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INTRODUCCION

E]l diagndstico en Hematologia depende de ta interpretacidn correcta de
los resultados. Generalmente estos derivan de una serie de pruebas -
que el médico solicita para el paciente. El personal del laboratorio
debe contar con una sélida base de conocimientos de las técnicas a em-
plear y ademds para sugerir otras pruebas que permitan definir un diag
néstico. Actualmente la informacidn con respecto a fundamentos, opcio
nes de técnicas, valores de referencia, etc., estd dispersa en una am-
plia gama de referencias que incluyen manuales, libros de texto y publi
caciones cintificas a las que no se tiene acceso fécilmente. El obje
tivo de este trabajo es presentar.una concentracion de las técnicas -
mas usuales acorde con las posibilidades que existen en el ambito pro-
fesional, obtenidas de la bibliograffa citada y de los manuales de ins
tituclones como IMSS, ISSSTE y SSA, lo que serd una herramienta de gran
ayuda para los estudiantes en las diferentes instituciones educativas
del pais, técnicos laboratoristas, quimicos y médicos que laboren en el
Sector Salud y tienen relacidn con esta materia, asi como a los profe-
sionales que se dediquen a la investigacidn en esta rama de la medicina,

como un medio ‘de consulta o referencia.

Para la facil comprensidn, este manual ha sido desglosado en 7 capitulos

que a continuacidn se mencionan:

1. Toma de muestras. Anticoagulantes

Il. Biometr7a Hematica
til. Técnicas Especiales

IV. Hemostasia

V. Investigacion de la Compatibilidad Sanguinea
VI. Citoquimica

VI, Apéndice



Considerando en cada punto, el objetivo, su fundamento clentifico,
la técnica incluyendo material a emplear, los caleculos requeridos,
valores de referencia, bibliografia, que ha sido citada para reali-

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



CAPITULOD 1

TOMA DE MUESTRAS
ANTICOAGULANTES



OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE

Objetivo:
1. Sefialar la importancia de las condiciones en que debe efectuarse
la toma de muestra de sangre, asi como describir el material que de-

bera usarse.

Generalidades: Las células sanguineas se modfican y alteran con gran -
rapidez cuando son extraidas de la circulacién, por tales razones es impor-
tante obtenerlas, manipularlas y conservarlas mediante procedimientos que

aseguren su integridad y morfologia funcional.

En particular para observar la morfologfa celular es indispensable -

hacer extensiones de sangre sin la accidn anticoagulante.

Las soluciones anticoagulantes aqul propuestas son las que menos altera
ciones producen en las células sanguineas, no obstante, es indispensable se-
guir las Instrucciones recomendadas a fin de optimizar su uso y por lo tanto
obtener resultados confiables en los andlisis que se practiquen con estas mues

tras de sangre.

PUNCION VENOSA

La puncidn mis comin es en la vena mediana cefadlica. Cuando resulte di
ffcil localizar la vena, puede hacerse resaltar diciendo al paciente que -
abra y cierre la mano. La mayorfa de las muestras se obtienen por puncién ve

nosa, aunque puede ser arterial o capilar. (1)

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 vacutainer, que es un tubo con vacio.



TECNICA

MATERIAL Y REACTIVOS

Material:
Tubos de ensaye de 12 x 75 mm con anticoagulante
Jeringa hipodérmicas de 5 ml, estériles
Agujas hipodérmicas nimero 20 6 21 de dos pulgadas,
estériles
Ligadura de plastico
Torundas de algoddn
Tapones de hule para tubos de ensaye
Etiquetas de papel engomado.
Reactivos:

Solucidn anticoagulante de EDTA al 10%
Alcohol etilico al 70%

METODOLOGIA

Usar jeringa estéril seca de tamalio conveniente, observando las reglas
de la asepsia y antisepsia, se le adapta una aguja de longitud mediana, de
20x32 am 6 2! x 32 mm, estéril; el protector estéril de la aguja se deja so
bre ella. E! paciente escoge una posiclén cdmoda, en la cual puede presen-

tar el brazo y mantenerlo inmdvil sin esfuerzo ni fatiga.

Se hace asepsia de la regidn anterfor del antebrazo con una torunda de
algodon empapada en una mezcla de partes iguales de alcohol etilico al 70%
y éter, o alcohol al 703 solamente. Se aplica un torniquete con una 1igadu
ra de hule a unos 7 cm por encima del pliegue del codo (fig. 1) el cual no
debe apretarse demasiado.
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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 hacla arriba.

Poniendo 1a aguja al trayecto de la vena, se hace avanzar la punta de
la aguja de 0.5 a 1.0 cm en el tejido subcutianeo y luego se perfora la pared
de la vena. Lla sangre puede drenar espontineamente a la Jeringa, pero si no
es asl, se Jala ligeramente el émbolc, a una velocidad igual a }a sanguinea,
Es preferible soltar el torniquete, pues al cabo de un minuto de estasis se
produce clerta hemoconcentracion. En cuanto se tenga la muestra necesaria,
se suelta el torniquete (si no se hizo antes) y la aguja se retira rapidamen
te aplicando una torunda de algodén sobre el sitio de la puncidn, indicando
al paclente que la comprima con los dedos de 1a otra mano © que flexlone el
codo.

Se coloca el protector sobre la aguja y se remueve de la jeringa con un
mov jemiento de torsidn, la muestra se vacla lentamente por la pared de los -
recipientes correspondientes. Los que contienen anticoagulante se mezcla por
Inversidn varias veces. Es Importante evitar que la Jeringa se vacle a través
de la aguja, empujar mucho <! émbolo y la formacidn de espuma, pues en cuai-
qulera de estos casos probablemente se producira hemdlisis.{2,3)

VENTAJAS :

1. Es el método mds facil y adecuado para obtener un volumen de sangre -
suficiente para !levar a cabo gran nimerc de pruebas. La muestra puede divi-
dirse y tratarse conforme a 13s necesidades del caso; por ejemplo: obtener -

plasma, sangre completa o ambas.

2. Disminuye la posibilidad de error por dilucién con 1{quido tisular o
constriccidn de los vasos sangufneos por el frio o la emocidn, fendmeno que
pueden presentarse durante !a puncién capilar.



RECOMENDACIONES:

1. La muestra puede guardarse en refrigeracidn entre &4 y 10°C, bfen

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

2. Es recomendable que las muestras no se congelen porque en el reca-
lentamiento los eritrocitos se hemolizan.
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PUNCION CUTANEA 10

Se utiliza cuando la puncidn venosa resulta dificil, por ejemplo_
en los nifios y en casos de quemaduras extensas y cuando se requiera de
pequefas cantidades de sangre {(hemoglobina, recuento de gl!Gbulos blan-
cos o rojos y de plaquetas, frotis de sangre y microanalisis bicoquimi
cos) . (2, 3)

Los sitios de eleccion son: 16bulo de la oreja, pulpejo del dedo.
En nifos en el pulpejo del dedoc gordo del pie o el taldn

TECNICA
MATERIAL Y REACTIVO

Material:

Capilares heparinizados
Lancetas estériles, desechables

Torundas de algodén

Reactivos:
Etanol al 70%

METODOLOGIA
Efectuar 1impieza del sitlo elegido para la puncién con una torunda
de algoddn humedecida con etanol al 70%. La puncién es de 2-3 mm con una

lanceta estérll, se hard de un solo golpe y con rapidez.
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La primera gota de sangre que salga se desecha porgue contiene 17~
quidos histicos. Las siguientes gotas se recogen con capilares de vi--
drio heparinizados. Puede hacerse con un poco de presidn a 2 cm aproxi-
madamente de distancia del pinchazo. No exprimir para evitar diluir la
sangre con liquido tisular. Una vez colectada la muestra suficiente -~
aplicar al Yugar de la puncion una torunda de algoddn y se presiona du-

rante 5-10 min. (y)

Si se desea pinchar el taldn hay que frotarlo un rato para calentar
lo o aplicar una compresa empapada de agua caliente. Si no se hace asi
tal vez s obtengan valores considerablemente mas altos que con sangre ve

nosa, sobre todo en los recién nacidos.
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ANTECOAGULANTES EMPLEADOS EN EL LABORATORIO
DE HEMATOLOGIA

Objetivo:
1. Conocer las diferentes soluciones anticoagulantes, que pueden emplearse
en el laboratorio de hematologfia.

2. Sefalar las limitaciones de cada una de ellas,

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

Acido Etilendiaminotetracético (EDTA)

Pueden usarse las sales dipotasica o disédica, aunque la segunda es la
mis soluble. Se prepara una solucidn al 10% y se utiliza 1 mg por cada ml -
de sangre. Su excesc produce cambios degenerativos en las células. EI uso
adecuado evita la aglutinacion de plaquetas. Es el anticoagulante de eleccidn

para la biometria hemitica.

Citrato de Sodio

A nueve partes de sangre se le adiciona una parte de la solucion de ci-
trato de sodio al 3.8%, por ejemplo, a 2.5 ml de sangre se le agrega 0.25 ml
de citrato. Evita la aglutinacidén de plaquetas, se usa para pruebas de coa-

gulacién. {1,2)

2. PRECIPITANTES: Oxalato de amdnio y potasio, oxalato de potasio.

Oxalato de amonio y potasio (!lamada 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 m} de -
sangre. Su utilidad en extensiones sanguineas es |imitada, ya que causa de-

generacion de los granuloci tos.
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Oxalato de potasio al 30%

Se usan 0.01 ml de €sta solucién por cada mi de sangre o una solucidn
al 2% y usando 0.5 m! de ésta por cada 4 ml de sangre. Estas soluciones -
(tanto la mezcla de Paul-Heller como el oxalato de potasio) deben evaporar
se a sequedad una vez que fueron puestas en tubos de recoleccién de la san

gre.

3. ANTITROMBINICO

Heparina

Polisacaridos en su forma de sales de sodio y potasio. Se usa seco =
porque evita la hemdlisis, 0.1 a 0.2 mg por cada ml de sangre. Recomenda~
ble en la investigacion de anemia hemolfticas, fragilidad osmética. No de

be utilizarse para preparar extendidos sanguineos.

L, MECANICO

Desfibrinacion

Usando perias de vidrio con agitacién secundaria. Es Gtil en la inves

tigacidn del fendmeno L.E. (3)
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DETERMINACION DE HEMOGLOBINA

Objetivo:

1. Cuantificar la hemoglaobina existente en una muestra.

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

Generallidades: La hemoglobina es la proteina pigmentada de rojo que da
a la sangre ese color caracteristico. Se encuentra casi totalmente en los
eritrocitos, sus principales funciones son: fijacidn, transporte y libera-

cidn de oxigeno.

NOMENCLATURA DE DERIVADOS DE HEMOGLOBINA

TERMINO USADO S IMBOLO 0TROS TERMINOS
Hemoglobina Hb

Oxihemoglobina Hb 0y

Carboxihemogiobina Hb CO y
Sul fohemog lobina SHb

Carboxisulfohemoglobina | SHbCO

Hemiglobina Hi Metahemoglobina
Hemiglotina clanuro HiCN Clanometahemogiobina

La hemoglobina se forma en el eritrocito en desarrollo dentro de la -
médula 6sea. La formacién mds répida ocurre en el normoblasto policromatg
filo, cuando se produce el 80% aproximadamente de la hemoglobina que lleva
rd el glGbulo maduro. Aunque puede formarse hemoglobina en el reticuloci-
tu y, en circunstancias especiales en el eritrocito no reticulado y no ma-
dura, en condiciones normales su formacidén solo tiene lugar en los norma-

blastos en desarrollo dentro de la médula dsea. (2)
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La Hb tiene un peso molecular de aproximadamente 64,458 y se consi-
dera que tiene forma elipsoide. Estd 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 142 y 146 aminodcidos res

pectivamente,

Ademas de la porclén proteinica, la molécula de hemoglobina contie
ne cuatro grupos Hem. Cada grupo Hem es una estructura porfirinica c¢f-
clica que contiene un dtomo de hierro quelado (protoporfirina ferrosa),
o sea la unidn de cuatro anillos pirrélicos con un nitrégenoc en su vérti
ce, conectados por enlaces meté nicos y con hierro en el centro. La glo
bina equivale al 96% y el Hem al 4% de la hemoglobina. {1} (Fi&.1)

Fle.1  GRUPO HEM
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La hemoglobinometria es la medida de 1a concentracidn de hemoglobina
en la sangre. Lla anemla, una disminucidn de la concentracidn de hemoglo-~
bina por debajo de lo normal, del recuento de eritrocitos o el hematocrito,
constituye una alteracidn muy corriente y una frecuente complicacién de -

otras enfermedades.

Las técnicas usadas para la determinacion de hemoglobina incluyen:
Hematina Acida, Hematina alcalina, Cianchematina, Hemocromdgeno de plridi
na, Carboxihemoglobina, Oxihemoglobina, Cianometahemoglobina, todos ellos

basados en las caracteristicas espectrales de la hemoglobina.

En 1966 el Comité Internacional de estandarizacién de Hematologfa -
aceptd y recomendé el método de la cianometahemoglobina como de rutina, -

ya que presenta las siguientes ventajas.

1. Las soluciones de cianometahemoglobipa son las mis estables de los
diversos pigmentos hemoglobinicos. Puede afirmarse que las soluciones de
cianometahemoglobina se mantienen estables no menos de seis meses en refri

geracion.

2. Todas las formas de hemoglobina que pueden encontrarse en la sangre
(oxihemoglobina, hemoglobina reducida, carboxihemoglobina y metahemoglobina
excepto la sulfometahemeglobina) se convierten fntegramente en clanometa-

hemoglobina por la adicidn de un reactivo.
3. Estas soluciones se pueden estandarizar exactamente.
%
4. La banda de observacidn de la cianometahemoglobina encuentra su ma-

ximo a una longitud de onda de 540 em. por lo que pueden emplearse fotdme-

tros de filtros y espectrofotdmetros.{¥.5)

B
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Fundamento: En medio ligeramente alcalino el Fe''

del grupo hemo
de la hemoglobina, oxihemoglobina y carboxihemoglobina es oxidado al es-
tado Fe*'* por ferricianuro para formar metahemoglobina. La metahemo
globina se combina con el cianuro de potasio fonizado produciendo la cia

nometahemog lobina que es estable y se mide fotom&tricamente a 540 nm.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sol. disédica)
Solucién estandar de cianometahemogloblina de ¢twg/dl
Solucidn de Drabkin (solucidn diluyente)

Materlal:
Tubos de ensaye <= 13X100 mm
Pipetas seroléglcas de § ml
Pipetas de Sahli
Boquilla
Gradilla para tubos
Celdas de 10 mm de paso de luz

Gasa

Material Bioldgico

Sangre capilar o venosa con anticoagulante

Equipo:
I3 4
Fotocolorimetro o Espectrofotometro

Agltador para tubos
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1. Se colocan exactamente 5.0 m! de la solucidn de Drabkin en un tubo
de ensaye de 13X100 mm.
2. Homogenizar perfectamente bien la sangre. Tomar exactamente 0.02
m! (20 ul) de sangre con una pipeta de Sah)i y limpiar cuidadosamente con

una gasa el exterior de la pipeta.

3. Transferir la sangre de la pipeta de Sahli al tubo que contiene la
solucidn de Drabkin, enjuagando 3 veces la pipeta. Dilucidn 1:25}

L. Se mezcla la sangre y la solucién . Se dejan en reposo durante 10
minutos para permitir la formacidn de la cianometahemogiobina.

5. Leer a 540 nm en espectrofotémetro o a 550 nm en fotocolorimetro -
contra un blanco de reactivos (solucién diluyente). Extrapolar en la cur-
va de calibracldn.

CURVA DE CALIBRACION

Se usan soluciones de cianometahemogliobina estables de concentracidn

correcta y conocida y que son evaluadas por estandarizacion comercialmente.

1. Preparar 5 tubos de ensaye de 13X100 mm de acuerdo a la tabla siguien

e SOLUCION DE SQLUCION CONCENTRACION

TUBO DRABK IN ESTANDAR g/dl
Blanco 5.0 ml 0.0 0

1 k.o m 1.0 ml

2 3.0 ml 2.0 ml

3 2.0 ml 3.0 ml

4 1.0 ml b0

5 0.0 5.0




el
Las ampolletas comerciales de estdndar son diluciones de cianometahemo-

globina en liquido de Drabkin a concentraciones conocidas.

