetros) que descienden los eritrocitos por unidad de tiempo 

(generalmente una hora) desde la parte superior de una columna de sangre 

hasta Ja parte superior de la capa de hematíes. 



TECNJCA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Anticoagulante EDTA al 10% (sol. dlsódlca) 

Tubos de ensaye de 13X100 mm 

Tubos de Wintrobe de 11.5 cm de largo por 3 mm de luz, 

graduado 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Gradilla de sedimentación 

Material Biológico: 

Sangre capilar o venosa con anticoagulante 

METOOOLOGiA 
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1. Siga todos los pasos de la técnica del macrohematocrito para llenar 

un tubo de Wlntrobe. 

2. Después de que el tubo de Wintrobe esté lleno de sangre, taparlo con 

un tapón de hule o con tela adhesiva para evitar evaporación. 

3. Poner el tubo en posición vertical en una gradilla de sedimentación 

por un lapso de 60 minutos. 

4. Leer en la escala descendente de la izquierda el nivel en que se en­

cuentra la zona de separación entre el plasma y los eritrocitos sedimentados. 

5, Informar el resultado en milímetros en una hora. 



VALORES DE REFERENCIA 

Nlílos 

Adultos: Mujeres 

Varones 

CORRECCION POR HEMATOCRITO 

¿__ X 100 .. VSE 
Ht 

O a 20 rrun por hora 

O a 20 11111 por hora 

O a 9 nm por hora 

A • llVl1 después de centrifugar a 3 000 rpm 30 1 

Ht = Hematocrito 

100 a volumen total del tubo 

NOTA: 
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La VSE se corregirá cuando el valor de Ht de la muestra se encuentre 

por debajo de los valores de referencia. 
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• IHDICES ERITROCITICOS 

Objetivo: 

1. Conocer los índices eritrocíticos, las ventajas y desventajas de su 

aplicación. 
2. Definir estos índices y real Izar la determinación de cada uno de 

el los. 

Generalidades: Las constantes del eritrocito o índice eritrocítlcos son 

las siguientes y son. útl les en la clasificación Inicial de una anemia. 

Volumen Corpuscular Medio (V C H) 

Hemoglobina Corpuscular Hedia (H C H) 

Concentración Corpuscular Media de Hemoglobina {C C M H) 

Se necesita tres valores básicos, que son: recuento de eritrocitos, he· 

mogloblna y hematocrlto. 

El aspecto de los eritrocitos sobre la extensión de sangre debe compara.r_ 

se siempre con los valores obtenidos para los índices. 

Los índices eritrocltarlos solamente son útiles si son razonables y exa~ 
tos, esto depende de su precisión en las mediciones a partir de los cuales -

aquellas son calculados, por lo que los contadores electrónicos son de gran -

ut i 1idad.0) 



VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO 

(VCM) 
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El VCM es el volumen medio de los eritrocitos Individuales, en micras 

cúbicas (u3) o femtolitros (Fl). 

1 Femtol i tro .. 10 -IS 11 tros = 1 u3 

El VCM es cal ulado de acuerdo a la siguiente fórmula: 

Hema tocr i to % x 10 
VCM = ---------------~ 

Húmero de eritrocitos (millones /mm3) 

Debe considerarse los artefactos y los cambios fisiológicos antes de 

suponer anomalías en el desarrollo de la célula. El VCM puede estar alto 

debido a una cuenta elevada de reticulocitos ya que las células jóvenes -

son más grandes que las células maduras. Aún cuando la cuenta de reticulo­

cl tos no esté importantemente elevada, puede ocurrir macrocitosls moderada 

debido a mayor estimulación de eritropoyetlna.Un aumento en el VCM no expl.i_ 

cable por error metodológico o por eritropoyesis estimulada indica una ano­

malla de maduración nuclear. Por otra parte la microcitosls Implica alguna 

anomalía en la síntesis de hemoglobina. 

VALORES DE REFERENCIA 

VCH de 82 a 98 u3 

Nota 1: 

SI el hematocrito de una muestra de sangre es 32 y número de erltrocl 

tos 4,000 000 /ul calcular VCH 

VCH • 32 x 10 = 80 u3 • 80 f I 

4 
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HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA 

La HCM es el contenido (peso) de hemoglobina en un hematíe individual 

medio, expresado en mlcromlcrogramos (uug) o plcrogramos (pg). 

Se calcula aplicando la siguiente fórmula: 

HCH m Hemoglobina (g/dl de sangre) X JO 

Número de eritrocitos (mlllones/ul) 

En la mayoría de las anemias las variaciones del tamano medio de Jos_ 

eritrocitos (VCH) van paralelas a cambios slmi lares del peso de su hemoglE_ 

bina (HCH). Por tanto el VCM y la HCM dan variaciones similares. La HCM 

es más sensible para detectar una disminución en la síntesis de hemoglobi­

na en la célula ya que combina los déficits de VCM y CCMH disminuidos. 

Nota 2: 

Hb 11 g/dl 

eritrocitos 4,200,00 

HCM .. J J X JO 

4.2 
• 26 uug (pg) 

VALORES DE REFERENCIA 

HCM de 27 a 33 pg. 

CONCENTRACION CORPUSCULAR MEDIA DE HEMOGLOBINA 

La CCHM es la concentración media de hemoglobina por J<Xlml de eritro­

trocl tos concentrados, se expresa en por ciento(%) y se calcula usando la 

siguiente fórmula) 

CCHH = Hemoglobina (g/dl de sangre) X 100 
Hemotocrito % 
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La CCHH está disminuída por trastornos en la síntesis 

de hemoglobina aunque la anemia ferropénlca es el único estado microcftl­

co en la cual la CCHH cae abajo de 28. La CCHH también puede estar dis­

minuida por pérdida de hemoglobina como con una hemoglobina inestable o 

con trastornos en la regulación del líquido de la célula que resulta en 

sobrehidratación de ésta. Un aumento de la CCHH puede verse en situacio­

nes de pérdida de membrana (esferocltosis hereditaria). 

Nota 3: 

Hemoglobina 13 gr/di; hematocrlto 40%· 

CCHH = 13 X 100 = 32 % 
40 

VALORES DE REFERENCIA 

CCHH de 31 a 37% 
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RECUENTO DE LEUCOCITOS 

Objetivo: 

l. Efectuar la técnica del recuento de leucocitos. 

2. Señalar las aplicaciones de la técnica y evaluar sus ventajas y li­

mitaciones. 

Generalidades: En la sangre del hombre normal pueden distinguirse -

los siguientes tipos de leucocitos: 

Granulocltos 

Leucocitos 

Agranulocltos 

{

Neutrófilos 

Eosinófilos 

Basófllos 

{

Linfocitos 

Monocltos 

La producción de linfocitos es en sitios diseminados (bazo, ganglios 

linfáticos y otros tejidos linfáticos organizados), pero la producción de 

neutr6filos, monocitos, eoslnófllos y basófilos está limitada a la médula 

ósea en el hLWllano normal. 

Los sistemas leucocitarios difieren de los sistemas erltroide y de -

las plaquetas en muchos aspectos. Los dos últimos efectúan su función en 

la sangre, mientras que la función de los leucocitos se lleva a cabo extr!_ 

vascularmente. Por lo tanto, la sangre solo sirve como una vía que un le~ 

cocito utiliza para trasladarse de un lugar a otro.(\) 
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El examen de los leucocitos comprende dos fases técnicas. Una fase -

cuantitativa que determina el número de leucocitos totales, las cifras ab­

solutas y relativas de las diversas formas de glóbulos blancos. Una segu!!. 

da fase cualitativa que determina morfología celular.(~.~) 

En ocasiones basta su examen para formular un diagnóstico específico, 

por ejemplo las leucemias; con más frecuencia puede ser de ayuda diagnóst..!_ 

ca o establecen un pronóstico en relación al curso de Ja enfermedad. 

Por estas y otras razones, el recuento de leucocitos es una de las -

pruebas llamadas de rutina. 

Fundamento: La sangre es diluida 1:20 con una solución hipotónica de 

acético glacial (líquido de Turk) que lisa a los eritrocitos maduros. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Ha ter ia 1: 

Antlcoagulante EDTA al 10% {sol. disódlca) 

Solución de Turk {líquido diluyente) 

Tubos de ensaye de 13x100 mm 

Pipetas de Thoma para glóbulos blancos 

Cámara de Neubauer con cubrehematímetro 

Boqul 1 la 

Gradilla para tubos 

Gasa 

Agitador para pipetas de Thoma 



59 

Material Biológico: 

Sangre capilar o venosa con anticoagulante 

HETODOLOGIA 

Las pipetas de cristal Thoma para glóbulos blancos, constan de un tubo 

capilar graduado, dividido en JO partes y marcado con un 0.5 en la quinta -

señal y con un 1 en la décima y, por encima nsanchamiento, bulbo o pera p~ 

ra mezcla, con una bolita de cristal Blanca en su interior y por encima de 

la pera otro tubo capilar corto con una marca 11 grabado en la pipeta.(r1~.1) 

~~1~1~1~1~1 ~1 t=l=~~o~=i==~ 
o.s l. o ll 

FIG. 7 PIPETA PARA EL RECUENTO DE LEUCOCITOS 

l. Homogenizar perfectamente la muestra. 

2. Con la pipeta de Thoma para glóbulos blancos, aspirar sangre hasta la -

marca 0.5. Secar cuidadosamente con gasa la parte exterior de la punta 

de la pipeta. 

J. Completar con líquido de Turk hasta la marca ll. Dilución 1:20. 

4. Agitar durante 3 minutos. 

5. Se desechan las primeras 4-5 gotas y se carga Ja cámara de Neubauer, • 

procedimiento descrito en el recuento de eritrocitos. 

6. Dejar reposar la cámara con Ja muestra durante 3 minutos. 

7, Ver el microscopio con objetivo de lOX. 
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8. Se cuentan Jos leucocitos en cada uno de los cuatro cuadrados grandes 

de las esquinas (de 1 mm2) ver diagrama. 

CALCULOS: 

Para obtener la cifra de leucocitos por milímetro cúbico (ul) 

aplicar la siguiente fórmula: 

N' X 20 X 10 3 ----- .. N' X 50 =-leucocitos/ mm de sangre 
- 4 

en donde: 

leucocitos/ ul de sangre 

N' = número de leucocitos contados 

20 = factor de di lución 

10 =corrección por la altura de la cámara 

4 = número de cuadros de 1 mm2 en los que se efectuó el 

conteo de leucocitos. 

El factor 50 variará si se cambia la di lución y/o el níinero de cuadros 

contados. 

CORRECCION POR PRESENCIA DE NORMOBLASTOS 

En presencia de normoblastos debe efectuarse cuenta corregida de -

acuerdo a la siguiente fórmula. 

Recuento total de leucocitos X 100 
-------------- • núnero verdaderode 

NRN X 100 leucocitos/ ul de sangre 



en donde: 

Ejemplo: 

NRN •número de eritrocitos nucleados que son contados 

en el recuento por cada 100 leucocitos. 

61 

Un frotls de sangre muestra 20 eritrocitos nucleados -

por cada 100 leucocitos. El recuento total de leucoci­

tos es 9,000. 

Recuento verdadero de leucocitos = 9,000 X 100 

120 

Recuento verdadero de leucocitos = 7,500 / ul de sangre 

VALORES DE REFERENCIA 

Adultos: 

Niños: 

Recién nacidos: 
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PREPARACION DE EXTENSIONES SANGUINEAS 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Anticoagulante EOTA al 10% (sal di sódica) 

Tubos de ensaye de 13X100 rmi con tapón de hule 

Portaobjetos limpios y desengrasados 

Cubreobjetos limpios y desengrasados 

Material Biológico: 

Sangre venosa o capilar con anticoagulante 

METODO DE LOS DOS PORTAOBJETOS 
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1. Poner una gota de sangre (de 3 mm-5 aproximadamente de ancho) en 

un portaobjetos limpio y desengrasado a unos 19 rrvn de su extremo y tenien 

do cuidado de que el portaobjetos no toque la piel. 

2. Colocar el portaobjetos en una mesa u otra superficie lisa. 

3. Con el pulgar y el índice de la mano derecha se sujeta por el ex­

tremo un segundo portaobjetos contra la superficie del primero, con un án­

gulo de 40-4Sº(este portaobjetos debe tener de preferencia los bordes pull 

dos), se acerca a la gota de sangre hasta tocarla y se espera a que la san 

gre se reparta homogeneamente sobre la lfnea de contacto. 

4. Se empuja lentamente el portaobjetos extensor a velocidad moderada 

hacia delante para que la sangre se extienda uniformemente sobre el otro -

portaobjetos por detrás del borde extensor, manteniendo el contacto entre 

ambos hasta que toda la sangre se haya extendido en una película moderada­

mente fina. (2.~J 



5. El frotls tendrá una longitud de aproximadamente 3-4 cm. Se vigi­

lará que el extendido sea uniforme a lo largo y a lo ancho, que no presen­

te huecos y que no sea ni muy grueso ni muy delgado lo que facilitará su -

lectura. Es necesario preparar de 2-3 extensiones de cada muestra y única 

mente se teñirá Ja mejor.!f1c,.Q) 

6. Los portaobjetos se secan rápidamente al aire; la rapidez en el s~ 

cado se favorece agitando el portaobjetos en el aire o mediante un ventll!, 

dor eléctrico. (No soplar pues se cont.,mina la muestra). 

7. El portaobjetos puede etiquetarse escribiendo los datos de identi­

ficación con un lápiz de grafito directamente sobre el extremo más espeso 

de la película de sangre, también pueden uti !izarse etiquetas de papel. 

RECOMENDACIONES: 

- Los portaobjetos tienen que estar perfectamente limpios y desengra­

sados. 

- La gota de sangre no debe ser demasiado grande, generalmente de 3-5 

mm de tamaño, de esto depende en gran parte el espesor de Ja extensión. 

- El espesor de la extensión puede variar cambiando el ángulo del Pº!. 

taobjetos extensor, variando la precisión y la rapidez con que se extiende 

la sangre. 

- El borde del portaobjetos extensor debe ser liso; para evitar flecos 

con muchos leucocitos. 

- Extender rápidamente; a mayor rapidez corresponde más uniformidad y 

espesor. 

- Cuando más rapidamente la película se seca al aire mejor se obtiene 

la extensión de las células sobre el portaobjetos. 
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rn,. 8 PREPARAC 1 ON DE UN EXTEND 1 DO SANGU 1 NEO 
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METODO DE LOS DOS CUBREOBJETOS 

El método de los dos cubreobjetos tiene Ja ventaja de una distribu­

ción más uniforme de los leucocitos. 

l. Hacer contactar un cubreobjetos (22 X 22 lllll) con la parte supe­

rior de una gota pequeña de sangre (de alrededor de 2 a 3 lllll de tamaño) 

sin tocar la piel. 

2. Colocar el cubreobjetos con la parte manchada hacia abajo, ene.!_ 

ma de otro cubre, de manera que las esquinas de los dos apareican cano 

una estrella de 8 puntos. 

J. Si la gota no es demasiado grande y los cubreobjetos están bien 

limpios, la sangre se extenderá uniforme y rapidamente como una capa f.!.. 

na entre las dos superficies. 

4. En el momento de cesar de extenderse la sangre, separar los cu­

breobjetos rápida y firmemente tirando de ellos en el plano paralelo a 

sus superficies, no levantándolos. 

s. Se colocan con Ja extensión hacia arriba encima de un papel Jimplo 

y se dejan secar al aire, o bien se puede colocar adosados dlag onalmen­

te en rendijas abiertas en una caja de cart6n. (i) 



PREPARACION DE COLORANTES Y METOOOS DE TINCION PARA 

EXTENSIONES SANGUINEAS Y FROTIS DE MEDULA OSEA 
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Los colorantes d~ anilina, ampliamente usados en los estudios de la -

sangre, son de dos tipos generales: los básicos tales como el azul de meti­

leno y los ácidos, como la eosina. Los núcleos y algunas otras estructuras 

de la sangre se tiñen con los básicos, por lo que se denominan basófllos. 

Ciertas estructuras sólo toman los colorantes ácidos y se llaman acidófllas, 

oxífllas o eoslnófilas. Algunas e~tructuras se tinen por una combinación -

de ambos y se denominan neutrófilas. El establecimiento de estas propieda­

des marcó el comienzo de la hematología·moderna. 

Las tlnciones son sensibles a la concentración de Iones hidrógeno. 

A un pH alcalino se favorece la acción del azul de metileno a expensas de la 

eoslna y viceversa a un pH ácido.(~,&) 

La tinclón de preparaciones de sangre en extensiones sobre portaobje­

tos se realiza en general de tal manera que éste quede cubierto por la sol_!! 

clón colorante con una capa de 1-2 rrrn de espesor pero evitando que se derra­

me por los bordes. 

Los métodos de tinclón para extensiones sanguíneas más comúnmente usa­

dos son: 

1. De Wrlght 

2. De Giemsa 

J. De May-Grunwald o de Jenner 

4. Panóptica de Pappenhelm 

s. Lelshman 
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l. TJNCJON DE WRIGHT 

El colorante usado en esta tlnción se llama poi lcromátlco porque pro­

duce varios colores. Es una solución de alcohol metTllco de un colorante 

ácido y otro básico y es uno de los mejores y más empleados, por su corto 

tiempo de realización. (5) 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Solución colorante de Wrlght 

Amortiguador de fosfatos pH 7.2 

Portaobjetos o cubreobjetos con extensiones sanguíneas 

Soporte de vidrio para portaobjetos 

Papel secante 

METOOOLOGIA 

1. Colocar la placa con la extensión secada al aire hacia arriba en un 

soporte de vidrio para portaobjetos y este a su vez en el lavabo o en una -

bandeja. 

2. Cubrir la extensión con Ja solución colorante de Wrlght, dejar teñir 

de 2 - 3 minutos. 

3. Pasado ese tiempo, se añade a la preparación amortiguador de fosfa­

tos pH ].2 hasta que aparece en la superficie un brillo metálico. 

4. A los 3-5 minutos lavar la preparación con un chorro de agua (pref.!:_ 

rlble agua destilada, primero suave, luego más fuerte). El lavado tardará 

de 5 a 30 segundos hasta que las partes m~s delgadas se pongan de un color 

rosado. 



5. Después del lavado quitar el exceso de agua Inclinando Ja placa y to­

cando con un papel secante el borde Inferior. 

6. Dejar secar al aire. 

]. El cubreobejtos se monta con la extensión hacia abajo sobte un porta­

objetos con bá 1 sama de 1 Canadá. ( l, 2) 

RESULTADOS 

Los núcleos de los leucocitos y eritrocitos nucleados: vloleta rojizo. 

Gránulos eoslnófllos: rojo brillante hasta rojo pardusco; gránulos bas.§ 

filos: violeta obscuro; gránulos neutrófllos: violeta claro. 

Protoplasma de Jos linfocitos: azul; de los monocltos:azul grisáceo. 

E r l trae 1 tos: rosa pá 1 ido. 

Plaquetas: violeta rojizo 
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2. TINCION DE GIEMSA 

Es quizá mejor para descub~lr parásitos de la sangre y otros protozoos. 
(5) 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Colorante de Giemsa dllutda 

Amortiguador de fosfatos pH 7.2 

Alcohol metílico 

Portaobjetos o cubreobjetos con extensiones sanguíneas 

Soporte de vidrio para portaobjetos 

Papel secante 

METOOOLOGIA 

1. Lo mismo que en la tfnción de Wright. 

2. Las extensiones de sangre se fijan con metano] durante 5 minutos. 

3. Se dejan secar y se cubren con el colorante de Giemsa di luido en bu­

ffer de fosfatos pH 7.2, qurante 20-30 minutos. 

4. Lavar las extensiones con amortiguador de fosfatos de pH 7.2 

5. Secar al aire las preparaciones poniéndolas en posición vertical so­

bre papel secante. 
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RESULTADOS 

Núcleos: violeta rojizo. 

Gránulos eoslnófilos: pardo rojizo o rojo; gránulos bosófi los: azul; 

gránulos neutrófllos: violeta rojizo. 

Protroplasma de los 1 infocitos: azul; eventualmente con gránulos azur6 

filos finos de color rojo purpúreo. 

Eritrocitos: rojo pálido. 

Plaquetas: azul con corpúsculos internos violeta. 

Núcleos de parásitos hemáticos y protozoos: rojo bri liante. 

ADVERTENCIAS TECNICAS 

La coloración de Giemsa varía mucho según sea la concentración de Iones 

hidrógeno. Se consigue una coloración óptima en unos 25 minutos con el colo­

rante di luido. Las soluciones ácidas aumentan la acción de la eosina hasta -

dar aspecto rojizo a la extensión, pero contrarresta la metacromasia del azur. 

Las soluciones alcalinas incrementan la metacromasia del azur, pero rebajan en 

mayor grado el tono de la eosina, de modo que domina un tono de color azul grl 

$áceo. (2) 

Lo mejor es realizar la tinción con la preparación colocada verticalmen­

te dentro de la cubeta correspondiente; estando la preparación en posición -

horizontal, el colorante no deberá decantarse después de la tlnción, sino 

arrastrarse con un chorro de agua para que la película superficial no se fije 

sobre la capa de extensión. (l) 
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3, TINCION DE HAY-GRUNWALD O DE JENNER 

El eosinato de azul de met!leno de Jenner, disuelto en alcohol metí-

1 ice, hace destacarse bien los gránulos de leucocitos y es, por tanto, es­

pecialmente útil en su recuento diferencial. Tiñe poco los núcleos y es -

muy inferior al de Wright y al de Glemsa ·para descubrir los parásitos del 

paludismo, porque no produce la llamada coloración de Romanowsky. (q,5) 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Colorante de Hay-Grunwald 

Amortiguador de fosfatos pH 7.2 

El mismo que para las tlnc!ones anteriores 

METODOLOGIA 

1. Lo mismo que en las tlnc!ones anteriores. 

2. Cubrir la extensión sanguínea con solución de Hay-Grunwald y dejarla 

actuar durante 3-5 minutos. 

3. Añadir la misma cantidad de amortiguador de fosfatos pH 7.2 y teñir 

durante 5-10 minutos (se mezcla cuidadosamente el colorante y el buffer mo­

viendo el portaobjetos). 

4. Lavar la preparación con amortiguador de fosfatos pH 7.2 hasta que 

la extensión tome una tonalidad rosa pálido. 

5, Dejar secar al aire poniendo las preparaciones en posición vertical 

sobre papel secante. 



RESULTADOS 

Linfocitos: núcleo violeta azulado; plasma: azul. 

Honoclto: núcleo violeta azulado; plasma: azul. 

Granulocitos: núcleo violeta azulado; gránulos según su clase: 

rojo violeta o azul obscuro. 

Plaquetas: azul con corpúsculos internos violeta. 

ADVERTENCIAS TECNICAS 
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Las mejores coloraciones se obtienen con extensiones recién preparadas. 

Las extensiones no tan recientes se fljan~durante unos 30 minutos con meta­

no! o durante unas horas con una mezcla de éter-etanol. ti,v} 
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4. TlNCJON PANOPTICA DE PAPPENIJEJM 

Con el fin de combinar las ventajas de varios colorantes, Pappenhelm 

recomendó el siguiente procedimiento.(~) 

TECNICA 

REACTIVOS V MATERIAL 

Reactivos: 

Hatería!: 

Colorante de May-Grunwald 

Colorante de Giemsa diluido 

Amortiguador de fosfatos pH 7.2 

El mismo que para las tinciones anteriores 

METODOLOGIA 

1. Lo mismo que en las tinciones anteriores. 

2. Teñir la extensión sanguínea con una solución de Hay-Grunwald dura!!. 

te 3 minutos. 

J. Añadir una cantidad igual de amortiguadotde fosfatos pH 7.2 y dejar 

teñir durante 1 minuto. 

4. Vertir (sin lavar) la solución colorante di luida y añadir la solución 

de Giemsa diluida durante 15 minutos. 

5, Pasado este tiempo lavar la preparación con amortiguador de fosfatos 

pH 7.2. 

6. Secar al aire perfectamente poniendo la preparación en posición ver­

tical sobre papel secante. 



75 

Nota: El colorante de May-Grunwald es el mismo que el de Jenner. El co­

lorante de Giemsa puede sustituirse por el de Wrlght, diluido con una canti­

dad igual de agua, pero Ja duración de la tinción no deberá exceder de 5 mi­

nutos. 

RESULTADOS 

Núcleos: violeta rojizo. 

Plasma de las células linfoides: azul claro. 

Corpúsculos azurófilos linfoides: rojo púrpura brillante; corpúsculos -

azurófilos mieloides: violeta tirando a pardo violáceo. 

Gránulos neutrófi los: violeta claro. 

Gránulos eosinófi los: de rojo ladrillo a pardo rojizo. 

Gránulos basófilos: de violeta obscuro a negro. 

Eritrocitos: rosa; formas polícromas de los eritrocitos, predominante­

mente azuladas; punteado basófilo de los eritrocitos, azul cobalto intenso. 

Corpúsculos de Jolly: de rojizo a violeta. (2,t,1J 



5. TINCION DE LEISHMAN 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reac t lvos: 

Ha ter ia 1: 

Colorante de Lelshman 

Amortiguador de fosfatos pH 7,2 

El mismo que para las tinciones anteriores 

METODOLOGIA 

1. Lo mismo que las tinciones anteriores. 
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2. Cubrir las extensiones con la solución alcohólica saturada de Lelshman 

(colorante de Leishman). Se deja tei'lir de 0.5 a 1 minuto. 

3. Después de ese tiempo se diluye con aproximadamente la doble cantidad 

de amortiguador de fosfatos pH 7.2 y se mezcla moviendo el portaobjetos. 

4. A los 5 minutos lavar la preparación con amortiguador de fosfatos pH 

7.2 y se mueve ligeramente. Aparece una nubécula de color azulado, en el agua 

y la preparación se colorea de rojo claro. 

5. Repetir el lavado. 

6. Secar de la manera ya mencionada. 

RESULTADOS 

El aspecto de la coloración es como el obtenido en la coloración de Hay­

Grunwald. (2) 



PREPARACION DE LAS SOLUCIONES COLORANTES PARA EXTENSIONES 

SANGUINEAS 
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Para preparar las soluciones colorantes a partir de los colorantes, 

se seguirán las siguientes Instrucciones. 

COLORANTE DE WRIGHT 

Eoslna azul de metl lena según Wrlght 
Glicerina 

Hetanol R.A. 

0.24 g 

3.0 mi 

97.0 mi 

Se disuelve el colorante con un poco de metano! y se agrega la gl lcerl­

na y lo que resta de metano!. Se aglta durante una hora empleando agitador 
magnético, si hay uno disponible. Después se filtra y la solución queda ll~ 

ta para ser usada. ta.~) 

COLORANTE DE GIEHSA 

Azur-eoslna-azul de metlleno seg. Glemsa 

Glicerina bldestllada 

Hetanol R.A. 

0.76 g 

SO.O mi 

50.0 ml 

Se Incorpora el colorante a la glicerina y se cal lenta durante 3 horas 

en baño marra a 60ºC. Seguidamente se aílade metano!. La solución se deja 

en reposo durante cinco días y a continuación se filtra. (2,V} 



COLORANTE DE GIEHSA DILUIDO 

Colorante de Giemsa 

Amortiguador de fosfatos pH 7.2 

mezclar perfectamente. 

COLORANTE DE HAY-GRUNWALD 

Eosina azul de metlleno seg. Hay-Grunwald 

Metano! R.A. 

JO.O mi 

1,000.0 mi 

0.25 g 

100.0 mi 
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El colorante se disuelve calentando ligeramente a 60ºC en baño maría. 

Una vez frío se filtra. 

COLORANTE DE LEISHHAN 

Eoslna azul de metileno seg. Lelshman 

Hetanol R.A. 
0.12 9 

100.0 mi 

El colorante se disuelve bajo agitación, en metano! calentando a unos 

ltOºC y la solución se deja en reposo 5 días antes de filtrarla. (a,S) 

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 7.2 

Fosfato dibáslco de sodio 

NazHP04 : 2Hz0 

Fosfato monobásico de potasio 

KHzP04 

Agua des ti lada 

Ajustar el pH a 7.2 

Agua destilada c.b.p. 

1.14 g 

0.49 g 

900.0 mi 

1,000.0 mi 



CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DF. ERITROCITOS Y 

LEUCOCITOS 

Observación del Frotis. 
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A continuación se menciona el procedimiento para efectuar la observa­

ción correcta de una extensión sanguTnea previamente teñida. 

Primero, se inspecciona la preparación con el objetivo de 40 X para -

darnos una idea del número de leucocitos presentes, su distribución y su -

tinción, así como la distribución de Jos eritrocitos y su forma. 

Posteriormente, se selecciona un área de la preparación y se le pone -

una gota de aceite de irvnersión, observamos al microscopio con objetivo de 

100 X. Observar perfectamente sí existen variaciones en el tamaño y forma 

de Jos glóbulos rojos, así como variaciones estructurales en ellos, agrup! 

clones y su tincfón. Además, se efectúa el recuento diferencial de leuco­

citos ya que puede apreciarse perfectamente sus características tanto de -

leucocitos normales en sangre periférica como anormales. (5) 

ERITROCITOS 

En una persona sana, los eritrocitos se presentan, cuando no están -

aglomerados, cano discos bicóncavos homogéneos de tamaño casi uniforme en­

tre 6 y 8 um de diámetro. Sin embargo, también en la sangre normal puede 

haber células individuales tan pequeñas como de 5 um y tan grandes como de 

9,5 um. En los casos de enfermedad varían los eritrocitos en cuanto al -

contenido de heinoglobina, tamaño, forma, propiedades de tfnción y estruct.!:!_ 

ra. (5) 

La morfología del eritrocito proporciona información relacionada con 

la eritropoyesis, incluyendo: 1) valoración de Ja estimulación de la erftr~ 

poyetina, 2) hallazgo de anomalías de maduración huclea: y citoplásmfca, 3) 

identificación de enfermedades específicas debido a alt~raciones singulares 

en la forma de la célula. 
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Las alteraciones de la maduración nuclear se caracterizan por un aumen­

to en el tamaño del eritrocito sin un cambio en la concentración de hemoglo­

bina de éste. Esto no afecta uniformemente a todos los glóbulos rojos; tam­

bién hay presentes fragmentos celulares y microcitos como un resultado de la 

desorganización de la autoduplicación y maduración de la célula y la rotura 

subsiguiente de las cólulas que entran a la circulación. (9) 

A continuación se describen las alteraciones más comunes de los eritro­

citos. 

VARIACIONES DE FORMA. (1%.')) 

La variación formal se 1 lama Poiquilocitosis. Cualquier célula con una 

forma anormal es un poiquilocito. Sin embargo este término es muy ambiguo -

ya que también se llama Poiqui locitosis a la fragmentación de los eritrocitos, 

por lo tanto se usará variación formal. 

l. El iptocltos: Son eritrocitos con d.eformación a células elípticas, fá 

cilmente identificables. Son abundantes en la eliptocitosis hereditaria 

(ovalocitosis hereditaria). 

2. Esferocitosls: Son eritrocitos casi esféricos en contraste con la 

forma en disco bicóncavo normal. Su diámetro es menor que el normal. Care­

cen de la zona pálida central o la tienen más pequeña o excéntrica. Se pre­

sentan en la esferocitosis hereditaria. 

J. Acantocitos: Son eritrocitos espiculados en quienes los extremos de 

las espiculas son bulbosas y redondeadas. Se observan en la abeta-llpopro­

telnemla hereditaria o adquirida, en algunos casos de hepatopatfas. las c~­

lulas con muescas son células retraTdas regularmente que pueden aparecer co­

múrvnente como un artefacto durante la preparación de extensiones. 
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f\q,9 VARIACIONES DE FORHA 

ºº ELIPTOCITOS 

•• ESFEROCITOS 

•• ACANTOCITOS 

0Q CELULAS EN DIANA 

)~ CELULAS FALCIFORMES 



4. Células en Diana: Son eritrocitos más delgados de lo normal (lep­

tocltos) que, cuando se tiñen, muestran un reborde periférico hemoglobíni­

co con una zona obscura central, la cual contiene hemoglobina. Ambas zonas 

están separadas entre sí por un anll lo pálido no teñido que contiene menos 

hemoglobina. Esto ocurre en muchas hemoglobinopatías, talasemias, enferme­

dad hepática. 

5. Esquistocitos: Son fragmentos de eritrocitos. Indican la presen 

cla de hemólisis en la anemia megaloblástica y en quemaduras graves, pueden 

deberse a traumatismos intravasculares o daño de los eritrocitos reciente­

mente formados al entrar en circulación. 

6. Células Falciformes: Son eritrocitos en forma de uso, semilunares, 

hoz. También son llamados drep~nocltos. Se presentan en la anemia drepa­

nocít ica. l't') 

VARIACIONES ESTRUCTURALES 

l. Punteado basófilo (degeneración granular basófl Ja¡ agrega basóflla; 

basofi lia punteada). Se caracteriza por la presencia, dentro del eritrocito, 

de gránulos basófllos Irregulares, que varían en cuanto a su tamaño desde -

puntitos apenas visibles a gránulos casi tan grandes como los de los gránulos 

azurófilos de promielocltos. Se presentan en la intoxicación con plomo, en 

la anemia megaloblástica. 

2. Cuerpos de Howell-Jolly. Estas partfculas, lisas y redondas, son re1_ 

tos de cromatina nuclear. Pueden observarse aisladamente en la anemia mega­

loblástica, anemia hemolítica y después de esplenectomfa. 

3. Cuerpos de Heinz. Son precipitados de hemoglobina desnaturalizada, 

unidos por sí mismo de forma característica a la membrana de los eritrocitos. 

Su presencia se puede deber a: a) Administración al individuo de fenllhldra­

clna, cloratos o un compuesto nitro o amino aromático lo que ocasiona una 

desnaturalización oxldativa de la hemoglobina; b) administración de un fárm! 

co como la primaquina y c) existe un defecto hereditario, una anemia hemol.!. 

tlca asociada con una hemoglobina estable. 
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4. Anillos de Cabot. Son estructuras en forma de anillo, ocho o en 

asa. Ocasionalmente están formados por dos o varias líneas concéntricas. 

Se ha observado raramente en los eritrocitos en la anemia perniciosa, In­

toxicación por plano. {1.~."I) 

5. Punteado palúdico intracelular. Aplicable al aspecto finamente -

granuloso de los eritrocitos que albergan los parásitos del paludismo ter· 

ciario. Estos hematíes generalmente son mayores de lo normal. Presentes 

en caso de anemia hemolítica y fiebre. 

6. Apilamiento de eritrocitos. Es la alineación de eritrocitos, unos 

sobre otros, por lo cual en preparaciones húmedas se parecen a pilas de mo 

nedas. Se presenta en mieloma múltiple. 

7, Eritrocitos nucleados. Pueden ser normablastos tardíos, pero algu­

nas veces pueden ser formas más tempranas de eritrocitos, indican desorgani­

zación de 1 iberación del eritrocitos o ausencia de función esplénica. (4.5) 

ANISOCITOSIS. VARIACIONES EN EL TAMARO 

Normoci to. mide aproximadamente 7 u 

Microci to. mide aproximadamente menos de 7 u 

Esferoci to. mide aproximadamente 5 u 

Macroci to. mide de 10 a 20 u 

Megalocito. mide de 20 a 25 u. 
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LEUCOCITOS 

El término 11 leucocito11 fue creado para indicar a las células o glóbu­

los blancos de Ja sangre. Aunque hay muchas características morfológicas 

por las cuales pueden ser reconocidas las células, el patrón de cromatina 

nuclear es la manifestación senci 1 la de identificación útl 1. \'1) 

En la sangre del hombre normal pueden distinguirse los siguientes ti­

pos de leucocitos: (Fil,. 10) 

1. Neutrófilos en banda: Son una forma inmadura en comparación con -

los polimorfonucleares. El núcleo tiene una cromatina más condensada y una 

forma alargada más bien uniforme. En la fase de banda está incluida una -

constricción parcial del núcleo, hasta que se forma un delgado filamento -

(largo, pero no ancho) entre Jos dos lóbulos, momento en el cual la célula 

queda clasificada como neutrófi lo segmentado. 

2. Neutrófilos segmentados. Polimorfonucleares: Miden aproximadamente 

12 u. Tienen un núcleo segmentado. El número de lóbulos nucleares oscl la 

de 2 a S, unidos por finos filamentos. El núcleo se tiñe intensamente de 

color azul obscuro y Ja cromatina está densamente aglutinada. El citoplas­

ma abundante se tiñe de color rosa y está 1 leno de finas grnuiaclones que -

se tiñen de color rosa. Alrededor de dos tercios de éstas son gránulos es­

pecíficos y un tercio gránulos azurófilos: Ja intensidad de coloración de 

estos últimos es menor que la de la célula inmadura. 

J. Eoslnófllos: Miden de 12 a 13 u. La estructura de estas células -

se parece a Ja de los neutrófilos polimorfonucleares, pero con la singular 

diferencia con los granulocltos neutrófilos que su citoplasma contiene grá­

nulos más grandes, redondos u ovalados y con gran afinidad por los coloran­

tes ácidos. Se identifican fácilmente por el tamaño y color de estos grán.!:!_ 

los que se ponen de rojo bri liante con un colorante que contenga eosina. 

Su citoplasma es incoloro o presenta un tono débilmente azul celeste. El -

núcleo tiene dos segmentos conectados, rara vez tres o más. (<1,S) 
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'F\<a. 10 LEUCOC 1 TOS 

~. Neutrofllo en 

~ Banda 

~ Neutrofilo 

~ Segmentado 

Eos lnofl Jo 

Basófi Jo 

® Li nfocl to 

Grande 

@ Llnfocl to 

Pequei\o 

' 
Honocito 

. 
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4. Basófl los: Miden de 12 a 13 u. En general, los granulocitos basó­

fi los se parecen a los neutrófilos, pero su núcleo es menos irregular (ge­

neralmente solo mellado o ligeramente lobulado) y los gránulos son mayores 

y con gran afinidad por los colorantes básicos y se tleñen de color púrpura 

oscuro, mientras que el núcleo se ve algo más pálido y a menudo está par­

cial o completamente oculto por los gránulos, por lo que resulta dlfíci 1 -

d 1st1 ngu i r su forma. 

5. Linfocitos: Existen dos tipos: linfocitos grandes que miden de 12 a 

15 u y linfocitos pequeños que miden de 6 a 10 u. Son células mononucleares 

sin gránulos citoplásmicos específicos. Su núcleo contiene bloques pesados 

de cromatina que se tiñe de azul obscuro. El citoplasma tiene color azul -

claro, puede ser escaso, siendo difíci 1 distinguirlo. Con frecuencia se en­

cuentran llnfotitos grandes a veces mayores que un monocito, con un núcleo -

más pál Ido y citoplasma más abundante. 

6. Monocitos: Miden de 14-20 u. Son las células mayores de la sangre -

normal. Contiene un sólo núcleo, lobulado, profundamente mellado o en forma 

de herradura y en ocasiones redondo u ovalado; con cromatina aglutinada, se 

tiñe densamente que el linfocito, mientras que el citoplasma tiene un color -

gris azulado y a veces aparece como espolvoreado uniformemente o en manchas -

por unos gránulos rojizos. l\,?1,<1) 
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RECUENTO DE PLAQUETAS 

Objetivo: 

1. Comparar las diferentes técnicas para el recuento de plaquetas. 

2. Evaluar las ventajas y limitaciones de cada una de ellas. 

Generalidades: Las plaquetas son redondas u ovaladas de 2 a 4 lll1 de 

diámetro. En extensiones de sangre obtenidas por punción cutánea pueden 

existir intensas deformaciones y elongaciones con tendencias a Ja aglo­

meración o agregación. 

Las plaquetas se originan en Ja médula ósea a partir del megacario­

c i to, Dl-4'"1lAlllll 2 

DIAGRAMA 2 ORIGEN DE LAS PLAQUETAS 

Célula reticular 
Hernopoyesis medular 

1 
Hegacar i ob las to 

l 
Hegacarlocito 

1 

Sangre periférica 

En cualquier momento, alrededor de una tercera parte de las plaquetas 

del sistema vascular están transitando lentamente a través del brazo. Es­

to significa que dos tercios están en el resto de Ja circulación. Las pla­

quetas viven unos 8-11 dfas en el sistema vascular. Su función es mantener 

la Integridad vascular y taponar las lesiones vasculares. (t) 
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Las plaquetas desempe~an una función crítica en la hemostasis que con­

siste en: 1) mantenimiento continuo de la integridad vascular; 2) paro ini­

cial del sangrado por formación del tapón plaquetario; 3) establl izaclón del 

tapón hemostático por la contribución de un fosfolípido al proceso de for~ 

ción de fibrina. Con sus propiedades de sello y procoagulantes, Ja ~!aque­

ta representa una unidad hemostática completa, como implica su nombre funclo 

nalmente más apropiado de tromboclto. (2) 

Se llama trombocitosls al alll1ento de la cifra de plaquetas por encimas 

de 400,000/ul. Habitualmente parece ser debida a un incremento en la pro­

duccl6n de plaquetas en situaciones tales como déficit de hierro, hemorra­

gia aguda, hemólisis, procesos malignos y afecciones inflamatorias. Una 

producción disminuida, distribución alterada y aumentada de la destrucción 

o eliminación, son causas de trombocltopenla, Ja cual, si es grave, consti­

tuye una causa clínicamente Importante de hemorragia; se presentan en: pro­

cesos mielísticos, anemias megaloblástlcas, esplenomegalia de diferentes 

causas, coagulación lntravascular diseminada, trombocitopenia Inmune, púrpu­

ra trombocltopénica idiopátlca.{!) 

En general, con una trombocltopenia por debajo de 50,000/ul se facilita 

el riesgo de una hemorragia anormal, ya que la eficacia funciona! y el núme­

ro de plaquetas son importantes para la hemostasia. 

Para obtener resultados satisfactorios en el recuento de plaquetas de­

ben realizarse los siguientes métodos. 

11é todos 

Cual 1 tatlvos: Observación del frotis 

Semi cuant 1 ta t !vos: Fon lo 

Cuantitativos: <[cuenta en Cámara de Neubauer 

Lcon Microscopio de Contraste de 
fase 
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HETODO CUALITATIVO 

OBSERVACIONES DEL FROTJS 

Las plaquetas son difíciles de contar debido a que son peque~as, su 

tendencia a adherirse al cristal, a cualquier cuerpo extra~o y en partic~ 

lar unas a otras. Con la sangre capilar, las extensiones deben ser uni-­

formes y llevarse a cabo con gran rapidez después de obtener la sangre, -

con objeto de evitar la aglomeración de plaquetas y minimizar Ja disminu­

ción debido a la adhesividad de las plaquetas a los bordes c!e los vasos -

lesionados. 

Es posible un mejor cálculo (un examen relacionando una plaqueta por 

aproximadamente 20 eritrocitos) examinando las extensiones teHldas, las -

plaquetas se distribuyen uniformemente y Ja algomeración y pérdidas debi­

das al proceso hemostático no tiene lugar. Por consiguiente, cuando se -

informa acerca de un recuento diferencial, debe hacerse referencia espe­

cial a las anormalidades plaquetarlas o alteraciones en su número si exl~ 

ten. 

HETODO SEHICUANTITATIVOS (FONIO) 

Fundamento: Se hace contar el número de plaquetas presentes, la agl~ 

t 1nac1 ón de las .P 1 aquetas es preven 1 da por 1 a mezc 1 a de una gota de sangre 

con una gota de solución de sulfato de magnesio. 



TECNICA 

REACTIVOS Y KATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Solución de sulfato de magnesio al 14% 

Colorante de Glemsa diluido 

Alcohol Etílico al 70% 

Alcohol Etílico absoluto 

Portaobjetos limpios y desengrasados 

Lancetas estériles 

Torundas de algodón 

Material Biológico: 

Sangre capilar 

~: 

Microscopio 

Aceite de inmersión 

HETODOLOGIA 

91 

l. Se prepara el pulpejo de un dedo desinfectándolo con una torunda de 

algodón empapada de alcohol etílico al 70% y se coloca una gota de solución 

de sulfato de magnesio al 14%. 

2. Con una lanceta estéril se hace una punción a través de la gota de 

la solución de sulfato de magnesio al 14%. 

Se espera que fluya una cantidad de sangre Igual a la -

de la solución usada, permitiendo la mezcla entre ambas. 



92 

3. Tomar una gota y se hace un extendido en un portaobjetos. 

4. Se tiñe con la técnica de coloración usado habitualmente en el la­

boratorio (Glemsa o Wright), 

5. Observar al microscopio con objetivo de lOOX. Contar 1,000 eritro­

citos e inducir el número de plaquetas observados en el curso de esta cuenta, 

hacerlo en varios campos correspondientes a distintas zonas de1 preparado. 

Cá !culos: 

Para calcular el ,número absoluto de plaquetas /ul de sangre, es necesa 

rio también la cuenta de eritrocitos. 

P =No. de plaguetas por 1,000 eritrocitos (Eritrocitos/ul sangre) 

1,000 

en donde P • plaquetas /uf de sangre. 

VALORES DE REFERENCIA 

De 40 a 60 plaquetas por 1 ,000 eritrocitos 

De 150,000 a 300,000 plaquetas /ul de sangre. 
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HETODOS CUANTITATIVOS 

CUENTA EN CAHARA 

Fundamento: Empleando el colorante azul de cresil brillante las pla­

quetas pueden observarse al microscopio como células con un movimiento -

browoniano. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

11ater ia 1 

Anticoagulante EDTA al 10% (sal disódica) 

Solución de azul de· cresil brillante (líquido diluyente 

de plaquetas) (fil~rar antes de usar) 

Tubos de ensaye de 13 X 100 IM1 

Pipetas de Thoma para glóbulos rojos 

Cámara de Neubauer con cubrehematímetro 

Boquilla 

Gradilla para tubos 

Cajas de Petri 

Gasa 

Papel Fi 1 tro 

Material Biológico 

Sangre capl lar o venosa con anti coagulante 

~: 

Microscopio 

Agitador para pipetas de Thana 
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HETODOLOGIA 

l. Cargar con sangre una pipeta de Thoma para glóbulos rojos hasta la 

marca 1.0 

2. Limpiar cuidadosamente con gasa la parte externa de la pipeta. 

3, Completar el volumen hasta la marca 101 con el lfquldo diluyente de 

plaquetas. Dilución 1: 100. 

4. Agitar durante 5 minutos. 

5. Descartar las primeras 4-5 gotas de la pipeta de Thoma y llenar la 

cámara de Neubauer, descrito previamente. 

6. Dejar reposar durante 15 minutos en una caja de Petrl con papel fil 

tro humedecido, para permitir el dep6sito de las plaquetas en un plano ópt.!. 

co. 

]. La cuenta se hace con el objetivo de 40 y el ocular de 10 X. Debe 

trabajarse con una buena iluminación en el microscopio para evitar confun­

dir las plaquetas con basuras, levaduras o colorante precipitado. En la -

cámara las plaquetas aparecen como cuerpos refráctiles ovales o elongados. 

8. Contar de Igual manera que en eritrocitos. 

NOTA: Esta determinación debe hacerse rápidamente 

las plaquetas se aglomeren. 

CALCULOS: 

para evitar que 

Para obtener el número de plaquetas /ul de sangre se emplea la 

siguiente fórmula: 

N X 10 X 100 •Número de plaquetas /ul de sangre. 



en donde: 

N • número de plaquetas contadas 

10 • correcci6n por la altura de la cámara 

100 •factor de dllucl6n 

N X 1000 ª Número de plaquetas /ul de sangre. 

VALORES DE REFERENCIA 

De 150,000 a 400,000 plaquetas /ul de sangre • . 
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RECUENTO EN MICROSCOPIO CON CONTRASTE DE FASE 

Fundamento: Las plaquetas se cuentan en una cámara deNeub¡¡uer utl-

1 Izando microscopio de fase después de llsar los eritrocitos con soluc16n_ 

de oxalato de amonio al 1%. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Anti coagulante EDTA al 10% (sal dlsódlca) 

Solucl6n de oxalato de amonio al 1% 

El mismo que para la cuenta en cámara 

Material Biológico: 

~: 

Sangre capilar o venosa con antlcoagulante 

Hieroscopia con contraste de fase 
Agitador para pipetas de Thoma 

HETODOLOGIA 

1. Llenar una pipeta de Thoma para glóbulos rojos hasta la marca 

z. Limpiar cuidadosamente con una gasa la parte exterior de la pipe­

ta y canpletar el volumen hasta la marca 101 con la solucl6n de oxalato -
am6nlco al 1%. Dilución 1:100. 
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). Mezclar por agitación durante 3 a 5 minutos. 

4. Descartar las primeras 4-5 gotas de la pipeta y llenar la cámara 

de Neubauer en la forma habitual. 

5, La cámara se pone en una caja Petrl durante 15 minutos para perml 

tir el depósito de las plaquetas en un plano óptico. Debajo de la cámara, 

para prevenir la evaporación, se deja un fragmento de papel filtro humed! 

cido. 

2 6. Contar todo el cuadrado central (para eritrocitos) de 1 mn. 

CAL CULOS 

Para obtener el número de plaquetas /ul de sangre se emplea la slgule~ 

te fórmula: 

N X 10 X 100 = Número de plaquetas /ul de sangre 

en donde: 

H • número de plaquetas contadas 

10 • correccclón por la altura de la cámara 

100 •factor de dilución 

H X 1000 ª Número de plaquetas /ul de sangre 

VALORES DE REFERENCIA 

De 150,000 a 400,000 plaquetas /ul de sangre. 



B IBL 1OGRAF1 A 

l. Hutch i son, O 

PLATELET FUNCTION OISORDERS ANO 
TESTING 
Dade Monograph 

U.S.A. (1978) 

2. Piz~uto, J., Harker, L. A., Harder, V. 
PROGRESOS RECIENTES EN HEMATOLOGIA 

Ciclos sobre el avance contínuo de la 

Medie i na, IHSS 
Héxico (1978). 

3. Quick, A.J. 

HEHORRAGIC DISEASES 
Ed. Lea and Feblger 

Philadelphia (1957) 

4. Tanum Gunnar. 11The megakaryecyte DNA 

content and platelet formation after the 

sublethal whole body i rradlation of rats11 • 

Blood. 631 917 (1984). 

5. Wennacher, W. H. "Guarding the 

Prothrombin". Current Hedlcal Digest, 

34: 432 ( 1967). 

98 



99 
VALORES ABSOLUTOS 

Estos valores expresan el n!inero absoluto de un tipo de célula (leu· 

cocito) presente en un ul de sangre.(~) 

Los valores absolutos se calculan de acuerdo al siguiente procedimie_!! 

to e Incluye correccl6n por presencia de nonnoblastos. 

Cuenta de leucocitos 

Eritrocitos nucleados 

Heutrófilos segmentados 53% 

9000/ul 

20 por cada 100 leucocitos 

Ho. verdadero de leucocitos • 9000 X 100 

por ul de sangre 

No. absoluto de cada 

tipo de leucocitos 

20 X 100 

• 7,500 / ul sangre 

• L X número relativo 

100 

en donde Les la cuenta de leucocitos corregidos por la presencia de 

normoblastos. ll.~l 

Ejemplo: 

No. absoluto de neutrófilos 7,500 X~ 

segmentados 100 

• 3975 / ul 
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INDUCCION DE DREPANOCITOS 
102 

Objetivo: 

1. Analizar el origen de producción de drepanocltos.· 

2. Establecer la importancia clínica de este estudio. 

General ldades: La anemia de células falciformes solo aparece cuando 

lo mismo el gene paterno que el materno son anormales. La herencia del -

gen de la Hb-S se transmite con un cromosoma autos6mlco y no con el cromo 

soma X. La unión de dos heteroclgotos Hb-S da vástagos que pueden poseer 

dos genes anormales, produciéndose anemia de eritrocitos falciformes. Es­

te defecto heredado se halla en la porción globina de la molécula hemoglo­

b[nica, no en la porción hem. La hemoglobina de las células falciformes y 

la normal difieren en el sentido de que Ja cadena peptídica en cada mitad 

de Ja molécula de hemoglobina falciforme contiene vallna en una zona, don­

de la hemoglobina normal contiene ácido glutámlco. l\) 

La característica fundamental hematológlca de las células falciformes, 

es la forma alargada de media luna y de hoz que los eritrocitos adoptan -

cuando se les priva de contacto con el oxígeno (drepanocitos). Ci) 

Fundamento: Al producir un descenso de la tensión de oxígeno en la -

preparación, por el aislamiento producido por el sellado con parafina y la 

acción reductora del metablsulfito de sodio, los eritrocitos que contienen 

Hb-S adoptan la forma semilunar o de drepanocltos.l~) 
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TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Ha ter ial: 

Antlcoagulante EOTA al 10% (sal disódlca) 

Solución de metabisulflto de sodio al 2% (recién preparado) 

Solución de cloruro de sodio al 0.85%. 

Tubos de ensaye de 13XIOO nrn 

Pipeta Pasteur con bulbo 

Cubreobjetos y portaobjetos limpios y desengrasados 

Apllcadores de madera 

Varilla de vidrio 

Parafina o vaselina 

Material biológico: 

Sangre venosa con antlcoagulante. 

~: 

Microscopio 

HETODOlOGIA 

l. Sobre un portaobjetos 1 Implo y desengrasado depositar una gota de 

sangre problema y una o dos gotas de la solución de metablsulffto de so­

dio al 2%. 

2. Mezclar perfectamente con un apllcador de madera y cubrir la mez­

cla con un cubreobjetos. 

3. Con una varilla de vidrio, calentada previamente, sellas los bor­

des del cubreobjetos con parafina fundida o con vaselina (paso opcional). 



104 

4. Preparar un control utlllzando solución ~alina en lugar de la so· 

lución de metabisulflto de sodio. 

5. Examinar al microscopio una, dos y 24 horas después, Investigan­

do la presencia de drepanocitos. 

6. Informar Ja prueba como positiva o negativa. 

VALORES DE REFERENCIA 

Negativo. 
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FRAGILIDAD OSMOTICA 

Objetivo: 

1. Anal Izar las posibles causas que originan cambios en la permeabili­

dad de la membrana del eritrocito. 

2. Evaluar la importancia clínica de esta determinación, así como sus 

ventajas y limitaciones. 

Generalidades: Los eritrocitos están rodeados por una membrana semi­

permeable al agua y a electrolitos. Si un eritrocito es colocado en una -

solución hipotónica, el equilibrio osmótico puede ser estabilizado por la 

acción del agua dentro de la célula, que en consecuencia se hincha, se pro­

duce un desplazamiento de los electrolitos y un cambio en la molécula de 

hemoglobina; el grado de hinchamiento depende del gradiente de la presión -

osmótica. Esta presión modifica varios factores como son: el grado de 

cristalización de la hemoglobina, el grado de saturación de oxigenación, la 

actividad de transferencia de enzimas, el pH, la temperatura y la cuenta to 

tal de eritrocitos. (1,:l) 

En la esferocltosis hereditaria, anemia hemolítica adquirida, anemias 

ferropénicas, hemoglobinopatías, anemia hemolítica del recién nacido, etc. 

hay un aumento variable de la fragilidad osmótica, por lo tanto la vida me­

dia del eritrocito se ve dlsminufda. ~~) 

En la eliptocitosis disminuye el espesor del eritrocito y la fragili­

dad osmótica se halla disminuida. 

Fundamento: La sangre es diluida en solución amortiguada a pH 7.~ con 

fosfatos. Una serle de tubos es preparada conteniendo cada uno sangre y di 

ferentes concentraciones de solución sal lna. Después de reposar a tempera­

tura ambiente, los eritrocitos son removidos por centrifugación y el grado 

de hemólisis en cada tubo es determinado espectrofotanetrlcamente sobre la 

base de la _hemoglobina llbre.l~) 
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Los eritrocitos presentan resistencia globular cuando están en contacto 

con soluciones salinas hipotónicas de concentración decreciente. Al punto M 

donde se Inicia la hemóllsis se le denomina resistencia mínima y tiene mayor 

valor clínico. Cuando la hemóllsls es completa se llama resistencia máxima. 

TECNICA 

REACTIVOS Y HATERIAL 

React lvos: 

Haterl a 1: 

Solución de cloruro de sodio al 1% amortiguada a pH 

].4 con fosfatos. 

Heparlna. 

Tubos de ensaye de 13X100 mn 

Pipetas serológlcas de 0.1 mi 

Pipetas serológlcas de 1 mi 

Pipetas serológicas de 5 mi 

Gradl 1 la para tubos 

Celdas. 

Material blol§glco: 

~: 

Sangre venosa heparlnlzada 

Espectrofotánetro 

Centrífuga. 
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HETODOLOGIA 

l. Preparar 12 tubos de ensaye de 13XIOO nvn perfectamente limpios y 

secos, rotularlos del número 1 al 12. 

2. Preparar diluciones en cada tubo de acuerdo a la tabla siguiente: 

NaCL 1% Agua des t 11 ada Conc. final Extlncl6n Hemóllsls 
TUBO mi mi % Na CI 

1 4.25 0.75 0.85 o 

2 3.75 l. 25 0.75 

3 3.25 l. 75 0.65 

4 3.00 2.00 0.60 

5 2. 75 2.25 0.55 
6 2.50 2.50 o.so 
7 2.25 2.75 o.45 

8 2.00 3.00 0.40 

9 1. 75 3,25 0.35 
10 1.50 3,50 0.30 
11 1.00 4.00 0.20 

12 0.50 4.50 0.10 100 

3, Homogenizar perfectamente bien la sangre. 

4. Adicionar a cada tubo 0.05 mi de la muestra de sangre y mezclar In­

mediatamente agitando suavemente. 

5. Dejar reposar a temperatura ambiente durante 1 hora. 

6. Centrifugar a 1,500 rpm durante 5 minutos. 

7, Separar el sobrenadante de cada tubo y leerlo en un espectrofotome­

tro o fotocolorfmetro a 530 ó 545 nm, util Izando el sobren1dante del tubo -

número l como blanco. 
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8. Obtener el por ciento de hemóllsls de cada uno de los tubos, rela­

cionando la E (extinción) de cada tubo con la obtenida en el tubo número -

12, ésta equivale al 100% de hemól~srs. 

9. Graflcar % de hcmólisls contra la concentración final de% Na CI. 

VALORES DE REFERENCIA 

0.20% NaCI 97 100% de hemó 1 1 s r s 

0.35% NaCI 90 99% de hemólisls 

o.40% NaCI 50 90% de hemó 11 s 1 s 

o.45% NaCI 5 45% de hemóllsis 

0.50% NaCI o 5% de hemól is is 

0.55% NaCI 0% de hemól is Is 

Resistencia mfnlma ---
Resistencia máxima ---
50% de hemólisls 0.40% NaCl 
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DETERMINACION DE HEHOGLOBINA FETAL 

Objetivo: 
l. Describir la composición de la hemoglobina fetal. 

2. Señalar la Importancia de su determinación en el diagnóstico clínico. 

Generalidades: la hemoglobina fetal (Hb F) consiste en 2 cadenasoe:y 

2 cadenas Y (-a Y2). En niños recién nacidos, el 60-80% de la hemoglobina 

es de tipo fetal. La distribución de la hemoglobina fetal en el adulto es 

estabilizada en la edad de 4 a 5 años. 

La distribución irregular de la Hb-F es vista en extensiones sanguf­

neas de niños recién nacidos y también en talasemia mayor y talasemia me­

nor y en las varias ccrnblnaciones de talasemias, además en erltroleucemla, 

esferocltosis hereditaria en transfusión feto-materna. Por la distribución 

irregular es de pensarse que algunas células no contienen Hb-F y otras con­

tienen pura Hb-F con alguna otra hemoglobina.(~) 

La cuantificación correcta de Hb-F es importante para la diferenciación 

precisa de hemoglobinapatías resultantes de anormalidades genéticas en Ja -

producción de hemoglobina. (2, 3) 

Fundamento: La hemoglobina fetal es más resistente a la desnaturaliza­

ción alcalina que otra hemoglobina. Para esta prueba, es adicionado un ál­

cali fuerte al hemolizado problema. Después de un minuto se agrega solución 

de sulfato amónico acidificado, el cual precipita a Ja hemoglobina desnatu­

ralizada. Se filtra la solución y se determina espectrofotanetricamente Ja 

Hb-F presente en el filtrado y es expresado como el porcentaje de Hb-F álca­

li resistente. ('1) 



TECNICA 

REACTIVO Y MATERIAL 

Reactrvos: 

Haterlal: 

Solución de citrato de sodio al 3.6% 

Solución de cloruro de sodio al 0.9% 

Solución de hidróxido de sodio al 0.083 N 

Solución precipitante (solucl6n de sulfato de c;rnonlo 

saturado y acidificada con HCI 

Solución antlcoagulante de EDTA al 0.3% (sal dlsódlca) 

Cloroformo R.A. 

Tolueno R.A. 

Tubos de ensaye de 13Xl00 11'111 

Tubos de ensaye de !6X150 ll'l1l 

Tubos cónicos para centr(fuga 

Pipetas serológlcas de 0.2 mi 

Pipetas serológlcas de 1 mi 

Pipetas serológlcas de 5 mi 

Pipetas serológlcas de 10 mi 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Celdas 

Gradilla para tubos de ensaye 

Papel filtro 

Embudo 

Haterlal biolóaico: 

~: 

Sangre venosa 

Espectrofotómetro 

Centrtfuga 

Vortex 

Cron6netro 
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HETODOLOGIA 
113 

Hétodo a) 

1. Tomar 10 mi de la muestra de sangre con 2 mi de la solución de cltra 

to de sodio al 3.8%. Hezclar perfectamente. 

2. Centrifuger a 2,000 rpm durante 5 minutos y separar el plasma. 

3. Lavar los eritrocitos tres veces con solución salina al 0.9% Después 

del último lavado marcar el volumen que las células ocupan en el tubo. 

4. Aftadir volúmenes Iguales (al volumen de las células lavadas) de agua 

destilada y cloroformo R.A. Mezclar vigorosamente (con Vortex) durante 5 a 7 

minutos. 