2, Obtener la concentracidn de hemoglobina equivalente para cada tubo

empleando la férmula siguiente:

ml estdndar X concentracidn estdndar g/dl X 251 = g de Hb/dl

ml totales

Ejemplo:
Para el tubo No. 2. ST la concentracién del estdndar es 0.08 g/dl, a-
plicando la formula anterior calculamos la concentracidon de Hemoglobina co-

rrespondiente:

ml estdndar = 2
concentracién estandar = 0.08 mg/d]

ml totales = 5

2 ml (0.08 g/dl) X 251 = B.06 g Hb/dl
5ml

Tubo No. 2 = 8.06 g Hb/dI

3. Los resultados obtenidos se grafican colocando en las abcisas la -
concentracion de hemoglobina g/dl y en las ordenadas las lecturas de extin-

. 2
clion.

E1 factor 251 resulta de la relacidn entre volumen total y volumen de

la muestra.

Volumen total = volumen muestra + volumen reactivo
= 0.02 ml + 5 ml
Tenemos que:
_5.02 = 251
0.02
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VALORES DE REFERENCIA

Varones: 14 - 18 g Hb/dl
2.09 - 2.77 mmol de Hb/!

Mujeres 12 -~ 16 g Hb/dl
1.86 - 2.48 mmol Hb/I

Para convertir g/dl de Hb a mmoles/1, se hace uso de la siguiente ecua-
cion:
g/dl X 10

masa molecular Hb

= mmol/l

Si la masa molecular de la hemoglobina es 64 458, tenemos que el factor
es 0.15.
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NOTA:
Precaucliones en el empleo del reactivo de Drabkin.

Las sales y soluciones de clanuro son venenosas y hay que evitar lle-
varlas a la boca o Inhalar sus vapores, por lo que debe emplearse una peri

11a de succion para llenar las pipetas con la solucidn de Drabkin.

Si la solucién de Drabkin se prepara en el laboratorio, téngase espe-
cial cuidado en el manejo del producto quimico. Si al pesarlo se cae accl
dentalmente en la mesa o en el suelo, recéjase el polvo seco con un trapo
himedo. Luego se desecha el trape en un recipiente cerrado a propdsito.

La solucidn o el polvo no se debe dejar en un fregadero que contenga icido.
La solucidn puede tirarse al fregadero solo sl 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 ambar, bien tapados y en refrigeracidn.
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HEMATOCRITO

Objetivo:

. Explicar los fundamentos de las técnicas de hematocrito.

2. Evaluar su importancia diagndstica.

Generalidades: El hematocrito representa la proporcién de glébulos ro-

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

Este valor depende del nimero de hematfes clrculantes, de la forma vy
tamafio de los mismos. Dada la simplicidad y rapidez de su medicidn, puede -

utilizarse como Tndice relativo de las variaciones de glébulos rojos.

Un valor hematocrito alto puede ser secundario a poliglobulia o a dis-
minucidn del volumen plasmitico-hemoconcentracion. En estas falsas poliglo~
bulias se obtiene valores hematocritos muy elevados que pueden 1legar al 60-70

%. Un valor hematocrito reducido se encuentra en todas las anemias (1).
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Fundamento: E} hematocrito es el volumen de eritrocitos expresado como
un porcentaje dei volumen de sangre total existente en una muestra. Es de-
terminado en sangre con anticoagulante por medio de centrifugacidn y es ex-
presado como el volumen de eritrocitos por d} de sangre.

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sol. disSdica)

Material:
Tubos de ensayo de 13X100 mm
Tubos de Wintrobe de 11.5 cm de largo por 3 mm de luz,
graduados
Pipetas Pasteur con bulbo
Capilares

Plastilina

Material Bioldgico:

Sangre capilar o venosa con anticoagulante

Equipo:
Centrifuga para capilares
Centrifuga
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MACROMETODO DE WINTROBE

METODOLOGIA

E! 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 0 - 10 cm y en el de
recho 10 - 0 cm comenzando en el tope del tubo, Cada divisidn representa
1 cm y cada divisidn pequeiia | mm. Para convertir la lectura a por ciento
cuando el tubo estd lleno.hasta el tope {marca 10 cm}, multiplicar la lec-
tura en cm de la columna de eritrocitos pof 10 o leer directamente en milf

metros.

1. Homogeneizar perfectamente !a muestra.

2. Con una pipeta Pasteur llenar con sangre un tubo de Wintrobe hasta la -
marca 10. Evitar la formacion de espuma. El tubo de Wintrobe tiene 1
m! de volumen.

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

4, La lectura se realiza en la ITnea de separacifn superior de la columna

de glébulos rojos, donde empieza la de gldbulos blancos,
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MICROHEMATOCRITO

1. Se ilenan las 2/3 partes de dos tubos capilares. Puede hacerse también

a partir del punto de puncidn con dos capilares heparinizados.

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

vimiento de rotacidn.

3. Colocarlos en los canales o surcos radiales del aparato de centrifuga-
cidn (cabezalranurado con numeracidn para colocar los capilares) con el extre
mo cerrado dirigido hacia afuera. Centrifugar a 12,000 rpm durante 5 min.

El aire del extrenﬁ externo del capilar serd desplazade en el curso de la cen

trifugacion,

b, Los tubos capilares no estdn graduados. La longitud de toda la colum-
na, que incluye el plasma y de la columia de eritrocitos sélo debe medirse en

cada caso con una regla milimetreada o con aparatos disponibles.

CALCULOS:

Calcular el % del paquete eritrocitico con relacién al volumen total,

L1 ~ 100%
L2 - X
en donde: L1 = volumen total

L2 = paquete eritrocfltico



VALORES DE REFERENCIA

Varones b7z + 2.5
Mujeres b2z + 2.5
Nifdos 35% + 5
Recién nacidos 563 + 10
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RECUENTO DE ERITROCITOS

Objetivo:

1. Efectuar el recuento de eritrocitos.

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

Generalidades: Los gldbulos rojos o eritrocitos son células que care~
cen de niicleo, tienen forma de un disco bicdnecavo, con un didmetro prome-~
dio de 8 U, 2 W de espesor y 90 w3 de volumen. (¥)

Los principales componentes del eritrocito soa: 1) membrana celutar -
delgada y 2) hemoglobina, en concentracién aproximada de 33 por 100, en el
interior - Ademds de la hemoglobina hay pequeftas cantidades de otras subs-
tancias como protefnas (estromatina, elinina) y 1ipidos (cefalina, lecitina,
colestero!) que constituyen las estructuras de la célula, como membrana y
armazdn interna, Otras son enzimas (catalasa, anhidrasa carbénica), mine-
rales {Cu, Zn) y sustancias secundarias {hemocupreina, ergotioneina, glu-

tation) importantes para el metabolismo interno de la célula. {3)

fuando la eritropoyesis tiene lugar normalmente, su resultado final es
la produccidn de una célula-eritrocito perfectamente diferenciads y apta pa
ra su funcidn principal que es la de transportar oxigeno v bioxido de car-
bono. El oxigeno difunde por la membrana pulmonar a la sangre, y después -
atraviesa la membrana celular para combinarse con la hemoglobina que contie
nen los eritrocitos. Cuando los eritrocitos llegan a los capilares tisula-
res, ocurre lo contrario. La hemoglabina pone en libertad ei oxigeno, gue
se difunde a los tejidos. La falta de ndcleo del eritrocito, le confiere -
la virtud de acarrear e! oxfgeno sin consumir pricticamente nada de é}; su
forma bicdncava es la que mejor se presta para evitar y afrontar la hemdli-

sis; su membrana no admite la salida de la hemoglobina. (BiAGRAMAY)
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En e] feto, los eritrocitos se forman en estos sitios: 1) saco vite-
lino; 2) higado; 3) bazo y 4) médula Ssea. En el recién nacido la eri-

trogénesis solo ocurre en la médula Ssea.

Los eritrocitos permanecen en la circulacién en promedio de 120 dias
antes de desintegrarse. El equilibrio entre la formacidén y la destruccion
de los hematies en la sangre se mantiene de manera fija, por lo que se tie
ne una masa hemoglobinica bastante constante en la circulacion. La anemia
surge cuando aumenta {a eliminacidn de hematies de la sangre y no se puede
compensar por un aumento de [a produccién o cuando la oferta de hematies o
de hemoglobina a la sangre ha disminuido, o cuando los dos procesos ocurren

a la vez.(2)

Fundamento: La sangre es dilufda con un 17quido isoténico (Hayem o -
Gowers),

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sol. disddica)
Liquido de Hayem o Géwers

Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm

Pipetas de Thoma para glébulos rojos
Camara de Neubauer con cubrehematimetro
Boquilla

Gradilla para tubos

Gasa
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Materlal Bioldgico:

Sangre capilar o venosa con anticoagulante

Equipo:
Microscoplo
Agitador de pipetas de Thoma

METODOLOGIA

Pipeta para e! recuento de eritrocitos. Las pipetas de Thoma estan
constitufdas por dos porciones capilares y un bulbo central. EI tubo ca
pilar inferior estd dividido en 10 partes iguales con marcas de 0.5, 1.0
y 10\,

En el interior del bulbo existe una perlita de plistico (rojo) para
favorecer la mezcla de la sangre con el liquido. (vi6.¢)

0.5 1.0 101

’

FIG. 4 PIPETA PARA EL RECUENTO DE ERITROCITOS
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Cémara de Neubauer.

La Cimara de Neubauer se usa para la cuenta directa de células. La
superficie de la cdmara estd formada por 2 reas rayadas. Cada drea ra-
yada consiste en un cuadro de 3 mm por cada lado con una superficie total
de 9 mmz, dividida en 9 cuadros grandes de 1 mm2 cada uno. Los cuatro cud
dros grandes de las esquinas (divididos a su vez en 16 cuadrgs para facili
tar la lectura) son los que usualmente se emplean para contar leucocitos.
De los 9 cuadros grandes el central es el Unico que estd dividido en 25 -
cuadros (y cada uno de estos a su vez en 16 cuadros pequefios para facili-

tar la lectura) y se emplean para contar glébulos rojos .{2) (Fi&.5)

1. Llenar con sangre bien mezclada una plpeta de Thoma para gldbulos rojos
hasta la marca 0.5. Limpiar cuidadosamente con gasa la parte exterior
de la pipeta.

2. Completar el volumen hasta la marca 101 con la solucién de Hayem Dilu

cién 1:200. Sostener la pipeta casi horizontalmente con objeto de evi-
tar la aspiracién de burbujas de aire, cuando ésta estd casi llena, la

pipeta debe colocarse en posicidn vertical.
3. Agitar durante 3 minutos.
4. Colocar el cubrehematimetro sobre la cdmara de Neubauer.

5. Eliminar las primeras h-5 gotas de la pipeta de Thoma, llenar Ja camara
por uno de los bordes del cubrehematimetro. Dejar que el liquido penetre
por capilaridad entre la superficie de la camara de Neubauer y el cubre-
hematTmetro hasta que la plataforma de recuento esté completamente cubler

ta.

o

Reposar 3-5 minutos.

7. Localizar la cuadrfcula con el objetivo de 10X y posteriormente efectuar
el recuento de eritrocitos contenldos en 80 cuadros pequefos, uno cen-
tral y cuatro de los extremos de los 25 cuadros presentes en el srea -
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Fig. 5: CAMARA DE NEUBAUER
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central de | m2 (ver diagrama). Usar el objetivo de 40X.

NOTA:

Se sugiere la regla sigulente para evitar confusiones en los recuentos
celulares que bordean los 1imites: los eritrocitos que contactan con cual
quiera de las tres Iineas o la Gnica ITnea de la izquierds y los limites_
superiores de los cuadros pequefios deben contarse como si estuvieran den-
tro de los cuadrados, pero los que contactan con alguna de las 1Tneas si~
tuadas sobre los bordes derecho y el fondo de los cuadros pequefios no de-
ben contarse. De esta manera se evita el contar dos veces las mismas cé-
tulas. Las células se cuentan en cada uno de los cuadros pequefios, prime
ro de izquierda a derecha, empezando por la parte superior de cuatro cua-
dros pequefios y luego de derecha a izquierda para la proxima hilera y asf
sucesivamente, E] niimero de células para cada uno de Jos 5 grupos de 16

cuadrados se registra por separado y se suman Jos resultados.(Fia.G)
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CALCULOS:

Para conocer el ndmero de eritrocitos por milimetro cibico (! mm3 =

1 ul), se hace uso de la siguiente férmula:

N X 200 X 10 X 40
80

=N X 10,000 = eritrocitos / o3
= eritrocitos / ul

en donde:

N = niimero de eritrocitos contados
10 = correccion por Ja altura de la cdmara
200 = factor de dilucidn
40 = cuadritos pequedos presentes en el cuadro central

80 = cuadritos en los que se efectud el conteoc de eritrocitos

VALORES DE REFERENCIA

6 3

eritrocitos / mm” o

Varones: 4.5 X 106 - 5.5 X 10
eritrocitos / ul

6 6

Mujeres: 4.3 X 10° -~ 5.0 X 10 erftrocitos / mm3 o

eritrocitos / ul
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FUENTES DE ERROR:

1. Homogenlzacién incorrecta de la muestra con el anticoagulante o con la

sol. diluyente.
2. Contaminacién del 1Tquido.
3. Hemoconcentracidn.

4. Masaje excesivo, extraccién de sangre de una plel palida, fria o ciand-

tica.
‘5. Pipeta sucia o himeda.
6. LLenado incorrecto de la cdmara de Neubauer.

7. Conteo incorrecto de células rojas.
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METODO AUTOMAT|ZADO

RECUENTO ELECTRONICO DE LOS ERITROCITOS

1. Recuento de impulsos eléctricos. Las células que atraviesan una aber-
tura por la cual estd pasando una corriente provocan cambios en la re~

sistencia eléctrica que se registran como Impulsos eléctricos.

2. Recuento con luz dispersa. En los contadores Spticos eléctricos, un tu
bo fotomultiplicador detecta la luz dispersa, por reflexidn externa de
tas superficies celulares o por transmisidn y refraccién a través de -
las células o de la luz difraccionada que pasa tangencial a las superfi
cies celulares. {4, 2)

VENTAJAS ;

a) Menor canti{dad de reactivos

b) Prontitud en la realizacidn de la técnica

¢) Disminuyen los errores comunes de las técnicas manuales.

BIBLIQGRAFIA:

1. Biggs, R., and Mac Millan, R.L.
"The error of the red cell count”
Journal of Clinical Pathology,
1,288 (1948).
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RECUENTO DE RETICULOCITOS

Objetivo:

1. Realizar la técnica del recuento de reticulocitos.

2. Sefalar las aplicaciones de la técnica y evaluar las ventajas y limita

ciones de la misma.

Generalidades: Los reticulocitos son eritrocitos inmaduros que carecen
de niicleo, contienen restos de ribosomas y fllamentos de dcido ribonucleico
que da lugar a una basofilia difusa en el reticulocito. Los filamentos de
RNA, llamados reticula, no pueden ser demostrados por una simple tincion -
de Wright.

De acuerdo al grado de maduracién y distribucién de reticulo, los ret]

culocitos pueden ser clasificados en cuatro grupos:

RETICULOCITO
INMADURO MADURO
GRUPO | GRUPO || GRUPO 111 GRUPO IV
Retfculo denso RetTculo flojo Retfculo incom- Granulos
pleto

En las coloraciones vitales empleando los colorantes azul de metileno
o azul de cresil brillante, los granulos o filamentos azules representan ri
bosomas y RNA precipitado en los reticulocitos, dando lugar a una basofilia
difusa. (2}

El nimero de reticulocitos normal en la sangre periférica refleja una
actividad eritropoyética normal y hay una liberacién de reticulocitos de la
médula Gsea que permanecen en circulacién su perfodo de tlempo correspondien
te. Cuando la actividad eritropoyética se ve incrementada, lleva a una li-
beracl6n prematura de reticulocitos con un aumento del tlempo de maduracién

en sangre periférica. (v)
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Fundamento: El 4cido ribonucleico presente en los reticulocitos puede
observarse mediante una coloracidn supravital empleando el colorante nuevo

azul de metileno o el colorante azul de cresil brillante.



44

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EOTA al 10% (sal disddica).
Solucidn de nuevo azul de metileno al 0.5%
Solucidn de azul de cresil britlante al 1%
Colorante de Wright
Amortiguador de fosfatos pH 7.2

Material:
Tubos de ensaye de 13 X 75 mm
Pipetas Pasteur con bulbo
Aplicadores de madera
Portaobjetos limpios y desengrasados

Gradillas para tubos

Material Bioldgico:

Sangre capllar o venosa con anticoagulante

Equipo:

Microscopio

Aceite de inmersidn
METODOLOGIA

t. Colocar 3 gotas de solucidn de nuevo azul de metileno al 0.5% en
un tubo de ensaye de 13X75 mm {(puede usarse también solucidn de azul de -
cresil brillante al 1%}, afadir 3 gotas de )a muestra de sangre del pacien

te.