5. Dejar reposar 12 horas a 4ºC y centrifugar posteriormente a 3000 rpm 

durante 30 minutos. 

6. Colectar la capa superior acuosa y transferirla a un tubo de 13X100 

mm Jimplo, ésta contiene Ja solución de hemoglobina para la determinación de 

hemoglobina fetal.(~) 

Método b) 

1. En un tubo de centrffuga graduado adicionar 5 ml de la muestra de -

sangre con 1 mi de solución de citrato de sodio al 3.8. Mezclar. 

2. Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 minutos. 

3. Separar el plasma y lavar los eritrocitos tres veces con solución 

de cloruro de sodio al 0.9%. 
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4. Para cada 1 mi de células lavadas adicionar 1.4 mi de agua destila­

da y 0.4 mi de tolueno. Agitar vigorosamente por 5 minutos y centrifugar a 
3,000 rpm durante 15 minutos. 

5. Extraer la capa de tolueno y centrifugar nuevamente a 3,000 rpm por 
10 minutos. 

6. Colectar la capa superior acuosa y transferirla a un tubo de 13XIOO 

nm limpio, listo para usarlo en la determinación de h~loblna fetal. 

METODO PARA LA DETERHINACION DE HEMOGLOBINA FETAL. 

t. Añadir 0.2 mi de la solución de hemoglobina (obtenida anterlonnen­

te) a 3.2 mi de soluci6n de hidróxido de sodio 0.083 N en un tubo de ensaye 

de 16Xt50 ITitl. Lavar la pipeta varias veces con la misma s-;luclón. Poner en 

funcionamiento el cronómetro en el manento de la adición. 

2. En exactamente 60 segundos adicionar 6.6 mi de la solución preclpl 

tante (solución de sulfato de amonio acidificado). 

3. Mezclar invirtiendo el tubo 6 veces y filtrar Inmediatamente a tra­

vés de papel filtro. Un color rosa en el filtrado denota una cantidadª"°!. 

mal de hemoglobina fetal. sr el filtrado no es claro, volver a filtrar. 

SI el filtrado es Incoloro denota que la Hb-F es normal o está 1 lgeranente 

Incrementada. 

4. En otro tubo hacer un control, adicionando 0.02 mi de solución de -

hemoglobina 5 mi de solución de EDTA al 0.3%, obtenléndo asf una relación 

de 1:251. 

S. Leer las extinciones del problema y del control utll Izando agua co 

mo blanco, a 540 nrn. 
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C&lculos: 

i Hb·F • __ A_h.-so._r_c.-16.-n_de_l......_pr_ob_lema ___ _ 
X 100 

Absorcl6n del control X 5 

El factor 5 resulta de la relación de la dilución de la Hb-F del 

problema que es 1:50 y la dilución de la Hb-F del control que es 1:251 

teniendo entonces: 

50/251 • 1/5 

Por lo tanto: 

i Hb-F • __ A_b_so_r_c_I o_· n_d_e l ___ p_ro_b_l_em_a __ _ 

Absorción del control 

VALORES DE REFERENCIA 

En adultos de 0.5 a 1.7% de Hb-F 
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DETERHINACION DE HEMOGLOBINA EN PLASMA 

Objetivo: 

1. Realizar la determinación de hemoglobina en plasma. 

2. Establecer la Importancia clTnlca <le esta detemlinaclón asT como sus 

! Imitaciones. 

Generalidades: Cuando la exagerada destrucción de la sangre es cró­

nica, puede no haber ningún signo clínico o hallarse Ictericia, anemia u 

otros signos. Cuando la destrucción es muy rápida, en cambio sobrevienen 

síntomas de toxicidad. 

En la mayoría de los trastornos hemolíticos no existe hemoglob.inemla. 

La mayorfa de las veces existen cantidades pequeñas e invisibles de hemo­

globina libre que se Identifican con la bendlclna. l'I) 

Importancia de la determinación de hemoglobina en plasma. 

Hemoglobina en plasma elevada 

Umbral renal bajo 

Hem611sls lntrovascular 

Anemia hemolítica autoinmune 

Anemia de células drepanocíticas 

Anemia mediterránea severa 

Defecto glucosa 6-P-deshldrogenasa 

Hb en plasma normal o ligeramente 
elevada 

Esferocltosis hereditaria 

Enfermedad por Hb-C 

Las concentraciones elevadas de hemoglobina en plasma generalmente se 

observan con hemogloblnuria. t2) 
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Fundamento: La acción catalftlca de las protefnas que contienen el gru­

po hem, causan la oxidación de la bencldlna por el per6xldo de hidrógeno, -

dándo un color verde que cambia a azul y finalmente a color violeta. La In­

tensidad de 1 color puede ser canparado en un espectrofot6metro o en un fot,2_ 

colorTmetro con soluciones de Hb de concentración co·noclda. 

TECNJCA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

~: 

Reactivo de Bencidlna 

Solución de peróxido de hidrógeno al 1% 

Solución de ácido acético al 10% 

Solución estándar de hemoglobina 200 ml/I 

Tubos de ensaye de 13X100 nm 

Tubos de ensaye de 16XISO nm 

Pipetas serológicas de 1 mi 

Pipetas serológicas de 5 mi 

Pipetas serológlcas de 10 mi 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Gradillas para tubos 

Celdas 

Espectrofotómetro 

Vortex 

Centrífuga 
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HETODOLOG IA 

1. Extraer S mi de sangre venosa y colocarla en un tubo que contenga 

O. 1 mi de heparlna (100 unidades). Mezclar perfectamente. 

2. Centrifugar para obtener el plasma, transferirlo a otro tubo y vol 

ver a centrifugar. 

3, En 3 tubos de 16XlSO nrn poner lo que Indica la siguiente tabla: 

Problema Estándar Control 

P 1 a5111a p rob 1 ema · 0.02 mi 

Sol. estándar de hemoglobina 0.02 mi 

Agua des t 11 ada 0.02 mi 

Reactivo de Bencidina 1.0 mi 1.0 mi 1.0 mi 

Sol. de peróxido de hidrógeno 1.0 mi 1.0 mi 1.0 mi 

Hezclar perfect1111ente. Reposar los tubos 20 minutos a temperatura 

ambiente 

Sol. de ácido acético 10 mi 10 mi 10 mi 

Mezclar y dejar reposar por 10 minutos. Leer a 515 rvn. 

Nota: Efectuar la extracción venosa extremando las precauciones para evi­

tar la mis mfnlma hemól lsls. 

La bencldlna deberá manejarse con mucho cuidado. 
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Cálculos: 

Para obtener la concentración de hemoglobina libre en plasma se hace 

uso de Ja siguiente fórmula: 

Absorción del problema 

Absorción del estándar 

en donde: 

X 200 • mg Hemoglobina/) 

200 • concentración de la solución estándar de hemoglobina. 

VALORES DE REFERENCIA 

De 10 a 40 mg de Hemoglobina/! 
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Objetivo: 

l. Real izar la técnica de electroforesis de Hemoglobina, con una mues· 

tra problema. 

2. Determinar Ja Importancia de esta técnica por la gran variedad de!!. 

plicaciones que tiene. 

Generalidades: La hemoglobina es una proteína conjugada y cada mol.§. 

cula de la misma tiene una parte de globina que sirve de soporte a cuatro 

grupos heme (cada heme es una protoporfirina pigmentada) conteniendo un 

átano de hierro en cada uno de los cuatro grupos. 

La parte de globina está integrada por cuatro cadenas de aminoácidos, 

Las cadenas pueden ser de diferentes tipos: alfa, beta, gama, delta y/o 

epsiloo. Los tipos se forman y se controlan geneticamente. 

Hemoglobina fetal (Hb F) (alfa2 - gama2 ). Esta es la hemoglobina 

predominante durante Ja vida fetal. En el momento del parto su concentra­

ción es de aproximadamente 50 a 60% de la hemoglobina total. (5) 

Hemoglobinasembrionarlas (HbE) {Epsi lon4 ) (alfa2 - Epsi lon2 ) • 

Estas hemoglobinas no se demuestran sino en Ja vida embionaria y también -

·se las conoce como Hb GOHer. Hemoglobina A (Hb A) (alfa2 - beta2 .). Los 

individuos adultos no solo producen la HbA, sino pequeftas cantidades de -

HbA 2; HbA 3 y HbF. En todos estos tipos de cadenas alfa son siempre las 

mismas pero las otras difieren y pueden ser de tipo gama, delta o epsilon y 
las mismas siempre van en partes Individuales. 

Ccinposiclón tfplca de Ja sangre En adultos En recién nacidos 

HbA 1 95-98 % 15-40 % 
HbA2 2-3 % 1-2 % 

Hb AF menos de 1% 50-85 % 

Compos i c i ón de 1 as hemog l ob 1 nas normal es • 
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HbA (HbA 1) Al fa2 - Beta2 
HbA2 Alfa2 - De 1 ta2 
Hb

3 
Alfa2 - Bcta2 

HbF A 1 fa2 • Gama2 
Hb Gower 1 Epsi Ion 4 

Hb Gowcr 2 A lfa2 - Eps 110'2 

Hemoglogina S (HbS) es la más común de las hemoglobinas anormales. 

Hemoglobina C (HbC). Esta es una de las hemoglobinas anormales que se 

presenta con relativa frecuencia.~~) 

Todas las hemoglobinopatías hereditarias caen dentro de las 3 categorías· 

siguientes: a) anormalidades hereditarias de la estructura de una de las· 

cadenas de la globina, b) anormalidades relacionadas con la cantidad de pr~ 

ducclón de una o más cadenas de la globlna y c) fallas en la síntesis nor· 

mal de HbF y HbA. 

Las anormalidades de Ja estructura de la molécula de Hb resultan de Ja 

substitución de uno o más aminoácidos en Ja cadena de globina. Por ejemplo, 

la HbS defiere de la HbA, por la sustitución de vallna por ácido glutámico 

en la sexta posición de Ja cadena beta, mientras que la HbC difiere de la -

HbA por la substitución de llslna por ácido glutámico en la sexta posición. 

El síndrome de talasemia cae dentro del segundo grupo. La talasemia • 

puede considerarse resultado de un defecto bioquímico en la síntesis de hemo 

globlna. No se ha demostrado ninguna substitución de aminoácidos y la hem~ 

globina, una vez formada, tiene estructura normal. La explicación de la di~ 

mlnución de síntesis de hemoglobina en la talasemia no está muy clara; pro· 

bablemente incluye cierta alteración del RNA mensajero que dirige la sínte· 

sis de una cadena hemoglobínica específica.(3) 

En general se utl !izan diversos métodos usando electroforesis. Las V_!! 

rlantes radican en Jos diferentes amortiguadores, el uso de diferentes me­

dios de soporte y diversas condiciones de voltaje, amperaje y tiempo de se· 

paración. 
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La hemoglobina es una proteína conjugada; para Identificar los diferen­

tes tipos mediante electroforesis se aprovecha el hecho de que se tiene varias 

protefnas en un medio de un amortiguador sujeto a la acción de un campo eléc­

trico, la proteína se separa, bajo condiciones determinadas en una serie de -

bandas estratrlflcadas, las que se forman por la diferente velocidad de emi­

gración que presentan las proteínas en sí. (t) 

La velocidad de migración depende principalmente de la carga que prese..!! 

ta la molécula de proteína al pH del amortiguador, principalmente y también -

aunque en menor grado del diferente medio de soporte que se utilice para efe.=_ 

tuar el corrimiento. Así estos medios pueden ser, entre otros, gel de agar, 

acetato de celulosa, gel de almidón, papel u otros. En el caso de las dife­

rentes hemoglobinas sus velocidades de emigración depende de su composición -

en aminoácidos.(~) 

La distancia recorrida por una hemoglobina desconocida se compara con Ja 

obtenida con controles de composición conocida. Hay forma de graficar la in­

tensidad de las bandas obtenidas y así poder determinar Ja concentración de -

hemoglobina presente. (~) 

Fundamento: La electroforesis es el movimiento de partículas cargadas en 

un campo eléctrico. A pH 8.4 - 8.6 la hemoglobina está cargada negativamen­

te, por Jo tanto migra hacia el ánodo en un campo eléctrico en acetato de ce­

lulosa como medio de soporte. Durante la electroforesis varias hemoglobinas 

son separadas debido a sus diferentes cargas causadas por las variaciones es­

tructurales. Esta separación permite la Identificación de las diferentes he­

moglobinas. 
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TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Haterlal: 

Soluci6n amortiguadora de Tris • EDTA • ácido bórico pH 8.4 
Reactivo hemolizante (EDTA sal dis6dlca, cianuro de potasio 

y agua destilada) 

Controles para hemoglobina normales y anormales 

Colorante de Ponceau S al 0.5% 
Solución de ácido acético al 5% 

Hetanol absoluto 

Solución de ácido acético al 30% en metano! absoluto 

Solución de cianuro de potasio al 3% 
Solución de cloruro de sodio al 0.85% 

Tubos de enSilyo. de 13X100 rrm 
Pipetas serológicas de 1 mi 

Capilares heparlnlzados 

Tubos de ensaye de 12 X 75 rrm 

~terial Blo16glco 

~: 

Sangre venosa con antlcoagulante 

Cámara de electroforesis 

Fuente de poder 
Pipeta especial o dosificador 

Placas de acetato de celulosa 

Apllcadores de muestra 
Recipientes para tlncl6n y de coloración 

Centrffuga 
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Forma de preparar la muestra para Identificar hemoglobinas (hemoli­
zado). 

Se requiere muestras de sangre tonadas con heparlna o con EDTA como 

antlcoagulantes. Un paso esencial en la preparac16n de la muestra es pr.2. 
vocar la hemóllsls de la misma. 

1. Hacrométodo 

Se toma 0.5 mi de sangre en un tubo de 13X100 11111 y se Je agregan 10 
mi de solución salina fisiológica con lo cual se tiene una dilución 1.20. 

Se centrifuga por tres minutos. Se descarta la capa de solución flslo16-

glca. Se agrega reactivo hemollzante a las células sedimentadas ya lava­

das con solución flsiol6gica en la proporción de aproximadamente 0.25 ml 

de células lavadas y 1.5 ml de reactivo hemollzante. Se mezcla bien y el 

material ya está listo para pasarse por electroforesis. SI no se usa de 

IR11edlato debe congelarse; pero es conveniente en este último caso agregar 
una décima parte de su volumen de cianuro de potasio al 3% para asegurar 
que no se altere. (c.J 

JI. Hlcrométodo 

Se emplean tubos capilares heparlnizados. Se llenan con sangre capi­

lar. Se sella uno de sus extremos. Se centrifuga en una mlcrocentrlfuga. 

Se toma una gota de la parte completa de células y se transfiere la ~lsma 

a un tubo de ensayo de 12X15 nwn. Se agregan 6 gotas del reactivo hemoll­

zante. Se agita y se deja reposar 10 minutos. El hemollzado así obtenido 

se usa Inmediatamente para la electroforesis y si no se va a actuar ense­
guida debe ser congelado hasta su análisis. (S,,.) 

l. Poner 100 ml de solución amortiguadora Trls-EDTA-ácldo bórico en 
cada uno de Jos compartimientos de la cámara de electroforesis. Es Impor­

tante que el nivel de la solución buffer sea igual en ambos compartimientos. 

2. Colocar la placa de acetato de celulosa que se va a emplear dentro 

de la solución amortiguadora 15 minutos antes de usarla. Tener cuidado de 

que quede bien equilibrada dentro de la solución. 
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3. Empleando el dosificador 1 lenar cada orificio de la placa para mue_! 

tra con los hemollzados problema y los controles que se usarán, poniendo 5 
ul de cada uno. 

2. Sacar cuidadosamente la placa de acetato de celulosa que se lntrod.!:!. 

jo en la solucl6n buffer, tener cuidado de no tocar la superficie de la pi.! 

ca con los dedos. 

s. Colocar Ja placa sobre una base horizontal y marcar Imaginariamente 

aproxlmadairente 2.5 cm de una orilla (de lo ancho de la placa) hacia el ce.!!. 

tro, en esta marca se aplicarán las muestras. 

6. Usando el apl icador, tomar las muestras que se mencionan en el pun­

to 3, presionar el apllcador 3 ó 4 veces sobre las muestras para una mejor 

toma. Antes de transcurrir 15 segundos después de haber cargado el aplica­

dor, poner las muestras en la placa de acetato de celulosa. 

7. Poner la placa de acetato de celulosa dentro de Ja cámara. Intro­

ducir unas tiras de papel filtro dentro de la solución buffer que se encue.!!. 

traen la cámara y tocar con ellas la placa de electroforesis, para que por 

medio del papel filtro la placa de acetato de celulosa esté en contacto con 

la solución buffer. Cubrir la cá1111ra. 

8. Aplicar un voltaje de 350 V durante 25 minutos. 

9. Sacar cuidadosamente la placa de la cámara de electroforesis y tenlr 

la. (i) 

TINCION 

10. Introducir la placa en la soluc16n al 0.5% de colorante de Ponceau 

S durante 5 minutos. 

11. Desteñir en 3 lavados sucesivos de la placa en ácido acético al 5~ 

por 2 minutos. 

12. Fijar con metano! absoluto 2 veces por 2 minutos. 
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13. Posteriormente poner la placa en una soluc16n.de 30 partes de ácl 

do con 70 partes de metanol absoluto, por 5 minutos para aclarar la placa. 

14. Secar al aire durante 1 minuto. 

15. Posterlonnente secar la placa a 60ºC durante 3 ó 4 minutos. COlll­

parar los problemas con los controles. 

INTERPRETACION 

La electroforesis de Hb es indispensable para la detección de hemcglo­

blnopatfas. Las hemoglobinas son genetlcamente controladas y la presencia 

de hemoglobina anormales está asociada con anormalidades funcionales, físi­

cas y morfológicas de los eritrocitos y tienen manifestaciones patológicas 

como son las anemias hemolíticas. 

Nota previa : 

Frente a la electroforesis en papel, la realizada en placas de acetato 

de celulosa ofrece las siguientes ventajas: 

1. Separacl6n más nftida de las fracciones 

2. Acortamiento notable del tiempo de separación, tlnclón y decolo-

ración 

3. Adsorción casi nula de protefna 

4. Las placas pueden hacerse transparentes para su evaluación óptica 

5. Los resultados concuerdan bien con los de electroforesis libre y 

con los obtenidos por el método del bluret. 

Precauciones 

1. Antes de usar la fuente de poder, probarla para comprobar que trabaja -

al voltaje que se va a usar en la electroforesis. 

2. ST las separaciones de las bandas son confusas, revisar el pH de ·Ja so­

lución amortiguadora. 
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3. Leer cuidadosamente las Instrucciones para el equipo que se va a emplear. 

4. Tener limpias las manos al coge~ las placas de acetato de celulosa, una 

contaminación con sangre o proteTnas ocas lona resultados falsos y confu­

sos. 

S. Un exceso de muestra ocasiona que ésta penetre en la matrrz del acetato 

de celulosa y por lo tanto no hay corrimiento. 

6. Lavar el material empleado lrvnedlatamente despues de ser usado. 
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HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA 

Objetivo: 

l. Describir las características de la HPN 

2. Evaluar la lflllortancla de la prueba de Ham y de lisis en suerosa para 

el diagnóstico de esta enfermedad. 

Generalidades: La hemogloblnurla nocturna paroxrstlca (HPN) también -

llamada sTndrane de Harchiafava-Mlchel i, es una rara afección que se mani­

fiesta en ambos sexos, de cualquier edad, pero más a menudo en la adulta. 

Se caracteriza por crisis hemolíticas con paso de hemoglobina a la -

orina, que se producen preferentemente pero no exclusivamente de noche (du­

rante el sue~o o Inmediatamente de~pués) y por una hemóllsis crónica. (J) 

Se ha demostrado que la hemóllsls intensa depende de un defecto lntr!!_ 

vascular, sin saber Ja verdadera naturaleza de ese defecto, conociendose -

únicamente un a1.111ento de la sensibilidad del eritrocito al complemento. (a) 

La HPN puede ser sospechada en Individuos con anemia.hemolftlca o hlp,2 

pláslca graves y asociadas con hemoslderinuria.\l) 

Fundamento: Cuando los eritrocitos son suspendidos en una solucl6n iso­

tónica de suerosa, la lisis de ellos no ocurre. Con la presencia de peque· 

~as cantidades de suero, las células con HPN sufren lisis en la solución de 

suerosa, ya que los glóbulos rojos con HPN son muy sensibles al complemento 

oca$ionando este cambio en la permeabi J !dad de su membrana. {1) 



PRUEBA DE HEMOLISIS EN SACAROSA 
TECNICA 

REACTIVOS V MATERIAL 

Reactivos: 

Haterlal: 

Solución stock de sacarosa 

Solución de trabajo de sacarosa 

Solución de hldr6xldo de amonio 0.01 H 

Solución de cloruro de sodio O. 15 H 

Tubos de ensaye de 13X100 ll1ll 

Pipetas serológlcas de 1 mi 

Pipetas serol6glcas de 5 mi 

Pipeta Pasteur con bulbo 

Gradilla para tubos 

Celdas 

Haterlal biológico: 

1)2 

Eritrocitos- Las células que se usan son obtenidas por desflbrlna­

cl6n de la sangre del paciente o sangre colectada con EDTA o solución ácido 

dextrosa. Se centrifuga la muestra para remover el plasma y los leucocitos; 

los eritrocitos son lavados tres veces con solución de NaCl 0.15 H. Puede 

determinarse el grupo sanguTneo 

~: 

Suero- Puede usarse un suero normal fresco, compatible. 

Espectrofot&netro 

Centr ffuga 
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HETOOOLOGIA 

1. Preparar cuatro tubos de ensaye de 13X100 mm de acuerdo al siguien­

te cuadro. 

TUBOS 2 3 4 
Sol. de trabajo de saca rosa 0.90 mi 0.95 mi 0.95 mi 

Suspensión de Células 0.05 mi O.OS mi 0.05 mi 

Suero O.OS mi 0.05 mi 

Sol. de hidróxido de amonio 

0.01 11 0.95 mi 

Mezclar perfectamente e Incubar a temperatura ambiente por 60 mln. 

Sol. cloruro de sodio O. 15 11 4.0 mi 4.0 mi 4.0 ml 4.0 mi 

Centrifugar a 1500 rpm durante 3 min. Leer en un espectrofotómetro 

la E del sobrenadante a 540 nm usando agua como blanco.(.!) 

E •extinción 

Cálculos: 

El porcentaje de lisis es calculado como sigue: 

% lisis• E tubo 1 - ~E tubo2 +E tubo3) 
X 100 



lnterpretaclón: SI se obtiene más del 5% de lisis, el dlagn6stico de HNP 

es casi cierto. Sin embargo, la prueba no slempre refleja verdaderamen­

te el por ciento de células sensibles al complemento y puede haber resul 

tados falsos positlvos como en anemia megaloblástlca y anemia hemolftl­
ca autolnmune. 

HEMOLlSIS CON SUERO ACIDIFICADO. PRUEBA DE HAM 

Fundamento: Los erltrocltos de los pacientes con HNP son llsados con 

suero normal fresco, especialmente cuando el suero fué acldlflcado. En 

esta prueba, el complemento es destruido previamente por calentamiento y 

con esto se pierde la actividad hemolítica del suero con respecto a las 

células con HNP. l3) 
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TECNICA 

REACTIVO Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Solución de hidróxido de amonio 0.01 M 
Solución de cloruro de sodio 0.15 M 

Tubos de ensaye de 13X100 1m1 

Pipetas serológicas de 0.2 ml 

Pipetas serológicas de 1 ml 

Pipetas serol6glcas de 5 ml 

Pipetas Pasteur con bulbo 
Gradilla para tubos 

Celdas 

Material biológico: 

Eritrocitos. Los mismos que se usan en la anterior técnica. 

Suero. Puede usarse un suero normal fresco, compatible. El 

pH del suero es disminuido "acidificando el suero" con HCI 0.15 N a pH 

6.4 - 6.6. El "suero incubado" es preparado por Incubación a 56ºC por 
30 mln. Para Incrementar la sensibilidad de la prueba, el contenido -

de magnesio del suero es Incrementado por la adición de 0.5 mi de sol. 

de cloruro de magnesio 0.05 M por cada 3 mi de suero. 

~: 

El empleado en la técnica de hemóllsls en sol. de sacarosa. 



METODOLOG IA 

TUBOS 2 3 

Suero acidificado 0.5 mi 

Suero 0.5 mi 

Suero Incubado acidl-
flcado o.s 
Susp. de células 0.05 ml O.OS mi. O.OS mi 

Sol. cloruro de sodio 
O. 15 H 

Sol. hidróxido de sodio 
0.01 H 

Incubar a 37ºC p~r 60 minutos. 

Sol. de cloruro de 

sodio 0.15 H 4ml 4ml 4ml 
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4 5 6 

o.s 

O.OS mi 0.05 ml 

o.o 5 o.s 

o.s 

4ml 4ml 4ml 

Centrifugar a 1500 rpm durante 3 minutos. Leer en un espectro­

fotómetro la E del sobrenadante a S40 1111 usando agua como blanco.{~) 

E • extinción 

Cálculos: 

% Lisis= El - (E5 + E4) 
X 100 

Donde El representa Ja E de Jos tubos 1 ,2,3 y E4, ES y E6 de los 

tubos 4.5 y 6 respectivamente. 

Interpretación: SI ocurre lisis en el tubo 1 (mayor del 1%) y no ocurre 

lisis en el tubo 2 el diagnóstico del HNP es probable. Pueden presen­

tarse resultados falsos positivos si se usa suero no compatible, si el 

pH del suero no es el correcto. 



81 BLI OGRl\F 1 A 

l. Dessyprls, E. N., et al. "lncrease sensitivy 

to complement of erythrold and my eloid 

progenitors in paroxysmal nocturnal 

hemoglobinuria". N. Engl. J. Med. 

309:690 (1983) 

2. Ham, T. H. "Studies on destruction of 

red blood cells. l. Chronic hemolytic 

anemia with paroxysmal nocturnal he­

moglobinuria: An lnvestigation of the 

mechanlsm of hemolysls, with observations 

on five cases". Arch. lntern. Med. 

64:1271 (1939) 

J. Hartman, R. C., and Jenkins, O. E. 
11The sugar-water test far paroxysmal 

nocturna 1 hemog l ob 1 nur! a". N. 

Engl. J. Med. 275: 155, (1966) 

4. Pangburn, M. K., Schereiber, R. O. and 

Muller-Eberhard H. J. "Deficiency o an 

erythrocyte membrana! protein with complement 

regulatory activity in paroxysmal nocturnal 

hemoglobinuria". Proc. Natl. Acad. Sel. 

80:5430 (1983) 

5. Williams, W. J. and et al 

HEHATOLOGY 

3a. edición 

ed. He Graw-Hlll Book Co. 

U.S.A. (1983) 

l.l7 



138 

HIERRO SERICO 

Objetivos: 

1. Anal izar el metabolismo del hierro en el cuerpo humano, así como -

la importancia clínica de su determinación. 

2. Explicar las posibles causas que originan la deficiencia de éste. 

Generalidades: El hierro es un elemento esencial en muchos de los pro­

cesos fisiológicos del cuerpo. Se combina con protoporfirlna para formar 

el grupo hem y con diversas proteínas para originar enzimas Importantes co­

mo catalasa, citocromo y peroxldasa. 

La cantidad de hierro absorbida después de la ingestión depende de fa~ 

tares como cantidad y tipo de hierro presente en el Intestino, presencia· o 

ausencia de alimento en el tubo digestivo, índole de alimento, estado del -

hierro almacenado en el cuerpo, actividad de la médula 6sea, secreciones del 

páncreas y función de la mucosidad Intestinal .(1) 

Aunque el hierro probablmente puede ser absorbido de cualquier parte -

del tubo digestivo, desde estómago a colon, la absorción es máxima en el duo 

deno y disminuye progresivamente en las partes mas distales del lnstestlno. 

Debido a que Ja capacidad del cuerpo para excretar hierro es muy limitada, -

su absorción en el Intestino debe ser controlada para que no se acumule en los 

tejidos y no alcance niveles tóxicos. 

Cuando abandona las células de la mucosa, el hierro en forma férrica es 

transportado hacia el plasma unido a una B-1-globullna que ha recibido dife­

rentes nombres: transferrina, siderofilina, proteína fijadora del hierro o -

globullna fijadora del metal. Cada molécula de transferrlna se combina con 

dos Iones férricos.(~) 

La transferrlna no solo transporta hierro en el plasma; también Inter­

viene en la transferencia de hierro desde el plasma a los eritrocitos que se 

están desarrollando, desempe~a un papel Importante en la utilización de hie­

rro por los normoblastos y retlculocitos en desarrollo, proceso que incluye 

la fijación de Ja molécula de transferrlna a la membrana celular. 
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Cualquier cantidad de hierro residual es retenida dentro de la célula 

donde se combina con la apofer.ritina para formar ferritina. Si la canti­

dad de apoferritina es insuficiente el hierro se deposita como peque~os -

gránulos de óxido conocidos como hemosiderina. Aproximadamente el 25% de 

hierro en el cuerpo se almacena en forma de ferritina y hemosiderina. (e) 

Importancia de la determinación sérica de hierro: (~) 

ALTERACIONES 

Hemocromatosis 

Anemia sideroblástlca hereditaria 

Anemia sideroblástlca adquirida 

Anemias ferropénlcas 

Infecciones agudas 

Síndrome nefrótlco (pérdida de 

slderofilina) 

HIERRO EN SUERO 

Elevado 

Elevado 

Elevado 

Disminuido 

Disminuido 

Disminuido 

Fundamento: La determinación de hierro sérico se determina separándo­

lo de la transferrlna por la adición de una solución amortiguadora a pH 1.9 

y reducido simultáneamente a Ja forma ferrosa por el ácido ascórbico del -

amortiguador. El hierro libre reacciona con la batofenantrollna sulfonata 

da dando una coloración que es proporcional a su concentración. (S) 



140 

TECNICA 

REACTIVOS Y HATERIAL 

Reactivos: 

Katerlal: 

Solución de batofenatrollna sulfonatada al 0.6~% 

Solución amortiguadora de gllcina-HCL pH 1.9 

Solución de ácido asc6rbico al 0.5% 

Solución de ácido ascórblco al 0.5% en solución 

amortiguadora de glicina HCL pH 1.9: Solución de trabajo 

Solución de cloruro de sodio al 0.85% 

Solución de hierro 150 .ug/dl 

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm 

Pipetas serológlcas de 0.1 mi 

Pipetas serológicas de 1.0 mi 

Pipetas serológicas de 5.0 mi 

Celdas 

Gradl 1 la para tubos 

Material biológico: 

Sangre venosa con anticoagulante. 

~: 

Espectrofotómetro 

Agitador para tubos de ensaye 
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HETOOOLOGIA 

Método de Brea le, Broston y Taylor modificado por Loria. 

l. Preparar 3 tubos de ensaye de 13 X 100 mm de acuerdo a la siguiente 

tabla. Realizar el problema por duplicado. 

BLANCO ESTANDAR PROBLEMA 

Suero 0.5 mi 

Solución sa 11 na 0.5 ml 

Solución de hierro 150 ug/dl O.S ml 

Solución de trabajo 2.0 mi 2.0 mi 2.0 mi 

Mezclar vigorosamente y dejar en reposo m1n1mo 20 minutos. Leer El 

(extinción) a una longitud de onda de 530 nm. 

Solución de batofenantrolina 

sulfonatada. O.OS mi O.OS mi O.OS ml 

Mezclar inmediatamente. Dejar reposar de JO a 90 minutos. Leer E2 

a una longitud de onda de SJO nm. (5) 

El = extinción 

E2 m extinción 2 

Cálculos: 

Calcular la concentración de hierro presente en el suero del paciente, 

empleando la siguiente fórmula: 



Hierro sérico = E2 - El del problema X Conc. estándar 

E2 - El del estándar 

VALORES DE REFERENCIA: 

De 65 - 175 ug/d 1. 
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CAPACIDAD DE FIJACION DE HIERRO 

Objetivo: 

1. Real izar la técnica de capacidad de fijación de hierro. 

2. Evaluar su utilidad. 

Generalidades: El hierro es transportado por una protefna especTflca 

del plasma, la protefna fijadora de hierro o transferrina ("slderofl l lna") 

La transferrina hace las veces de protefna de transporte porque intercambia 

átcxnos de Fe con los tejidos, sin asimilarse así misma en cantidades apre­

ciables. El hierro no fijado ala transferrina se deposita sobre todo en el 

hígado. En condiciones normales, solo alrededor de la tercera parte de la 

transferrlna se satura con hierro. 

La capacidad total del plasma para fijar hierro (C.T.F.H.) es la Sll!la 

del nivel sérico de hierro y de la cantidad de hierro que puede añadirse al 

suero antes de que se sature su capacidad de fijac16n.(2}La capacidad total 

de fljacl6n de hierro (C.T.F.H.) en el adulto normal es de 300 a 360 mg/dl. 

El siguiente cuadro muestra algunas alteraciones del organismo en las 

que se encuentra alterada la concentración de Fe y la C.T.F.H. 

AL TERAC 1 ONES 

Enfermedades hepáticas agudas 

Pérdida aguda o cr6nica de sangre 

Infecciones agudas o crónicas 

Neoplasias malignas 

Anemia hemolítica 

Anemia perniciosa 

Artritis reumatoide 

C.T.F.H. 

Normal o Aumentada 

Aumentada 

Dlsmlnuída 

DlsmlnuTda 

Disminuida 

Dlsminufda 

Dlsmlnufda 

Fe 

Allllentada 

Disminuida 

Disminuida 



Capacidad total de 

fijación de hierro 

Hierro en 

e 1 suero + 
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Capacidad libre de 

fijación de hierro. 

FUNDAMENTO: Se satura totalmente la transferrlna por la ~dición de una 

solución de hierro y el hierro libre se precipita por la adición de Mg co3. 

El suero del sobrenadante se trata de forma habitual para determinar el hie­

rro total unido a la transferrina después de saturación.(!) 

TECNICA 

REACTIVO Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Los mismos que para hierro sérico. 

Solución de hierro 300 mg/dl 

Solución de hierro 150 mg/dl 

Carbonato de magnesio en polvo. 

El mismo que para hierro sérico. 

Material biológico: 

~: 

Sangre venosa con antlcoagulante. 

El mismo que para hierro sérico 

Centrffuga. 
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METODOLOG IA 

Hétodo de Beale, Broston y Taylor, modificado por Loria. 

1. Preparar tubos de ensaye de 13XIOO nvn de acuerdo al siguiente cua-

Suero 

Solución de hierro 600 mg/dl 

TUBO 1 

1 mi 

l mi 

Dejar reposar 20 minutos 

Carbonato de magnesio en polvo 100 m9 

TUBO 2 

1 mi 

1 mi 

100 1119 

Mezclar vigorosamente durante 1-2 minutos. Después centrifugar a 

3000 rpm durante 30 minutos. Tomar del sobrenadante 0.5 ml de ca­

da uno de los tubos y procesarlos de la misma forma que para hierro 

sérico. Se puede emplear como estándar la solución de hierro de -

150 ó 300 ug/dl. (3) 

Cálculos: 

E2 - El del problema Capacidad libre de 

combinación X conc. estándar X 2 
E2 - El del estándar 

% de saturación= _____ F_e ______ _ 

Capacidad libre de combinación 

VALORES DE REFERENCIA: 

Capac 1 dad 11 bre de comb 1 nación 

Hanb res 200 - 300 ug/ d l 

Mujeres 150 - 250 ug/dl 

X 100 



Capacidad total de combinación 

Hombres 300 - 400 ug/dl 

Mujeres 250 - 350 ug/dl 

% de saturación 20 - 55 
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INVESTIGACION DE CELULAS L.E. 

Objetivo: 

l. Explicar el mecanismo de producción de células L.E. y su Importan-

cla. 

2. Señalar ventajas y limitaciones del método. 

Generalidades: Claslcamente se ha definido al Lupus eritematoso sis­

témico como un padecimiento de causa desconocida en la que juega el papel 

principal el mecanismo inmune. En esta compleja enfermedad existen fases 

en que los pacientes producen tan sólo algunos de entre la enorme variedad 

de autoanticuerpos frente a diversos tipos de células hemátlcas, frente a 

factores de la coagulación y frente a componentes Intracelulares (p. ej., 

mltocondrlas, componentes nucleares,, etc.) Los agregados Ac-Ag produci­

dos son captados por los granulocl tos que adop.t.an un aspecto característl co 

(con una gran masa amorfa en el centro de la célula, que desplaza al nú­

cleo multilobulado hacia la periferia), dando origen a las llamadas célu­

las L.E. La mayorTa de las veces, los granulocltos que se convierten en cé 

lulas L.E. son neutrófi los.(I\ 

Para distinguir una célula L.E. real de un neutrófllo que por azar f2, 

gocitó un núcleo, es por el aspecto amorfo "a través de vidrio esmerilado" 

con el que la célula L.E. se observa en las preparaciones. En extendidos 

sanguíneos teñidos con los colorantes de Romanowsky, las células L.E. apa­

recen corno neutrófllos con un citoplasma grande, esférico que se tiñe de 

color púrpura. t?>) 

Fundamento: Desfibrlnar la muestra de sangre, separar la capa de le,!! 

cocltos y por medio de un frotls teñido con colorante de Wrlght buscar -

la presencia de células L.E. 



TECNICA 

MATERIAL Y REACTIVOS 

Material: 

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm 

Tubos de Wlntrobe (para hematocrlto) 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Vasos de precipitados de 100 mi 

Portaobjetos limpios y desengrasados 

Varilla de vidrio 

Aplicadores de madera 

Gasa 

Material Plológlco: 

~: 

Reactivos: 

Sangre venosa 

Microscopio 

Centrifuga 

Ba~o de incubación a 37ºC 

Solución colorante de Wright 

PROC!O IHI ENTO 
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1. Extraer aproximadamente 5 mi de sangre del paciente, colocarlo en 

un tubo de ensaye de 13 X 100 eren y ponerlo en ba~o lncub.a 37ºC durante 2 

horas. 
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2. Centrifugar a 2,000 rpm durante 5 minutos. Decantar el suero y de­

secharlo. SI el coágulo se encuentra adherido a las paredes del tubo, des­

prenderlo con un apl icador de madera. 

3. Desmenuzar y macerar completamente el coágulo con una espátula o -

una varilla de vidrio. 

4, Colarlo a través de gasa recogiendo el colado en un vaso de preci­

pitados de 100 mi. 

5. Transferir con pipeta Pasteur, la sangre desflbrinada a un tubo de 

hematocrito y centrifugarlo a 1,000 rpm durante 10 minutos. 

6. Decantar el suero sobrenadante. 

7, Tomar la capa de leucocitos con una pipeta Pasteur y con ella hacer 

varios frotis. Te~irlos con solución colorante de Wrlght. 

8. Observar el microscopio buscando las células L.E. 

VALORES DE REFERENCIA 

No deben encontrarse células L.E. 
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TINCION DE SIDEROBLASTOS Y SIDEROCITOS 

Objetivo: 

l. Establecer la diferencia entre siderablaetos y loe siderocitos. 

2. Evaluar la importancia clínica de la reacción tintórea con azul de 

Prusia. 

Generalidades: Los slderoblastos (normoblastos) son los precursores -

de los eritrocitos y presentan gránulos de hierro, que reflejan tanto el -

valor del aporte de hierro ctt110 el estado de sfntesis de hemoglobina. El 

número de sideroblastos depende del nivel de hierro presente en el suero. 

Si este nivel es normal, del 20 al 40% de todos los nonnoblastos son slde­

roblastos. Su número se Incrementa en anemias hemolíticas, anemia pernl­

c 1 osa y hemocrtt11a tos is. ( 1, :1) 

Los siderocitos son eritrocitos que contienen finas Inclusiones de hie­

rro no unido a la hemoglobina. Al realizar una tlnclón de Wrlght, los gr! 

nulos de hierro presentes en los erltrocltqs se parecen a los observados -

en la basofll la difusa, por lo que se hace la tlnc16n con azul Prusia. 

La cantidad de siderocltos se Incrementa en anemias hemolftlcas; severos -

envenenanlentos, después de esplenectomfa, en anemias caracterizadas por la 

síntesis anormal de grupo hemo. (•.~) 

Fundamento: Las Inclusiones de hierro que contienen los slderoblastos 

y los siderocltos son demostradas por la reacción tintórea con azul Prusia, 

observándose granulaciones de color azul. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Solución de ferrocianuro de potasio 

Solución colorante de Pappenhelm 
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Material: 

Portaobjetos con extendidos sanguTneos o preparaciones de 

médula 6sea. 

~: 

Hlcroscoplo 

Aceite de lrmerslón 

HETODOLOGIA 

1. Teftlr un extendido sangufneo o 

técnlca,9e Pappenhelm. 

de médula ósea con Ja 

2. Cubrir Ja preparación previamente teftlda con solución de ferrocl!_ 

nuro de potasio durante 3 ó 4 minutos. Lavar con agua destilada y secar 

al aire. 

3. Observar al microscopio en Inmersión. Contar los slderocltos que 

se presenten por cada 1000 eritrocitos. 

4. Sise usó una preparación de médula óse<1 contar los slderoblastos 

presentes en 100 normoblastos, observar la abundancia de Jos gránulos de 

hierro. 

VALORES DE REFERENCIA: 

Slderocltos: en sangre periférica 0-3 por 1000 

Slderoblastos: en médula 6sea 20-40% 
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CAPITULO IV 

H E r1 O S T A S 1 A 
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HEK>STASIA 

La hemostasia es el proceso en virtud del cual la sangre líquida 

se transforma en coágulo sólido. Después que un vaso comienza a san­

grar, se ponen en marcha fenómenos físicos y químicos, que en términos 

de dos a seis minutos originan la formación de un coagulo, el cual -

ocluye la solución de continuidad del vaso e impide la pérdida ulte­

rior de sangre. 01114R.t.~4 .:!> 

La hemostasia requiere de interacción de: 

lo. Componente vascular 

2o. Componente celular o plaquetario 

3o. Mecanismo de coagulación de la sangre 

4o. Componente hemodinámico 

So. Componente anticoagulante 

60. Mecanismo fibrinolítico 

La lesión a una pared vascular va seguida de vasoconstricción -

refleja inmediata y temporal. Las plaquetas son atraídas hacia la Z.!:!_ 

na lesionada y forman un tapón en pocos segundos. La fase inicial de 

la hemostasia va seguida de la formación de un coágulo de fibrina que 

cierra eficazmente el vaso y facilita la reparación. El coÍgulo de -

fibrina suf.re disolución después que la reparación del vaso se ha com­

pletado. ( 2.) 

Las plaquetas desempeñan una función crítica en la hemostasia -

que consiste en: mantenimiento contínuo de la integridad vascular; 

2 paro inicial del sangrado por formación de tapón plaquetario; 3 

estabilización del tapón hemostático por la contribución de un fosfol,! 

pido al proceso de formación de fibrina. Con sus propiedades de sello 

y procoagulantes, la plaqueta presenta una unidad hemostática completa 

como implica su nombre funcionalmente más apropiado de trombocito.(J) 
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Los primeros conceptos sobre la coagulación de la sangre visuali­

zaron la interacción de cuatro factores, una trombocinasa derivada del 

tejido que activaba una proenzima circulante, la protrombina, en la -

presencia de calcio a la enzima proteolítica trombina, la cual, a su -

vez, transformaba el substrato circulante fibrinógeno en fibrina poli­

merizada.l2)En la investigación del mecanismo de la activación de la 

protrombina, se descubrieron otros factores de la coagulación. Con el 

fin de evitar confusión de terminología, el Comité Internacional para 

Nomenclatura de Factores de Coagulación de la Sangre ha establecido n.2_ 

menclatura de estos factores y los sinónimos más frecuentemente utili­

zados son los siguientes: 

COMITE 

Factor I 

Factor II 

Factor III 

Factor IV 

Factor V 

Factor VI 

Factor VII 

Factor VIII 

Factor IX 

SINONIMOS 

Fibrinógeno 

Protrombina 

Tromboplastina tisular 

Trombocinasa 

Activador extrínseco de protrombina 

Calcio 

Factor lábil 

Proacelarina 

Globulina aceleradora plasm.íitica 

Cofactor de Tromboplastina 

No asignado (producto intermedio) 

Factor estable 

Proconvertina 

SPCA (Acelerador sérico de la conversión de 

la Protrombina) 

Co-Tromboplaatina 

Autoprotrombina I 

Factor antihemofílico A (AHF) 

Tromboplaatinógeno 

Cofactor plaquetario I 

Factor Trornboplástico A del plasma 

Factor antihemofilico B (BHF) 



COMITE 

Factor X 

Factor XI 

Factor XII 

Factor XIII 

SINOSIMOS 

Componente de la tromboplastina Plasmá­

tica (PTC) 

Factor Christ:mas 

Cofactor Plaquetario II 

Autoprotrombina II 

Factor Stuart-Prower 

Antecedente de la Tromboplastina Plasmá­

tica (PTA) 

Factor antihemofílico C 

Factor de Hageman 

Factor de contacto 

Factor Estabilizante de la Fibrina (FSF) 

Fibrinasa 
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blAGli!Ar..\A 3 
Esquema de la cascada enzimática: 

SISTEMA INTRINSECO 

Contacto 

! 
Factor XII---... •XII activo 

Factor XI ---:/:;._,.•XI activo 

r ·/:·--- - - -¡ 
Factor IX ; •IX activo 1 ,,¿ 1 

Fo~folíp1dos : 
Factor VIII; •VIII activo: 

L ~~:'"- ---- -- -__ .J 
SISTEMA EXTRINSECO 

Factor V ..:•~--• V activo 1 
1 

•e++ 1 a 
1 '--------------J 

1 
Trombocinasa 

Protrombina -----• Trombina 

Trombina 

Factor III 

(factor tisular) 

+ 
Factor VII 

+ 
Ca++. 

Fibrinogeno -----•Fibrina monómero + Peptidos A y B 

Polímero te Fibrina 

Factor -----­
XI 11 Trombina 

(Transamidasa) 

Polímero fisiológico 

de fibrina con enlaces 

cruzados. 
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En el laboratorio clínico existen pruebas que investigan cada uno de 

los componentes del proceso de la hemostasia. Algunos muy conocidos se -

practican de rutina, otros requieren experiencia para su realización. 



RECOMENDACIONES GENERALES PARA REALIZAR 

LAS PRUEBAS DE EVALUACION DE LA HEMOSTASIA 
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La evaluación de laboratorio de la hemostasia tiene dos objetivos 

principales: (1) establecer la presencia o ausencia de un transtorno -

hemorragico y (2) hacer identificación diagnostica específica de cual­

quier ano11181Ía encontrada.l~) 

l. El Material que .se use en las pruebas de la evaluación de la -

hemostasia debe estar limpio, seco y libre de cualquier traza_ 

de detergente, lavarse y enjuagarse debidamente con agua bide.!!. 

tilada y emplearla solamente para estas pruebas. 

2. El anticoagulante que se emplea debe ser el adecuado, o sea, -

solución de citrato de sodio al 3.8% empleándolo en una propo_! 

ción de una parte de anticoagulante para nueve partes de sangre. 

3. No usar reactivos con fecha de caducidad vencida. Eviter la -

contaminación de los reactivos con los que se esté trabajando. 

Y que éstos se encuentren mantenidos en las condiciones de temp. 

durante su almacenaje. 

4. Al realizar las pruebas de coagulación, los reactivos empleados 

as! como las mezclas de ellos deben incubarse a la temperatura 

mencionada en cada técnica, sin sobrepasarla, ya que se trabaja 

con un sistema enzimático. También debe tomarse el tiempo de _ 

incubación debidamente. 
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S. Efectuar cada prueba por duplicado, para tener una mayor con­

fiabilidad en los resultados. 

6. Para cada determinación, realizar una prueba control, emplean­

do para ello plasma humana normal fresco o un plasma liofiliZ.!. 

do. 

1: La sangre debe ser mezclada con el anticoagulante por inver­

sión suave del tubo iomediatamente, no debe agitarse. 

B. La muestra deberá procesarse máximo después de dos horas de -

haberla tomado, en caso de no ser así deberá refrigerarse y -

trabajarla en el transcurso de la mañana. 



DERIVADOS SANGUINEOS USADOS EN LOS 

PllOC!SOS DE LA COAGULACION 

Plasma normal adsorto. 
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lo. Se mezclan 4.5 ml. de sangre venosa y 0.5 m1 de oxalato de so­

dio 0.1 H. Separar el plasma centrifugando a 1,000 rpm dura!!. 

te 10 ain. y se procede a su adsorción según el siguiente pr.E, 

cedimiento. 

2o. Mezclar el plasma con Baso4 en la proporción de 100 mg de és­

te por cada m1 del plasma. 

3o. Incubar a 37°C en baño María durante 15 min., mezclar cada 5 

mín., por lo menos, con agitación suave. 

4o. Centrifugar el tubo a 3,000 rpm por 15 min. 

So. Separar el plasma con una pipeta Pasteur. Guardarlo en refri­

geración. En el momento de usarse se diluye 1:5 con solución 

salina isotónica. 

Pla811a normal envejecido. 

lo. Colectar plasma como se menciona en el punto 1, para el plasma 

normal adsorto. 

2o. Incubar el plasma anterior a 37°C durante 24 horas. 



Plasma rico en plaquetas. 

lo. Obtener 9 ml de sangre venosa por medio ya sea, de una je­

ringa siliconizada o bien dejar fluir la aan¡re a tray¡a -

de la aguja direct11111ente a un tubo de centrífuga que con­

tenga 1 ml de solución de citrato de aodio al 3.8%. Mez­

clar por inversión del tubo. 

2o. Centrifugar el tubo a 1,000 rpm durante 5 minutos. 

Jo. Separar el sobrenadante que es el plasma rico en plaquetas. 

Guardar en refrigeración. 

Plasma pobre en plaquetas. 

lo. Colectar la muestra de·sangre como para obtener plasma rico 

en plaquetas. 

2o. Centrifugar el tubo a 3,000 rpm durante 30 minutos. 

Jo. Separar el sobrenadante que es el plasma pobre en plaquetas. 

Se guarda en refrigeración. 
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TIEMPO DE SANGRADO 

Objetivo: 

1; Realizar dos determinaciones de tiempo de sangrado y deducir 

sus fundamentos. 

2. Evaluar la importancia de esta determinación así como sus ven­
tajas y 1 Imitaciones. 

General ldades: Antes de anal Izar la prueba del tle"1'o de sangr!I., 

do, deben obtenerse detalladarrente datos personales y familiares del 

paciente, Incluyendo Jos breves episodios de sangría que se Je hayan 

presentado en el curso de su vida, así como alergias, anonnalldades 

en la función hepática, etc. 

Ya que esta prueba nos da información de la función hemostática 

global de las plaquetas In vivo por la determinación de la duración 

del sangrado de una Incisión estándar en la piel mientras se mantie­

ne aumentada Ja presión venosa, es particularmente útil en la evall.J!!. 

clón generalizada de pacientes con trombocltopenla debido a su capa­

cidad para descrimlnar entre las plaquetas con función normal y las -

que tienen función disminuida o a1111entada. 

Tiempos de sangrado prolongados reflejan función plaquetarla aJ 

terada, como la que se asocia con la Ingestión de ácido acetllsallc.!. 

llco, uremia, enfermedad de von Wi 1 lebrand u otros trastornos de la 

f111cl6n plaquetarla (lntrTnseca o extrlnseca), .Insuficiencia del faE_ 

tor VI 1, Trombo astenia de Glanzmann. Por lo contrario, los tiempos 

de sangrado más cortos que los previstos en plaquetas normales son -

debido a eficiencia hemostática aumentada de plaquetas jóvenes, aso­

ciada con trastornos de destrucción de la plaqueta como en la púrpu­

ra trombocltop~nlca Inmunitaria o en la recuperación de Ja médula o 

sea después de quimioterapia. ('f) 
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El tle~o de sangrado representa una prueba sencilla y útil (aun· 

que algo Imprecisa) de la eficacia de las funciones capilares y plaqu! 

tarlas. Es preferible el método de lvy al de Ouke, pues las condlclo· 

nes son más constantes. Un tiempo de sangrfa normal no excluye la pr~ 

pensión a sangrar; si se sospecha que existe un transtorno hemorráglco 

debe repetirse Ja prueba en otra,parte del cuerpo. (1} 

Fundamento: La determlnacl6n del tl~o de sangrado mide la capa· 

cldad de pequeffos vasos sanguíneos de controlar el sangrado después de 

una lesión, número de plaquetas, así como la capacidad de éstas para Ja 

formación del tapón plaquetarlo, y defectos en los factores de la coag.!:!. 

!ación. 

Métodos de: 

a.· Duke 

b.· lvy 

TECNICA 

Reactivos y Material 

Reactivos: 

~: 

Solución de alcohol etílico al 70% 

Bauman6metro 

Cron6metro 



Materia!: 

Lancetas estériles 

Torundas de algod6n 

Pape 1 fl 1 tro 

HETODOLOGIA 

A. Hétodo de Duke 
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1. Dar masaje suave a 1 lóbulo de la oreja, l lmplarlo con una torunda 

de algodón impregnada con alcohol y dejarlo evaporar. También puede ha­

cerse con la yema del dedo. 

2. Con una lanceta estéril hacer una punción de 2-3 nrn de profundi­

dad {con un movimiento rápido) en el borde inferior del lóbulo de la ore­

ja o en la yema del dedo. En el momento en que aparece la gota de sangre 

se marca el tiempo en el cronómetro. 

3. Cada 15 seg. se aplica cuidadosamente sobre la gota de sangre -

el borde de un papel filtro, stn tocar la herida. 

4. Parar el cronómetro en el momento en que el papel filtro ya no se 

manche de sangre. 

NOTA: Ho abarcar venas visibles ni lesiones cutáneas. Hay que recordar -

que ciertos factores locales (presencia de hematomas, etc.) pueden 

hacer variar el tiempo de sangrado, por lo que es recanendable hacer 

la prueba en ambas orejas. 

VALORES DE REFERENCIA 

De 1 a 3 minutos. 



b. Hétodo de lvy 

1. En el brazo del paciente se coloca el bauman6metro a una pre­

si6n de 40nm de Hg., la cual se mantiene durante toda la prueba. 

2. En el antebrazo del paciente se busca un área vascular, se -

limpia con una torunda con alcohol y con una lanceta estérl 1, se efe!:_ 

túa una puncl6n de 2-3 cm de profundidad (con un movimiento rápido), 

evitando las venas visibles o les Iones cutáneas. En el momento en que 

aparece la gota de sangre se marca el tiempo en el cronómetro. 

3. Cada JO segundos secar la gota con un papel filtro, procuran­

do no tocar la piel. 

4. En el momento en que el papel ya no se mancha o se mancha con 

suero, parar el cronómetro. 

5. Efectuar la prueba por duplicado haciendo la segunda punción 

a una distancia de mas o menos 5 cm. de la primera. 

VALORES DE REFERENCIA 

De 2 a 6 minutos. 
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TIEMPO DE COAGULACION 

Objetivo: 

l. Realizar la técnica de tiempo de coagulación. 

2. Establecer la importancia de la prueba tiempo de coagulación 

en el diagnóstico clínico. 

Generalidades: En el proceso de la coagulación de la sangre in­

tervienen intera'cciones complejas entre sistemas enzimáticos (que i.a 

cluyen varias proteínas labiles), proteínas plasmáticas, iones y lí­

pidos, por lo que la muestra de sangre se recogerá en condiciones i.!!, 

mejorables sin traumatismos y en el tiempo mínimo. (3) 

La prueba de la coagulación sanguínea es específica que mide la 

eficacia global de la misma, o sea, mide la eficiencia de las tres -

etapas de la coagulación intrínseca: formación del activador de la -

protrombina, formación de la protrombina y formación de la fibrina. 

Se considera una prueba de poca sensibilidad en la que anomalías 

modera?as de la primera etapa de la coagulación sanguínea no son dete.E_ 

tadas.(t) 

Fundamento: El tiempo de coagulación nos da un índice aproxima­

do de la eficacia global del sistema intrínseco de la coagulación. La 

sangre total formará un coagulo firme, cuando se extrae del sistema -

vascular y se expone a una superficie extraña. 



TEQIICA 

REACTIVOS Y HAl'ERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Solución de alcohol etílico al 70% 

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm 

Gradilla 

Lancetas estériles 

Capilares de algodón • 

Material biológicos: 

Equipo: 

Sangre venosa; sangre capilar 

Baño de incubación a 37ºC 
Cronometro 

HETODOLOGIA 

I. Método de Lee y White 
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lo. Colocar 2 tubos de ensaye de 13 X 100 mm limpios en un baño s 

37°C, poner 2 111. de sangre obtenida por punción en cada tubo 

previS!lente etiquetado con 1 y 2. 

2o. El cronómetro es puesto en marcha tan pronto como la sangre -

penetre en la jeringa. 

3o. Se inspecciona el tubo nlimero 1 cada 5 segundos con agitación 

suave y el tubo niiaero 2 cada 30 segundos, con el fin de de­

terminar el tiempo de coagulación. 
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Esta observación se empieza a realizar a partir del tercer mi­

nuto de incubación de los tubos con la muestra. 

4o. En el momento en que se invierten loe tubos en un ángulo de 90º 

sin que exista flujo de sangre se toma el tiempo. Se saca el -

promedio del tiempo de los dos tubos para obtener el tiempo de 

coagulación. 

VALORES DE REFERENCIA: 

De 5 a 10 minutos. 

II. Método empleandosangre capilar. 

lo. Puncionar con una lanceta estéril (de un solo movimiento) la Y! 

ma de un dedo previamente aseptizada. 

2o. Poner en marcha el cronómetro. 

3o. Desechar la primera gota que fluya y llenar un capilar cuidando 

que no queden burbujas de aire. 

4o. Cuando el cronómetro marque tres minutos, proceder a romper pe­

dazo a pedazo el capilar. En el momento en que se observe el -

hilo de fibrina parar el cronómetro. 

VALORES DE REFERENCIA 

De 3 a 5 minutos. 
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RETRACCION DEL COAGULO 

Objetivo: 

l. Real Izar la técnica de la retracción del coágulo y evaluar sus 

ventajas y limitaciones. 

2. Establecer la lmpQrtancla de la prueba de la retracción del 

co&gulo. 

Generalidades: Cuando se permite coagular la sangre total y se le 

observa durante cierto tiempo, se verá que el coágulo disminuye de ta­

maño y que sale de él un suero transparente. Este fenómeno se denomi­

na retracción del coágulo y es una de las funciones de las plaquetas y 

también depende del número de éstas. Según se cree este proceso se d.!:_ 

be a una desintegración parcial del coágulo de fibrina y depende de -

las plaquetas funcionales Tntegras que estén presentes durante la for­

mación del coágulo. Este fen6meno es esencial en la formación de un -

firme tap6n hemostático. ll) 

La retracción del coágulo puede ser Influenciada por una concentr~ 

clón baja de flbrin6geno, por una conversión deficitaria del flbrlnóg.!:_ 

no o por una actividad fibrinolítlca excesiva. Una rápida sedimenta­

ción de los hematíes durante la retracción del coágulo, puede ser el -

primer indicio de la coagulación lntravascular diseminada. (i) 

Fundamento: Cuando se deja coagular espontáneamente la sangre to­

tal, el coágulo inicial se compone de todos los elementos sanguíneos. 

Con el transcurso del tiempo el coágulo reduce su masa y exprime suero 

líquido del mismo coágulo. Esto es debido a la acción de las plaque­

tas sobre la red de fibrina. 



TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Ha ter ial: 

Tubos de centffuga graduados 

Espiral de alambre 

Material biológico: 

Sangre venosa 

~: 

Centrífuga 
Bano de Incubación a 37ºC 

HETODOLOGIA 

176 

1. En un tubo de centrífuga graduado, limpio y sin rayaduras co­

locar 5 mi de sangre recientemente tomada por punción venosa, 

2. Inmediatamente después, Insertar hasta el fondo del tubo una 
espiral de alambre. Poner el tubo en bano de agua a 37ºC por una ho­
ra. 

3. Levantar suavemente la espiral separando el coágulo del suero, 
dejarlo escurrir 1 a 2 minutos. 

4. Lea el volumen de suero remanente en el tubo aproximadamente a 

décimo de ml. 

Ejemplo: 
G16bulo rojos+ suero libre 5.0 

Suero 11 bre 3, 2 

Paquete 1.8 
Total 8.2 
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Ahora sí el hematocrlto del paciente es 44 lo restamos de 100 
y tenemos 0.56, cifra que multiplicada por total nos dá 4.592. 

La cantidad de suero libre la dividimos entre esta cifra y el 

resultado lo multiplicamos por 100 obtenléndo así el% de retracción. 

3.2 
X 100 • 0.696 (100) 

4.592 

• 69.6 % de retracción 

VALORES DE REFERENCIA 

De 40 a 94% de retracción. 
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FRAGILIDAD CAPILAR 

Objetivo: 

l. Realizar la técnica de fragilidad capilar y deducir su fundamento. 

2. Evaluar la importancia clínica de esta técnica, así como sus li 

mitaciones. 

Generalidades: La fragilidad vascular se puede estudiar aumenta.!!. 

do la presión sanguínea intracapilar por obstrucción del retorno ven,2_ 

so o disminuyendo la presión extracapilar. La fragilidad capilar de­

pende del estado de elasticidad de la pared capilar y de la función -

plaquetaria. (3) 

Con frecuencia se encuentra aumentando la fragilidad capilar en 

trombocitopenias, tromboastenia de Glarizmann, enfermedad de Von 

Willebrand, diabetes mellitus, hipertensión, artritis reumatoide, di.!!, 

proteinemias, en régimenes nutricionales mal balanceados, etc. 