2. Agitar cuidadosamente y mezclar perfectamente. !ncubar 15 minutos
a temperatura ambiente (si se uso solucidén de azul de cresil brillante in-

cubar 15 minutos a 20°C).
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3. Hacer una extensién en un portacbjetos utiiizando una gota de la mez

cla (realizar la extensién de igual manera que para una cuenta diferencial).

L. Dejar secar al aire. Tedir con el colorante de Wright. (paso opcio
nal).

5. Observar al microscoplo empleando la lente de Inmersion contar 1,000
eritroci tos, anotando el nimero de reticulocitos observados dentro de este -
conteo. Los reticulocitos son aquellas células que contienen material de co

loracién azul obscuro en forma de granulos o filamentos.

CALCULOS

Niamero de reticuloclitos contados
1,000

X 100 = Reticulocitos %

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

Para calcular el valor absoluto de reticulocitos se emplea la siguiente
formula:

Reticulocitos § X Cuenta de eritrocitos = Reticulocitos /ul de sangre
100
Ejemplo:
Reticulocitos 3 = 1.2

Cuenta de eritrocitos 4.5 X 106 Eritrocitos /ul sangre

Reticulocitos/u‘ sangre = 1.2 (h5 X 106)

100

Reticulocntos/ul sangre = 54,000

VALORES DE REFERENCIA

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

Objetivo:

1. Efectuar la técnica de velocidad de sedimentacidon de los eritrocitos.

2. Analizar su Importancla ciinica.

Generalidades: En una muestra de sangre, el descenso de los gldbulos ro
Jos causa desplazamiento hacla arriba del plasma, lo cual produce una corrien
te ascendente y una fuerza de retraso. En la sangre normal, las fuerzas des~
cendete y ascendente son cas! iguales y hay poca sedimentaciéon. Cuando se -
aglomeran los eritrocitos, el aumento de peso de la masa tiene mayor efecto -
para aumentar la velocidad del sedimentacidn que el aumento de volumen para -
retrasarla. En consecuencia, cualquier estado que cause aglomeracién de eri-
trocitos o formacin de pilas de monedas aumentard la velocidad de sedimenta-

clén de los eritrocitos.(h2)

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 hematie y origi~
nar su aglomeracién. E] aumento de fibrindgeno guarda estrecha relacion con
el aumento de la VSE, pero también puede guardar relacién con ella los aumen

tos en globulinas y alfa y gamma.

La sedimentacién de los hematfes se efectdan en tres etapas: 1) etapa -
preliminar de aglomeracidn de hematfes; 2) perfodo de descenso répidb, y 3)
periodo de aglomeracidn final, cuando la masa de glébulos rojos, al acumular-
se en el fondo del tubo disminuye la rapidez de sedimentacidn.



Las anemias, las Infecciones bacterianas aumentan la VSE. A la in-
versa, la VSE suele ser muy lenta en pacientes policitémicos. La mayor
parte de las virosis se acompaiian de velocidad normal o con aumento mini
mo. Las enfermedades de la coligena, las neoplasias y muchos trastornos
gastrointestinales y renales se acompaian de aumento de la velocidad de
sedimentacidn, que también se observa después de cirugia, quemaduras o -

traumatismos Iimportantes. (\)

Fundamento: Los eritrocitos sedimentan porque su densidad es mayor -
que la del plasma, por lo que la velocidad de sedimentacion es la distan
cia (en milimetros) que descienden los eritrocitos por unidad de tiempo
(generalmente una hora) desde la pérte superior de una columna de sangre

hasta la parte superior de la capa de hematies.
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sol. disédica)

Material:
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

Gradl}la de sedimentacidn

Material Bioldqico:

Sangre capilar o venosa con anticoagulante

METODOLOGIA

1. Siga todos los pasos de la técnica del macrohematocrito para 1lenar
un tubo de Wintrobe.

2. Después de que el tubo de Wintrobe esté 1leno de sangre, taparlo con
un tapdn de hule o con tela adhesiva para evitar evaporacion.

3. Poner el tubo en posicion vertical en una gradilla de sedimentacién
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 separacién entre el plasma y los eritrocitos sedimentados.

5. Informar el resultado en milimetros en una hora.
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VALORES DE REFERENCIA

Nidos 0 a 20 mm por hora
Adultos: Mujeres 0 a 20 mm por hora
Varones 0 a 9 mm por hora

CORRECCION POR HEMATOCRITO

A X 100 = VSE

Ht

A = mm después de centrifugar a 3 000 rpm 30’
Ht = Hematocrito
100 = volumen total del tubo

NOTA:

La VSE se corregird cuando el valor de Ht de la muestra se encuentre

por debajo de los valores de referencia.

BIBLIOGRAFIA

1. Dacie, J. V., Lewis, S. M.
PRACTICAL HAEMATOLOGY
5a. edicién
Ed. Churchill Livingstone
London (1975).

2. International Committee for
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""Standard techniques for the
measuremente of redcell of
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» INDICES ERITROCITICOS

Objetivo:

1. Conocer los Tndices eritrociticos, las ventajas y desventajas de Su
aplicacion.

2. Definir estos indices y realizar la determinacidn de cada uno de -

ellos.

Generalidades: Las constantes del eritrocito o indice eritrociticos son

las siguientes y son Gtiles en la clasificacidn Inicial de una anemia.

Volumen Corpuscular Medio (V C M)
Hemoglobina Corpuscular Media {H C M)
Concentracién Corpuscular Media de Hemoglobina (C C M H)

Se necesita tres valores basicos, que son: recuento de eritrocitos, he-
moglobina y hematocrito.

El aspecto de los eritrocitos sobre la extension de sangre debe comparar
se siempre con los valores obtenidos para los indices.

Los indices eritrocitarios solamente son Gtiles si son razonables y exac
tos, esto depende de su precisidn en las mediciones a partir de los cuales -
aquellas son calculados, por lo que los contadores electrdnicos son de gran -
utilidad. (N
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(vCH)

E1 VCH es el volumen medio de los eritrocitos individuales, en micras

chbicas (u3) o femtolitros (F1).

-15

1 Femtolitro = 10 titros = 1 u3

El VCH es cal ulado de acuerdo a la siguiente formula:

VCH = Hematocrito Z x 10

3

NGmero de eritrocitos (millones /mm

Debe considerarse los artefactos y los cambios fisiolégicos antes de
suponer anomalias en el desarrollo de la célula. El VCM puede estar alto
debido a una cuenta elevada de reticulocitos ya que las células jovenes -~
son mds grandes que las células maduras. Aln cuando la cuenta de reticulo-
citos no esté importantemente elevada, puede ocurrir macrocitosis moderada
debido a mayor estimulacion de eritropoyetina.Un aumento en el VCM no expli
cable por error metodoldgico o por eritropoyesis estimulada indica una ano-
malia de maduracién nuclear. Por otra parte la microcitosis Implica alguna

anomalfa en la sintesis de hemoglobina.

VALORES DE REFERENCIA

VCH de 82 a 98 u°

Nota 1:
Si el hematocrito de una muestra de sangre es 32 y nlimero de eritroci
tos 4,000 000 /u! calcular VCM
Ve =32 x10 = 80w = 80 fl
Y
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HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA

La HCM es el contenido (peso) de hemoglobina en un hematfe individual
medio, expresado en micromicrogramos (uug) o picrogramos (pg).

Se calcula aplicando la siguiente férmula:

HCM = Hemoglobina {(q/d| de sangre) X 10
Ndmero de eritrocitos (millones/ul)

En la mayoria de las anemias las variaciones del tamafio medio de los_
eritrocitos (VCM) van paralelas a cambios similares del peso de su hemoglo
bina (HCM). Por tanto el VCM y la HCM dan variaciones similares. La HCM
es mas sensible para detectar una disminucidn en la sintesis de hemoglobi~

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

Nota 2:
Hb Hg/dl
eritrocitos 4,200,00

HCM = 11 X 10
4.2

= 26 uug (pg)

VALORES DE REFERENCIA

HCM de 27 a 33 pg.
CONCENTRACION CORPUSCULAR MEDIA DE HEMOGLOBINA
La CCHM es la concentracion media de hemoglobina por 100ml de eritro-
trocl tos concentrados, se expresa en por ciento (%) y se calcula usando la

siguiente férmula)

Hemoglobina (g/d} de sangre) X 100

CCHM
Hemotocrito %
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La CCMH estd disminufda por trastornos en la sintesis
de hemoglobina aunque la anemia ferropénica es el dnico estado microciti-
co en la cual la CCMH cae abajo de 28. La CCMH también puede estar dis-
minuida por pérdida de hemoglobina como con una hemoglobina inestable o
con trastornos en la regulacidn del liquido de la célula que resulta en
sobrehidratacién de ésta. Un aumento de la CCMH puede verse en situacio-

nes de pérdida de membrana {esferocltosis hereditaria).

Nota 3:

Hemoglobina 13 gr/dl; hematocrito 40%-

CCMH = 13 X 100
Lo

2%

VALORES DE REFERENCIA

CCHH de 31 a 37%
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RECUENTO DE LEUCOCITOS

Objetivo:

1. Efectuar la técnica del recuento de leucocitos.

2. Sedalar las aplicaciones de 1a técnica y evaluar sus ventajas y li-

mitaciones.

Generalidades: En la sangre del hombre normal pueden distinguirse =

los siguientes tipos de leucocitos:

i Neutréfilos
Granuloci tos Eosindfilos
Basdfilos

Leucoci tos J

Linfocitos

Agranulocitos
Monoci tos

La produccidn de linfocitos es en sitios diseminados (bazo, ganglios
linfiticos y otros tejidos linfiticos organizados), pero la produccién de
neutréfilos, monocitos, eosindfilos y basdfilos estd limitada a la médula

dsea en el humano normal.

Los sistemas leucocitarios difieren de los sistemas eritroide y de -
las plaquetas en muchos aspectos. Los dos Gltimos efectitan su funcibn en
la sangre, mientras que la funcién de los leucccitos se lleva a cabo extra
vascularmente. Por lo tanto, la sangre solo sirve como una via que un leu

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 nimero de Teucocitos totales, las cifras ab-
solutas y relativas de las diversas formas de glébulos blancos. Una segun

da fase cualitativa que determina morfologia celular. (2,¥)

En ocasiones basta su-examen para formular un diagndstico especifico,
por ejemplo las leucemias; con mds frecuencia puede ser de ayuda diagnésti

ca o establecen un prondstico en relacidn al curso de la 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 solucidn hipoténica de

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

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EOTA al 10% (sol. disddica)
Solucién de Turk {Ifquido diluyente)

Material:
Tubos de ensaye de 13x100 mm
Pipetas de Thoma para gl6bulos blancos
Camara de Neubauer con cubrehematimetro
Boquilla
Gradilla para tubos
Gasa ’
Agitador para pipetas de Thoma
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Material Bioldgico:

Sangre capilar o venosa con antjcoagulante

HETODOLOG IA

Las pipetas de cristal Thoma para glSbulos blancos, constan de un tubo
capilar graduado, dividido en 10 partes y marcado con un 0.5 en la quinta -
seffal y con un 1 en la décima y, por encima nsanchamiento, bulbo o pera pa
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.(rl&J)
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FIG. 7 PIPETA PARA EL RECUENTQ DE LEUCOCITOS

1. Homogenizar perfectamente la muestra.

2. Con la pipeta de Thoma para glébulos blancos, aspirar sangre hasta la -~
marca 0.5. Secar cuidadosamente con gasa la parte exterior de la punta
de la pipeta.

3. Completar con liquido de Turk hasta la marca 11. Dilucidn 1:20.

4, Agitar durante 3 minutos.

5. Se desechan las primeras 4-5 gotas y se carga la camara de Neubauer, -

procedimiento descrito en el recuento de eritrocitos.

6. Dejar reposar la cimara con la muestra durante 3 minutos.

7. Ver el microscopio con objetivo de 10X.
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8. Se cuentan Jos leucocitos en cada uno de Jos cuatro cuadrados grandes

de las esquinas (de ! mmz) ver diagrama.

CALCULOS:

Para obtener la cifra de leucocitos por milfmetro cibico {ul)

aplicar la siguiente férmula:

N’ X 20 X 10
4

3

= N’ X 50 = leucocitos / mm” de sangre

leucocitos / ul de sangre

en donde:
N’ = nimero de leucocitos contados
20

10 = correcciGn por la altura de la cdmara

factor de dilucion

B

- 2 .
4 = nimero de cuadros de | mm” en los que se efectud el

conteo de leucocitos.

El factor 50 variard si se cambia la dilucién y/o el nimero de cuadros

contados.

CORRECCION POR PRESENCIA DE NORMOBLASTOS

En presencla de normoblastos debe efectuarse cuenta corregida de -

acuerdo a la siguiente formula.

Recuento total de leucocitos X 100
NRN X 100

= nimero verdaderode
leucocitos / ul de sangre
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en donde:

NRN = nimero de eritroclitos nucleados que son contados

en el recuento por cada 100 leucocitos.

Ejemplo:

Un frotis de sangre muestra 20 eritrocitos nucleados -
por cada 100 leucocitos. E] recuento total de leucoc!-
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

Adul tos: 5,000 - 10,000 leucocitos / ul
Nifos: 8,000 - 15,000 leucocitos / ul
Recién nacidos: 10,000 - 25,000 leucocitos / ul

BIBLIOGRAFIA
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PREPARACION DE EXTENSIONES SANGUINEAS

TECN!ICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EOTA al 10% (sal disddica)

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm con tapdn de hule
Portaobjetos limpios y desengrasados

Cubreobjetos limpios y desengrasados

Material Bioldgica:

Sangre venosa o capilar con anticoagulante

METODO DE LOS DOS PORTAOBJETOS

1. Poner una gota de sangre (de 3 mm-5 aproximadamente de ancho) en
un portaocbjetos limpio y desengrasado a unos 19 mm de su extremo y tenien

do cuidado de que el portacbjetos no toque la piel.
2. Colocar e} portaobjetos en una mesa u otra superficie lisa.

3. Con el pulgar y el indice de la mano derecha se sujeta por el ex-
tremo un segundo portaobjetos contra la superficie del primero, con un an-
gulo de 40-45°(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 1Tnea de contacto.

L. Se empuja lentamente e} portaobjetos extensor a velocidad moderada
hacia delante para que la sangre se extlenda uniformemente sobre el otro -
portaobjetos por detrds del borde extensor, manteniendo el contacto entre
ambos hasta que toda la sangre se haya extendido en una pelicula moderada~
mente fina.(2,9)
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5. El frotis tendrd una longitud de aproximadamente 3-h cm. Se vigi-
lard 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 facilitard su -
lectura. Es necesario preparar de 2-3 extensiones de cada muestra y dnica

mente se tefiird la mejor.lf1a.&)

6. Los portaobjetos se secan rdpidamente al alre; la rapidez en el se
cado se favorece agitando el portaobjetos en el aire o mediante un ventila

dor eléctrico. (No soplar pues se contamina la muestra).

7. E) portacbjetos puede etiquetarse escribiendo los datos de identi-
ficacion con un lapiz de grafito directamente sobre el extremo mis espeso

de la pelfcula de sangre, también pueden utilizarse etiquetas de papel.

RECOMENDACIONES:

- Los portacbjetos tienen que estar perfectamente limpios y desengra-

sados.

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

mm de tamafio, de esto depende en gran parte el espesor de la extensidn.

- El espesor de la extension puede variar cambiando el angulo del por
taobjetos extensor, variando la precisidn y la rapidez con que se extiende

la sangre.

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

con muchos leucoci tos.

- Extender rapidamente; a mayor rapidez corresponde mas uniformidad y

espesor.

- Cuando m3s rapidamente la pelfcula se seca al aire mejor se obtiene

la extension de las c&lulas sobre el portaobjetos.
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METODO DE LOS DOS CUBREGBJETOS

El método de los dos cubreobjetos tiene la ventaja de una distribu-

cidén mas uniforme de los leucocitos.

1. Hacer contactar un cubreobjetos (22 X 22 mm) con la parte supe-
rior de una gota pequeiia de sangre (de alrededor de 2 a 3 mm de tamafio)

sin tocar la piel.

2, Colocar el cubreobjetos con la parte manchada hacia abajo, enci
ma de otro cubre, de manera que las esquinas de los dos aparezcan como
una estrella de 8 puntos.

3. Si la gota no es demasiado grande y los cubreobjetos estan bien
limpios, la sangre se extenderd uniforme y rapidamente como una capa fi

na entre las dos superficies.

4, En el momento de cesar de extenderse la sangre, separar los cu-
brecbjetos ripida y firmemente tirando de ellos en el plano paralelo a

sus superficies, no levantandolos.