La mayoría de las alteraciones anteriores, puede corregirse la 

alteraci6n de la pared celular con tratamientos prolongados con vita­

mina c. {1) 

Fundamento: Se aplica una presión positiva en el antebrazo del -

paciente, la cual oc11Siona la salida de algunos eritrocitos traducido 

clínicamente por la aparición de petequias; esta prueba nos permite -

valorar la cantidad y calidad de las plaquetas, pudiendo detectar ad.!, 

más la fragilidad capilar. 



REACTIVOS Y MATERIAL 

Equipo: 

Baumanómetro 

Cronometro 

TECNICA 

METOOOLOGIA 
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lo. Inspeccionar la piel de la mitad superior interna del antebra­

zo del paciente en busca de petequias, si las hay, marcarlas con un puE_ 

to de tinta. Buscar un área de 7 a 10 cm y trazar un círculo. 

2o. Tomar la presión arterial. 

Jo. Inflar el manguito del bauman6metro y aplicar una presión in­

termedia entre las presiones diastólica y sistólica, por ejemplo 90 mm 

de Hg. Sostener dicha presión de 3 a 5 minutos. 

4o. Se retira el baumanómetro y se espera a que el brazo se deseo!!. 

gestione (de 5 a 15 minutos). 

5o. Contar el número de petequias que hayan aparecido en un área -

circular de 5 cm de diámetro. Dicha área debe escogerse preferentemente 

por abajo del pliegue del codo y libre de la zona de presión del mangui­

to del baumanómetro. 

60. Ocasionalmente sucede que no aparecen petequias en el círculo -

pero se encuentran en toda la superficie del antebrazo, pliegue del codo 

y mano. En este caso se da la prueba COllO positiva, pero sin mencionar 

el número de petequias, interpretando la intensidad de la respuesta con 

cruces de + a +++. 



VALORES DE REFERENCIA 

10 Petequias : Normal 

10 a 20 petequias : Dudosa 

más de 20 petequias : Anormal 
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ADHESIVIDAD PLAQUETARIA 

Objetlv~: 

1. Real izar la técnica de la adhesividad plaquetaria y deducir sus fun­
damentos. 

2. Evaluar las condiciones que se deben seguir y reconocer la utll ldad, 

ventajas y limitaciones del método. 

Generalidades: Las plaquetas tienen tres funciones principales en la 

hemostasia: la agregación y formación de un tapón hemostático, la activi­

dad tromboplastínica y la retracción del coágulo. 

Las plaquetas circulan en el torrente circulatorio como cuerpos desu­

nidos, pero durante el proceso de la coagulación se agrupan entre sí, para 

formar grandes masas. Las plaquetas, como el flbrinógeno tienen la propi!_ 

dad Inherente de la autoagregación. En el medio ambiente de la sangre cl!. 

culante, las plaquetas están separadas por fuerzas que se repelen. Cuando 

la sangre se extravasa o hay una lesión de la pared vascular, este medio -

ambiente se altera y las plaquetas se agregan entre sí o se adhieren a la 

pared alterada.(!) 

In vltro las plaquetas se adhieren al vidrio; se han creado una serie 

de métodos para estimar cuantitativamente este fenómeno. La adhesión de -

las plaquetas al vidrio es diferente a su adhesión a la colágena. Las pi_! 

quetas de pacientes con tromboastenla, por ejemplo; no se adhieren al vi­

drio pero se adhieren normalmente a la colágena. Las pruebas In vitre son 

útiles en clínica y han demostrado una disminución de la adhesión al vidrio 

de las plaquetas de pacientes con enfermedad de von Willebrand, trombopatía, 

Insuficiencia renal crónica y aflbrlnogenemla. Se ha comprobado plenamente 

que el ADP Influye o desempe~a un papel fundamental en la adhesividad de -

las plaquetas. El difosfato de adenoslna (ADP) parece proporcionar una ba­

se común para la acción de diversas substancias que se sabe provocan aglutl 

nación de plaquetas. La acción del ADP necesita Ca++ y posiblemente un co­

factor proteínico. La supresión de ca++ o de ADP origina dispersión de las 

plaquetas. (2) Dl4"U~A '/. 



Plaquetas dispersas 

Plaquetas adherentes--+ADP l ca++ 

El Jmlnaclón de 
ADP ó ca++ 

Agregación Inicial--------, 

l PF l 
ADP l 

Sistema extrfnseco --+Tromblna ..i4~-- Sistema JntrTnseco 
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J 
Metamorfosis viscosa 

DIAGRAMA 4: FENOMENO DE LA ADHESIVIDAD PLAQUETARJA 

IN VITRO 

184 



185 

Fundamento: Al lesionarse un vaso sanguíneo, se expone el llamado ce­

mento intercelular, constltuTdo básicamente por colágena y elastlna en cu­

yas moléculas se localiza un radical +NH 3 con carga electropositiva que -

ejercerá una atracci6n importante sobre las plaquetas, éstas se unen al en. 

dotel io vascular. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

~: 

LTquido diluyente para plaquetas 

Solución de alcohol etílico al 70% 

Pipetas de Thoma para glóbulos rojos 

Cámara de Neubauer con cubrehematímetro 

Caja de Petrl 

Lancetas estériles 

Torundas de algod6n 

Agitador para pipetas de Thoma 

Microscopio 

Cronómetro 

HETODOLOGIA 

l. Aseptlzar con una torunda alcoholada el pulpejo del dedo o el lóbu­

lo de la oreja. 

2. Con una lanceta estéril, hacer una punción de 2-3 mm de profundidad 

(con un movimiento rápido). En el momento de aparecer la gota de sangre, -

marcar el tiempo en el cronómetro. 
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3, No hacer presl6n; la sangre debe escurrir libremente. Llenar la -

pipeta de Thoma hasta la marca de 1, completar hasta la marca 101 con el -

líquido diluyente de plaquetas. Esta misma operación se repite en lnterva 

los de 30 segundos hasta que la sangre deje de fluir. 

4. Se cuentan las plaquetas con el método habitual (descrito anterloJ: 

mente), se divide entre el núnero de cuentas y el resultado se resta del -

número de la cuenta venosa y se efectúa una regla de tres. 

A continuación se enuncia un ejemplo de esta determinación: 

Suponiendo que· se hayan hecho 5 tomas con los siguientes resultados -

de cada una. 

a) 230,000 plaquetas/rrrn3 de sangre 

b) 177 ·ººº 
c) 222,000 

d) 142 ,000 

e) 200,000 

Total 971,000 

sr dividimos el total 971,000 entre el número de cuentas que es s. te­

nemos: 194,200. Suponiendo que el número de plaquetas de la cuenta venosa_ 

haya sido 285,000 plaquetas / nm3 de sangre, la cual tomamos como 100%, le 

restamos 194,200 por lo que queda 90,800, efectuando la regla de tres nos -

queda: 

285,000 plaquetas / mm3 ---
90,800 plaquetas / rrrn3 __ _ 

X • 32% de adhesividad. 

VALORES DE REFERENCIA 

De 20 a 40% de adhesividad. 

100% 
X 
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PLASMA RECALCIFICADO 

Objetivo: 

l. Realizar la técnica de plasma recalcificade. 

2. Evaluar las ventajas y limitaciones del método. 

Generalidades: En esta prueba se involucra todo el proceso de_ 

la coagulación sanguínea, así mide todos los factores de la coagul.! 

cion que son determinados en el tiempo de coagulación. Sin embargo, 

el error de esta prueba es menor que el de la determinación del tie.!!! 

pode coagulacion.(3) 

Fundamento: En esta prueba, el calcio que fué quitado de la_ 

muestra de sangre por acción del anticoagulante, es reemplazada por 

la adición de la solución de cloruro de calcio, determinándose el -

tiempo de coagulación.ti) 



TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Solución de cloruro de calcio 0.0125 M 

Solución de citrato de sodio al 3.8% 

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm 

Tubos de ensaye de 10 X 75 mm (nuevos) 

Pipetas serológicas de 0.2 ml 

Pipetas Pasteur con bulbo. 

Material biológico: 

Sangre venosa 

Baño de incubación a 37ºC 

Cronometro 

METOOOLOGIA 
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lo. Colectar en un tubo de ensaye de 13 X 100 mm la muestra de 

sangre del paciente, mezclando 9 partes de sangre venosa con una -

parte de solución de citrato de sodio al 3.8%. 

2o. Centrifugar la sangre a 2,000 rpm durante 5 minutos. 
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3o." Transferir el plasma a un tubo de ensaye de 10 X 75 11111, 

limpio y colocarlo en baño incub. a 37°C. 

4o. Adicionar a un tubo de ensaye de 10 X 75 Dlll o.l ml del 

plasma problema e incubarlo a 37°C 

So. Agregar 0.2 m1 de solución de cloruro de calcio 0.0125 M 
y simultáneamente echar a andar el croniimetro. 

60. Agitar suavemente el tubo e incubar 60 segundos después 

de loa cuales empezar a ver la formación de coágulo cada 15 se­

gundos. 

7o. La observación debe hacerse con mucha rapidez metiendo -

y sacando el tubo del baño de agua. 

80. En el momento de la formacion del coágulo apagar el cro­

néimetro y anotar el tiempo. 

9o. Efectuar la prueba por duplicado y correr un testigo USIJ!!. 

do solución salina en lugar de la solución de cloruro de calcio. 

VALORES DE REFERENCIA 

De 90 a 120 segundos. 
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TIEMPO DE PROTROMBINA 

Objetivo: 

l. Realizar la técnica del tiempo de protrombina y deducir su funda­

mento. 

2. Señalar las aplicaciones de la técnica sobre el fenómeno de coa­

gulación. 

Generalidades: La protrombina tiene un peso molecular aproximado 

de 75,000. En su molécula se han identificado 18 aminoácidos y hemo­

samina. El ácido glutíimico, el aspartico y la arginina constituyen -

aproximadamente el 33 por ciento del nitr6geno proteínico. En la ele.!:_ 

troforesis, la protrombina se comporta como una globulina alfa-1. Se 

forma en el hígado y su producción requiere un suministro adecuado de_ 

vitamina K. 

Algunas investigaciones recientes indican que la activación de la 
. * proezima protrombina (factor II) por el factor Xa y los iones Ca su-

pone el desdoblamiento de la protrODlbina en dos fracciones. Una de e.!_ 

tas fracciones tiene un peso molecular de aproximadamente 37,000 y se 

llama intermediario 2. El factor Xa y los iones Ca++ transforman el -

intermediario 2 en trombina. Esta reacción se acelera en presencia de_ 

fosfolípidos y de factor v. (!) 

En ausencia de vitamina K puede encentarse en el plasma una molé­

cula de protrombina inmunologicamente similar a la protrombina normal, 

pero cuya transformación en trombina es mucho más lenta que en condi­

ciones normales. Hay pruebas en el sentido de que se requiere vitami­

na K para la unión con algún grupo prostético distinto de un carbohi­

drato y que contiene los focos de fijación destinados al Ca++. (1) 
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La adminiatración de medicamentos anticoagulantes puede producir 

iguales efectos que la deficiencia de vitamina K. Las enfermedades -

hepáticas graves también puede tener por consecuencia un tiempo de -

protrombina anormal. (1) 

Fund1111eDto: El tiempo de protrombina es el tiempo de coagulación 

obtenido cuando son adicionados tromboplastina comercial y calcio a 

un plaSllla citratado, bajo condiciones estandarizadas, esto actúa so­

bre la protrombina (factor II) activándola y transformándola en trom­

bina. (2) 

Esta prueba mide principalmente el estado de la segunda fase de 

la coagulación sanguínea. 

El siguiente cuadro muestra las fases de coagulación, DIA<.ollA~4 ' 

t>tAbAAMA5 SISTEMA INTRINSECO SISTEMA EXTRINSECO 

Superficie de 
XII ~contacto 

XI ~XII activado 

IX-----< XI activado 

VII~ IX activado 

X ~VIII •otivado 

~V ,X activados=,=Ca=*========V=,=V=I=I=.=X=, =C=a=*====== 
Fase I 

Fosfolípidos Tromboplastina Tisular 

Fase 2 
! 

Protrombina ~----~-.. Trombina ----Protrombina 

Fase 3 Fibrinógeno ____ i_ Fibrina---- XIII 

Punto final del coagulo 



FASE 3 

FIBRINOGENO 

Tromblna 

Flbrlnopéptldos A+B 

HONOHERO DE FIBRINA 

ca++ 

FIBRINA 
(soluble en urea) 

Tromblna 

• ca++ x111a..Lx111 

FIBRINA-------_. 
(Insoluble en urea) 

FIBRINO (GENO) LISIS 

t 

1 ,- -

PLASHINA ... 

t- -
1 + 

FASE 4 

D D 

11o FOP X 
) 

•Y J _.E 

1 t 
- - - .l - - J 

Actlvadores 

PLASHINOGENO 

- - - T 1 

• ¡ 
.. fdp X 

'\ 
y 

"'); E ¡ 
D D 



195 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Reactivo de Tromboplaatina activada, comercial 

Solución de cloruro de calcio 0.02 M 

Solución de citrato de sodio al 3.8% 

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm 

Tubos de ensaye de 10 X 75 mm 

Pipetas serológicas de 1 ml 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Material biológico: 

Equipo: 

Sangre venosa adicionada de citrato de sodio al 3.8% 

(en una proporción de 9 partes de sangre y 1 parte de 

citrato de sodio al 3.8%). 

Baño de incubación a 37ºC 

Centrífuga 

Cronómetro 
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HETODOLOGIA 

lo. Colectar en un tubo de ensaye de 13 X 100 um la muestra de 

sangre venosa del paciente, mezclando 9 partea de sangre con 1 par­

te de citrato de sodio al 3.8%. 

2o. Centrifugar la sangre a 2,000 rpm durante 5 minutos. 

Jo. Transferir el plasma a un tubo de ensaye de 10 X 75 DDD. 

limpio y colocarlo en baño maría a 37°C (o en el refrigerador si no 

va a ser analizado inmediatamente). 

4o. Poner en un tubo de ensaye de 10 X 75 mm la cantidad de so­

lución de Ca c12 0.02 M suficiente para el número de pruebas a efec­

tuar y colóquelo en baño maría a 37ºC. 

So. En un tubo de ensaye de 10 X 75 11111 poner 0.1 m1 de la tromb.2, 

plastina activada y mantenerlo en baño .de incub. a 37ºC 

60. Añadir al tubo anterior 0.1 ml de plasma del paciente man~ 

niéndolo en baño de incub. a 37º.C. 

7o. Adicionar 0.1 ml de solución de Ca c12· 0.02 M a la mezcla -

de plasma-tromboplastina, simultáneamente poner en marcha el cronóme­

tro. 

Bo. Agitar suavemente el tubo y esperar de 5 a 6 segundos dentro 

del baño de incub. a 37ºC. 

9o. Sacar el tubo del baño e inclinarlo suavemente 1 6 2 veces -

hasta observar la aparición del primer filamento de fibrina, que es el 

punto final. Parar el cronometro y anotar el tiempo. 

VALORES DE REFERENCIA 

Tiempo de Protrombina de 10 a 15 segundos. 
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TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL 

Objetivo: 

l. Analizar el mecanismo de acción de este factor dentro del fenómeno -

de la coagulación. 

2. Familiarizarse con las precauciones que requiere esta técnica y 

todas las de coagulación. 

Generalidades: En un estudio sobre el efecto del factor nntihemo­

fílico en las pruebas de coagulación de una fase, Longdell, Wagner y 

Brinkhous (1953) demostraron que había dos tipos de actividad trombo­

plaetínica. Confirmaron la observación de Milla de que loe preparado­

res de cefalina cruda no coagulan el plasma hemofílico tan pronto como 

el plasma normal. Cuando las tromboplaetinae híeticas activas fueron 

diluídae ·o fraccionadas, tenían estos preparados una actividad semejan­

te a la de la cefalina cruda. Basándose en estos hallazgos, los pre­

parados de tromboplaotina pueden describirse como completos o parcia­

les. Las tromboplastinas completas son capaceo de producir una coagu­

laci6n tan rápida en el plasma hemofílico como en el normal, mientras -

que con la parcial el plasma hemofílico coagula menos rápidlllll6nte que -

el plasma normal. Esta diferencia parece ser una cuesti6n de grado -

mas que de composici6n química, puesto que la simple dilución cambia -

una tromboplastina completa en una parcial. Si se entiende bien la di­

ferencia entre la tromboplastina completa y la parcial, se entedera mu­

cho mejor el complejo mecanismo de la coagulaci6n. l3) 

Al parecer, las plaquetas son la fuente de tromboplaatina durante 

la coagulación de la sangre total. Las suspensiones de plaquetas se -

coq>ortan como tromboplastinao parciales cuando se emplean en las prue 

bas de coagulación de una fase. (1,~> 
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Fundamento: El tiempo de tromboplastina parcial mide la actividad 

intrÍ11Beca de la coagulación del plasma. El tiempo requerido para que 

el plasma recalcificado coagule después de la incubación con foafolípi­

dos plaquetario (cefalina) y un activador del factor de contacto (caol.!. 

na) es uoa medida de intensidad con la cual se forma trombina a través 

de la vía intrínseca de la coagulación. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Tromboplastina parcial líquida activada, comercial. 

Solución de cloruro de calcio 0.02 M 

Soluci6n de citrato de sodio al 3.8% 

Tubos de ensaye de 13 X 100 11111 

Tubos de ensaye de 10 X 75 mm 

Pipetas serologicas de 1 ml 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Gradilla para tubos 

Material biológico: 

Eguieo: 

Sangre venosa adicionada de citrato de sodio al 3.8% 

(en una proporción de 9 partes de sangre y 1 parte de 

citrato de sodio). 

Baño de incubación a 37ºC 

Centrífuga 

Cronómetro 
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METODOLOGIA 

lo. Colectar en un tubo de ensaye de 13 X 100 lllD la muestra de 

sangre del paciente, mezclando 9 partes de sangre venosa con una par 

te de solución de citrato de sodio al J.8%. 

2o. Centrifugar la sangre a 2 ,000 rpu1 durante S minutos. 

Jo. Transferir el plasma a un tubo de ensaye de 10 X 75 mm. liJ!! 

pio y colocarlo en baño incub. a 37ºC (o en el refrigerador si no va 

a ser analizado inmediatamente). 

4o. Adicionar a un tubo de ensaye de 10 X 75 mm 0.1 ml de tromb.!!., 

plastina activada líquida e incubarlo a 37°C en baño maría durante 2 

minutos. 

So. Transcurridos los 2 minutos agregar 0.1 ml del plasma del P.! 

ciente, mezclar perfectamente e incubar a 37°C en baño maría por 2 m1, 
nutos. 

60. A los 2 minutos agregar 0.1 mi· de cloruro de calcio 0.02 M 

(que se encuentra en baño de agua a 37ºC) y simultáneamente echar a -

andar el cronómetro. A los 20 segundos observar cuidadosamente el tu­

bo, haciendo resbalar el contenido por la pared, hasta la aparición de 

los primeros hilos de fibrina. En este momento parar el cronómetro. 

La observación debe hacerse con mucha rapidez metiendo y sacando 

el tubo del baño de agua. 

VALORES DE REFERENCIA 

Tiempo de tromboplastina parcial activada: de 10 a 45 segundos. 

/ 
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TIEMPO DE TROMBINA 

Objetivo: 

l. Realizar la técnica de tiempo de trombina, valorar sus limitaciones. 

2. Evaluar la importancia de esta determinación a nivel clínico. 

Generalidades: La trombina eo la enzima activa que transforma -

el fibrinógeno en fibrina. Esta globulina tiene un peso molecular -

de aproximadamente 33,700 Daltons. Consta de dos cadenas de longitud 

desigual por un puente disulfuro. La cadena A de la trombina contie­

ne 49 residuos de aminoácidos y no posee carbohidratos. La cadena B 

tiene 225 residuos y deriva de la terminal C de la protroni>ina y con­

tiene el centro activo de la enzima (residuo de serina). (l) 

La trombina es una enzima altamente específica para el fibrinol!!. 

no, actúa sobre él energicamente, transformándolo en fibrina, sin im­

portar la temperatura ni si existe o no cloruro de calcio en el sis­

tema; no se encuentra en la sangre circulante.CJ)El tiempo de trombina 

se alarga cuando el fibrinógeno se encuentra disminuido o cuando exi.!!_ 

ten agentes antitrombínicos, tales como la heparina o los productos -

de degradación, del sistema fibrinógeno-fibrina.l~) 

Fundamento: La trombina es el coagulante natural del fibrinógeno. 

El tiempo de trombinamide la intensidad de conversión de fibrinógeno -

en fibrina en el plasma en presencia de determinadas cantidades de -

troni>ina. 



TECNICA 203 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Trombina humana, comercial. 

Solución de cloruro de sodio al 0.85% 

Solución de citrato de sodio al 3.8% 

Tubos de ensaye ·de 13 X 100 mm 

Tubos de ensaye de 12 X 75.rnm 

Pipetas serologicas de l ml 

Pipetas Paeteur con bulbo 

Material Biológico: 

Equipo: 

Sangre venosa adicionada de citrato de sodio al 3.8% 

(en una proporción de 9 partes de sangre y l parte -

de citrato de sodio). 

Baño de incubacion a 37°C 

Centr:í'.f uga 

Cronómetro 

METODOLOGIA 

. lo. Realizar los pasos 1, 2 y 3 de la técnica anterior. 

2o. Diluir una ampolleta de trombina 1:10 con solución salina 

de tal manera que con un plasma normal nos de un tiempo de trombi­

na de 18 a 23 segundos. Si al agregarle la solución éPea fue en -

exceso, entonces hay que añadir más trombina; y si por el contrario 
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no fue suficiente solución salina y por lo tanto los tiempos con cor­

tos, entonces hay que agregar más solución salina. 

Jo. En un tubo de 10 X 75 Din poner 0,1 m1 del reactivo de trombi 

na diluída. Agregar 0.2 ml del plasma citratado y simultáneamente P.Q. 

ner en marcha el cronometro. 

4o. Al momento de agregar el plasma, agitar el tubo suavemente y 

observar la aparición de fibrina. 

So. En este momento parar el cronometro y se deja reposar el tubo 

por un minuto; al cabo del cual se observa la integridad del coagulo. 

60. Efectuar la prueba por duplicado. 

VALORES DE REFERENCIA 

Tiempo de trombina de 18 a 23 segundos 

Coagulo firme a los 60 segundos. 
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FIBRINOGENO 

Objetivo: 

1. Analizar la importancia de este factor dentro del mecanismo de la -
coagulación. 

2. Establecer la Importancia clTnica de esta determinación, asT como sus 

limitaciones. 

Generalidades: El fibrlnógeno es una proteTna del plasma con un peso -

molecular de alrededor de 340,000. Petenece a las proteínas fibrosas, es 

producida por el hfgado y en enfermedades hepáticas graves puede disminuir 

ligeramente su concentración en el plasma. El flbrln6geno es menos solu­

ble que la mayorTa de las otras protefnas plasmáticas. En todos los flbrl 

n6genos estudiados hay un residuo de tlroslna. (t) 

El flbrinógeno se transforma en fibrina mediante Ja acción de la tro_!!! 

bina. Según Lakl (1965), la tromblna se escinde en cuatro enlaces peptT­

dlcos a partir de cada molécula de flbrlnógeno y se liberan cuatro péptl­

dos, que son de dos tipos, el fibrinopéptido A y el fibrlnopéptido B. Pa­

rece ser que la presencia de estos péptidos en la molécula de flbrlnógeno 

Inhibe la polimerización porque actúan como fuerzas que se repelen. Des­

pués de la suelta de los cuatro péptidos, la agregación de las molécualas 

de fibrina tiene lugar espontáneamente. (1.~) 

Fundamento: En esta técnica se efectúa una medición de la tasa de CO.!!, 

versión del fibrinógeno bajo la Influencia de un exceso de tromblna. Como 

el flbrlnógeno está autollmltado bajo estas condiciones, el tiempo de coa­

gulación puede utlllzarse cano una medida de la concentración de flbrlnó­

geno.(a) 
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REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Katerlal: 

Reactivo de Trombina, comercial 

Reactivo de referencia de flbrln6geno 

Sol. amortiguadora de Veronal de Owren pH 7,35 
Solución de citrato de sodio al ).8% 

Tubos de ensaye de 13X100 mm 

Pipetas sero16gicas de 1 mi 

Material biológico: 

~: 

4.5 mi de sangre venosa con 0.5 mi de solución 

de citrato de sodio al 3.8% 

Fibrómetro 

Flbrotups 

Fibrotips 

P 1 peta automát 1 ca 

Ba~o de Incubación a 37ºC 

Centrffuga 

METODOLOGIA 
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1. Mezclar nueve partes de sangre del paciente (coleccionada recien­

temente) con una parte de solución de citrato de sodio al J.8%. 

2. Mezclar y centrifugar inmediatamente por 5 minutos a 3,000 rpm. 

Separar el plasma y colocarlo en un tubo de ensaye de 13X100 mm. 

). Hacer una di lución 1 :10 del plasma el tratado con el buffer de ve­

ronal de Owren. 
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4. Incubar 0.2 mi de la dilución anterior a 37ºt durante 2 minutos. 

Realizar la prueba por duplicado. 

5. Adicionar O. 1 mi del reactivo de tromblna al mismo tiempo en que 

se pone en marcha el cron6metro. 

6. Determinar el tiempo de coagulación. Sacar la media de los valo­

res obtenidos e Interpolarlos en la curva de calibración para obtener el 

valor del flbrinógeno en mg/dl. 

CURVA DE CALIBRACION 

7. Reconstituir el reactivo de referencia de fibrlnógeno con 1.0 mi 

de agua destilada. Mezclar perfectamente. Hacer lo mismo con el reactivo 

de tronblna. 

8. Preparar las siguientes diluciones. con la solución de referencia 

de flbrin6geno, 1:5, 1: 15, 1 :40 siguiendo las indicaciones posteriores. 

Buffer de veronal de Owren 

Solución de referencia de 

flbrinógeno 

Mezclar y transferl r 

1:5 
1.6 mi 

DILUCIONES 

1 : 15 
0.8 mi 

0.4~ml J 
~ 

o.4 mi 

1:40 
2.8 ml 

9. Correr por duplicado la determinación de cada dilución. Incubar 

0.2 mi de cada dilución a 37ºC por 2 minutos. Adicionar O. 1 mi del reac­

tivo de trocnblna. 
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10. Determinar el tiempo de coagulación. 

11. Promediar los tiempos de coagulación obtenidos para cada dilución 

y trazar la curva de cal lbración. 

VALORES DE REFERENCIA 

150 - 450 mg/dl 
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GENERACION DE TROMDOPLASTINA 

Objetiv«?_: 

!.'Describir la importancia de fracciollllr la sangre en la prueba de 

generación de Tromboplastina. 

2. Señalar la aplicación clínica de esta determinación, as! como 

las venta~as de la técnica y limitaciones. 

Generalidades: Esta prueba estudia las diferentes fracciones -

que intervienen en la generación de la tromboplastina. Para ello -

se fracciona la sangre en 3 partes: plaquetas, plasma y suero, cada 

una de ellas contiene diferentes fracciones. En caso de que el re­

sultado sea normal es posible sustituir consecutivamente cada 1.Ula de 

las fracciones por reactivos normales o de enfermos con deficiencias 

conocidas y determinar de esa manera en que fracción esta la anorma­

lidad y cual es el factor deficiente. l2) 

Al fraccionar la sangre como a continuación se menciona, tenemos 

que en el suero se encuentran los factores XII y XI (o mas correcta­

mente "productos de activación") y los factores IX y X. El plasma -

adsorto contiene los factores VIII y V. (1,2) 

Esta prueba es importante en la diagnosis de la hemofilia y la 

deficiencia del factor Christmas. 

Fundamento: La tromboplastina se genera incubando las tres frac­

ciones antes dichas en presencia de cloruro de calcio. Su potencia -

se mide tomando alícuotas seriadas y virtiendolas sobre un substrato 

(plasma normal) anotando el tiempo en que tarda en coagular éste. 



TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Solución de cloruro de calcio al 0.02 M 

Material: 

Soluciiín de citrato de sodio al 

Solución de cloruro de sodio al 

Solución de oxalato de sodio 0.1 

Sulfato de bario en polvo 

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm 

Pipetas seroliígicas de 1 ml 
Pipetas Pasteur con bulbo 

Tubos de hemolisis 

Aplica~ores de madera 

Perlitas de vidrio 

Material biológico: 

Eguipo: 

Sangre venosa 

Baño de incubscion a 37°C 

Centrífuga 

Cronometro 

METOOOLOGIA 

3.8% 

0.85% 

M 

211 

Para efectuar esta prueba se fracciona la sangre en 3 par­

tes: plaquetas, plasma y suero, ya que cada una contiene diferentes -

factores. 



Preparación de las diferentes fracciones. 

PLAQUETAS: 

Todo el material que intervenga en la preparación de esta fracci6n 

debe ser siliconizado. 

lo. Obtener 9 ml de la muestra de sangre venosa por medio, ya sea 

de una jeringa siliconizada o bien, dejar fluír la sangre a través de -

la aguja directamente a un tubo de ensaye de 13 X 100 mm. Se mezcla -

por inversión del tubo. 

2o. Centrifugar el tubo a 1,000 rpm durante 10 minutos. Separar -

el plasma teniendo cuidado en medir la cantidad exacta de este. 

3o. El plasma que se separo se centrifuga nuevamente, esta vez a 

3,000 rpm durante 15 minutos y se separa el plasma sobrenadante en un -

tubo que se marca como sustrato (que es plasma normal pobre en plaquetas) 

Se guarda en el refrigerador y se saca hasta el momento en que se va a 

usar. 

4o. Las plaquetas quedaron en el fondo del tubo y tienen que ser la­

vadas 3 veces con soluci6n salina isotónica, centrifugando a 3,000 rpm 

en cada ocasión. Es conveniente romper las agrupaciones de plaquetas -

con un aplicador de madera a fin de que se laven bien. 

So. Se resuspenden las plaquetas en un volumen de solución salina 

isotónica igual a l/3 del volumen original del plasma. 

~~: 

lo. •Poner 3 ml de la muestra de sangre en un tubo de hemólisis que 

tenga en el fondo 3 perlitas de vidrio y se deja coagular. 

2o. Incubar durante 2 horas a 37ºC. 
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3o. Centrifugar el tubo a J,000 rpm durante 5 minutos. 

4o. Separar el suero con una pipeta Pasteur y diluír este 1:10 

con solución salina isotónica. 

PLASMA: 

Se mezclan 4.5 ml de sangre venosa y 0.5 ml de oxalato de sodio 

0.1 M. Separar el plasma centrifugando a 1,000 rpm por 10 minutos y 

se procede a su adsorción según el siguiente procedimiento: 

lo. Mezclar el plasma con Baso4 en la proporción 100 mg de éste 

por cada ml de plasma. 

2o. Incubar a 37°C en baño incub.durante 15 minutos mezclando ca­

da 5 minutos por lo menos, con agitación suave. 

Jo. Centrifugar el tubo a 3,000 rpm por 15 minutos. 