5. Se colocan con la extensidn hacia arriba encima de un papel limpio
y se dejan secar al aire, o blen se puede colocar adosados dlag onalmen-

te en rendi jas abiertas en una caja de cartdn. (¥)
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PREPARACION DE COLORANTES Y METODOS DE TINCION PARA
EXTENSIONES SANGUINEAS Y FROTIS DE MEDULA OSEA

Los colorantes d: anilina, amp)iamente usados en los estudios de la -
sangre, son de dos tipos generales: los bisicos tales como el azul de meti-
leno y los acidos, como la eosina. Los nlcleos y algunas otras estructuras
de la sangre se tifien con los bisicos, por lo que se denominan bassFilos.
Ciertas estructuras sélo toman los colorantes acidos y se llaman acidéfilas,
oxifilas o eosinGfilas. Algunas estructuras se tifien por una combinacién -
de ambos y se denominan neutréfilas. EI estabiecimiento de estas propieda-~

des marcd el comienzo de la hematologia moderna.

Las tinciones son sensibles a la concentracion de iones hidrdgeno. -
A un pH alcalino se favorece la accion del azul de metileno a expensas de la

eosina y viceversa a un pH dcido. (%)

La tincién de preparaciones de sangre en extensiones sobre portacbje-~
tos se realiza en general de tal manera que éste quede cubierto por fa solu
cidn colorante con una capa de 1-2 mm de espesor pero evitando que se derra-

me por los bordes.

Los métodos de tincién para extensiones sanguineas mds cominmente usa=-

dos son:

1. De Wright

2. De Giemsa

3. De May=-Grunwald o de Jenner
. Pandptica de Pappenheim

5, Lelshman
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1. TINCION DE WRIGHT

El colorante usado en esta tincién se llama policromatico porque pro-
duce varios colores. Es una solucién de alcohol metflico de un colorante
4cido y otro bdslico y es uno de los mejores y mas empleados, por su corto

tiempo de realizacidn. (s)

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactlvos:
Solucién colorante de Wright

Amortiguador de fosfatos pH 7.2

Material:
Portaobjetos o cubreobjetos con extensiones sangufneas
Soporte de vidrio para portaobjetos

Papel secante
METODOLOGIA

1. Colocar la placa con la extension secada al aire hacla arriba en un
soporte de vidrio para portaobjetos y este a su vez en el lavabo o en upa -
bandeja.

2. Cubrir la extensién con la sclucién colorante de Wright, dejar tedir

de 2 -~ 3 minutos.

3. Pasado ese tiempo, se aflade a la preparacion amortiguador de fosfa-

tos pH 7.2 hasta que aparece en la superficie un brillo metdlico.

4. A los 3~5 minutos lavar la preparacién con un chorro de agua (prefe
rible agua destilada, primero suave, luego mas fuerte). El lavado tardard
de 5 a 30 segundos hasta que las partes mis delgadas se pongan de un color

rosado.
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5. Después del lavado quitar el exceso de agua inclinando la placa y to-

cando con un papel secante el borde inferior,
6. Dejar secar al aire.
7. El cubrecbejtos se monta con la extension hacia abajo sobre un porta-
objetos con bilsamo del Canadi. {1,2)
RESULTADOS
Los nicleos de los leucocitos y eritrocitos nucleados: violeta rojizo.

Granulos eosindfilos: rojo brillante hasta rojo pardusco; grinulos basd

filos: violeta obscuro; granulos neutrofilos: violeta claro.
Protoplasma de los linfocitos: azul; de los monocitos: azul grisiceo.

Eritrocitos: rosa pilido.

Plaquetas:  violeta rojlzo
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2. TINCION DE GIEMSA

Es quiza mejor para descubrir parisitos de la sangre y otros protozoos.
¢s)
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL
Reactivos:
Colorante de Giemsa dilufda
Amortiguador de fosfatos pH 7.2
Alcohol metilico
Materlal:
Portaobjetos o cubreobjetos con extensiones sanguineas
Soporte de vidrio para portaobjetos
Papel secante
METODOLOG!A
1. Lo mismo que en la tincidn de Wright.

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

3. Se dejan secar y se cubren con el colorante de Giemsa dilufdo en bu-

ffer de fosfatos pH 7.2, durante 20-30 minutos.
b, Lavar las extensiones con amortiguador de fosfatos de pH 7.2

5. Secar al aire las preparaciones poniéndolas en posicidn vertical so-

bre papel secante.
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RESULTADOS

Ndcleos: violeta rojlzo.

Granulos eosinGfilos: pardo rojizo o rojo; granulos boséfilos: azul;

granulos neutréfilos: violeta rojlzo.

Protroplasma de los linfocitos: azul; eventualmente con grinulos azurg

filos finos de color rojo purpiireo.
Eritrocitos: rojo palido.
Plaquetas: azul con corpilisculos internos violeta.

Nicleos de pardsitos hemdticos y protozoos: rojo brillante.

ADVERTENCIAS TECNICAS

La coloracién de Giemsa varfa mucho segin sea la concentracidn de fones
hidrégeno. Se consigue una coloracidn Gptima en unos 25 minutos con el colo-
rante diluido. Las solucliones dcidas aumentan la accidn de la eosina hasta -
dar aspecto rojlzo a la extensién, 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 gri
siceo. (2)

Lo mejor es realizar la tincién con la preparacion colocada verticalmen~
te dentro de la cubeta correspondiente; estando la preparacidn en posicion -
horizontal, el colorante no deberd decantarse después de la tincién, sino -
arrastrarse con un chorro de agua para que la pelicula superficial no se flje

sobre la capa de extensidn. (2)
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3. TINCION DE MAY-GRUNWALD O DE JENNER

El eosinato de azul de metileno de Jenner, disuelto en alcoho! meti-
lico, hace destacarse bien los granulos de leucocitos y es, por tanto, es-
peclalmente Gtil en su recuento diferencial. Tifie poco los nicleos y es -
muy inferior al de Wright y al de Giemsa para descubrir los parisitos del
paludismo, porque no produce la llamada coloracidn de Romanowsky. (¢, 5)

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL
Reactivos:
Colorante de May-Grunwald

Amortiguador de fosfatos pH 7.2

Material:
El mismo que para las tincliones anteriores

METODOLOGIA
1. Lo mismo que en las tinclones anteriores.

2. Cubrir la extensidn sangufnea con solucidn de May-Grunwald y dejarla

actuar durante 3-5 minutos.

3. Adadir la misma cantidad de amortiquador de fosfatos pH 7.2 y tedlir
durante 5-10 minutos (se mezcla cuidadosamente el colorante y el buffer mo-

viendo el portaocbjetos).

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

la extensi8n tome una tonalidad rosa palida.

5. Dejar secar al aire poniendo las preparaciones en posicion vertical

sobre papel secante.
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RESULTADOS

Linfocitos: nicleo vicleta azulado; plasma: azul.
Monocito: niicleo violeta azulado; plasma: azul.

Granulocitos: nidcleo violeta azulado; granulos segln su clase:
rojo violeta o azul obscuro.

Plaquetas: azul con corpilisculos internos violeta.

ADVERTENC IAS TECNICAS

Las mejores coloraciones se obtienen con extensiones reclén preparadas.
Las extensiones no tan recientes se fljan 'durante unos 30 minutos con meta-

nol o durante unas horas con una mezcla de éter-etanol. (2,¥)
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4. TINCION PANOPTICA DE PAPPENHEIM

Con el fin de conbinar las ventajas de varios colorantes, Pappenheim

recomendd el siguiente procedimiento. (3)

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Colorante de May-Grurwald
Colorante de Giemsa diluido
Amortiguador de fosfatos pH 7.2
Material:

E! mismo que para las tinciones anteriores
METODOLOGIA
1. Lo mismo que en las tinciones anteriores.

2. Tedir la extensidn sanguinea con una solucion de May-Grunwald duran

te 3 minutos.

3. Afadir una cantidad igual de amortiguadorde fosfatos pH 7.2 y dejar

tefiir durante 1 minuto.

b, vertir (sin lavar) la solucidn colorante diluida y afiadir la solucidn

de Giemsa diluida durante 15 minutos.

5. Pasado este tiempo lavar la preparacién con amortiguador de fosfatos
pH 7.2,

6. Secar al aire perfectamente poniendo la preparacién en posicion ver-

tical sobre papel secante.
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Nota: El colorante de May-Grunwald es el mismo que el de Jenner. £} co-
torante de Giemga puede sustituirse por el de Wright, diluido con una canti-
dad igual de agua, pero la duracidon de la tincidn no deberd exceder de 5 mi-
nutos.

RESULTADOS
Nicleos: violeta rojizo.
Plasma de las células linfoides: azul claro.

Corplsculos azurdfilos linfoides: rojo pilrpura brillante; corpisculos -

azuréfilos mieloides: violeta tirando a pardo violaceo.
Granulos neutrdfilos: violeta claro.
Granulos eosindfilos: de rojo ladrillo a pardo rojizo.
Granulos basofilos: de violeta obscuro a negro.

Eritrocitos: rosa; formas policromas de los eritrocitos, predominante-
mente azuladas; punteado baséfilo de los eritrocitos, azul cobalto intenso.

Corplisculos de Jolly: de rojizo a violeta. (2,Y]
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5. TINCION DE LEJSHMAN

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL
Reactivos:

Colorante de Leishman

Amortiguador de fosfatos pH 7,2
Material:

El mismo que para las tinciones anteriores

METODOLOG IA

1. Lo mismo que las tinciones anteriores.

2. Cubrir las extensiones con la solucion alcohdlica saturada de Leishman

{colorante de Leishman). Se deja teAir 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 e! portaobjetos.

L. A los 5 minutos lavar la preparacidn con amortiguador de fosfatos pH
7.2 y se mueve ligeramente. Aparece una nubécula de color azulado, en el agua
y la preparacion se colorea de rojo claro.

5. Repetir el lavado.

6. Secar de la manera ya mencionada.

RESULTADOS

El aspecto de la coloracidon es como el obtenido en la coloracidn de May-

Grunwald. {2)
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PREPARACION DE LAS SOLUCIONES COLORANTES PARA EXTENSIONES
SANGU INEAS

Para preparar las soluciones colorantes a partir de los colorantes,

se seguiran las siguientes Instrucciones.

COLORANTE DE WRIGHT

Eosina azul de metileno segilin Wright 0.24 g
Glicerina 3.0 ml
Metanol R.A. 97.0 mi

Se disuelve el colorante con un poco de metanol y se agrega la gliceri-
na y lo que resta de metanol. Se agita durante una hora empleando agitador
magnético, si hay uno disponible. Bespués se filtra y la solucién queda lis

ta para ser usada. l3,4)

COLORANTE DE G1EMSA

Azur-eosina-azu] de metileno seg. Glemsa 0.76 g
Glicerina bidestilada 50.0 ml
Metanol R.A, 0.0 ml

Se incorpora el colorante a la glicerina y se calienta durante 3 horas
en bafio marfa a 60°C. Seguidamente se aftade metanol. La solucidn se deja
en reposo durante cinco dfas y a continuacidn se filtra. (2,v)
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COLORANTE DE GIEMSA DILUIDO

Colorante de Giemsa 30.0 m!
Amortiguador de fosfatos pH 7.2 1,000.0 ml

mezclar perfectamente,

COLORANTE DE MAY-GRUNWALD

Eosina azul de metileno seg. May-Grumwald 0.25 g
Metanol R.A. 100.0 m]

El colorante se disuelve calentando ligeramente a 60°C en bafo marfa.

Una vez frio se flltra.

COLORANTE DE LEISHMAN

Eosina azul de metileno seg. Lelshman 0.12 g
Metanol R.A. 100.0 ml

El colorante se disuelve bajo agitacion, en metanol! calentando a unos
R0°C y la solucién se deja en reposo 5 dfas antes de filtrarla. (2,5)

AMORT | GUADOR DE FQSFATOS pH 7.2

Fosfato dibdsico de sodlo 1.14 g
NagHPO, ¢ ZH,0

Fosfato monobdsico de potasio 0.49 g
KH2POy

Agua destilada 960.0 ml

Ajustar el pH a 7.2
Agua destilada ¢.b.p. 1,000.0 ml
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE ERITROCITOS Y
LEUCOC ITOS

Observacidon del Frotis.

A continuacién se menciona el procedimiento para efectuar la observa-

cidn correcta de una extensidn sangufnea previamente tediida.

Primero, se inspecciona la preparacidn con el objetivo de 40 X para -
darnos una idea del nimero de leucocitos presentes, su distribucidn y su -

tincidn, asi como la distribucién de los eritrocitos y su forma.

Posteriormente, se selecciona un drea de la preparacidn y se le pone -~
una gota de aceite de inmersidn, observamos al microscopio con objetivo de
100 X, Observar perfectamente si existen variaciones en el tamafio y forma
de los glébulos rojos, as? como variaciones estructurales en ellos, agrupa
ciones y su tincién. Ademds, se efectla el recuento diferencial de leuco-
citos ya que puede apreciarse perfectamente sus caracteristicas tanto de -

leucocitos normales en sangre periférica como anormales. {5)

ERITROCITOS

En una persona sana, los eritrocitos se presentan, cuando no estdn -
aglomerados, camo discos bicdncavos homogéneos de tamafio casi uniforme en-
tre 6 y 8 um de didmetro. Sin embargo, también en la sangre normal puede
haber células individuales tan pequefias como de 5 um y tan grandes como de
9.5 um. En los casos de enfermedad varian los eritrocitos en cuanto al -
contenido de hemoglobina, tamaio, forma, propiedades de tinciGn y estructy
ra. (5)

La morfologia del eritrocito proporciona informacion relacionada con
la eritropoyesis, incluyendo: 1) valoracidn de la estimulacién de la eritro
poyetina, 2) hallazgo de anomalfas de maduracién nuclear y citoplasmica, 3)
identificaclén de enfermedades especificas debido a alteraciones singulares

en la forma de la célula.
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Las alteraclones de la maduracidn nuclear se caracterizan por un aumen-
to en el tamafio del eritrocito sin un cambio en la concentracién de hemoglo-
bina de éste. Esto no afecta uniformemente a todos los glébulos rojos; tam-
bien hay presentes fragmentos celulares y microcitos como un resultado de la
desorganizacion de la autoduplicacidn y maduracidn de la célula y la rotura

subsiguiente de las células que entran a la circulacién. ()

A continuacidn se describen las alteraciones mias comunes de los eritro-

citos.

VARIACIONES DE FORMA. (F16.9)

La variacidn formal se llama Poiquilocitosis. Cualquier célula con una
forma anormal es un poiquilocito. Sin embargo este término es muy ambiguo -
ya que también se !lama Poiquilocitosis a la fragmentacion de los eritrocitos,

por lo tanto se usard variacidn formal.

1. Eliptocitos: Son eritrocitos con deformacidn a células elfpticas, fd
cilmente identificables. Son abundantes en la eliptocitosis hereditaria -

(ovalocitosis hereditaria).

2. Esferocitosls: Son eritrocitos casi esféricos en contraste con la -
forma en disco bicéncavo normal. Su didmetro es menor que el normal. Care-
cen de la zona palida central o la tienen mis pequefia o excéntrica. Se pre-

sentan en la esferocitosis hereditaria.

3. Acantocitos: Son eritrocitos espiculados en quienes los extremos de
las espiculas son bulbosas y redondeadas. Se observan en la abeta-~]ipopro=-
teinemia hereditaria o adquirida, en algunos casos de hepatopatfas. Las cé-
lulas con muescas son células retraldas regularmente que pueden aparecer co-

mirmente como un artefacto durante la preparacién de extensiones.
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F16.9  VARIACIONES DE FORMA

0 0 ELIPTOCITOS

. . ESFEROCITOS

. ’ ACANTOCITOS
e Q CELULAS EN DIANA

/ / ' CELULAS FALCIFORMES
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4, Células en Diana: Son eritrocitos mds delgados de lo normal (lep-
tocitos) que, cuando se tifen, muestran un reborde periférico hemogloblfni-
co con una zona obscura central, la cual contiene hemoglobina. Ambas zonas
estdn separadas entre sf por un anillo palido no tefiido que contiene menos
hemoglobina. Esto ocurre en muchas hemoglobinopatias, talasemias, enferme-
dad hepatica.

5. Esquistocitos: Son fragmentos de eritrocitos. Indican la presen
cia de hemGlisis en la anemia megaloblastica y en quemaduras graves, pueden
deberse a traumatismos intravasculares o dafio de los eritrocitos reciente-

mente formados al entrar en circulacion.

6. Células Falciformes: Son eritrocitos en forma de uso, semilunares,
hoz. También son llamados drepanocitos. Se presentan en la anemia drepa-

nocitica. (¥)

VARIACIONES ESTRUCTURALES

1. Punteado baséfilo (degeneracidn granular baséfila; agrega baséfila;
basofilia punteada)., Se caracteriza por la presencia, dentro del eritrocito,
de granulos basofilos Irregulares, que varfan en cuanto a su tamafio desde -
puntitos apenas visibles a gradnulos casl! tan grandes como los de los granulos
azuréfilos de promielocitos. Se presentan en la intoxicacidn con plomo, en

la anemia megaloblastica,

2. Cuerpos de Howell-Jolly. Estas partfculas, lisas y redondas, son res
tos de cromatina nuclear. Pueden observarse aisladamente en la anemla mega-

loblastica, anemia hemolltica y después de esplenectomla.

3. Cuerpos de Heinz. Son precipitados de hemoglobina desnaturalizada,
unidos por si mismo de forma caracteristica a la membrana de los eritrocitos.
Su presencia se puede deber a: a) Administracién al individuo de fenilhidra-
cina, cloratos o un compuesto nitro o amino aromitico lo que ocasiona una =
desnaturalizacidn oxidativa de la hemoglobina; b) administracién de un férmg
co como la primaquina y ¢) existe un defecto hereditario, una anemia hemoll

tica asociada con una hemoglobina estable,
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b, Anillos de Cabot. Son estructuras en forma de anillo, ocho o en
asa. Ocasionalmente estan formados por dos o varias lineas concéntricas.
Se ha observado raramente en los eritrocitos en la anemia perniciosa, in-
toxicacidn por plomo. (L3.9)

5. Punteado palldico intracelular. Aplicable al aspecto finamente -
granuloso de los eritrocitos que albergan los parasitos del paludismo ter-
ciario. Estos hematies generalmente son mayores de lo normal. Presentes

en caso de anemia hemolitica y fiebre,

6. Apilamiento de eritrocitos. Es la alineacidn de eritrocitos, unos
sabre otros, por lo cual en preparaciones himedas se parecen a pilas de mo

nedas. Se presenta en mieloma miltiple.
7. Eritrocitos nucleados. Pueden ser normablastos tardios, pero algu-

nas veces pueden ser formas mds tempranas de eritrocitos, indican desorgani-

zacién de liberacidn del eritrocitos o ausencia de funcién esplénica.(y.5)

ANISOCITOSIS.  VARIACIONES EN EL TAMARC

Normeci to. mide aproximadamente 7 u

Microcito. mide aproximadamente menos de 7 u

Esferoci to. mide aproximadamente 5 u
JHacr0cito. mide de 10 a 20 u

Megaloci to. mide de 20 a 25 u.
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LEUCOCITOS

E) término '"leucocito" fue creado para indicar a las células o glébu-
los blancos de la sangre. Aunque hay muchas caracteristicas morfolégicas
por las cuales pueden ser reconocidas las células, el patrdén de cromatina

nuclear es la manifestacidn sencilla de identificacién Gtil. (4)

En la sangre del hombre normal pueden distinguirse los siguientes ti-

pos de leucocitos: (Flb. 10)

1. Neutrdfilos en banda: Son una forma inmadura en comparacién con -
los polimorfanucleares. El nicleo tiene una cromatina mas condensada y una
forma alargada mds bien uniforme., En la fase de banda estd incluida una -
constriccidn parcial del niicleo, hasta que se forma un delgado filamento -
(largo, pero no ancho) entre los dos I6bulos, momento en el cual la célula

queda clasificada como neutr6filo segmentado.

2. Neutrdfilos segmentados. Polimorfonucleares: Miden aproximadamente
12 u. Tienen un nicleo segmentado. El ndmero de lébulos nucleares oscila
de 2 a 5, unidos por finos filamentos. E! nicleo se tifie Intensamente de
color azul obscuro y la cromatina estd densamente aglutinada. El citoplas-
ma abundante se tifie de color rosa y estd lleno de finas grnu]aciones que -
se tifien de color rosa. Alrededor de dos tercios de éstas son granulos es-
pecificos y un tercio granulos azurdfilos: la intensidad de coloracién de

estos Gltimos es menor que la de la célula inmadura.

3. Eosindfilos: Miden de 12 a 13 u. La estructura de estas células -
se parece a la de los neutrofilos polimorfonucleares, pero con la singular
diferencia con los granulocltos neutrdfilos que su citoplasma contiene gra-
nulos mas grandes, redondos u ovalados y con gran afinidad por los coloran-
tes dcidos. Se identifican ficilmente por el tamafio y color de estos grany
lus que se ponen de rojo brillante con un colorante que contenga eosina.

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

nicleo tiene dos segmentos conectados, rara vez tres o mis.(¥.5)
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4, Baséfilos: Miden de 12 a 13 u, En general, los granulocitos basd-
filos se parecen a los neutréfilos, pero su niicleo es menos irregular (ge-
neralmente solo mellado o ligeramente lobulado) y los granulos son mayores
y con gran afinidad por los colorantes basicos y se tleien de color pirpura
oscuro, mientras que el nicleo se ve algo mis palido y a menudo estd par-
clal o completamente oculto por los grdnulos, por lo que resulta diffcil -

distinguir su forma.

5. Linfocitos: Existen dos tipos: linfocitos grandes que miden de 12 a
15 u y linfocitos pequedos que miden de 6 a 10 u. Son células mononucleares
sin grinulos citopldasmicos especificos. Su nicleo contiene bloques pesados
de cromatina que se tifie de azul obscuro. El citoplasma tiene color azul -~
claro, puede ser escaso, siendo dificil distinguirlo. Con frecuencia se en-
cuentran linfotitos grandes a veces mayores que un monocito, con un nicleo -

mas palido y citoplasma mas abundante.

6. Monocitos: Miden de 14-20 u. Son las cé&lulas mayores de la sangre -
normal. Contiene un sdlo niicleo, lobulado, profundamente mellado o en forma
de herradura y en ocasiones redondo u ovalado; con cromatina aglutinada, se
tide 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 granulos rojizos. {\.3,9)
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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 um de
didmetro. En extensiones de sangre obtenidas por punciédn cutinea pueden
existir intensas deformaciones y elongaciones con tendencias a la aglo-

meracién o agregacién.

Las plaquetas se originan en la médula Gsea a partir del megacario-
Cito. DiAQRAMA 2

DIAGRAMA 2 ORIGEN DE LAS PLAQUETAS

Célula reticular
Hemopoyesis medular

Megacarioblasto

Megacariocito

Sangre periférica Trombocitos

En cualquier momento, alrededoyr de una tercera parte de las plaquetas
del sistema vascular estdn transitando lentamente a través del brazo. Es-
to significa que dos tercios estin en el resto de la circulacién. Las pla-
quetas viven unos 8-11 dfas en el sistema vascular. Su funcién es mantener

la integridad vascular y taponar las lesiones vasculares. {1}
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Las plaguetas desempedan una funcidn critica en 1a hemostasis que con-
siste en: 1) mantenimiento continuo de la integridad vascular; 2) paro ini-
cial del sangrado por formacién del tapdn plaquetario; 3) establlizacién del
tapén hemostdtico por !a contribucién de un fosfolipido al proceso de forma
cidn de fibrina. Con sus propiedades de sello y procoagulantes, la plaque-~
ta representa una unidad hemostitica completa, como impllca su nombré funcio

nalmente mds apropiado de trombocito.(2)

Se llama trombocitosis al aumento de la cifra de plaguetas por encimas
de 400,000/ul. Habitualmente parece ser debida a un incremento en la pro-
duccién de plaquetas en situaciones tales como déficlt de hierro, hemorra-
gia aguda, hemdlisis, procesos malignos y afecciones inflamatorias. Una -
produccion disminuida, distribucion alterada y aumentada de la destruccién
o eliminacidn, son causas de trombocitopenia, la cual, si es grave, consti-
tuye una causa clfnicamente importante de hemorragia; se presentan en: pro-
cesos mielfsticos, anemias megaloblasticas, esplenomegalia de diferentes -
causas, coagulacion intravascular diseminada, trombocitopenia inmune, pirpu-

ra trombocitopénica idiopdtica.(3)
En general, con una trombocitopenia por debajo de 50,000/ul se facilita
el riesgo de upa hemorragia anormal, ya que la eficacia funcional y el nime-

ro de plaquetas son Importantes para la hemostasia.

Para obtener resultados satisfactorios en el recuento de plaquetas de-

ben realizarse los siguientes métodos.
-
Cualitativos: Observacion del frotis

Mé todos Semlcuantitativos: Fonlo

N

Cuantitativos: ¢ Cuenta en Cdmara de Neubauer

con Microscopio de Contraste de
fase
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METODO CUALITATIVO

OBSERVACIONES DEL FROTIS

Las plaquetas son dificiles de contar debido a que son pequefias, su
tendencia a adherirse al cristal, a cualquier cuerpo extraiio y en particu
lar unas a otras. Con la sangre capllar, las extensiones deben ser uni--
formes y lievarse a cabo con gran rapidez después de obtener la sangre, -
con objeto de evitar la aglomeracidn de plaquetas y minimizar la disminu-
cidn debido a la adhesividad de las plaquetas a los bordes de los vasos -

lesionados.

Es posible un mejor calculo (un examen relacionando una plaqueta por
aproximadamente 20 eritrocitos) examinando las extensiones tedidas, las -
plaquetas se distribuyen uniformemente y 1a algomeracion y pérdidas debi-
das al proceso hemostatico no tiene lugar. Por consiguiente, cuando se =
informa acerca de un recuento diferencial, debe hacerse referencia espe-
clal a las anormalidades plaquetarias o alteraclones en su nimero si exis
ten.

METODO SEMICUANTITATIVOS (FONIO)

Fundamento: Se hace contar el nimero de plaquetas presentes, l[a aglu
tinaci6n de las plaguetas es prevenida por la mezcla de una gota de sangre

con una gota de solucién de sulfato de magnesio.
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Solucién de sul fato de magnesio al 143
Colorante de Giemsa diluido
Alcohol Etilico al 70%
Alcohal Etilico absoluto
Material:

Portacbjetos limpios y desengrasados
Lancetas estériles
Torundas de algodén

Material BiolGgico:

Sangre capilar

Equipo:
Microscopio

Aceite de inmersidn

METODOLOGIA

1. Se prepara el pulpefo de un dedo desinfectindolo con una torunda de
algoddn empapada de alcohol etilico al 70% y se coloca una gota de solucidn

de sulfato de magnesio al 14%.

2. Con una lanceta estéril se hace una puncidn a través de la gota de
la solucidn de sulfato de magnesio al 14%.
Se espera que fluya una cantidad de sangre igual a la =

de la solucién usada, permitiendo la mezcla entre ambas.
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3. Tomar una gota y se hace un extendido en un portaobjetos.

4, Se tifie con la técnica de coloracion usado habitualmente en el la-
boratorio (Giemsa o Wright).

5. Observar al microscopio con objetivo de 100X, Contar 1,000 eritro-
citos e inducir el nimero de plaquetas observados en el curso de esta cuenta,

hacerlo en varios campos correspondientes a distintas zonas de) preparado,

Calculos:

Para calcular el niimero absoluto de plaquétas /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 /ul de sangre.

VALORES DE REFERENCIA
De 40 a 60 plaquetas por 1,000 eritrocltos

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

CUENTA EN CAMARA

Fundamento: Empleando el colorante azul de cresil brillante las pla-
quetas pueden observarse al microscopio como c€lulas con un movimiento =

browoniano.

TECNICA
_REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sal disédica)
Solucidn de azul de cresil brillante (17quido diluyente

de plaquetas) (filtrar antes de usar)

Material
Tubos de ensaye de 13 X 100 mm
Pipetas de Thoma para globulos rojos
Camara de Neubauer con cubrehematimetro
Boquilla
Gradilla para tubos
Cajas de Petri
Gasa
Papel Filtro

Material Bioldgico

Sangre capilar o venosa con anticoagulante

Equipo:
Microscopio
Agi tador para pipetas de Thoma
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METODOLOGIA

1. Cargar con sangre una pipeta de Thoma para globulos rojos hasta la

marca 1.0
2. Limpiar cuidadosamente con gasa la parte externa de la pipeta.

3. Completar el volumen hasta la marca 10! con el lfquido difuyente de

plaguetas. Dilucidn 1:100.
4. Agitar durante 5 minutos.

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

cdmara de Neubauer, descrito previamente.

6. Dejar reposar durante 15 minutos en una caja de Petri con papel fil
tro humedecido, para permitir el depSsito de las plaquetas en un plano dpti

co.

7. La cuenta se hace con el objetivo de 40 y el ocular de 10 X. Debe
trabajarse con una buena i luminacidn en el microscopio para evitar confun-
dir las plaquetas con basuras, levaduras o colorante precipitado. En la -

cidmara las plaquetas aparecen como cuerpos refractiles ovales o elongados.
8. Contar de igual manera que en eritrocitos.

NOTA: Esta determinacion debe hacerse rapidamente para evitar que

las plaquetas se aglomeren.

CALCULOS:
Para obtener e! nimero de plaquetas /ul de sangre se emplea la

siguiente formula:

N X 10 X 100 = Nimero de plaquetas /ul de sangre.
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en donde:
N = nimero de plaquetas contadas
10 = correccién por la altura de la cdmara

100 = factor de dilucién

N X 1000 = Nimero 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 c3mara deNeubaver uti-
lizando microscopio de fase después de lisar los eritrocitos con solucidn_

de oxalato de amonio al 1%.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Antlcoagulante EDTA al 103 (sal disédica)
Solucibn de oxalato de amonio al 1%

Material:
£} mismo que para la cuenta en camara -

Material Bioldgico:

Sangre capilar o venosa con anticoagulante

Equipo:

Microscopio con contraste de fase
Agi tador para pipetas de Thoma
METODOLOG!A
1. Llenar una pipeta de Thoma para glébulos rojos hasta la marca
2. Limpiar cuidadosamente con una gasa la parte exterior de la plpe-

ta y completar el volumen hasta la marca 101 con la solucibn de oxalato -
ambnico al 12. 0flucidn 1:100.
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3. Mezclar por agitacion durante 3 a 5 minutos.

b, Descartar las primeras 4-5 gotas de la pipeta y llenar la cdmara

de Neubauer en la forma habitual.

5. La cimara se pone en una caja Petri durante 15 minutos para perm]
tir el depSsito de las plaquetas en un plano dptico. Debajo de la cimara,
para prevenir la evaporacidn, se deja un fragmento de pape! filtro humede

cido.

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

CALCULOS

Para obtener el nimero de plaquetas /ul de sangre se emplea la sigulen

te formula:

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

en donde:

N = nimero de plaquetas contadas
10 = correcccién por la altura de la camara
100 = factor de dilucién

N X 1000 = Nimero de plaquetas /ul de sangre

VALORES DE REFERENCIA

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

Estos valores expresan el nlmero absoluto de un tipo de célula {leu~
cocito) presente en un ul de sangre. (2)

Los valores absolutos se calculan de acuerdo al siguiente procedimien

to e incluye correccién por presencia de normoblastos.

Cuenta de leucocitos 9000/ul
Eritrocitos nucleados 20 por cada 100 leucocitos

Neutr6filos segmentados 53%

No. verdadero de leucocitos = 9000 X 100
por ul de sangre 20 X 100

= 7,500 / ul sangre

No. absoluto de cada = [ X nimero relativo

tipo de leucocitos 100

en donde L es la cuenta de leucocitos corregidos por la presencla de

normoblastos. (1,2)

Ejemplo;
No. absoluto de neutréfilos = 7,500 X 53

segmentados 100

= 3975 / ul
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0
INDUCCION DE DREPANGCITOS 102

Objetivo:

1. Analizar el origen de produccidn de drepanocitos.

2. Establecer la Importancia clinica de este estudio.

General idades: 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 autosdmico y no con el cromo
soma X. La uni6én de dos heterocigotos Hb~S da vdstagos que pueden poseer
dos genes anormales, produciéndose anemia de eritrocitos falcliformes. Es-
te defecto heredado se halla en la porcidn globina de la molécula hemoglo-
binica, no en la porcién hem. La hemoglobina de las células falciformes y
la normal difieren en el sentido de que la cadena peptidica en cada mitad
de la molécula de hemoglobina falciforme contiene valina en una zona, don-

de la hemoglobina normal contiene dcido glutamico. (V)

La caracterfstica fundamental hematolégica 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 oxlgeno (drepanocitos).(2)

Fundamento: Al producir un descenso de la tensién de oxigeno en la -
preparacidon, por el aislamiento producido por el sellado con parafina y la
accion reductora del metabisul fito de sodio, los eritrocitos que contlenen

Hb-S adoptan la forma semilunar o de drepanocitos.(3)
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactvos:
Anticoagulante EDTA al 103 {sal disédica)
Solucidn de metabisulfito de sodio al 2% (recién preparado)

Solucién de cloruro de sodio al 0.86%.