4o. Separar el plaBlllB con una pipets Pasteur. Guardarlo en refri­

geración. En el momento de usarse se diluye 1:5 con solución salina -

isotónica. 
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PRUEBA DE LA GENERACION DE TROMBOPLASTINA 

lo. Poner un tubo de ensaye de 13 X 100 lllll en baño maría a 37°C 

y adicionarle: 0.3 ml de plaquetas, 0.3 ml de plasma adsorto diluído, 

0.3 ml de suero diluido y 1.5 ml de solución de cloruro de calcio 0.02 

M. Al adicionar este último reactivo se echa a andar simultáneamente 

el cronómetro. Mezclar. (Mezcla incubadora). 

2o. A los 4 minutos tomar 0.2 rol de la mezcla y pasarlas rapida­

mente a un tubo que contiene 0.1 ml del substrato (dicho tubo debe -

haber estado en baño incub.por lo menos l minuto antes). Mezclar por 

2 5 3 segundos. 

3o. Medir el tiempo que tarde un coagulador el substrato a partir 

del momento en que se le añadió la alícuota de la mezcla incubadora. 

to. 

Nota: 

4o. Los pasos 2 y 3 repetirlos cada minuto hasta el séptimo minu-

La prueba puede suspenderse en el momento en que el problema de 

un tiempo de coagulación igual al normal. A los 4 llinutos el -

tiempo de coagulación debe ser alrededor de 10 a 12 segundos. 

Sí los resultados son anormales, se procede a hacer nuevas mues­

tras incubadoras sustituyendo cada una de las· fracciones hasta -

obtener una generación de tromboplastina normal. 

Deberá correrse un testigo a partir de reactivos obtenidos de una 

persona normal. 
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PDF y pdf 

Obje t 1 vo: 

l. Realizar las técnicas gel de etanol, sulfato de protamlna y lisis de 

euglobullnas. 

2. Señalar las aplicaciones clfnicas de lastécnlcas gel de etanol, sul­

fato de protamina y lisis de euglobulinas. 

Generalidades: El sistema fibrinolítico sirve para suprimir la fibrina 

superflua después de que se ha completado la reparación de un vaso, y para 

proteger el cuerpo de una formación excesiva de fibrina. La plasmina es la 

enzima a la cual corresponde la digestión de la fibrina. El sistema implica 

la activación de actlvadores hísticos de una proenzima plasmática, el plas­

minógeno, que forma plasmina, unaproteasaespecfflca que digiere Jos políme­

ros de fibrina estabilizada. 

El plasminógeno es una proteína (beta globullna) con un peso molecular 

de aproximadamente 90,000. Puede encontrarse en tejidos, fluidos del cuerpo 

especialmente el plasma. 

Productos relacionados con el flbrinógeno y la fibrina están presentes 

generalmente durante los procesos tromboembóllcos, tales como la coagulación 

intravascular generalizada. Existen dos estados que se presentan durante -

los episodios trombótlcos originando diferentes variantes en la molécula del 

fibrinógeno. Durante el episodio trombótlco está presente el monánero de -

fibrina. Cuando se convierte en fibrina polfmera, ello es la materia de fi 

brina insoluble, que estamos acostumbrados a ver como punto final de reac­

ción en las pruebas de coagulación. En un episodio trombótico existe el m~ 

n6mero de fibrina que se convierte en polfmero. Al mismo tiempo, el meca­

nismo de defensa del organismo "ataca" a la fibrina polimerizada que está -

cubriendo la pared del vaso e intenta lisarlo (disolver). La fibrina llsa­

da forma productos de desintegración o degradación. Dependiendo de la ex­

tensión de la lisis, estos pueden ser fragmentos de gran peso molecualr -­

(X e Y) o si se produce mayor lisis, fragmentos de peque~o peso molecular -

(E y D). 11/) 
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Algunas pruebas son sensibles a Jos monómeros de fibrina¡ algunos a los 

productos X e Y, de gran peso molecular¡ y otros a Jos productos D y E, de 

pequeño peso molecular. Pruebas como la del gel de etanol y la del sulfato -

de protamina, son principalmente sensibles a los monómeros de fibrina. (~2) 
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PRUEBA GEL DE ETANOL 

Fundamento: El alcohol en concentraciones adecuadas causa ta ruptura 

o la disociación de los complejos solubles que los mon6meros de fibrina -

han formado con el flbrinógeno y los productos afines de desintegración. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Haterlal: 

Solución de alcohol etílico al 50% (96% en agua 

des t 11 ada) • 

Tubos de ensaye de 1DX75 nm 

Pipetas serológicas de 0.2 mi 

Haterial biológico: 

Plasma pobre en plaquetas 

M.2!?.: 
Bano de incubación a 37ºC 

HETODOLOGIA 

1. En un tubo de ensaye de 10 X 75 mm depositar 0.5 mi de plasma po­

bre en plaquetas. 

2. Incubar el tubo en 6ano lncub. a 20°C durante 3 minutos (a fin de 

obtener un equilibrio de la temperatura). 
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3. Se ananden 0.15 mi de una solución de etanol al 50% con una pipeta 

de o.2 mi. Agitar el tubo Inmediatamente a fin de asegurar una mezcla rá­

pida y suficiente y se deja reposar en Incubación 

4. Exactamente 10 minutos después se Inclina el tubo hasta posición -

horizontal y se incl lna el contenido. 

5. Los resultados se valoran de Ja siguiente forma: 

a) Los plasmas que presenten un gel son considerados positivos. 

b) Los plasmas que presenten mallas de fibrina son dudosos. 

c) Los plasmas que presenten gránulos escasos o totalmente cla­

ros son considerados negativos. 

VALORES DE REFERENCIA 

Ho debe aparecer gel. 
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LISIS DE EUGLOBULINAS 

Fundamento: En la fracción euglobullna del plasma se encuentra el 

fibrlnógeno, plasminógeno y flbrlnollslnas. Las flbrinolisinas de gl,2 

bulos rojos destrufdos, aceleran la 1 lsls pero se encuentra en cantidad 

muy constante en cambio existe más variaciones en la fibrlnolislna pla! 

mátlca. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Solución de cloruro de calcio 0.05 H 

Solución de ácido acético al 1% 

Solución amortiguadora de veronal (Owren_Koller) pH ].4 

Tubos de ensaye de 13 x 100 rrrn 

Matraces erlenmeyer de 50 mi 

Pipetas serológicas de l mi 

Pipetas serológicas de 5 mi 

Pipetas serológicas de 10 mi 

Hisopos 

Material biológico: 

4.5 mi de sangre venosa más 0.5 mi de citrato 

de sodio al 3.8 % 

Plasma pobre en plaquetas 
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METODOLOGIA 

1. Colocar en un matraz Erlenmeyer de 50 mi, 19 mi de agua destilada, 

1 mi de plasma pobre en plaquetas (del paciente), 0.35 mi de solución de -

ácido acético al 1%, gota a gota y agitando. 

2. Dejar reposar 10 minutos a 4ºC 

3. Después del reposo agitar el contenido del matraz y repartirlo en 

4 tubos de 13 X 100 ll1T1 en parte Iguales, (5 mi cada uno). 

4. Centrifugar los tubos a 3,500 rpm durante 5 minutos. 

5. Tirar el sobrante y secar el precipitado cuidadosamente empleando 

para ello hisopos. 

6. Redisolver el precipitado con 1.0 mi de buffer de veronal a pH 7.4 

y colocarlo en baño incub. a 37ºC. Agregar 2 gotas de cloruro de calcio 0.05 

M para coagular. (El tiempo que tarde en coagular debe ser 1 minuto 45 se­

gundos a 2 minutos). 

7. Buscar la lisis del coágulo en las 2 primeras horas Interpretando 

el resultado como sigue: 

+Coágulo presente y poco líquido 

+ + Coágulo sobrenadando 

+ + + Pocas redes de fibrina 

++++Coágulo totalmente disuelto. 

VALORES DE REFERENCIA 

El coágulo debe mantenerse firme por lo menos durante dos horas. 
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PRUEBA DE SULFATO DE PROTAMINA 

Fundamento: El sulfato de protamlna en concentraciones adecuadas cau­

sa la ruptura de los complejos solubles de monómeros de fibrina y/o de los 

complejos solubles de fragmentos X (PDF). 

TECNICA 

REACTIVOS V MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Solución de sulfato de protamlna pH 6.S 
Solución amortiguadora trt.s pH 6.5 

Tubos de ensaye de 10 X 75 mm 

Pipetas serológlcas de 1 mi 

Material biológico: 

Plasma rico en plaquetas 

Ba~o de Incubación a 37ºC 

HETODOLOGIA 

l. Efectuar di luciones del sulfato de protamlna con amortiguador trJs 

1 : 5. 1 : 1 o • 1 : 20. 1: 40. 

2. Colocar en tubos de ensaye de 10 X 75 nrn, o.2 mi de cada una de las 

di luciones anteriores. 
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J. El plasma rico en plaquetas del problema se centrifuga a obtener 

plasma pobre en plaquetas, se coloca en un tubo limpio y se Incuban 5 mJ. 
nutos a 37ºC. 

4, Transcurrido este tlempo, colocar 0.2 mi de este plasma en cada_ 

uno de Jos tubos que contlenen las diluciones de sulfato de protamlna. 

5. Se tapan Jos tubos y se colocan a 37ºC ~urante 30 minutos. 

6. Se agitan suavemente Jos tubos, después de Ja incubación y se -

leen interpretando los resultados como sigue: 

g • gelacl6n 

rf • red de flbrlna 

.:!:. •precipitado fino 

+ • preclpitado grueso 

- • solución clara 

VALORES DE REFERENCIA 

Solución clara. 
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FACTOR V 

Objetivo: 

1. Analizar la !mportancla el ínlca de la deficiencia del factor V. 
2. Explicar las posibles causas que ocasionan esta deficiencia. 

Generalidades: El Factor V tiene un peso molecular de aproxlmadame_!! 

te 290,000. Electroforetlcamente emigra entre las globullnas B y ga11111a 

en papel fl 1 tro. Posiblemente se produce en el hTgado. (1) 

Como el Factor X, el Factor V actúa como cofactor, junto con fosfo-

1 Tpldo y Ca++ para formar el principio activo que convierte Ja protrombl 

na. El Factor V aislado no puede activar una cantidad importante de pr~ 

tromblna. Como el Factor V es esencial para la primera fase de la coag.!!_ 

!ación sanguTnea, su deficiencia origina producción Inadecuada de Ja actl 

v 1 dad trombop lastín 1 ca. l3) 

El Factor V, también llamado 11Factor láblJI' es consllllldo durante el 

proceso de coagulación, por lo que está presente en plasma citratado fre! 

co, pero no en suero o plasma envejecido. No es afectada por la adminis­

tración de dici.narol o vitamina K pero es disminuido en enfermedad del -

hTgado. (2) 

La deficiencia del Factor V puede ser congénita o adquirida. La prl 

mera es transmitida por un gen receslvo autosómlco. La deficiencia adqul 

rida puede ocurrir cuando se presenten enfermedades del hígado de (hepa­

titis, etc.), en síndrome de desfibrinación, en carcinoma de la próstata, 

en síndrome de mal absorción, etc. l~) 

Cuando la concentración del Factor V sea inferior al 30% de la con­

centración normal, se presentarán hemorragias anormales. 
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Fundamento: La valoración cuanti tatlva del Factor V está basada er. la 

capacidad del plasma en cuestión para corregir un plasma deficiente en 

Factor V. Debe prepararse una curva de actividades del plasma normal. Al 

preparar esta curva, el plasma normal diluido al 10% se considera en este 

sistema de ensayo como del 100% en actividad de Factor V. 

TECNICA 

MATERIAL Y REACTIVOS 

Reactivos: 

Mater la 1: 

Tromboplastina activada, comercial 

Solución de cloruro de calcio 0.02 H 

Solución amortiguadora de Owren Veronal pH 7,35 

Solución de citrato de sodio al 3.8% 

Plasma deficiente en el Factor V. 

Tubos de ensaye de 13XIOO mm 

Tubos de ensaye de IOX75 mm 

Pipetas serológlcas de 0.2 mi 

Pipetas serológlcas de 1 mi 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Material Blo16glco: 

~: 

Sangre venosa el tratada 

Plasma normal: un pool de plasma normal el tratado, fresco 

Baño de Incubación a 37ºC 

Cronánetro 

Centrífuga 

PROCEDI M 1 ENTO 

l. Colección del Plasma problema 

lo. Mezclar 9 partes de la muestra de sangre con una parte de la so­

Jucl6n de citrato de sodio al 3.8%. 
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2. Mezclar perfectamente y centrifugar a 3,000 rpm durante 5 minutos. 

3. Uti !izando una pipeta Pasteur separar el plasma y sino se usa en 

las dos horas siguientes de obtenerlo, guardarlo en el refrigerador. 

1 l. Curva 

1. Preparar un pool de plasma nonnal cltratado colectado reclentemen 

te y usarlo como plasma normal. 

2. Rotular 6 tubos de ensaye de 13X100 mm del número 1 al 6 y hacer 

una serle de diluciones como se indica a continuación. 

Tubos 

So J • amor t 1 guado ra 

de Owren Veronal 

Plasma nonnal 

Mezclar y Transferir 

Di lución 

% de factor V presente 

2 3 5 6 

1.8 mi 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

º·V-,-~/V_V_\J_ 

1 mi 1 mi 1 mi 1 mi 1 mi 

1: 10 1 :20 1: 40 1 :SO 1: 160 1: 320 

100 50 25 12.5 6.25 3.12 

3, Poner el reactivo de tromboplastlna y la solución de cloruro de -

calcio 0.02 H en ba~o lncub.a 37ºC. Preparar una mezcla de estos dos reac­

tivos en una preparación de 0,75 mi cada uno y dejarla Incubando. 



228 

4. En un tubo de ensaye de lJXIOO rM1 adicionar 0.1 mi del plasma de­

ficiente en el factor V, 0.1 mi de la dilución 1:10 del plasma normal. -

Mezclar e Incubar a 37ºC por uno o dos minutos. 

5. Al tubo anterior adicionarle 0.2 mi de la mezcla cloruro de calcio 

tromboplastina pre Incubada y poner en marcha el cron6metro simultáneamen­

te, volver a poner el tubo en el ba~o a 37ºC por 10 segundos aproxlmadame.!! 

te. El coágulo se forma en 18 - 25 segundos en plasma normal. 

6. Repetir los pasos 4 y 5 para cada dllucl6n del plasma nonnal. Es 

recomendable procesar por duplicado cada dilución. Los resultados no de­

ben tener una diferencia mayor al 5%. 

]. Graflcar los resultados en papel logarTtmlco, poniendo el% de di­

lución en las abcisas y el tlel!l>o en segundos en las ordenadas. Enlazar -

los puntos en lfnea recta. 

8. Con la muestra de sangre del paciente obtener el plasma y hacer una 

dilución 1: 10 con solución amortiguadora de Owren Veronal. Procesarla -

como las diluciones anteriores del pool de plasma normal cltratado. 

9. El resultado del problema se interpola en la gráfica para obtener 

el % de factor V presente. 
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INVESTIGACION DE INHIBIDORES E INACTIVADORES: UTILIZANDO 

EL TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADO. 

Objetivo: 

1. Aplicar la técnica de tiempo de tromboplastlna parcial activada para 

demostrar Ja acción de lnhlbldores de la coagulación en una muestra pro­

blema. 
2. Describir ventajas y limitaciones del método. 

Generalidades: En la sangre normal existen inhibidores que al aumentar 

o disminuir producen ciertas patologías. Los inhibldores son agrupados en 

dos clases: inactivadores e inhibldores que actúan a nivel de reacciones -

entre factores de Ja coagulación. (1) 

Por desconocer realmente la acción de ellos todos se agrupan bajo el -

término de lnhlbidores y se dividen en: 

1) Antlcoagulantes 

2) lnhlbldores naturales contra factores 

activados 

3) lnhlbidores irreversibles que destruyen a 

factores de Ja coagulación en su estado 

natura 1 

4) lnhlbidores reversibles que aparecen en -

enfermedades autoinmunes. 

Regularmente se desarrollan lnhibidores en: disproteinemias, mleloma, -

artritis reumatolde, nefritis, lupus eritematoso diseminado agudo, coagulo­

patías por consumo con aumento de la actividad fibrinolítlca, etc. 

Se han descrito lnhibldores contra los factores VIII, IX y X y con menor 

frecuencia V, Vil, XI, XIII· U,.4) 
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SI exist'! alguna alteracl6n en las pruebas siguientes TP, TTP, TT y la 

falta de corrección de las mismas, con mezcla de plasma normal en partes -

iguales con la del paciente pone en evidencia la presencia de un lnhibidor. 

Fundamento: Se demuestra la presencia de lnhibidores de la coagulación 

realizando la prueba de tiempo de tromboplastlna parcial activada y obte­

niendo tiempos prolongados en plasma normal cuando se le anaden cantidades 

variables de plasma del paciente. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Solución de citrato de sodio al J.8% 
Solución de cloruro de calcio 0.02 

Tromboplastlna parcial activada ltqulda, comercial. 

Tubos de ensaye de 13X100 lllll 

Tubos de ensaye de 10X75 nm 

Tubos de centrffuga graduados 

Pipetas serológicas de O. 1 mi 

Pipetas serológlcas de 1.0 mi 

Pipetas Pasterur con bulbo 

Gradillas para tubos 

Material Biológico: 

!s!!.!..e.2: 

Sangre venosa adicionada de sol. de citrato de sodio al 3.8% 
(en una proporción de 9 partes de sangre y 1 parte de citrato 

de sodio) 

Bano de Incubación a 37ºC 

Centrffuga clfnica 

Cronómetro 
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METOOOLOGIA 

l. Colectar en un tubo de centrífuga graduada la muestra de sangre del 

paciente, mezclando 9 partes de sangre con 1 parte de citrato de sodio al 

3,8%. 

2. Centrifugar la sangre a 2,000 rpm durante 5 minutos. 

3. Transferir el plasma a un tubo de ensaye de IOX75 rrm limpio y colo­

carlo en ba~o de agua a 37ºC. 

4. Preparar un pool de plasma normal cltratado, colectado reclenteme.!!. 

te y usarlo como plasma normal. 

5. Numerar 5 tubos de ensaye de IOX75 11111 (n1M11erándolos del 1 al S) y 

procesar como sigue: 

TUBO 1 11 111 IV V 

Plasma Problema o.o 0.1 mi 0.2 mi 0.5 mi 1.0 mi 

Plasma normal 1.0 mi 0.9 mi o.a n11 0.5 mi o.o 
• 

6. Realizar un tiempo de tromboplastlna parcial para cada tubo. 

7, SI hay corrección de los tiempos de tromboplastlna parcial desde el 

segundo tubo, quiere decir que hay deficiencia de algún factor de la prim,! 

ra fase de la coagulación y tenemos que seguir realizando los TTP a los -

siguientes tubos para ver que tan Importante es. 

8. En caso de no prolongarlos TTP se Interpretará como presencia de un 

lnhibldor y habrá que ver si éste es termolábll o no, Incubando las mezclas 

a 37ºC durante 1 hora y realizando posteriormente los TTP para cada tubo. 

NOTA: Para saber si hay un lnhlbidor contra la segunda fase de la coagula­

ción, se.hace lo mismo, solo que realizando TP. 
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DETERHINACION DE LOS GRUPOS DEL SISTEMA ABO 

Objetivo: 

1. Realizar las técnicas de tipificación de los grupos sanguíneos. 

2. Establecer la importancia de la tipificación de "los grupos san­

guíneos. 

Generalidades: Actualmente las transfusiones sanguíneas se basan en -

los resultados que obtuvo Landstainer de los estudios siguientes: colectó 

varias muestras de sangre de diferentes Individuos, separó los eritrocitos 

del suero de cada muestra y mezcló globulos rojos de una persona con suero 

de otra.l•)En algunos casos la mezc 1 a de eritrocitos con suero formaba una 

suspensión unlfonne; en otros, los eritrocitos-suero formaban grumos {aglu­

tinación) y en otros pocos se presentaban hemóllsls. En este último caso 

se lnactlvó el complemento del suero calentando a 56ºC evitándose así la -

hemóllsls y apreciándose la aglutinación. Con lo anterior, Landstalner e~ 

plicó los diversos resultados postulando la existencia de dos característ.!. 

casque estaban presentes o ausentes en las células de un Individuo (aglu­

tlnógenos A y B) así cano la existencia de dos anticuerpos correspondien­

tes (anti A y anti B; lsohemaglutlninas) en el suero, que podían estar pre­

sentes o ausentes. De acuerdo a todo esto tenemos que las lsohemaglutlnl­

nas anti-A aglutinan o hemollzan eritrocitos que contienen el aglutlnógeno 

A y similarmente la isohemaglutlnlna antl-B aglutina o hemollza eritrocitos 

que contienen el aglutinógeno B.(!) 

Se demostró la existencia de varios subgrupos de A. Los más Importan­

tes son los subgrupos Al y A2. Por lo tanto existen subgrupos Al, A2, AlB 

y A2B. Los sueros anti-A aglutinan más intensamente los eritrocitos del 

subgrupo Al que los del A2. Por lo tanto, quizá pasen inadvertidos en el -

momento de establecer el tipo sanguíneo del paciente, los glóbulos rojos con 

antígeno A2, salvo si se utll Iza un suero anti-A capaz de reaccionar Inten­

samente con glóbulos A2.{~) 



2)6 

GRUPOS SANGUINEOS A B O 

ANTIGENOS SOBRE EL GLO· ANTICUERPOS EN EL SU!_ 
NOMBRE GRUPO SANGUINEO BULO ROJO (AGLUTINOGENOS) RO (AGLUTININAS) 

o ninguno anti-A y antl-8 
A A antl-B 
B B anti-A 

AB A y B ninguno 

La determinación del grupo sanguíneo a que pertenece el sujeto está In­

dicada, ante la Inminencia de una transfusión sanguínea, para evitar acclde.!!. 

tes Inmediatos, además se usa corrientemente en los análisis genéticos, en -
los casos de exclusión de paternidad y en los análisis antropológicos de las 

poblaciones humanas. (2) 

El grupo sanguíneo de una persona es el mismo durante toda la vida pero 

las aglutlnlnas no existen en el momento del nacimiento, sino que aparecen -

entre los 3 y los 5 meses de edad. lq) 
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La tipificación sanguínea se efectúa mediante las reacciones de agluti­

nación. Existen en el comercio sueros tlplflcantes perfectamente estandari­

zados tanto anti-A cano antl-B, siempre es muy recomendable utilizar al rea 

tizar la prueba, también el suero antl-AB, especialmente para detectar las V,! 

rlantes débiles de los grupos A y B, las cuales pasarían desapercibidas sin 

el empleo de este suero, asf mismo nos sirve para Identificar plenamente al 

grupo O. 

Fundamento: Los antígenos A y B presentes en los eritrocitos reaccionan 

específicamente con los anticuerpos presentes en el suero tlplflcante y -

e~ta reacción se pon e de manifiesto por la aglutinación de los eritrocitos. 

TECNICA 

HETODO EN PLACA 

REACTIVOS Y HATERIAL 

Reactivos: 

Haterlal: 

Solución de EDTA al 10% (sol. dis6dlca) 

Solución de cloruro de sodio al 0.85% 

Sueros comerciales anti-A, antl-B, antl-AB 

Tubos de ensayo de 13X100 nvn 

Pipeta Pasteur con bulbo 

Placas excavadas limpias y desengrasadas 

Apllcadores de Plástico 

Gradillas para tubos 

Haterlal Biológico 

Sangre venosa con antlcoagulante o sangre capilar. 
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HETODOLOGIA 

l. La muestra de la sangre puede tomarse por puncl6n de la yema de un 

dedo o bien del lóbulo de Ja oreja, pero es más conveniente ~lear san· 
gre venosa tomada con un anticoagulante porque de esta manera en caso de 

duda se pueden checar Jos resultados facl !mente. 

2. En una placa excavada seca y limpia, marcar tres excavaciones y co 

locar una gota de suero anti-A, antl-8 y antl·AB respectivamente. 

3. Anadlr una gota de sangre en cada una de las gotas de suero (proc..!!. 

rando que sea el mismo volumen que la gota de los sueros anti). 

sr se trabaja con sangre venosa se debe preparar una suspensión de erl 

trocitos al 5% (previamente lavados) en solución salina flslol6glca. Con 

cualquiera estas dos técnicas Ja concentración final de gl6bulos rojos en 

Ja mezcla debe ser de aproximadamente el 2%. sr se pone un exceso de erl­

trocl tos los resultados pueden falsearse. 

4. Mezclar perfectamente empleando para ello los apllcadores de plást.!. 

co, girar Ja placa y observar la aglutinación macroscoplcamente. Ho debe 
colocarse la placa sobre una fuente luminosa porque al calentamiento puede 

dispersar o debilitar la aglutlnaci6n. 

5. La reacci6n de aglutinación se presentará en unos cuantos segundos. 

Las lecturas deberán hacerse an~es de que se seque la muestra (aproximada· 

mente 2 minutos). 



METODO EN TUBO 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Solución de EDTA al 10% (sol. dlsódlca) 

Solución de cloruro de sodio al 0.85% 

Sueros comerciales anti-A, anti·B, antl-AB 

Tubos de ensaye de 12X75 l1lll 

Tubos para centrífuga de 10 mi 

Pipeta Pasteur con bulbo 

Gradilla para tubos 

Material biológico: 

Sangre venosa con antlcoagulante 

~: 

Centrffuga 

METODOLOGIA 
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1. Centrifugar la sangre venosa con antlcoagulante y separar los gló­

bulos rojos, lavarlos una vez con solución salina Isotónica y preparar una 

suspensión de glóbulos rojos al 2% con esta solución. 
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2. Tomar tres tubos de ensaye de 12X75 nm y colocar una gota de suero 

antl·A, anti·B, antl·AB respectivamente. Los tubos deben estar prevlame!!. 

te marcados. 

J. Adicionar una gota de la suspensl6n de gl6bulos rojos al 2i a cada 
uno de los tubos. Mezclar perfecta y cuidadosamente mediante movimientos 

de rotación. 

4. Centrifugar a 1,000 rpm durante 1 minuto o a 3,400 rpm por 30 segu.!l 

dos. 

5. Agitar suavemen~e y observar si hay aglutinacl6n. 

6. Canparar el cuadro siguiente con Jos resultados obtenidos para dete!. 

minar el grupo sangufneo del paciente. 

SUERO ANTI-A SUERO ANTl·B SUERO ANTl-AB GPO. SANGUINEO 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

o 
A 
B 
AB 

Para tener resultados confiables, debe realizarse la prueba sérlca de 
confirmaci6n, sobre todo en aquellos casos en que la aglutinación no es· 

franca. 

HETOOO INVERSO PARA LA DETERHINACION DE GRUPOS SANGUINEOS 

(DETERMINACION SERICA O DE CONFIRHACION) 
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TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Suspensl6n de eritrocitos tipo A al 2% en solución salina 

Isotónica 

Suspensión de eritrocitos tipo B al 2% en solución salina 
fsot6nl ca • 

Tubos de ensaye de 12X75 rrrn 

Pipetas Pasteur con bulbos 

Gradl llas para tubos 

Material Biológico: 

Sangre venosa con o sin anticoagulante. 

~: 

Centrífuga 

METODOLOGIA 

J. Centrifugar la sangre problema y poner una gota de suero o plasma 

(se puede utlllzarcualqulerade Jos dos) en dos tubos. Marcar un tubo -

con A y el otro con B. 

2. Adicionar a cada tubo una gota de Ja suspensión de glóbulos rojos 

al 2% correspondiente de acuerdo a la marca del tubo. Mezclar cuidadosa­

mente y perfectamente, dejar reposar 5-15 minutos a temperatura ambiente. 

3. Centrifugar los tubos a 1,000 rpm durante 1 minuto o a 3,400 duran 

te 30 segundos. 
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4. Después de centrifugar, agitar suavemente los tubos y observar si 

hay hernólisls o aglutinación. sr se observa aglutlnacl6n comparar los -

resultados con el siguiente cuadro y determinar el grupo sangufneo de la 

muestra problema. 

E rl trocl tos de 1 

Grupo A 

+ 

+ 

Erl trocitos de 1 

Grupo B 

+ 

+ 

El suero proviene de 

sangre grupo 

o 
A 

B 

AB 

En caso de observar hemóllsls, deberá calentarse el suero a S6ºC du­

rante 10 minutos y con este suero realizar de nuevo Ja prueba, ya sin la 

intervención de las hemollsinas, las cuales ervnascaran la reacci6n de agl.!!_ 

tlnacl6n. 

BIBLIOGRAFIA 

1 • Dood, E . B . , L 1 neo 1 n, J • P . 

INHUNOLOGIA DE LOS GRUPOS SANGUINEOS 

la. edición 
Ed. El Manual Moderno 

México (1976) 

2. Hedl na, A.R. 
INHUNOHEMATOLOGIA APLICADA AL BANCO DE SANGRE 

la. edición 
Ed. Sociedad Mexicana de Hematología 

México ( 1979) 



3. Race, R.R., Sanger, R. 

BLOOD GROUPS ltl HAN 

6a. edición 
Ed. Blackwell Sclentlflc Pub. 

Great Brltaln (1975) 

4. Zmljewskl, C.M. 

INMUNOHEHATOLOGIA 

la. edición 

Ed. Prentlce Hall lnc. 

U.S.A. (1978) 

243 



244 
DETERHINACIOH DEL FACTOR Rh 

Objetivo: 
1. Realizar dos ~etermlnaclones del factor Rh. 

2. Seftalar las aplicaciones de las técnicas y evaluar las ventajas y li­
mitaciones de las mismas. 

Generalidades: Al igual que ocurrió con el sistema ABO, el sistema Rh 

se descubrió durante el estudio de los antfgenos erltrocltarlos. Landstel 

ner y Weiner (1941) Inyectaron hematíes del mono Rhesus (Hacaca Rhesus) -

en conejos y cobayos, con el fin de estudiar las relaciones lrvnunológlcas 

entre el hombre y los primates. Además de los esperados hemoanticuerpos -

para los hematf es de Rhesus, el suero de los conejos tratado de esta forma 

aglutinaba aproximadamente un 85% de los hematTes h\lllélnos (Rh+), pero no -

los del 15% restante (Rh -) • {I) 

El factor Rh es un aglutln6geno presente en los glóbulos rojos de la "'! 
yoria de los Individuos, su importancia radica en que cuando a un Individuo 

que no posee este aglutlnógeno Je son inyectados gl6bulos rojos que lo con­

tienen reacciona frente a esta sustancia para él extraña formando anticuer­

pos capaces de reaccionar con Jos glóbulos rojos que contienen este factor, 

llsándolos y aglutinándolos, como este fenómeno ocurre tanto In vltro como 

in vivo puede dar como consecuencia una severa reacción postransfusional -
aGn con desenlace fatal, as1 mismo puede presentarse este fenómeno en muje­

res que carecen del factor Rh y que al concebir un hijo que ha heredado el 

factor Rh del padre reaccionan frente al factor Rh del hijo formando anti­

cuerpos que van a reaccionar con los glóbulos rojos del hijo, destruyéndo­

los y dando lugar a un fenómeno de erltroblastosls fetal.(1) 

De acuerdo a estos estudios, se llegó al descubrimiento de que los Ac. 
antl-Rh humanos son a menudo de tipo "Incompleto" (que al unl rse con el Ag 

son Incapaces de producir aglutlnac16n, o sea, Inhiben la aglutinación): 

estos Ac se combinan de forma específica con las cilulas Rh+ sin producir 

aglutlnacl6n. Como sea que estos Ac no aglutinantes son de tipo lgG, pueden 
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cruzar la placenta; y en último término, dan lugar a la destruccl6n de los 

hematíes fetales. {t) 

Las investigaciones dirigidas a la detección de Ac anti-Rh en los pro­

cesos hemorítlcos constituyen la vTa principar para el desarrollo de una -

serre de ingeniosos métodos utrlrzados para Id detección de Ac Incomple­

tos. Aunque al principio se supuso que estos Aceran univalentes, casr 

con toda seguridad se trata de moléculas bivalentes, ya que en, ciertas -

c'lrcunstancias son capaces de aglutinar los hematíes; por ejemplo, cuando: 

1) las reacciones se llevan a cabo en presencia de una elevada concentra­

ción de proteínas, como en un 30% de albúmina sérrca, ó 2) los hematíes son 

previamente tratados con enzimas proteolítlcas, como la tripsina y ra ficl­
na. ()) 

El estudio de numerosos casos de Incompatibilidad fetomaterna han per­

mitido obtener una gran variedad de sueros antl-Rh, de Jos que, en Ja actu~ 

Jldad existen 27 tipos distintos, cada uno de Jos cuales corresponde a un 

determinante aloantlgénico específico. 

Fundamento: El aglutinógeno Rh presente en los eritrocitos reacciona -

especlficamente con un suero antl-Rh, esta reacción se manifiesta mediante 

una aglutinación macroscópica de los eritrocitos 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

React rvos: 

Anticoagulante EDTA al 10% (sol. dlsódica) 

Solución de cloruro de sodro al 0.85% 

AlbÍJnlna bovina al 22% 

Suero comercial antr-Rh (anti D) 



Material: 

Tubos de ensaye de 13XIOO rrm 

Tubos de ensaye de IOX75 nvn 
Pipetas Pasteur con bulbo 

Placas excavadas limpias y desengrasadas 

Aplicadores de plástico 

Gradillas para tubos 

Material Biológico: 

~: 

Sangre capilar o sangre venosa con antlcoagulante 

Baño de Incubación a 37ºC 

CentrTfuga 

HETODOLOGIA 
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l. SI se trabaja con sangre venosa con antlcoagulante, preparar una 

suspensi6n de glóbulos rojos al 5% en solucl6n salina Isotónica. 

2. Colocar una gota de sangre capilar o una gota de la suspensl6n de 

eritrocitos al 5% en solución salina, en dos excavaciones de la placa, -

previamente Identificadas. 

3. Depositar en la primera excavación una gota de suero antl-Rh. 

4. Añadir a la segunda excavación una gota de albCrnlna bovina al 22%. 

5. Mezclar cuidadosa y perfectamente utilizando para ello apllcadores 

de plástico. Dar a la placa movimiento de rotación suavemente. 
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6, Observar si se produce aglutlnac16n macroscópica, la cual debe apa­

recer en 30 segundos y completarse en dos minutos, después de transcurrido 

este tiempo ya no debe observarse pues pueden aparecer acúmulos de eritro­

citos que son debidos a Ja desecación de la gota y de ninguna manera son -

debidos a una reacción de aglutinación. 

Comparar los resultados obtenidos con el siguiente cuadro: 

Suero antl·Rh Albúmina bovina Factor Rh 
al 22% 

Aglutlnaclón + Aglutinación - + 
Aglutinación - Aglutinación - -

En.Jos casos en que la reacción sea débilmente positiva o dudosa y aún 

negativa, deberá procederse a ensayar con suero específico para las varlan 

tes del factor Rh. 



VARIANTES DEBILES DE Rh 

DETECCION DE SANGRE ou 
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Los glóbulos rojos ou generalmente presentan reacciones negativas con 

sueros tlplflcadores antl-Rh (anti D). Sin embargo, después de exponer­

los a un suero antl-Rh (anti O), dan reaccl6n positiva de Coombs. 

Fundamento: Ver prueba indirecta de Coombs. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Haterlal: 

Antlcoagulante EDTA al 10% (sal dls6dlca) 

Solucl6n de cloruro de sodio al 0.85% 

Suero comercial antl-Rh (anti-O) 
Suero de Coombs 

Tubos de ensaye de 13X100 rmi 

Tubos de ensaye de IOX75 rmi 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Apllcadores de Plástico 
Gradl 1 Jas para tubos 

Haterlal BiolÓglco: 

~: 

Sangre venosa con antlcoagulante 

Baño de lncubac16n a 37ºC 
Centrífuga 
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METODOLOGIA 

1. Preparar una suspensión de glóbulos rojos al 2% del problema, la­

vados previamente en solución salina. 

2. Poner en un tubo de ensaye de 10X75 rrrn 2 gotas de la suspensión -

de glóbulos rojos. 

3, Anadir una gota de suero h1.111ano antl·Rh (anti O) y mezclar bien. 

4. Incubar el tubo a 37ºC en bano maría por 15 minutos. 

s. Lavar tres veces los eritrocitos con solución salina y luego de -

escurrir bien en el último lavado resuspenderlos en la solución salina -

remanente. 

6. Agregar dos gotas del suero de Coombs. Mezclar bien y centrifugar 

a 1,000 rpm durante un minuto o a 3,000 rpm durante 20 segundos. 

7, Desprender suavemente los glóbulos sedimentados y observar si hay 

aglutinación macrosc6plca. 

B. Es conveniente hacer los siguientes controles junto con la prueba: 

a) Control Negativo: Preparar una suspensión de glóbulos rojos Rh 

negativos al 2%, lavados previamente en solución salina. Contl 

nuar con las mismas Indicaciones dadas para los eritrocitos pr.2. 

blema. 

b) Control Positivo: El mismo procedimiento anterior, pero utili­

zando eritrocitos Rh positivo. 



250 

9. SI no se presenta aglutinación en lo5 eritrocitos problema se con­

sideran Rh negativos. La aglutlnacl6n Indica la presencia del factor ou. 

NOTA: Es imprescindible hacer una prueba directa de Coanbs a la sangre 

que se somete a la detección del factor ou para eliminar la posibilidad 

de que los eritrocitos problema se encuentren cubiertos previamente con -

anticuerpos específicos. En caso de que la prueba de Coanbs directa sea 

positiva con los eritrocitos del paciente, la aglutinación encontrada en 

la detección del factor ou se Invalida y deberá considerarse como Rh ne­

gativo. 
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Objetivo: 

1. Efectuar la determinación de las pruebas cruzadas, en medio sal lno, 

en medio con elevado contenido proteico y tratamiento con enzimas, seña 

!ando ventajas y 1 imitaciones de cada una. 

2. Establecer Ja Importancia de las pruebas cruzadas mayor y menor en Ja 

compatibilidad sanguínea. 

Generalidades: El principal objetivo del análisis de grupos sanguíneos 

en un banco de sangre, está dirigido a obtener sangres compatibles para pa­

cientes que requieren una transfusión. (5) 

Existen dos tipos de pruebas cruzadas, que han sido designadas como~ 

yor y menor, de acuerdo a su importancia. En Ja prueba mayor se hace reac­

cionar el suero del receptor con los eritrocitos del donador, o donadores. 

En la prueba menor se hace reaccionar el suero del donador con eritrocitos 

del receptor. Cuando las sangres del donador y del receptor son compatibles, 

ambas pruebas dan un resultado negativo, observándose que ambos Individuos 

tienen el mismo grupo sanguíneo. En caso de que el donador y el receptor -

sean de diferente grupos sanguíneos, pero compatibles, Ja prueba cruzada ~ 

yor será negativa y la menor positiva. La prueba mayor nunca debe omitirse, 

porque es decisiva para la seguridad del receptor. (~5) 

Es recomendable utilizar varios métodos de pruebas cruzadas, para redu­

cir los posibles peligros y facilitar Ja Interpretación. Una prueba cruzada 

completa debe Incluir las siguientes pruebas, para descubrir tanto los anti­

cuerpos completos como los Incompletos y los atípicos. (2) 

1. La prueba en tubo con solución salina a temperatura ambiente, para 

detectar aglutlninas incompletas o bivalentes, como son los anti-A, antl-B 

y las aglutininas frías. 
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2. La prueba anterior, pero incubando a 37ºC, dlseHada para locali­

zar aglutinlnas cal lentes, como son los del sistema Rh. 

J. La prueba en un medio con elevado contenido protélco (usando al­

búmina), para detectar anticuerpos Incompletos del sistema Rh. En esta -

técnica se puede producir el fenómeno de prozona, que se evita empleando 

una centrifugación inmediata. La actividad de algunas aglutininas (por 

ejemplo anti-A y antl-B), puede ser suprimida en un medio con albÜTiina. 

4. Las técnicas de tratamiento de eritrocitos con enzimas tales como 

papaína, ficlna y brome! lna, que son extremadamente sensibles para la lo­

cal lzaclón de varios anticuerpos, como son Jos antl-Rh, antl-Kell, anti­

K 1 dd y otros • 

s. La prueba de la antiglobulina de Coombs indirecta, en solución sa­

lina para detectar Ja mezcla de anticuerpos salinos e Incompletos prese.!! 

tes en el suero y Ja prueba directa para demostrar anticuerpos fijados a 

los eritrocitos 11 ln vlvo11 , como ocurre en nlHos con eritroblastosls fetal, 

o en pacientes con anemia hemolítica adquirida. (a) 

Fundamento: El suero del paciente que requiere una transfusión se 

prueba contra eritrocitos provenientes del donador en la prueba mayor, 

mientras que en la prueba menor, Jos eritrocitos del paciente se prueban 

con suero del donador; ambas pruebas se realizan en medio salino y en un 

medio con elevado contenido protélco, con objeto de detectar tanto anti­

cuerpos completos como anticuerpos Incompletos. La presencia de agluti­

nación o hemól isls en la reacción, Indica que existe lncompatlbll ldad de 

grupos sanguíneo~ entre el paciente y el donador estudiados. 



TECNICA 

REACTIVOS Y HATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Anticoagulante EDTA al 10% (sal dlsódica) 

Solucón de cloruro de sodio al 0.85% 

Albúmina bovina al 30% o al 2~% 

Tubos de ensaye de 13 X 100 nm 

Tubos de ensaye de 10 X 75 11111 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Aplicadores de madera 

Gradilla para tubos 

Material Biolágico: 

Equipo: 

Sangre venosa del receptor con anticoagulante 

Sangre venosa del donador con anticoagulante. 

Ba~o de incubación a 37ºC 

Centrffuga 

253 

.. 



PRUEBAS CRUZADAS EN MEDIO SALINO 

METODOLOG IA 
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1. Ya obtenidas las muestras de sangre con antlcoagulante, tanto del 

receptor como del donador, se colocan en tubos de ensaye de 13XIOO 11111, se 

centrifugan y se separa el plasma colocándolo·en tubos de 10X75 1!111 debld,! 

mente etiquetados para su identificación. 

2. Lavar los eritrocitos con solución de NaCI al 0.85% y preparar con 

ellos suspensiones al 4-5% en solución salina isotónica. 

3. Para efectuar la "prueba mayor11
, marcar con un tubo de 10X75 rm1 con 

"SR/E011 (suero del receptor/ eritrocitos del donador); depositar en él • 

una gota del suero del receptor y aíladir una gota de la suspensión de erl­

troci tos del donador. 

4. Para'la "prueba menor" marcar otro tubo de 10X7511111 con. 11SD/ER11 

(suero del donador/ eritrocitos de receptor); depositar en él una gota -

del suero del donador y aíladlr una gota de la suspensión de eritrocitos 

del receptor. 

S. Mezclar el contenido de cada tubo y centrifugar irrnedlatamente a 

1,000 rpm durante un minuto, o a 3,400 rpm durante 30 segundos. 

6. Remover suavemente los eritrocitos del sedimento y observar si se 

ha producido la aglutinación macroscópica. 

]. Si la prueba mayor muestra aglutinación, las sangres son incompa­

tibles; en caso de obtener resultados negativos o dudosos incubar de 50 a 

60 minutos en baílo marra a 37ºC y real izar la prueba de Coombs con los erl 

trocitos. Esta prueba se describe mas adelante. 



PRUEBAS CRUZADAS EN MEDI0°CON ELEVADO 

CONTENIDO PROTEICO 

HETODOLOGIA 
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1. Marcar dos tubos de ensaye de IOX75 nvn con "albúmina" y "sin alb-º. 

mlna''y depositar en cada uno de ellos dos gota del suero del receptor. 

2. Añadir a cada tubo, mediante un apllcador de madera o con una pi­

peta Pasteur, una pequeña cantidad de sangre total del donador, suficien­

te para dar una concentración final en la mezcla de aproximadamente 2-4% 
de eritrocitos. 

3, Agregar al tubo marcado con albúmina, dos gotas de albúmina bovina 

al 30%. 

4. Mezclar perfectamente el cor1tenido de los tubos e irvnedlatamente 

centrifugar a 1,000 rpm durante 1 minuto, o a 3,400 rpm por 30 segundos. 

5, Remover suavemente el sedimento de eritrocitos y observar si ha -

ocurrido aglutinación macroscópica. SI la reacción es positiva, las san­

gres son lncomp~tibles por la presencia de anticuerpos incompletos; en ca­

so de obtener una aglutinación dudosa o negativa, resuspender Jos eritro­

citos e incubar los tubos durante 10 minutos en baño de lncub. a 37ºC. 

PRUEBAS CRUZADAS UTILIZANDO ERITROCITOS TRATADOS 

CON BROMELINA Y FICINA 

Fundamento: El tratamiento de los eritrocitos con enzimas tales cano 

la flcina o bromellna, reducen las cargas de la superficie de la membrana 

por acción sobre el ácido N-acetll neuramfnlco (ácido slállco), permitien­

do así una reacción antígeno-anticuerpo. Así también, algunos antígenos 

celulares pueden ser más accesibles a los anticuerpos del suero si el ácido 

siállco se elimina antes. 



TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Antlcoagulante EDTA al 10% (sal dlsódlca) 

Solución de cloruro de sodio al 0.85% 

Solución de Bromellna 

Solución de Ficlna 

Tubos de ensaye de 13X100 l1lll 

Tubos de ensaye de IOX75 rmi 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Aplicadores de madera 

Gradillas para tubos 

Material Biológico: 

~: 

Sangre venosa del receptor con anticoagulante 

Sangre venosa del donador con antlcoagulante 

Baño de incubación a 37ºC 

Centrífuga 

HETODOLOGIA 

l. Detección de anticuerpos sérlcos: 
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l. Ya obtenidas las muestras de sangre con anticoagulante, tanto del 

receptor como del donador, se colocan en tubos de ensaye de 13Xl00 nvn, se 

centrifugan y se separa el plasma colocándolo en tubos de 10X75 nvn. 

2. Lavar los eritrocitos con solución salina isotónica y preparar con 

ellos suspensiones al 4-5% en solución salina. 
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3. Colocar en un tubo de 10X75 mrn 2 gotas del suero del receptor, 

gota de la suspensión de eritrocitos al 4-5% del donador y 1 gota de la 

solución de bromelina. 

4. Mezclar suavemente y dejar reposar 15 minutos a temperatura ambien 

te. 

5. Pasado el tiempo de reposo, centrifugar a 1,000 rpm durante 1 mi­

nuto o a 3,400 durante 30 segundos. 

6. Remover suavemente los eritrocitos del sedimento y observar si se 

ha producido la aglutinación macroscópica y nos indica la presencia de an­

ticuerpos en el suero del receptor contra los eritrocitos del donador por 

lo tanto las sangres son incompatibles. 

7. Repetir la prueba utilizando suero del donador y eritrocitos del 

receptor. 

JI. Detección de autoantlcuerpos: 

1. Con la muestra de sangre que se va a estudiar, preparar una suspe!!_ 

sión de eritrocitos al 2% en su propio suero. 

2. Colocar en un tubo de 10X75 mm 2 gotas de la anterior suspensión -

de eritrocitos y 1 gota de la solución de bromelina. 

3. Mezclar suave y perfectamente y dejar en reposo el tubo durante 15 

minutos a temperatura ambiente. 

4. Posteriormente centrifugar a 1,000 rpm durante 1 minuto o a 3,400 

rpm por 30 segundos. 
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s. Remover suavemente los eritrocitos del sedimento y observar si se ha 

producido aglutinación macroscópica, lo que indica la presencia de autoantl­

cuerpos en la sangre que se está estudiando. 

111. Pruebas cruzadas con solución de ficlna: 

t. Preparar suspensiones al 3% de eritrocitos en solución salina tanto 

de la muestra de sangre del receptor como del donador. 

2. Colocar en un tubo de IOX75 mm una gota de solución de flclna, una 

gota de la suspensión al 3% en solución salina de eritrocitos lavados, del 

donador. 

3. Mezclar perfectamente e incubar en baño maría a 37ºC durante 15 mi­

nutos. 

5. Después de la Incubación, lavar la mezcla con solución salina lsot.§. 

nica y resuspender los eritrocitos en una gota de solución salina y adicio­

nar una gota del suero del receptor. 

5, Mezclar y centrifugar a t ,000 rpm durante 1 minuto o a 3,400 rpm d_!! 

rante 30 segundos. 

6. Remover suavemente los eritrocitos del sedlmlento y observar si se 

ha producido aglutinación macroscópica lo que indica la incompatibilidad de 

las muestras de sangre. 

7. Repetir la prueba utilizando suero del donador y eritrocitos del re 

ceptor. 



Objetivo: 

PRUEBA DE LA ANTIGLOBULJNA DE 

COOHBS 
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1. Realizar las pruebas directa e indirecta de Coombs y establecer 

las ventajas y limitaciones de ambas pruebas. 

2. Evaluar Ja Importancia de Ja prueba de Coombs en la detección del 

factor Rh. 

Generalidades: En algunos sueros en que es notorio el fenómeno de zo­

na, cierta proporción del total de anticuerpos reacciona, al parecer, con 

los antígenos correspondientes de una forma· anómala: el anticuerpo unido -

no solo es Incapaz de producir la aglutinación, sino que la Inhibe en for­

ma activa, ccmo se muestra mezclando las partículas a una dilución de antl 

suero que de otra forma implicaría una reacción de aglutinación rápida. E~ 

tas moléculas de Ac inhibi torlas se denominan anticuerpos "Incompletos" o 

"bloqueantes". Coombs Ideó un método ingenioso para detectar Jos anticue.r. 

pos bloqueantes o Incompletos, llamado prueba de Coombs o de antlglobullna. 

Se basa en el hecho de que Ja molécula de anticuerpo se une simultáneamen­

te a un antígeno situado sobre Ja superficie del hematíe, como el Ac, está 

constituido por gamma globullna humana, si a los eritrocitos recubiertos -

por él, les adicionamos un suero antl-ga11111a globulina h1.111ana 1 el eritroci­

to actuará unlcamente cano soporte mecánico y se llevará a cabo la agluti­

nación porque reaccionará la gama globullna que Jo recubre y el suero anti­

gama globullna humana. El suero anti-gama globulina humana usado en esta -

prueba se prepara Inyectando globullna humana en conejos y recibe el nombre 

de antiglobullna de Coombs. (J,2) 

Los eritrocitos que se están estudla~do con esta prueba deben ser laV!!_ 

dos cuidadosamente para evitar que cualquier traza de suero del paciente P.!:!. 

diera neutralizar a la antl-globullna de Coombs dando por lo tanto reaccio­

nes nega t 1 vas • 
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La prueba de Coombs puede efectuarse de dos formas: la prueba di recta 

y Ja prueba indirecta. La primera se emplea para detectar los anticuerpos 

incooipletos adheridos a Jos eritrocitos "In vivo" como ocurre en nlnos con 

eritroblastosls fetal o en pacientes con anemia hemolítica adquirida. La 

prueba indirecta se uti 1 iza para detectar los anticuerpos Incompletos pre­

sentes en el suero del paciente y en consecuencia, es útil para estudiar -

las reacciones hemolíticas dentro de un mismo grupo¡ este tipo de reaccio­

nes se lleva a cabo en las mujeres Rh (-), embarazadas cuando el padre es 

Rh (+) y existe la posibl lldad de que ocurra la sensibilización de la madre. 
p,,11) 

Además de su utilidad en el estudio de los anticuerpos anti-Rh, la -

prueba de Coanbs sirve para demostrar los sistemas de grupos sanguíneos -

Kel J, Kidd y Duffy y es Importante en el estudio de las anemias hemolíticas, 

en Ja neumonía atípica primaria, en algunos casos de favlsmo y hasta en la 

anemia hemolítica bacteriana y en la producida por drogas, siempre que la -

sangre se examine en el momento de acceso hemolítico. (1) 

PRUEBA DE COOMBS DIRECTA 

Fundamento: Para poner. en evidencia la existencia de anticuerpos adhe­

ridos a Jos glóbulos rojos, sólo es necesario agregar a la suspensión de erl 

trocitos lavados la antl-globulina de Coanbs y ocurre la aglutinación. 

TECHICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Anticoagulante EDTA al 10% (sal dlsódlca) 

Solución de cloruro de sodio al 0.85% 

Suero de Comnbs 



Material: 

Tubos de ensaye de 13X100 mm 

Tubos de ensaye de IOX75 mm 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Gradilla para tubos 

Material Bioláglco: 

Sangre venosa con antlcoagulante 

~: 

Centrífuga 

Baño de incubación a 37ºC 

HETODOLOGIA 
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1. Lavar 4 veces (por lo menos) los eritrocitos del paciente con so· 

lución salina isotónica para eliminar cualquier traza de suero que pudie­

ra Interferir en la prueba y dar resultados falsos negativos. Preparar -

una suspensión de estos eritrocitos al 2% en solución salina Isotónica. 

2. Depositar en un tubo de 10X75 mm una gota de la suspens1on ante­

rior y una gota del suero de Coanbs (antiglobulina humana). 

3. Mezclar cuidadosa y perfectamente el contenido del tubo y centrlfu 

gar Inmediatamente a 1,000 rpm durante 1 minuto o bien a 3,400 rpm durante 

30 segundos. 

4. Observar si se produjo aglutinación removiendo suavemente el con­

tenido del tubo. 

5. Es muy conveniente hacer la reacción al mismo tiempo con testigos 

constituidos por: 
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a) Una gota de eritrocitos del paciente, lavados y ajusta­

dos al 2%, que se mezclará con una gota del suero de Coombs; ser 

virá para detectar una algutlnaclón lnespecífica. 

b) Una gota de eritrocitos normales, lavados y ajustados -

al 2%, que se mezclará con una gota de suero de Coombs; servirá 

cano testigo negativo. 

c) Una gota de eritrocitos sensibilizados que servirá como 

testigo positivo. Este testigo puede prepararse aftadiendo a una 

gota de una suspensión de eritrocitos Rh (+), lavados y ajustados 

al 2%, una gota de suero antl-Rh, diluido 1:16 e Incubado a 37ºC 

durante 15 minutos; centrifugar y lavar cuatro veces con solución 

salina isotónica y preparar una suspensión al 2%. Una gota de -

esta suspensión, se mezcla con una gota de suero de Coanbs. 

6. La aglutinación de los eritrocitos del paciente, Indica que e!_ 

tán recubiertos de anticuerpos. 
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PRUEBA DE COOMBS INDIRECTA 

Fundamento: Para detectar los anticuerpos Incompletos presentes en el 

suero del paciente, se hace reaccionar este suero con glóbulos rojos cono­

cidos, los cuales son lavados posteriormente y se les adiciona el suero de 

Coombs, que reaccionará con los anticuerpos adsorbidos a los eritrocitos -

dando la aglutinación. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

Antlcoagulante EDTA al 10% (s~I disódica) 

Solución de cloruro de sodio al 0.85% 

Suero de Coombs 

Tubos de ensaye de 13X100 nrn 

Tubos de ensaye de 10X75 mm 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Grad i 1 las para tubos 

Material Biolégico: 

Equieo: 

Sangre venosa con antlcoagulante 

Baño de Incubación a 37ºC 

Centrífuga 
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METODOLOGIA 

l. Para esta prueba se utl fizan glóbulos rojos conteniendo el agluti· 

nógeno cuyos anticuerpos se vayan a investigar. Preparar una suspensión -

de estos eritrocitos, al 2% en solución salina Isotónica. 

Para realizar Ja prueba mayor (pruebas cruzadas empleando antiglobul_!, 

na de CoQTibs), se uti !Izarán los eritrocitos del donador, preparando una -

suspensión al 2%. 

2. En un tubo de ensaye de IOX75 rml adicionar 3 gotas de la suspensión 

anterior. 

3. Adicionar 3 gotas del suero problema (en el que se están investiga!!. 

do los anticuerpos, suero del paciente). Para la prueba cruzada mayor usar 

el suero del receptor. Mezclar perfecta y cuidadosamente y centrifugar a -

1 ,000 rpm durante un minuto o bien a 3,400 rpm durante 30 segundos. 

La centrifugación Inmediata puede poner de manifiesto a los anticuer­

pos que de otra manera producirían fenómeno de zona. 

4. Remover suavemente el contenido del tubo y observar sí hay aglutin!!_ 

ción, lo que indicaría la presencia de anticuerpos completos. sr la reac­

ción de aglutinación es negativa, débi 1 o dudosa, incubar el tubo a 37ºC de 

30 a 60 minutos. 

s. Centrifugar a 1 ,000 rpm durante un minuto, o bien, a J,400 rpm du­

rante 30 segundos. 

6. Remover suavemente el contenido del tubo, si hay aglutinación Indi­

ca la presencia de anticuerpos completos. SI no existe aglutinación o es -

dudosa lavar los eritrocitos, mínimo 4 veces con solución salina isotónica; 

escurrir la mayor cantidad posible de solución salina del último lavado y 

resuspender los glóbulos rojos en la gota que quede. 
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7. Adicionar una gota del suero de Coombs. Centrifugar a 1,000 rpm 

durante un minuto o bien a 3,400 rpm durante 30 segundos. 

8. Remover suavemente el contenido del tubo y observar si hay aglu­

tl nac Ión. 

En las pruebas de compatibilidad sanguínea, es necesario Incluir un 

testigo con los eritrocitos del receptor y el suero del mismo, para detec­

tar aglutinlnas lnespecíficas. 

9. La aglutinación de los eritrocitos en la prueba Indica la presen­

cia de anticuerpos incompletos en el suero del paciente. 
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TITULACION DE HEMOLISINAS Y AGLUTININAS 

Objetivo: 

l. Realizar la técnica de la titulación de hemolisinas y aglutininas 

en un suero problema. 

2. Interpretar los resultados obtenidos y establecer su utilidad. 

Generalidades: Los antfgenos de los hematfes son estructuras qufmlcas 

que proporcionan propiedades especfficas a su superficie y que hasta ahora 

sólo pueden detectarse por la reactivldad de los hematfes con ·anticuerpos 

que corresponden a estos antTgenos (anticuerpos homólogos). La mayoría de 

estas reacciones antfgeno-antlcuerpo Implican la aglutinación de los eri­

trocitos, por eso, los anticuerpos se suelen denominar hemaglutininas y los 

antígenos, hemaglutln6genos.(2) 

Se suele dlstlngui r entre las aglutinlnas "naturales" y las "Inmunes"; 

las primeras se refieren a las aglutinlnas que se presentan sin causa con2 

cida, como en la transfusión sangufnea o en la inyección de otras sustan­

cias antigénicas que provoquen la formación de anticuerpos. Las lsoaglutl 

ni nas inmunes resultan de una inmunización deliberada o no (lsoinmunlzación), 

tal como puede producirse por la transfusión de sangre o por la entrada de 

hematfes fetales en la circulación materna. Algunos hemoantlcuerpos en pr! 

sencla de complemento hemollzan los glóbulos rojos y por tanto se llaman -

hemolislnas. En Ja mayorfa de los casos, las hemollslnas se producen des­

pués de una Inmunización conocida con hemoantTgeno. (~,3) 

GRUPO HEHOLISINAS y AGLUTININAS 

o Anti A Anti B 

A - Anti B 

B Anti A -
AB - -
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Fundamento: Las hernollsinas al estar en presencia del antfgeno que 

estlmul6 su formación y del complemento desencadenan una reacc16n que -

causa la lisis de los eritrocitos. Este fen6meno es el resultado de Ja 

accl6n enzimática del complemento, el cual es activado por la unl6n del 

antfgeno y del anticuerpo especfflco; el complemento activado va a pro­

ducir cambios en la permehabllldad de la membrana del eritrocito y al 

cambiar las propiedades osmóticas de ésta, penetran los l(quldos y se -

produce el estallamlento de los eritrocitos (hemóllsls). 



TECNICA 

REACTIVOS Y HATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

~: 

Solución de cloruro de sodio al 0.85% 

Suspensión de glóbulos rojos (A, B ó AB) al 4% en 

solución sal lna 

Suero problema (A, B ú O) 

Tubos de ensaye de 13X100 nwn 

Tubos de ensaye de 10X75 nwn 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Pipetas graduadas de 1 mi 

Pipetas graduadas de 0.1 mi 

Gradillas para tubos 

Bafto de Incubación a 37ºC 

CentrTfuga 

HETODOLOGIA 
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1. Rotular once tubos de ensaye de 10X75 nwn con las diluciones 1:1, 

1:2, ... , hasta 1:1024. 

2. Del tubo No. 2 en adelante adicionarles O. 1 mi de solución sali­

na Isotónica. 

3, Poner O. 1 mi del suero con los anticuerpos por titular en los tu­

bos 1 y 2. 
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4, Mezclar con la misma pipeta de O. 1 mi el suero con la solución sa-

1 lna cuidando de no formar esplllla. Del tubo No. 2, transferir 0.1 mi de -

esta mezcla al tubo No. 3, mezclar y transferir 0.1 mi al tubo·No. 4 y así 

sucesivamente hasta el tubo No. 11 del cual después de mezclar se des'echa 
0.1 mi. 

5, Se agrega a cada tubo 2 gotas de la suspensión de eritrocitos al -

4%. El grupo de los eritrocitos dependerá del anticuerpo en titulación. 

6. Incubar los tubos en baño maría a 37ºC durante una hora. 

7. Centrifugar los tubos a 3,500 rpm durante 15 segundos. 

8. Observar si se produjo aglutinación y/o hemóllsls. Reportar el tf 

tu lo de la dilución en la cual todavía se presenta hemóllsts. 

VALORES DE REFERENCIA 

No debe presentarse hemóllsls en diluciones mayores a 1:64. 
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CAPITULO VI 

CITOQUIMICA 
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C 1TOQU1H1 CA 27 3 

Objetivo: 

l. Apl lcar técnicas de tlnclón para la diferenciación de algunos tipos 

de leucemias. 