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 am
Pipeta Pasteur con buibo
Cubreobjetos y portaobjetos limpios y desengrasados
Aplicadores de madera
Varilla de vidrio

Parafina o vaselina

Material bioldgico:

Sangre venosa con anticoagulante.

Equipo:

Microscopio

METODOLOGIA

1. Sobre un portacbjetos limpio y desengrasado depositar una gota de
sangre problema y una o dos gotas de la solucidn de metabisulfito de so-
dio al 2%.

2. Mezclar perfectamente con un aplicador de madera y cubrir la mez-
cla con un cubreobjetos.

3. Con una varilla de vidrio, calentada previamente, sellas los bor-
des del cubrecbjetos con parafina fundida o con vasellna (paso opcianal).
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4, Preparar un control utilizando solucion salina en lugar de la so-
lucidn de metabisulfito de sodio.

5. Examinar ai microscopio una, dos y 24 horas después, fnvestigan-
do la presencla de drepanocitos.

6. Informar la prueba como positiva o negativa.

VALORES DE REFERENCIA

Negativo.
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FRAGILIDAD OSMOTICA

Objetivo:

1. Anallzar las posibles causas que originan cambios en la permeabili-

dad de 1a membrana del eritrocito,

2. Evaluar la importancia clinica de esta determinacidn, as{ como sus

ventajas y limitaclones.

Generalidades: Los eritrocitos estan rodeados por una membrana semi-
permeable al agua y a electrolitos. Si un eritrocito es colocade en una -
solucion hipotdnica, el equilibrio osmotico puede ser estabilizado por la
accidn 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 de! gradiente de la presidon -
osmotica. Esta presion modifica varios factores como son: el grado de -~
cristalizacidn de la hemoglobina, el grado de saturacidn de oxigenacidn, la
actividad de transferencia de enzimas, el pH, la temperatura y la cuenta to
tal de eritrocitos. (k3)

En la esferocltosis hereditaria, anemia hemolitica adquirida, anemias
ferropénicas, hemoglobinopatias, anemia hemolitica del recién nacido, etc.
hay un aumento variable de la fragilidad osmotica, por lo tanto la vida me-

dia del eritrocito se ve disminuTda. (3)

En Ja eliptocitosis disminuye el espesor del eritrocito y la fragili-

dad osmética se halla disminuida.

Fundamento: La sangre es diluida en solucidn amortiguada a pH 7.4 con
fosfatos. Una serle de tubos es preparada conteniendo cada uno sangre y di
ferentés concentraciones de solucidn salina. Después de reposar a tempera-
tura ambiente, los eritrocitos son removidos por centrifugacion y el grado
de hemblisis en cada tubo es determinado espectrofotometricamente sobre la
base de la hemoglobina libre. (4)
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Los eritrocitos presentan resistencia globular cuando estdn en contacto
con soluciones salinas hipotdnicas de concentracidn decreclente. Al punto ~
donde se inicla la hemdlisis se le denomina resistencia minima y tlene mayor

valor clinico. Cuando la hemblisis es completa se ilama resistencia mixima.

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Solucién de cloruro de sodio al 1% amortiguada a pH
7.4 con fosfatos.

Heparina.

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm
Pipetas serolégicas de 0.1 m}
Pipetas seroldgicas de 1 m)
Pipetas serolégicas de 5 ml
Gradilla para tubos
Celdas.

Materlal biolégico:
Sangre venosa heparinizada

Equipo:
E£spectrofotometro

Centrffuga.
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METODOLOGIA

1. Preparar 12 tubos de ensaye de 13X100 mm perfectamente limplos y

secos, rotularlos del nimero 1 al 12.

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

NaCL 1% Agua destilada Conc. final Extincién Hemblisls

— TUBO m! ml %t Na Cl
1 k,25 0.75 0.85 0
2 3.75 1.25 0.75
3 3.25 1.75 0.65
4 3.00 2.00 0.60
5 2.75 2.25 0.55
6 2.50 2.50 0.50
7 2.25 2.75 0.45
8 2.00 3.00 0.40
9 1.75 3.25 0.35
10 1.50 3.50 0.30
1 1.00 4.00 0.20
12 0.50 4.50 0.10 100

3. Homogenizar perfectamente blen la sangre.

4, Adicionar a cada tubo 0.05 m) de la muestra de sangre y mezclar In-

mediatamente agitando suavemente.
5. Defar 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 6 545 nm, utilizando el sobrenadante del tubo -

nGmero 1 como blanco.
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8. Obtencr el por ciento de hemblisis de cada uno de los tubos, rela-

clonando la E (extincidn) de cada tubo con la obtenida en el tubo nimero -

12, ésta equivale al 100% de hemdlisis.

9. Graficar & de hemdlisis contra la concentracidén final de 2 Na C].

VALORES DE REFERENCIA

0.20%
0.353%
0.40%
0.45%
0.50%
0.55%

Resistencia mfnima
Resistencia maxima
50% de hemdlisis

NaCl
NaC}
NaCi
NaCl
NaC}
NaCl
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DETERMINACION DE HEMOGLOBINA FETAL

Objetivo:

1. Describir la composicidn de la hemoglobina fetal.

2. Sefalar la importancia de su determinacidn en el diagndstico clinico.

Generalidades: La hemoglobina fetal (Hb F) consiste en 2 cadenas ey
2 cadenas Y (=2 Y2). En nifios recién nacidos, el 60-80% de la hemoglobina
es de tipo fetal. La distribucidn de la hemoglobina fetal en el adulto es

estabilizada en la edad de 4 a 5 afios.

La distribucion irregular de la Hb-F es vista en extensiones sanguf-
neas de nifios recién nacidos y también en talasemia mayor y talasemia me-
nor y en las varias combinaciones de talasemias, ademds en eritroleucemia,
esferocitosis hereditarla en transfusién feto-materna. Por la distribucién
irregular es de pensarse que algunas células no contfenen Hb-F y otras con-
tienen pura Hb-F con alguna otra hemoglobina. (2)

La cuantificacidn correcta de Hb-F es importante para la diferenciacién
precisa de hemoglobinapatfas resultantes de anormal idades genéticas en la -
produccién de hemoglobina. (2,3)

Fundamento: La hemoglobina fetal es mds resistente a la desnaturaliza-
cion alcalina que otra hemoglobina. Para esta prueba, es adiclonado un &l-
cali fuerte al hemolizado problema. Después de un minuto se agrega solucidn
de sulfato amonico acidificado, el cual precipita a la hemoglobina desnatu-
ralizada. Se filtra la solucién y se determina espectrofotometricamente la
Hb-F presente en el filtrado y es expresado como el porcentaje de Hb-F dlca=-
11 resistente. (4)



TECNICA

REACTIVO Y MATERIAL

Reactivos:

Material:

Solucién de citrato de sodio al 3.8%

Solucion de cloruro de sodlo ai 0.9%

Solucion de hidréxido de sodio al 0.083 N

Solucién preclpitante (soluclén de sulfato de amonlo

saturado y acidificada con HCI

Solucidn anticoagulante de EDTA al! 0.3% (sal disédica)

Cioroformo R.A.

Tolueno R.A.

Tubos de ensaye de 13X100 mm
Tubos de ensaye de 16X150 mm
Tubos cdnicos para centrifuga
Pipetas seroldgicas de 0.2 ml
Pipetas seroidgicas de 1 ml
Pipetas seroldgicas de 5 ml
Pipetas serolégicas de 10 ml
Pipetas Pasteur con bulbo
Celdas

Gradilla para tubos de ensaye
Papel filtro

Embudo

Material bioldgico:

Sangre venosa

Espectrofotémetro
Centrf fuga
Vortex

Crondmetro

112
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METODOLOGIA J

Método a)

1. Tomar 10 ml de la muestra de sangre con 2 ml de 1a solucién de citra

to de sodio al 3.8%. Mezclar perfectamente.
2. Centrifuger a 2,000 rpm durante 5 minutos y separar el plasma.

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

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

k. Amadir voldmenes Iguales (al volumen de las células lavadas) de agua
destilada y c¢loroformo R.A. Mezclar vigorosamente {con Vortex) durante 5 a 7

minutos.

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

durante 30 minutos.

6. Colectar la capa superior acuosa y transferiria a un tubo de 13X100
mm 1implo, €sta contiene la solucién de hemoglobina para la determinacidn de
hemoglobina fetal. (y)

Método b)

1. En un tubo de centrffuga graduado adicionar 5 ml de la muestra de -
sangre con | ml de solucidn 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 solucién

de cloruro de sodio al 0.9%.



114

4. Para cada 1 m} de células lavadas adlcionar 1.4 ml de agua destila-
day 0.4 ml 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 transferlrla a un tubo de 13X100

mm limpio, listo para usarlo en la determinacidn de hegoglobina fetal.

METODO PARA LA DETERMINACION DE HEMOGLOBINA FETAL.

1. Adadir 0.2 ml de la solucidn de hemoglobina (obtenida anterlormen-
te) a 3.2 ml de soluci8n de hidréxido de sodio 0.083 N en un tubo de ensaye
de 16X150 mm. Lavar la pipeta varias veces con la misma solucién. Poner en
funcionamiento el crondmetro en el momento de la adicién.

2. En exactamente 60 sequndos adicionar 6.6 m! de la solucién precipl

tante (solucién de sulfato de amonio acldiflcado).

3. Mezclar invirtiendo el tubo 6 veces y filtrar Inmediatamente a tra-
vés de papel filtro. Un color rosa en el filtrado denota una cantidad anor
mal de hemoglobina fetal. ST el filtrado no es claro, volver a flltrar.

S1 el filtrado es incoloro denota que la Hb~F es normal o estd |igeramente

incrementada.

4. En otro tubo hacer un control, adicionando 0.02 ml de solucidén de -
hemoglobina 5 ml de solucidn de EDTA al 0.3%, obteniéndo asT una relacidn
de 1:251.

5. Leer las extinclones del problema y del control utilizando agua co

mo blanco, a 540 mm,
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Cilculos:

% Hb-F = Absorcifn del problema
Absorcién del control X 5

X 100

El factor 5 resuita de la relacién de la dllucién de la Hb-F del
problema que es 1:50 y la dilucion de la Hb-F del control que es 1:251
teniendo entonces:

50/251 = 1/5

Por lo tanto:

% Hb-F =  Absorcion del problema

Absorcidn del control

VALORES DE REFERENC IA

En adultos de 0.5 a 1.7% de Hb-F
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DETERMINACION OE HEMOGLOBINA EN PLASMA

Objetivo:

1. Realizar la determinacidn de hemoglobina en plasma.

2. Establecer la importancia clfnica de esta determinacidn asT como sus

limitaciones.

General Idades: Cuando la exagerada destruccidn de la sangre es cré-
nica, puede no haber ningln signo clinico o hallarse Ictericia, anemia u
otros signos. Cuando la destruccién es muy ripida, en cambio sobrevienen

sTntomas de toxicidad.

En la mayoria de los trastornos hemoliticos no existe hemoglobinemia.
La mayorfa de las veces existen cantidades pequefias e invisibles de hemo-

globina libre que se identifican con la bendicina. (¥)

Importancia de la determinacion de hemoglobina en plasma.

Hemoglobina en plasma elevada Hb en plasma normal o ligeramente
elevada

Umbral renal bajo

Hemblisis introvascular Esferocitosis hereditaria
Anemia hemolftica autoinmune Enfermedad por Hb-C
Anemla de células drepanociticas

Anemia mediterranea severa

Defecto glucosa 6-P-deshidrogenasa

Las concentraciones elevadas de hemoglobina en plasma generalmente se

observan con hemoglobinuria. (3)
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fundamento: La acclon catalTtica de las protefnas que contienen el gru-
po hem, causan la oxidacién de la bencidina por el peréxldo de hidrégeno, -
ddndo un color verde que cambia a azul y finalmente a color violeta. La in-
tensidad de | color puede ser comparado en un espectrofotémetro o en un foto

colorTmetro con soluciones de Hb de concentracién conocida.

TECNICA
REACTIVDS Y MATERIAL

Reactivos:
Reactivo de Bencidina
Solucidn de perdxido de hidrégeno al 1%
Solucidn de §cido acético al 10%
Solucidn estindar de hemoglobina 200 m1/1

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm
Tubos de ensaye de 16X150 mm
Pipetas seroldgicas de 1 ml
Pipetas seroldgicas de 5 m)
Pipetas serologicas de 10 m!l
Pipetas Pasteur con bulbo
Gradillas para tubos
Celdas

Equipo:
Espectrofotdmetro
Vortex

Centrifuga
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HETODOLOGIA

1. Extraer 5 ml de sangre venosa y colocarla en un tubo que contenga
0.1 ml de heparina (100 unidades). Mezclar perfectamente.

2. Centrifugar para obtener el plasma, transferirio a otro tubo y vol
ver a centrifugar.

3. En 3 tubos de 16X150 mm poner lo que indica la siguiente tabla:

Problema Estandar Control

Plasma problema ©0.02 ml - -
Sol. estandar de hemoglobina - 0.02 m! -
Agua destilada - - 0.02 ml
Reactivo de Bencidina 1.0 m! 1.0 ml 1.0 m
Sol. de perdxidc de hidrdgeno 1.0 m) 1.0 m! 1.0 ml

Mezclar perfectamente. Reposar los tubos 20 minutos a temperatura

ambiente

Sol. de icido acético 10 m] 10 ml 10 ml

Mezclar y dejar reposar por 10 minutos. Leer a 515 nm.

Nota: Efectuar la extraccidn venosa extremando las precauciones para evi-

tar la m3s mTnima hemdlisis.

La bencidina debers manejarse con mucho cuidado.
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Cilculos:

Para obtener la concentracién de hemoglobina libre en plasma se hace

uso de la siguiente formula:

Absorcion del problema

X~ 200 = mg Hemoglobina/l
Absorcion del estandar

en donde:

200 = concentracidn de !a solucién estdndar de hemoglobina.

VALORES DE REFERENCIA

De 10 a 40 mg de Hemoglobina/1
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Objetivo:

1. Realizar la técnica de electroforesis de Hemoglobina, con una mues-
tra problema.

2. Determinar la importancia de esta técnica por 1a gran variedad de a
plicaciones que tiene.

Generalidades: La hemoglobina es una protefna conjugada y cada molé
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

dtomo de hierro en cada uno de los cuatro grupos.

La parte de globina estd integrada por cuatro cadenas de aminodcidos,
Las cadenas pueden ser de diferentes tipos: alfa, beta, gama, delta y/o

epsilon. Los tipos se forman y se controlan geneticamente.

Hemoglobina fetal (Hb F) (alfa2 - gama, ). Esta es la hemoglobina
predominante durante la vida fetal. En el momento del parto su concentra-
cion es de aproximadamente 50 a 60% de la hemoglobina total. (5)

Hemoglobinagembrionarias (HbE) {Epsilon, ) (alfa, - Epsilon, ).
Estas hemoglobinas no se demuestran sino en la vida embionaria y también -
se las conoce como Hb Gower. Hemoglobina A (Hb A) (alfaz - betaz.). Los
individuos adultos no solo producen la HbA, sino pequefas 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.

Composicidn tfpica de la sangre En adultos En recién nacidos
HbA 95-98 % 15-h0 %
HbA, 2-3 % 1-2 %
Hb AF menos de 1% 50-85 %

Composicidn de las hemoglobinas normales.
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bA (HBA,) Alfa, - Beta
HbA2 Alfa2 - Delta2
Hb3 Alfa2 - Beta,
HbF Alfa2 - Gama,
Hb Gower 1 Epsilon 4

Hb Gower 2 Alfa2 - Epsilon,

Hemoglogina S (HbS) es la mds comin de las hemoglobinas anormales.

Hemoglobina C (HbC). Esta es una de las hemoglobinas anormales que se

presenta con relativa frecuencia. \3)

Todas las hemoglobinopatlas hereditarias caen dentro de las 3 categorias -
siguientes: a) anormalidades hereditarias de la estructura de una de las -
cadenas de la globina, b) anormalidades relacionadas con la cantidad de pro
duccidn de una o mis cadenas de la globina y ¢) fallas en la sintesis nor-
mal de HbF y HbA.

Las anormalidades de la estructura de la molécula de Hb resultan de la
substitucidn de uno o mas aminodcidos en la cadena de globina. Por ejemplo,
la HbS defiere de la HbA, por la sustitucion de valina por &cido glutdmico
en la sexta posicién de la cadena beta, mientras que la HbC difiere de la -

HbA por la substitucidn de lisina por dcido glutdmico en la sexta posicién.

El sindrome de talasemia cae dentro de! segundo grupo. La talasemia -
puede considerarse resultado de un defecto bioquimico en la sintesis de hemo
globina. No se ha demostrado ninguna substitucion de aminodcidos y la hemg
globina, una vez formada, tiene estructura normal. La explicacidn de la dis
minucién de sfntesis de hemoglobina en la talasemia no estd muy clara; pro-
bablemente incluye cierta alteracion de! RNA mensajero que dirige la sinte-

sis de una cadena hemoglobTnica especifica.(3)

En general se utilizan diversos métodos usando electroforesis. Las va
riantes radican en los diferentes amortiguadores, el uso de diferentes me-
dios de soporte y diversas condlciones de voltaje, amperaje y tiempo de se-

paracidn.
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La hemoglobina es una proteina conjugada; para ldentificar los diferen-
tes tipos mediante electroforesis se aprovecha el hecho de que se tiene varlas
protefnas en un medio de un amortiguador sujeto a la accidn de un campo eléc-
trico, la proteina se separa, bajo condiciones determinadas en una serie de -
bandas estratrificadas, las que se forman por la diferente velocidad de emi-

gracidn que presentan las proteinas en sfi. (V)

La velocidad de migracidn depende principalmente de la carga que presen
ta la molécula de proteina al pH del amortiguador, principalmente y también -
aunque en menor grado del diferente medio de soporte que se utilice para efec
tuar el corrimiento. Asi estos medios pueden ser, entre otros, gel de agar,
acetato de celulosa, gel de almid6n, papel u otros. En el caso de las dife-~
rentes hemoglobinas sus velocidades de emigracidn depende de su composicién =

en aminoacidos.(2)

La distancia recorrida por una hemoglobina desconocida se compara con la
obtenida con controles de composicion conocida. Hay forma de graficar la in-
tensidad de las bandas obtenidas y asi poder determinar la concentracién de -

hemoglobina presente. (¥)

Fundamento: La electroforesis es el movimiento de particulas cargadas en
un campo eléctrico. A pH 8.4 - 8.6 1la hemoglobina estd cargada negativamen-
te, por lo tanto migra hacia el &nodo 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 separacidn permite la Identificacion de las diferentes he-

moglobinas.



125

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:

Material:

Solucién amortiguadora de Tris ~ EDTA - dcido bérico pH 8.4
Reactivo hemolizante (EDTA sal disédica, clanuro de potasio
y agua destilada)

Controles para hemoglobina normales y anormales
Colorante de Ponceau S al 0.5%

Solucion de &cido acético al 5%

Metanol absoluto

Solucién de dcido acético al 30% en metanol absoluto
Solucion de cianuro de potasio al 3%

Solucidn de cloruro de sodio al 0.85%

Tubos de ensayo de 13X100 mm
Pipetas serolégicas de 1 ml
Capilares heparinizados

Tubos de ensaye de 12 X 75 mm

Material Bliolégico

Equipo:

Sangre venosa con anticoagulante

Camara de electroforesis

Fuente de poder

Pipeta especial o dosificador

Placas de acetato de celulosa
Aplicadores de muestra

Recipientes para tincién y de coloraclén
Centrifuga
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Forma de preparar a muestra para Identificar hemoglobinas (hemoli-
zado) .

Se requiere muestras de sangre tomadas con heparina o con EDTA como
anticoagulantes. Un paso esencial en la preparaci6n de la muestra es pro
vocar la hemélisls de la misma. ' '

I. Macromé todo

Se toma 0.5 m} de sangre en un tubo de 13X100 mm y se le agregan 10
ml de solucidn salina fisiolégica con lo cual se tiene una dilucién 1.20.
Se centrifuga por tres minutos. Se descarta la capa de solucién fislolé-
gica., Se agrega reactivo hemolizante a las células sedimentadas ya lava-
das con solucidn flsiol8gica en la proporcidn de aproximadamente 0.25 ml
de células lavadas y 1.5 ml de reactivo hemolizante. Se mezcla bien y el
material ya estd listo para pasarse por electroforesis. S$i no se usa de
inmediato debe congelarse; pero es conveniente en este {ltimo caso agregar
una décima parte de su volumen de cianuro de potasio al 3% para asegurar
que no se altere. (¢

I1. Micrométodo

Se emplean tubos capilares heparinizados. Se llenan con sangre capi-
lar. Se sella uno de sus extremos. Se centrifuga en una microcentrifuga.
Se toma una gota de la parte completa de células y se transflere la misma
a un tubo de ensayo de 12X15 mm. Se agregan & gotas del reactivo hemoli-
zante. Se agita y se deja reposar 10 minutos. E) hemolizado as{ obtenido
se usa Inmediatamente para la electroforesis y si no se va a actuar ense-
guida debe ser congelado hasta su andlisis. {5,¢)

1. Poner 100 ml de solucién amortiguadora Tris-EDTA-Gcido bérico en
cada uno de los compartimientos de la cdmara de electroforesis. £s impor-
tante que el nivel de la solucidn buffer sea igual en ambos compartimientos.

2. Colocar la placa de acetato de celulosa que se va a emplear dentro
de la solucién amortiguadora 15 minutos antes de usarla. Tener cuidado de
que quede blen equilibrada dentro de la solucién.
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3. Empleando el dosificador !lenar cada orificlo de la placa para mues
tra con los hemolizados problema y los controles que se usardn, poniendo §

ul de cada uno.

2, Sacar cuidadosamente la placa de acetato de celulosa que se Introduy
Jo en la solucién buffer, tener cuidade de no tocar la superficie de la pla
ca con los dedos.

5. Colocar la placa sobre una base horizontal y marcar imaginariamente
aproximadamente 2.5 cm de una orilla (de lo ancho de la placa) hacla el cen
tro, en esta marca se aplicaran las muestras.

6. Usando el aplicador, tomar las muestras que se mencionan en el pun-
to 3, presionar el aplicador 3 6 4 veces sobre las muestras para una mejor
toma. Antes dc 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 la camara. Intro-
ducir unas tirés de papel filtro dentro de la solucion buffer que se encuen
tra en la cdmara y tocar con ellas la placa de eléctroforesis, para que por
medio del papel filtro la placa de acetato de celulosa esté en contacto con

la solucién buffer. Cubrir la camara.
8. Aplicar un voltaje de 350 V durante 25 minutos.

9. Sacar culdadosamente la placa de la cdmara de electroforesis y tedir
la. (2)

TINCION

10, Introducir la placa en la solucidn al 0.5% de colorante de Ponceau

§ durante 5 minutos.

11. Destefiir en 3 lavados sucesivos de la placa en dcido acético al 5%

por 2 minutos.

12. Fijar con metanol absoluto 2 veces por 2 minutos.
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13. Posterformente poner la placa en una solucién de 30 partes de ic}

do con 70 partes de metanol absoluto, por 5 minutos para aclarar la placa.
14, Secar al alre durante 1 minuto.

15. Posteriormente secar la placa a 60°C durante 3 é 4 minutos. Com-

parar los probiemas con los controles.

INTERPRETAC I ON

La electroforesis de Hb es indispensable para la deteccin de hemoglo-
binopatfas. Las hemoglobinas son geneticamente controladas y la presencia
de hemoglobina anormales estd asociada con anormalidades funcionales, fisi-
cas y morfoldgicas de los eritrocitos y tienen manifestaclones patoldgicas’

como son las anemias hemolfticas.

Nota previa :
Frente a la electroforesis en papel, la realizada en placas de acetato

de celulosa ofrece las siguientes ventajas:

1. Separacién mas nTtida de las fracciones

2. Acortamiento notable del tiempo de separacidn, tincidn y decolo-
racion

3. Adsorcidn casi nula de proteina

4. Las placas pueden hacerse transparentes para su evaluacidn &ptica

5. Los resultados concuerdan bien con los de electroforesis librey
con los obtenidos por el método del biuret.

Precauciones

!. Antes de usar la fuente de poder, probarla para comprobar que trabaja -

al voltaje que se va a usar en la electroforesis.

2, S1 las separaciones de las bandas son confusas, revisar el pH de la so-

lucidn amortiguadora.
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. Leer cuidadosamente las instrucciones para el equipo que se va a emplear.

. Tener limpias las manos al coger las placas de acetato de celulosa, una

contaminacidn con sangre o protefnas ocasiona resultados falsos y confu-

50s.

. Un exceso de muestra ocasiona que ésta penetre en la matriz del acetato

de celulosa y por lo tanto no hay corrimiento.

. Lavar el material empleado immediatamente despues de ser usado.
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HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA

Objetivo:

1. Describir las caracteristicas de la HPN

2, Evaluar la Importancia de la prueba de Ham y de lisis en sucrosa para

el diagnostico de esta enfermedad.

Generalidades: La hemoglobinuria nocturna paroxistica (HPN) también -
llamada sTndrome de Marchiafava-Micheli, es una rara afeccidn que se mani-

fiesta en ambos sexos, de cualquier edad, pero mds a menudo en la adulta.

Se caracteriza por crisis hemoliticas con paso de hemoglobina @ la -~
orima, que se producen preferentemente pero no exclusivamente de noche (du-

rante el suefio o inmediatamente después) y por una hemdllsis crénica.(3)

Se ha demostrado que la hemdlisis Intensa depende de un defecto intra
vascular, sin saber la verdadera naturaleza de ese defecto, conociendose =«

finicamente un aumento de la sensibilidad del eritrocito al complemento. {2)

La HPN puede ser sospechada en individuos con anemia hemolftica o hipo

plasica graves y asociadas con hemosiderinuria.(3)

Fundamento: Cuando los eritrocitos son suspendidos en una solucién iso-
tonica de sucrosa, la lisis de ellos no ocurre. Con la presencla de peque-
fias cantidades de suero, las células con HPN sufren lisis en la solucién de
sucrosa, ya que los glébulos rojos con HPN son muy sensibles al complemento

ocasionando este cambio en la permeabilidad de su membrana. {1)
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PRUEBA DE HEMOLISIS EN SACAROSA
TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL E

Reactivos:
Solucidn stock de sacarosa
Solucibn de trabajo de sacarosa
Solucion de hidréxido de amonio 0.01 M
Solucion de cloruro de sodio 0.15 M

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm
Pipetas seroldgicas de 1 ml
Pipetas serolbgicas de 5 ml
Pipeta Pasteur con bulbo
Gradilla para tubos
Celdas

Material bioldgico:

Eritrocitos~ Las c&lulas que se usan son obtenidas por desfibrina-
cidn de la sangre del paciente o sangre colectada con EDTA o solucidn dcido
dextrosa. Se centrifuga la muestra para remover el plasma y los leucocitos;
los eritrocitos son lavados tres veces con solucidn de NaCl 0.15 M. Puede
determinarse el grupo sangufneo

Suero- Puede usarse un suero normal fresco, compatible,
Equipo:

Espectrofotémetro

Centr {fuga
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1. Preparar cuatro tubos de ensaye de 13X100 mm de acuerdo al siguien-

te cuadro.

TUB0S 1 2 3 b
Sol. de trabajo de sacarosa 0.90 mi 0.95 ml 0.95 ml
Suspens idn de Células 0.05 ml 0.05 m} 0.05 m}
Suero 0.05 m 0.05 mi
Sol. de hidréxido de amonio
0.01 M 0.95 ml

Mezclar perfectamente e Incubar a temperatura ambiente por 60 min.

Sol. cloruro de sodio 0.15 M 4.0 m 4,0 ml 4,0 mi L.0 ml
Centrifugar a 1500 rpm durante 3 min. Leer en un espectrofotdmetro
la E del sobrenadante a 540 nm usando agua como blanco. (3}
E = extincidn
Calculos:

El porcentaje de lisis es calculado como sigue:

% lisis = E tubo 1 - (E tubop + E tubog)

100
(E tuboy - E tuboy)
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Interpretacion: Si se obtiene mis del 5% de lisls, el dlagn6stico de HNP
es casl clerto. Sin embargo, la prueba no siempre refleja verdaderamen-
te el por clento de células sensibles al complemento y puede haber resul

tados falsos positlvos como en anemia megalobléstica y anemia hemollti-
ca autoinmune.

HEMOL 1515 CON SUERO ACIDIFICADO. PRUEBA DE HAM

Fundamento: Los eritrocitos de los pacientes con HNP son 1lsados con
suero normal fresco, especialmente cuando el suvero fué acidificado. En
esta prueba, el complemento es destrufdo previamente por calentamiento y

con esto se pierde la actividad hemolftica del suero con respecto a las
células con HNP. (3)
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REACTIVO Y MATERIAL

Reactivos:
Solucidn de hidréxido de amonio 0.01 M
Solucidn de cloruro de sodio 0.15 M

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm
Pipetas seroldgicas de 0.2 ml
Pipetas seroldgicas de 1 mi
Pipetas seroldgicas de 5 ml
Pipetas Pasteur con bulbo
Gradilla para tubos
Celdas

Materlal bioldgico:

Eritrocitos. Los mismos que se usan en la anterlior técnica.

Suero. Puede usarse un suero normal fresco, compatible. El
pH del suero es disminufdo "acidificando el suero" con HC) 0.15 N a pH
6.4 - 6.6, E1 "suero incubado" es preparado por Incubacidn a 56°C por
30 min. Para incrementar la sensiblllidad de la prueba, el contenido -
de magnesio del suero es incrementado por la adicién de 0.5 m} de sol.

de cloruro de magnesio 0.05 K por cada 3 ml de suero.

Equipo:
El empleado en la técnica de hemdlisls en sol. de sacarosa.
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TuBoS 1 2 3 b 5 6

Suero acldificado 0.5 ml 0.5
Suero 0.5 ml

Suero incubado acidi-
flcado 0.5

Susp. de células " 0.05 ml 0.05ml. 0.05 ml 0.05 m} 0.05 ml

Sol. cloruro de sodio
0.15 M 0.05 0.5

Sol. hidréxido de sodio
0.01 M 0.5

Incubar a 37°C por 60 minutos.

Sol. de cloruro de
sodio 0.15 M bml imi im) Im1 hmi hmi

Centrifugar a 1500 rpm durante 3 minutos. Leer en un espectro-
fotémetro la E del sobrenadante a 540 nm usando agua como blanco.(3)
E = extincidn

Calculos:

3 Lisis = EI - (Eg + Ef)

X 100
E - E3

Donde Ei representa la E de los tubos 1,2,3 y Eb, ES y E6 de los
tubos 4.5 y 6 respectivamente.

Interpretacién: Si ocurre lisis en el tubo 1 (mayor del 1%) y no ocurre
lisis en el tubo 2 el diagndstico 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.
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HIERRO SERICO

Objetivos:

1. Analizar el metabollismo del hierro en el cuerpo humano, asi como -

la importancia clinica de su determinacidn.

2. Explicar las posibles causas que originan la deficiencia de éste.

7 General idades: El hierro es un elemento esencial en muchos de los pro-
cesos fisioldgicos del cuerpo. Se combina con protoporfirina para formar
el grupo hem y con diversas protelnas para originar enzimas importantes co-

mo catalasa, citocromo y peroxidasa.

La cantidad de hierro absorbida después de la ingestidn depende de fac
tores como cantidad y tipo de hierro presente en el intestino, presencia o
ausencia de alimento en el tubo digestivo, Tndole de alimento, estado del -
hierro almacenado en el cuerpo, actividad de la médula &sea, secreciones del

pancreas y funcidn de la mucosidad Intestinal.{1)

Aunque el hierro probablmente puede ser absorbido de cualquier parte -
del tubo digestivo, desde estdmago a colon, la absorcion es mixima en el duo
deno y disminuye progresivamente en las partes mas distales del instestino.
Debido a que la capacidad del cuerpo para excretar hierro es muy lim{tada, -
su absorcién en el intestino debe ser controlada para que no se acumule en los

tejidos y no alcance niveles tdxicos.

Cuando abandona las células de la mucosa, el hlerro en forma férrica es
transportado hacia el plasma unido a una B-1-globulina que ha recibido dife-
renfes nombres: transferrina, siderofilina, protefna fijadora del hierro o -
globulina fijadora del metal. Cada molecula de transferrina se combina con

dos lones férricos.{})

La transferrina no solo transporta hierro en el plasma; también Inter-
viene en la transferencia de hierrc desde el plasma a los eritrocitos que se
estan desarrollando, desempeiia un papel importante en la utilizacién de hie-
rro por los normoblastos y reticulocitos en desarrollo, proceso que incluye

la fijacién de la molécula de transferrina a la membrana celular.
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Cualquier cantidad de hierro residual es retenida dentro de la célula
donde se combina con la apoferritina para formar ferritina. Si la canti-
dad de apoferritina es insuficiente el hierro se deposita como pequefos -~
grdnulos de 6xido conocidos como hemosiderina. Aproximadamente el 25% de

hierro en el cuerpo se almacena en forma de ferritina y hemosiderina. (!