2. Señalar la Importancia clínica de dichas técncias. 

Generalidades: Considerando a las leucemias como "padecimiento" proli­

ferativo maligno de la médula ósea hematopoyética,cualqulera de las células 

que normalmente se originan en ella pueden en un momento dado dar un cuadro 

leucémico; es decir, la aparición de formas inmaduras que normalmente no es 

tan en la sangre circulante, como consecuencia de un aumento de éstas en la 

médula ósea. l I, 2) 

De acuerdo a un criterio puramente morfológico las leucemias inicial­

mente se clasifican en: agudas cuando tienen más del 10% de blastos en la 

sangre periférica y/o médula ósea; crónica cuando tienen menos del 10% de 

blastos en la sangre periférica y/o la médula ósea. 

Los procedimientos de coloración citoquímlca han sido bien estableci­

dos como auxiliares en la identificación de los diversos tipos celulares de 

leucemia aguda, así como para la demostración de deficiencias enzimáticas -

en la leucemia granulocítlca crónica. l3) 

Fundamento: La demostración de ciertas enzimas y constituyentes quiíml 

cos de las células que los caracterizan, se ponen en evidencia con diversas 

reacciones. 



Clasificación cltomorfológica de las Leucemias por el cOC11lté 

Franco Americano Británico (FAB) 

Llnfoblástlcas 

H 1 e lob lástica 

L1 

L2 

L3 

AGUDAS 

MI Hieloblástica 

M2 Hleloblástica 

con maduración • 

H3 Promlelocítica 

M4 Mlelomonablástica 

M5 Monoblástlca 

H6 Erltroleucemia 

REACCION DE SUDAN NEGRO B 

CRONICAS 

Ll nfocf ti ca 

Hlelocítlca o 

Gra.111locft lea 
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Fundamento: El Sudañ Negro B tiñe diversos ITpldos Incluyendo gra­

sas neutras y en particular fosfolípldos. Los vapores de fonnaldehído fi­

jan las grasas y fosfol Tpidos los que al contactar con el colorante, toman 

un color azul-negro que contrasta con el colorante de Wrlght usado para la 

contratinclón. l3) 
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REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Haterlal: 

~: 

Sol. de formaldehfdo al 37% 
Sol. de Sudán Negro B. Sol, de trabajo 

Sol. Amortiguadora (fenol-etanol-fosfatos) 

Colorante de Wrlght 

Portaobjetos con extensiones sanguíneas o de médula ósea, 

Soporte de vidrio para portaobjetos 

Vasos de Cop 11 n 

Cajas Petri 

Papel secante 

Microscopio 

Aceite de lrvnerslón 

HETODOLOGIA 

1. Fijar las preparaciones con vapor.es de sol, de formaldehtdo al 

37% durante 10 mln. Esto se hace poniendo las extensiones secas en una 

caja de Petri cerrada que contenga una pequena cantidad de fonnol al 37% 
Se ponen los portaobjetos sobre unos puentes de vidrio para Impedir su 

contacto directo con la sol. de formol. 

2. En un vaso de Coplin que contiene la sol. de trabajo de Sudán 

Negro B, sll!lerglr las preparaciones fijadas durante 60 mln. 
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3. Lavar con etanol al 70% por 2-3 mln. Lavar con agua corriente 

durante 30 seg. 

4. Contrate~ir con colorante de Wrlght. 

s. Sacar al aire y examinar el microscopio. 

NOTA: No montar con resina sintética pues generalmente está rebajada con 

xi lol, solvente de las grasa·s, 

INTERPRETACION: Esta reacción es de gran utilidad y especificidad en la -

Identificación de la leucemia aguda mlelolilástlca. En forma típica los -

elementos granulocltarlos, desde mleloblastos hasta pollségmentados (In­

cluyendo basófilos y eoslnófllos presentan granulacl6n gruesa color azul­

negro en su citoplasma. Esta granulación es más Importante constituyendo 

Ja posltlvldad de esta reacción. Desafortunadamente un 10t de estas leu· 

cemlas dan reacción positiva. Los monocltos pueden ser débll11ente posltl 

vos y en fonna de granulación fina 

REACC 1 ON DE PAS-SCH 1 FF 

Fundamento: El ácido peryódlco reacciona con los grupos gllcol 1 y 

2 que existen en cada residuo de glucosa, lo que constituye la molécula de 

glucógeno, transformando las cadenas pollsacárldas en cadenas pollaldehídl 

cas que reaccionan con el reactivo de Schlff (leucofucslna) para formar un 

complejo color púrpura que puede ser Identificado facll111e11te por mlcrosco­

pfa de luz. El metablsulflto de sodio elimina el exceso del reactivo de -

Schlff y favorece la coloración adventicia por oxidación al aire de la leu 

cofucslna absorbida. La hematoxilina se usa para teftlr el resto de lacé-

1u1 a, lo que fac 111 ta su 1 den ti f 1 cae Ión. ( ,,.~) 



TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

Material: 

~: 

Solución de formallna alcohólica 

Solución de ácido pery6dlco 

Reactivos de Schlff 

Hematoxilina, comercial 

Portaobjetos con extensiones sanguíneas o de médula 

ósea. 

Soporte de vidrio para portaobjetos 

Vasos de copl In 

Papel secante 

Hlcroscoplo 

Ace 1 te de 1 nmers l ón 

HETODOLOGIA 
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1. Fijar la preparación con solución de formallna alcoh6llca durante 

30 seg. Lavar con agua 15 min. corriente y secar. 

z. Agregar a la preparación solución de ácido peryódlco por 10 mln. 
(PAS). Lavar con agua y secar. 

3, Adicionar el reactivo de Schlff por 3S mln. Lavar con agua 5 minu­
tos y secar. 
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4. Agregar hematoxilina por 15 mln. Lavar con agua corriente 5 mln. 
secar y observar al microscopio por Inmersión. 

1 nterpretaclón: 

Esta reacción pone de manifiesto glucógeno, glucoprotefnas y algunos 

mucopollsacárldos. El glucógeno fijado en la célula se observa como un -
sedimento granuloso aterronado, localizándose exclusivamente en el cito-­

plasma de las células; su concentración aumenta a medida que la célula 111! 
dura. En la leucemia llnfoblástlca aguda los blastos presentan una lmpo!. 

tante cantidad de gránulos de color rojo (glucógeno), 'tamatlo y forma Irre­

gulares en cuanto mayor sea la maduración de la célula. Los elementos mi!, 

loldes y monocitoldes adultos son positivos. Algunos monoblastos pueden -

presentar posltlvldad a esta reacción. Es positiva franca en la eritrole.!:!. 

cemla. 
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CAPITULO VII 

APENDICE 



REACTIVOS 

l. SOLUCIOH DE EDTA AL 10% 

EDTA sal disódlca 

Agua destilada c.b.p. 

2. SOLUCIOH DE DRABKIN 

Bicarbonato de sodio 

Ferrlclanuro de potasio 

Cianuro de potasio 

Agua des ti lada c.b.p. 

Saponi na 

10.0 g 

too.o mi 

1.00 g 

0.20 g 

0.1)5 g 
1000.00 mi 
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Solución diáfana de color amarillo pálido, estable en frasco ámbar a 

temperatura ambiente durante algunos meses. 

3, SOLUCIOH DE HAYEH 

Cloruro de mercurio o.so g 

Cloruro de sodio 1.00 g 

Sulfato de sodio anhidro 5.00 g 

Agua destilada c.b.p. 100.00 mi 

Disolver en el orden indicado. Estable por 2-3 semanas. 

4. SOLUCIOH DE HUEVO AZUL DE HETILENO AL 0.5% 

Nuevo azul de metileno 

Oxalato de potasio 

Cloruro de sodio 

Agua destilada c.b.p. 

Filtrar la solución antes de usarla. 

o.so g 

1.40 9 

o.so 9 

100.00 ml 



S. SOLUCION DE AZUL DE CRESIL BRILLANTE AL 1% 

Azul de cresil brillante 

Solución salina al 0.85% c.b.p. 

6. SOLUCION DE TURK 

Acido acético glacial 

Solución acuosa de violeta de genciana al 1% 
Agua destilada c.b.p. 

Filtrar la solución antes de usarla. 

7. SOLUCION DE SULFATO DE KAGNESIO AL 14% 

Sulfato de magnesio 

Agua des ti lada c. b. p. 

8. SOLUCION DE ALCOHOL ETILICO AL 70% 

Alcohol etílico absoluto 

Agua des ti lada c.b.p. 

9. SOLUCIOH DILUYENTE DE PLAQUETAS 

Citrato de sodio 

Fonnaldehído al 40% 

Azul de cresll brillante 

Agua destilada c.b.p. 

1.0 g 

100.0 mi 

2.0 mi 

1.0 ml 

100.0 ml 

14.0 g 

100.0 ml 

70.0 mi 

100.0 mi 

3.80 g 

0.20 mi 

0.10 g 

100.00 ml 

Guardar la solución en refrigeracl6n. Filtrar antes de usarla. 

10. SOLUCION DE OXALATO DE AMONIO AL 1% 

Oxalato de amonio 

Agua destilada c.b.p. 

11. SOLUCION DE HETABISULFITO DE SODIO AL 2% 

Metablsulflto de sodio 

Agua destilada c.b.p. 

Debe prepararse diariamente. 

1.0 9 

100.o·m1 

2.0 g 

100.0 mi 
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12. SOLUCION DE CLORURO DE SODIO AL 0.85% 

Cloruro de sodio 

Agua destilada c.b.p. 

0.85 g 

100.00 mi 
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13. SOLUCION DE CLORURO DE SODIO AL 1% AMORTIGUADA A pH 7,4 CON FOSFATOS 

Cloruro de sodio 180.00 g 

Fosfato dis6dlco 27.31 g 

Fosfato monos6d 1 co 4. 86 g 

Agua destilada c.b.p. 20DO.OO mi 

Solución de trabajo al 1%: dflulr la solucl6n 1:10 con so1ucl6n sall 

na lsot6nica. 

14. SOLUCION DE CITRATO DE SODIO AL 3.8% 

Citrato de sodio 

Agua destilada c.b.p. 

15. SOLUCION DE CLORURO DE SODIO AL 0.9% 

Cloruro de sodio 

Agua destilada c.b.p. 

16. SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO 0.083 N 

Hidróxido de sodio 

Agua destilada c.b.p. 

3.80 g 

100.00 mi 

0.90 g 

100.0D mi 

3.32 g 

lOD0.00 mi 

17. SDLUCION DE SULFATO DE AMONIO SATURADA Y ACIDIFICADA CON HCJ 

REACTIVO PRECIPITANTE 

Sulfato de amonio 

Agua des t 1 lada 
350.0 g· 
500.0 mi 

Filtrar y diluir 400 mi del filtrado con 400 mi de agua destilada. Adl­

c lonar. 

Acldo clorhídrico 10 N (ajustar el pH a 7) 

Este reactivo es estable lndefl.nldamente en frasco de polletlleno a -

temperatura ambiente. 



18. SOLUCION DE EDTA AL 0.3% 

EDTA sal disódlca 

Agua destilada c.b.p. 

19. REACTIVO DE BENCIDINA 

Bencldlna 

Acldo acético glacial 

Agua destilada c.b.p. 

20. SOLUCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO AL 1% 

Peróxido de hidrógeno al 30% 

Agua des ti lada c.b.p. 

21. SOLUCION DE ACIDO ACETIDO AL 10% 

Acldo acético glacial 

Agua destilada c.b.p. 

0.30 g 

100.00 mi 

1.0 g 

90.0 mi 

100.0 mi 

3.30 mi 

100.00 mi 

to.o mi 

100.0 ml 

22. SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS-EDTA-AC. BORICO (TEB) pH 8.4 
Tris (hidroxlmetl 1) amlnometano 10.20 g 

Acldo etilendiamlnotetracétlco sal dlsó'dica 

Acido bórico 

Agua destilada c.b.p. 

0.60 g 

3.20 g 

1000.00 ml 

23. REACTIVO HEMOLIZANTE (EDTA sal disódica cianuro de potasio) 

EDTA sal dlsódlca 

Cianuro de potasio 
Agua destilada c.b.p. 

24. SOLUCION COLORANTE DE PONCEAU S AL 0.5% 

Colorante de Ponceau S 
Acldo trlcloroacétlco 

Agua destilada c.b.p. 

25. SOLUCION DE ACIDO ACETICO AL 5% 

Acldo acético glacial 

Agua destilada c.b.p. 

2.50 g 

o.os g 

100.00 mi 

o.so g 

5.00 g 

100.00 mi 

5.0 mi 

100.0 mi 
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26. SOLUCION METANOLICA DE ACIDO ACETICO AL 30% 

Acldo acético glacial 

Alcohol metfl ico abr.oluto 

27. SOLUCION ACUOSA DE CIANURO DE POTASIO AL 3% 

Cianuro de potasio 

Agua destilada c.b.p. 

28. SOLUCION DE BATOFENANTROLINA SULFONATADA AL 0.64% 

Batofenantrollna 

Acido clorosulfónico libre de hierro 

Calentar por 30 segundos. Enfriar y agregar: 

30.0 mi 

]O.O mi 

3.0 g 

100.0 mi 

100.0 mg 

0.5 mi 

Agua des Ionizada 10.0 mi 

285 

Calentar en baño de agua con agitación. Diluir 3 mi del reactivo a 

100.0 mi con solución de acetato de sodio al 45%. Fiitrar si es ne­

cesario. Guardar en feo. ámbar. Estable por varios meses. 

29. SOLUCION AMORTIGUADORA DE GLICINA-HCI pH 1.9 
Glicina 

Agua destilada (libre de Fe) 

Ajustar el pH a 1.9 ±. 0.02 con HCI IN 

Agua destilada c.b.p. 

30. SOLUCION DE ACIDO ASCORBICO AL 0.5% 

Acldo ascórblco 

Agua des ti lada c.b.p. ( 1 ibre de Fe) 

0.75 g 

30.00 mi 

50.00 mi 

SO.O mg 

10.0 mi 

31. SOLUCION DE TRABAJO: AC. ASCORDICO AL 0.5% - AMORTIGUADOR GLICINA-HCI 

1 volumen de amortiguador de glicina - HCl 

2 volúmenes de sol. de ác. ascórblco al 0.5% 

32. SOLUCION DE HIERRO 150 ug/dl 

Hierro G.R. 150.0 mg 
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Disolver en ácido sulfúrico !.ON El H2so4 deberá estar en exceso. 

Agua destilada c.b.p. 1000.0 ml 

33. SOLUCION DE HIERRO 300 ug/dl 

Igual que la anterior, pero usando 300 mg de Hierro G.R. 

34. SOLUCION DE SACAROSA 

SACAROSA 

Barbital de sodio 

Agua destilada c.b.p. 

Ajustar el pH a 7.3 - 7.4 con HCl 

Esta solución es estable por varios meses a 4ºC 

Para la SOLUCION'DE TRABAJO 

Solución de Sacarosa 

Agua des ti lada c.b.p. 

35. SOLUCION DE HIDROXIDO DE AMONIO 0.01 H 

Hidróxido de amonio 

Agua des ti lada c.b.p. 

36. SOLUCION DE CLORURO DE SODIO O. 15 H 
Cloruro de sodio 

Agua destilada c.b.p. 

37. SOLUCION DE CLORURO DE MAGNESIO 0.05 H 
Cloruro de magnesio 

Agua destilada c.b.p. 

38. SOLUCION DE ACIDO CLORHIDRICO O. 15 N 
Acldo clorhfdrlco 

Agua destilada c.b.p. 

486.00 g 

s.10 g 

1000.00 mi 

20.0 mi 

100.0 ml 

0.35 g 

1000.00 mi 

8.70 9 

1000.00 mi 

4.75 g 

1000.00 ml 

12.90 mi 

1000.00 mi 

39. AZUL DE PRUS 1 A ( SOLUC 1 OH DE FERROC 1 AMURO DE POTAS 1 O) 
Ferrocianuro de potasio 1.0 g 

Acldo clorh1drlco 1.0 1111 
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Agua destilada (1 lbre de Fe) c.b.p. 100.0 mi 

40. SOLUCION DE OXALATO DE SODIO O. lH 

Oxalato de sodio 13.40 g 
Agua destl lada c.b.p. 1000.00 mi 

Guardar en refrigeración 

41. SOLUCION. DE CLORURO DE CALCIO 0.0125 H 

Cloruro de calcio 1.38 9 
Agua destilada c.b.p. 1000.00 mi 

42. SOLUCION DE CLORURO DE CALCIO 0.02 H 

Cloruro de calcio 2.22 9 
Agua destilada c.b.p. 1000.00 mi 

43. SOLUCION AHORTIGUADORA DE VERONAL DE OWREN pH 7.35 
Dletll barbiturato de sodio 11. 75 g 

Cloruro de sodio 14.67 g 

Disolver en agua destilada 500.00 mi 

Acldo clorhídrico O. 1 N 400.00 mi 
Agua destilada c.b.p. 2000.00 mi 

44. SOLUCION DE ALCOHOL ETILICO AL 50% 
Etanol absoluto 52.0 ml 
Agua destilada c.b.p. 100.0 mi 

45. SOLUCION DE CLORURO DE CALCIO 0.05 H 

Cloruro de calcio 5.55 g 
Agua destilada c.b.p. 1000.00 mi 

46. SOLUCION DE ACIDO ACETICO AL 1% 
Acido acético glacial 1.0 mi 
Agua destilada c.b.p. 100.0 mi 

47. SOLUCION AMORTIGUADORA DE VERONAL (OWREN-KOLLER) pH 7.4 

Igual que Ja solución 43, pero ajustando el pH a 7.4 con HCI 0.1 N 



48. SOLUCION DE CLORHIDRATO DE PROTAHINA AL 1.4% 

Clorhidrato de protamlna 
Esteres de p-oxlbenzólcos 

Agua destilada c.b.p. 

1,40 g 

0.09 

100.00 mi 

Nota: existe en el mercado ampolletas con 5 mi de esta sol. 

49, SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS pH 6.5 

Tris (hldroxi metil) amino metano 

Ajustar pH con HCI 1 N 

Solución salina c.b.p. 

50. SOLUCION DE SUDAN NEGRO B 
Sudán negro B 

Etanol absoluto c.b.p. 

Para la SOLUCION DE TRABAJO 

Solución de Sudán negro B 

Amortiguador (fenol-etanol-fosfatos) 

51. SOLUCION AMORTIGUADORA {fenol-etanol·fosfatos) 

Fenol 

Etanol 
Disolver y agregar 

Fosfato dis6dico 

Agua destilada c.b.p. 

52. SOLUCION DE FORMALINA ALCOHOLICA -

Formaldehído al 37% 
Etano 1 absoluto 

53, SOLUCION DE ACIDO PERYODICO 

Peryodato de potasio 
Agua destl lada c.b.p. 

Disolver por calentamiento y agregar: 

Acldo nítrico cene. 

54. REACTIVO DE SCHIFF 

Fucsina básica 
Agua destl lada 

1.514 9 

250.00 ml 

0.30 g 

100.00 mi 

60.00 mi 

40.00 ml 

16.00 g 

30.00 mi 

0.30 g 

100.00 ml 

27.0 mi 

73,0 mi 

0.69 g 
100.00 mi 

0.30 mi 

1.50 g 

220.00 mi 
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Hervir y enfriar a 60ºC, filtrar y agregar: 

Metablsulflto de sodio 

Acido clorhídrico 

Filtrar y guardar en la obscuridad a 4ºC 

55. SOLUCION ACUOSA DE VIOLETA DE GENCIANA AL 1% 
Violeta de genciana 

Agua destilada c.b.p. 

56. SOLUCION DE ACETATO DE SODIO AL 45% 
Acetato de sodio 

Agua destilada c.b.p. 

57. SOLUCION DE HCI 1 N 
Acldo clorhídrico 

Agua des ti lada 

2.0 g 

20.0 mi 

1.0 g 

100.0 mi 

45.0 g 

100.0 ml 

86.0 ml 
100.0 mi 
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VALORES DE REFERENCIA EN HEHATOLOGIA 

PARAMETRO 

Cuenta de Leucocitos 

Neutrófi Jos 

Bandas 

Eosln6fi Jos 

Basófl los 

L 1nfoc1 tos 

Honocl tos 

Hemoglobina 

Hombres 

Mujeres 

segmentados 

Cuenta de Eritrocitos 

Hombres 

Hujeres 

Hematocrlto 

Hombres 

Hujeres 

Indices Eritrocíticos 

Volumen corpuscular 

Hedlo (VCH) 

Hombres 

Mujeres 

Hemoglobina Corpuscular 

Media (HCH) 

Hombres 

Mujeres 

UNIDADES CONVENCIONALES 

Porcentaje 
medio 

56.o 

3.0 
2.7 
0.3 

34.o 
4.0 

4,000 - 11,000 /ul 

1,800 - 7,000 /ul 

o - 700 /ul 

o - 450 /ul 

o - 200 /ul 

1,000 - 4 ,800 /ul 

o - 800 /ul 

13.5 - 18.0 g/dl 

12.0 - 16.0 g/dl 

4.9 - 5,9 X 106/uJ 

3,9 • 4,9 X 106/uJ 

46 - 56 % 
39 - 47 % 

89 - 101 .J 
86 - 98 u3 

29 - 32 pg 
28 - 32 pg 
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UNIDADES SI 

1.8•7 .0 X 109 /J 
0.0-0.7 X 109/J 

o.o-o.4s x 10911 
0.0-0.20 X 109/l 
1.0-4.8 X 109 /l 
o.o-o.a x 10911 

2.09-2.79 lllll))/l 

1.86-2 .48 llJllOl/I 

5,9-5,9 X 10 12/l 
3,9.4,9 X 10 12/J 

o.46 - 0.54 
0.39 - o.47 

89 - 101 fl 

86 - 98 fl 

o.45 - o.49 fmot 
0.43 - o.49 fmol 



PARAMETRO 

Concentración corpuscular 

Media Hb (CCMH) 

Hombres 

Mujeres 

Plaquetas 

Cuentas de Reticulocltos 

Velocidad de Sedimentación 

de los Eritrocitos 

Hombres 

Mujeres 

Ni ffos 

UNIDADES CONVENCIONALES 

30 - 34 % 

31.5 - 34,5 % 

150,000 - 4000.000 /ul 

0.5 - 1.5 % 

25,000-75,000 /ul 

4 mm 1 íml te 7 
10 mm líml te 15 

5·10 mm 1 fml te 15 

29.ll. 

UNIDADES SI 

0.30 - 0.34 

o. 31 - 0.34 

0 • 15 • 0 • 40 X 10 12 / t 
(150-400 x109 /L) 

0.005 - 0.015 

25 • 75 X 109/L 



PARAMETRO 

Hemoglobina Fetal 

Hb l lbre en Plasma 

Hierro 

Hombres 

Mujeres 

Capacidad l lbre de comblnac16n 

Hombres 

Mujeres 

Capa e 1 dad to ta 1 de comb i nac Ión 

Hombres 

Mujeres 

% de Saturación 

Sideroblastos en médula ósea 

Slderoblastos en sangre periférica 

Células L.E. 

Células Drepanocftlcas 

Fragl 1 idad Osmótica 

0.5 - 1. 7 % 

10 - "º mg /di 

90 - 140 ug/dl 

89 - 120 ug/dl 

200 - 300 ug/dl 

150 - 250 ug/dl 

300 - 400 ug/dl 

250 - 350 ug/dl 

25 - 45 

20 - 40 % 

O - 30 por 1000 

negativo 

negativo 

0.20 ••••• 97 - 100 % hem. 
0.35 ••... 90 - 99 % 

º·"º ..... 50 - 90 % 
0.45 5 - 45 % 
0.50 o - 5 % 
0.55 o 

50% Hemóllsls 0-40 % NaCI 
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PARAHETRO 

Tlm1po de Sangrado 

Tlm1po de Coagulación 

Plasma Recalcfflcado 

Retraccl6n del Coagulo 

Fragl l ldad Capilar 

Adhesividad Plaquetarla 

Tl'empo de Protrombina 

Tiempo de T rombop 1 as ti na 

Parcial 

Tiempo de TroniJ lna 

Flbrlnógeno 

Gel de Etanol 

Sulfato de Protamina 

Lisis de Euglobullnas 

Método de Duke 

Hhodo de lvy 

Hétodo Lee y Whlte 

Hétodo sangre capilar 

90 a 120 seg. 

40 a 94 % 

Máximo 10 petequias 

20 a 40 % de adhesividad 

10 a 15 seg. 

25 a 35 seg. 

18 a 23 seg. 

150 a 400 mg/dl 

No debe aparece! gel 

Solución clara 

Coágulo firme durante 2 hrs. 
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1 a 3 min. 

2 a 6 mln. 

7 a 15 mi n. 

3 a 5 mln. 
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL MANUAL 

ac 

Ac 

Ag 

ARN 

CCHH 

Células LE. 

Cianometa Hb 

C. T. 

Fe 

Hb 

Hb-C 

Hb-E 

Hb-F 

Hb-S 

HCH 

HPN 

Ht 

lgG 

H 

min. 

N 

pdf 

PDF 

Rh (-) 

Rh (+) 

rpm 

seg. 

Sol. 

TP 

TT 

TTP 

F. H. 

Acido 

Anticuerpo 

Antígeno 

Acldo ribonucleico 

Concentración corpuscular media de 

hemoglobina 

Células de lupus eritematoso 

Clanometahemogloblna 
Capacidad total de fijación de hierro 

HI erro 

Hemoglobina 

Hemobloglna C 

Hemoglobina embrionaria 

Hemoglobina fetal 

Hemog lob 1 na S 

Hemoglobina corpuscular media 

Hemogloblnurla paroxística nocturna 
Hematocr 1 to 

lnmunoglobulina G 

Solución molar 

Minutos 

Solución normal 

Productos de degradación de la fibrina 

Productos de degradación del flbrinógeno 

Factor Rh negativo 

Factor Rh positivo 

Revoluciones por minuto 

Segundos 

Solución 

Tiempo de protromblna 

Tiempo de trombina 

Tiempo de Tromboplastlna parcial 



VCM 

VSE 

UNIDADES METRICAS 

Peso 

Vol unen 

- Concentrac Ión 

Otras 

296 

Volunen corpuscular medio 

Velocidad de sedlmentacl6n de los eritrocitos 

g Gramo 

mg HI llgramo 10·3 gramo 

Plcogramo -12 pg • 10 gramo 

Litro 

di Decl 11 tro • 10·1 1 ltro 

mi Mililitro • 10·3 11 tro 

ul Hl crol! tro • 10·6 litro 

fl Femtol I tro • 10·15 litro 

mmol Hll lmol 10·) mol 

fmol Fentomol .. 10- 15 mol 

u micras 

nm Nan6metros 
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TABLA DE TRANSMISIOll - EXTINCION 

"i T· E •; T E ¡ •; T E 1 •; T E 
1.0 2.0CO l 26.0 .m 

1 

51.0 .292 76.0 .ll'i 

1.5 1.824 26.S .577 51.S .288 76.S .116 
2.0 1.699 27.0 .569 l 52.0 .284 77.0 .114 

2.5 1.602 27.S .561 52.5 .280 77.S .111 
3.0 1.523 la.O .553 53.0 .276 78.0 .108 
3.5 1.456 28.5 .545 53.5 .272 78.5 .105 
4.0 1.398 29.0 .S38 S4.0 .268 79.0 .102 
4.S 1.347 29.S .530 54.S .264 79.S .100 
·s.o 1.JO 1 JO.O .523 SS.O .260 80.0 .0?7 
s.s 1.260 30.5 .516 55.5 .256 80.5 .094 
6.0 1.222 31.0 .509 S6.0 .252 81.0 .092 
6.S 1.187 31.S .S02 1 

S6.5 .248 81.S .Oa9 
7.0 1.155 32.0 .495 

1 
S7.0 .244 82.0 .086 

7.S 1.126 32.S .488 S7.5 .240 82.5 .084 
a.o 1.097 33.0 .482 

1 

58.0 .237 83.0 .081 
8.5 1.071 33.S .47S 58.5 .233 83.S .078 
9.0 1.0:'6 34.0 .469 S9.0 .229 P..4.0 .076 
9.S 1.022 34.!i ,462 1 59.S .226 34.5 .CiJ 

10.0 1.000 JS.O .456 
1 

60.0 .2'2 85.0 .071 
10..S .979 35.S .450 

1 
60.5 .218 85.S .Oéa 

11.0 .9S9 36.0 .444 1 61.0 .21S 86.0 .066 
, 1.5 .939 36.S .438 ! 61.S .211 86.S .063 
12.0 .921 37.0 .432 ' 

62.0 .208 87.0 .Ció I 
12.5 .903 37.5 .426 i 62.S .204 87.5 .osa 
13.0 .886 38.0 .420 1 63.0 .201 as.o .056 

1 
13.5 .870 38.S .41.C 1 63.S .197 88.5 .053 

.1 
14.0 .as.e 39.0 .409 

1 
64.0 .19.C 89.0 .051 

14.5 .• 838 39.S .403 64.5 .191 89.S .048 
15.0 .824 40.0 .398 

1 
65.0 .187 90.0 .046 

15.5 .810 40.5 .392 65.S .184 90.S .0.:3 
16.0 .796 41.0 .387 1 66.0 .181 91.0 .041 
16.5 .782 41.S .382 

1 
66.S .177 91.S .039 

17.0 .770 42.0 .377 1 67.0 .174 92.0 .036 
17.5 .157 42.S .372 

1 
67.S .171 92.5 .034 1 

18.0 .745 43.0 .367 1 68.0 .168 93.0 .on 
18.5 .733 •3.5 .362 68.S .164 93.5 .029 
19.0 .721 .C4.0 .357 69.0 .161 94.0 .027 
19.5 .710 44.5 .352 69.5 .158 94.S .025 
200 .699 45.0 .347 70.0 .155 95.0 .022 
20.5 .688 .C5.5 .342 70.5 .152 95.5 .oio 
21.0 .678 46.0 .337 71.0 .149 96 o .018 
21.5 .668 oC6.5 .332 71.5 .146 96.5 .016 
22.0 .658 •7 o .328 72 o .143 97.0 .013 
22.5 .6-!8 47.5 .323 72.S .140 97.5 .011 
2J.0 .t38 

i 
.ca.o .319 73.0 .139 98.CJ .009 

23 5 .629 '8.5 .314 73.5 .134 98.5 .007 
2.a.o .620 49.0 .310 74 o .131 9911 .004 
20 611 

1 
49.5 .305 74 5 .1:28 9?.5 .002 

25.0 .602 so o .301 75.0 .125 100.0 .000 
15 s .59• ' ~5 297 7.U .m 
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e o H e L u s 1 o H E s 

Este trabajo representa una revisión exhaustiva de las técnicas 

existentes en la blbl lografTa y manuales citados, fueron selec­

cionadas de acuerdo a las siguientes características: senslblll 

dad, simplicidad Y. rapidez, por lo que serTa recomendable su CO_!! 

sulta y utilización por parte de al1111nos que cursan la ma~erla, 

técnicos laboratorlstas, quTmlcos y demás miembros del sector sa 

lud, lo que redundarTa en una unificación de criterios en cuanto 

a metodologTa, valores de referencia, Interpretación, etc. 

En cuanto a su vigencia, esto es relativo ya que hay que consld! 

rar los nuevos avances en esta materia tomándolos en cuenta para 

la constante renovación de este tipo de trabajo. 
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