Importancia de la determinaciSn sérica de hierro: (¥)

ALTERACIONES HIERRO EN SUERO
Hemocromatosls Elevado
Anemia sideroblastica hereditaria Elevado
Anemia sideroblastica adquirida Elevado
Anemias ferropénicas Disminuido
Infecciones agudas Disminuido

Sindrome nefrético (pérdida de
siderofilina) Disminuido

Fundamento: La determinacidn de hierro sérico se determina separando=~
lo de la transferrina por la adicién de una solucion amortiguadora a pH 1.9
y reducido simultdneamente a la forma ferrdsa por el acido ascérbico del -
amortiguador, El hierro libre reacclona con la batofenantrolina sulfonata

da dando una coloracidn que es proporcional a su concentracidn. (§)
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REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivas:
Solucidn de batofenatrolina sulfonatada al 0.64%
Solucidn amortiguadora de glicina-HCL pH 1.9
Solucién de 3cido ascédrbico al 0.5%
Solucién de 3cido ascdrbico al 0.5% en sotucidn
amortiquadora de glicina HCL pH 1.9 : Solucion de trabajo
Solucidn de cloruro de sodio al 0.85%

Solucidn de hierro 150 ug/dl

Material:
Tubos de ensaye de 13 X 100 mm
Pipetas serolégicas de 0.1 ml
Pipetas seroldgicas de 1.0 ml
Pipetas seroldgicas de 5.0 ml
Celdas
Gradilla para tubos

Material biolégico:

Sangre venosa con anticoagulante.

Equipo:

Espectrofotdmetro
Agitador para tubos de ensaye
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Método de Breale, Broston y Taylor modificado por Loria.

1. Preparar 3 tubos de ensaye de 13 X 100 mm de acuerdo a la sigulente

tabla. Realizar el problema por duplicado.

BLANCO ESTANDAR PROBLEMA
Suero - - 0.5 mi
Solucién salina 0.5 ml - -
Solucidn de hierro 150 ug/dl - 0.5 ml -
Solucion de trabajo 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml

Mezclar vigorosamente y dejar en reposo minimo 20 minutos. Leer El

(extincién) a una longitud de onda de 530 nm.

Solucidn de batofenantrolina
sul fonatada. 0.05 m! 0.05 ml 0.05 ml

Mezclar inmediatamente. Dejar reposar de 30 a 90 minutos. Leer E2

a una longitud de onda de 530 nm, (5)

El = extincion 1

E2 = extincidn 2

Calculos:

Calcular la concentracién de hierro presente en el suero del paciente,

empleando la siguiente férmula:
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E2 - E1 del problema
E2 - E1 de! estdndar

Hierro sérico X Conc. estdndar

VALORES DE REFERENCIA:

De 65 - 175 ug/dl.
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CAPACIDAD DE FIJACION DE HIERRQ

Objetivo:

1. Realizar la técnica de capacidad de fijJacién de hierro,

2, Evaluar su utilidad.

Generalidades: El hierro es transportado por una proteina especlfica
del plasma, la protefna fljadora de hierro o transferrina {"siderofilina")
La transferrina hace las veces de proteina de transporte porque intercambia
dtomos de Fe con los tejidos, sin asimilarse as{ misma en cantidades apre-
ciables. El hierro no fijado ala transferrina se deposita sobre todo en el
higado. En condiciones normales, solo alrededor de la tercera parte de la

transferrina se satura con hierro.

La capacidad total del plasma para fijar hierra (C.T.F.H.) es 1a suma
del nivel sérico de hierro y de la cantidad de hierro que puede afadirse al
suero antes de que se sature su capacidad de fijacidn.(2)La capacidad total
de fijacidn 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 concentracidn de Fe y la C.T.F.H.

ALTERACIONES C.T.F.H. Fe
Enfermedades hepaticas agudas Normal o Aumentada Aumentada
Pérdida aguda o crénica de sangre Aumentada Disminufda
Infecciones agudas o crdnicas Disminufda
Neoplasias malignas Disminufda
Anemia hemolitica : Disminuida Dlsminuida
Anemia perniclosa Disminulda

Artritis reumatoide Disminuida
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Capacidad total de Hierro en Lapacidad libre de

fijacion de hierro = el suero * fijacién de hierro.

FUNDAMENTO: Se satura totalmente la transferrina por la adicién de una
solucidn de hierro y el hierro libre se precipita por la adicion de Mg C03.
El suero del sobrenadante se trata de forma habitual para determinar el hie-

rro total unido a la transferrina después de saturaclidn.(3)

TECNICA

REACTIVO Y MATERIAL

Reactivos:
Los mismos que para hierro sérico.
Solucién de hierro 300 mg/dl
Solucién de hierro 150 mg/d!
Carbonato de magnesio en polvo.
Material:

€] mismo que para hierro sérico.

Material bioldgico:

Sangre venosa con anticoagulante.

Equipo:
El mismo que para hierro sérico

Centrffuga.
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METODOLOGIA

Método de Beale, Broston y Taylor, modificado por Loria.

1. Preparar tubos de ensaye de 13X100 mm de acuerdo al sigulente cua-

dro:
TuBQ 1 TUBD 2
Suero 1 ml 1 ml
Sotucién de hlerro 600 mg/d} 1 ml 1ml
Dejar reposar 20 minutos
Carbonato de magnesio en polvo 100 mg 100 mg

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 estindar la solucidn de hierro de -
150 6 300 ug/di. {3}

tilculos:

Capacidad libre de EZ - E1 del problema

inacié onc. estindar X 2
combinacion X conc. estandar X

E2 -~ El del estdndar

% de saturacion = Fe X 100

Capacidad libre de combinacién

VALORES DE REFERENCIA:

Capacidad Vibre de combinacisn
Hombres 200 - 300 ug/dl
Mujeres 150 ~ 250 ug/dl
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Capacldad total de combinacidn

Hombres 300 - 400 ug/dl
Mujeres 250 - 350 ug/di

% de saturacion 20 - 55
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INVESTIGACION DE CELULAS L.E.

Objetivo:

1. Explicar el mecanismo de produccién de células L.E. y su importan-
cla.

2. Sedalar ventajas y limitaciones del método.

General idades: Clasicamente 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 sélo algunos de entre la enorme varledad
de autoanticuerpos frente a diversos tipos de células hemdticas, frente a
factores de la coagulacién y frente a componentes intracelulares (p. ej.,
mitocondrias, componentes nucleares, etc.) Los agregados Ac-Ag produci-
dos son captados por los granulocitos que adoptanun aspecto caracteristico
{con una gran masa amorfa en el centro de la célula, que desplaza al ni-
cleo multilobulado hacla la periferia), dando origen a las llamadas célu-
las L.E. La mayoria de las veces, los granulocitos que se convierten en cé

lulas L.E. son neutrdfilos.(!)

Para distinguir una célula L.E. real de un neutréfilo que por azar fo
gocitd un nicleo, es por el aspecto amorfo ''a través de vidrio esmerilado'
con el que la célula L.E. se observa en las preparaciones. En extendidos
sanguineos tefiidos con los colorantes de Romanowsky, las células L.E. apa-
recen como neutrdfilos con un citoplasma grande, esférico que se tide de

color piirpura. (3)

Fundamento: Desfibrinar la muestra de sangre, separar la capa de leu
cocltos y por medio de un frotis teflido con colorante de Wright buscar -

la presencia de células L.E.
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TECNICA
MATERIAL Y REACTIVOS

Material:
Tubos de ensaye de 13 X 100 mm
Tubos de Wintrobe (para hematocrito)
Pipetas Pasteur con bulbo
Vasos de precipitados de 100 ml
Portaob jetos limplos y desengrasados
Varilla de vidrio
Aplicadores de madera
Gasa

Material bioldgico:

Sangre venosa

Equipo:
Microscoplo

Centrifuga

Baflo de incubacién a 37°C
Reactivos:
Solucidn colorante de Wright
PROCEDIMIENTO
1. Extraer aproximadamente 5 m] de sangre del paciente, colocarlo en

un tubo de ensaye de 13 X 100 mm y ponerio en baid incub.a 37°C durante 2
horas.
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2, Centrifugar a 2,000 rpm durante 5 minutos. Decantar el suero y de-
secharlo. Sl el codgulo se encuentra adherido a las paredes del tubo, des-

prenderlo con un aplicador de madera.

3. Desmenuzar y macerar completamente el codgulo con una espitula o -

una varilla de vidrio.

4, Colarlo a través de gasa recogiendo el colado en un vaso de preci-
pitados de 100 ml.

5. Transferir con pipeta Pasteur, la sangre desflbrinada a un tubo de
hematocrito y centrifugario a 1,000 rpm durante 10 minutos.

6. Decantar el suero sobrenadante.

7. Tomar la capa de leucocltos con una pipeta Pasteur y con ella hacer

varios frotis. Tefirlos con solucidn colorante de Wright.

8. Observar el microscopio buscando las células L.E.

VALORES DE REFERENCIA
No deben encontrarse células L.E.

BIBLIOGRAFIA
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TINCION DE SIDEROBLASTOS Y SIDEROCITOS

Objetiva:

1. Establecer la diferencia entre siderablastos y los siderocitos.

2. Evaluar la importancia clinica de la reaccidn tintSrea con azul de

Prusia.

Generalidades: Los sideroblastos {normoblastos) son los precursores -
de los eritrocitos y presentan granulos de hlerro, que reflejan tanto el -
valor del aporte de hierro como el estado de sTntesis de hemoglobina. EI
nimero de sideroblastos depende del nivel de hierro presente en el suero.
Si este nivel es normal, del 20 al 40% de todos los normoblastos son side-
roblastos. Su nimero se incrementa en anemias hemoliticas, anemia perni-

ciosa y hemocromatosis. (}2)

Los siderocitos son eritrocitos que contienen finas inclusiones de hie-
rro no unido a la hemoglobina. Al realizar una tincion de Wright, los g(é
nulos de hierro presentes en los eritrocitos se parecen a los observados -
en la basofilla difusa, por lo que se hace la tincién con azul Prusia.

La cantidad de siderocitos se incrementa en anemias hemollticas; severos -
envenenamientos, después de esplenectomia, en anemias caracter| zadas por la

sintesis anormal de grupo hemo. (,2)

Fundamento: Las inclusiones de hierro que contienen los sideroblastos
y los siderocitos son demostradas por la reaccidn tintérea con azul Prusia,

observandose granulaciones de color azul.
TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:

Soluci6n de ferroclanuro de potasio
Solucién colorante de Pappenheim
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Material:
Portaobjetos con extendidos sanguineos o preparaciones de
médula Ssea.

Equipo:
Microscopio
Aceite de inmersién

METODOLOGIA
1. Teitir un extendido sanguineo o de médula Ssea con la

técnica de Pappenheim.

2, Cubrir la preparacidn previamente tefifda con solucién de ferrocla
nuro de potasio durante 3 & 4 minutos. Lavar con agua destilada y secar

al alre.

3. Observar al microscopio en Inmersidn., Contar los siderocitos que

se presenten por cada 1000 eritrocitos.

4. Sise usd una preparacién de médula dsea contar los sideroblastos
presentes en 100 normoblastos, observar la abundancia de los granulos de

hierro.

VALORES DE REFERENCIA:

Stderocitos: en sangre periférica 0-3 por 1000

Sideroblastos: en médula Gsea 20-40%
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CAPITULO IV

HEMOSTASIA
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HEMOSTASIA

La hemostasia es el proceso en virtud del cual la sangre liquida
se transforma en codgulo sblido. Después que un vaso comienza a san-
grar, se ponen en marcha fendmenos fisicos y quimicos, que en términos
de dos a seis minutos originan la formacidn de un coigulo, el cual -
ocluye la solucidn de continuidad del vaso e impide la prdida ulte-

rior de sangre. DIAGRAMA 3
La hemostasia requiere de interaccidn de:

lo. Componente vascular

20. Componente celular o plaquetario

30. Mecanismo de coagulacidn de la sangre
4o. Componente hemodindmico

50. Componente anticoagulante

60. Mecanismo fibrinolitico

La lesidn a una pared vascular va seguida de vasoconstricciém -
refleja inmediata y temporal. Las plaquetas son atraldas hacia la zo
na lesionada y forman un tapdn en pocos segundos. La fase inicial de
la hemostasia va seguida de la formacidn de un codgulo de fibrina que
cierra eficazmente el vaso y facilita la reparacidn. El coééulo de ~
fibrina sufre disolucidn despu@s que la reparacidn del vaso se ha com-

pletado.(2)

Las plaquetas desempefian una funcidn critica en la hemostasia -
que consiste en: | mantenimiento continuo de la integridad vascular;
2 paro inicial del sangrado por formacién de tapdn plaquetario; 3
eatabilizacidn del tapdn hemostadtico por la contribucidn de un fosfoll
pido al proceso de formacitn de fibrina. Con sus propiedades de sello
y procoagulantea, la plaqueta presenta una unidad hemostatica completa

como implica su nombre funcionalmente mas apropiado de trombocito. (3)
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Los primeros conceptos schre la coagulacidn de la sangre visuali-
zaron la interaccidn de cuatro factores, una trombocinasa derivada del
tejido que activaba una proenzima circulante, la protrombina, en la -
presencia de calcio a la enzima proteolitica trombina, la cual, a su -
vez, transformaba el substrato circulante fibrindgeno en fibrina poli-
merizada.(2)En la investigacion del mecanismo de la activacidn de la -~
protrombina, se descubrieron otros factores de la coagulacidn. Con el
fin de evitar confusidn de terminologfa, el Comité Internacional para
Nomenclatura de Factores de Coagulacidn de la Sangre ha establecido no
menclatura de estos factores y los sindnimos mds frecuentemente utili-

zados son los siguientes:

COMITE SINONIMOS
Factor I Fibrindgeno
Factor I1 Protrombina

Pactor IIL Tromboplastina tisular
Trombocinasa

Activador extrinseco de protrombina

Factor IV Calcio
Factor V Factor 18bil
Proacelarina

Globulina aceleradora plasmitica

Cofactor de Tromboplastina

Factor VI No asignado (producto intermedio)
Pactor VII Factor estable
Proconvertina

SPCA (Acelerador sérico de la conversidn de
la Protrombina)
Co-Tromboplastina
Autoprotrombina I
Pactor VIII Factor antihemofilico A (AHF)
Tromboplastindgeno
Cofactor plaquetario I
Factor Tromboplastico A del plasma
Factor IX Factor antihemofilico B (BHF)
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COMITE

S INONIMOS

Factor X
Pactor XI

Factor XII

Factor XIII

Componente de la tromboplastina Plasmi-

tica (PTC)

Factor Christmas

Cofactor Plaquetario I

Autoprotrombina IX

Factor Stuart-Prower

Antecedente de la Tromboplastina Plasma-~
tica (PTA)

Factor antihemofilico C

Factor de Hageman

Factor de contacto

Factor Estabilizante de la Pibrina (FSF)

Fibrinasa
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DiIAGRAMA )
Esquema de la cascada enzimdtica:

SISTEMA INTRINSECO

Contacto

Factor XII——8XII activo

Factor XI ———=aXI activo

~=- e - ia ]
'
Factor IX -:——-—nIX activo E
Foéfolipxdos !
Factor VIIIK:-;-.’:—*VIII act:1voJ‘l SISTEMA EXTRINSECO
----- Factor III
1: (factor tisular)
Factor X -F-:::b:f—aZtivo \ +
1 x” ' Factor VII
- r3 .
Fésfol:.pldo . +
. .
Factor V -|-——-’:—9 V activo : Ca ++
! Cca |
. 1
Lecmermmcuemmead
Trombocinasa

Protrombing — e e p Trombina
Trombina
Fibrindgeno ———— _p Fibrina mondmero + Péptidos A y B

Ca.H' Polimero de Fibrina

Factor — Factor XIII a Ca'H-
X Trombina (Transamidasa)
Polimero fisioldgico
de fibrina con enlaces

cruzados,
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En el laboratorio clinico existen pruebas que investigan cada uno de
los componentes del proceso de la hemostasia. Algunos muy conocldos se -

practican de rutina, otros requieren experiencia para su realizaclén.
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RECOMENDACIONES GENERALES PARA REALIZAR
LAS PRUEBAS DE EVALUACION DE LA HEMOSTASIA

La evaluacidn de laboratorio de la hemostasia tiene doas objetivos
principales: (1) establecer la presencia o ausencia de un tranatorno -
hemorrdgico y (2) hacer identificacidn diagndstice especifica de cual-

quier anomalia encontrada.(4)

1, E1 Material que se use en las pruebas de la evaluacidn de la -
hemostasia debe estar limpio, seco y libre de cualquier traza_
de detergente, lavarse y enjuagarse debidamente con agua bides

tilada y emplearla solamente para estas pruebas.

2. El anticoagulante que se emplea debe ger el adecuado, o sea, =~
solucidn de citrato de sodio al 3.8% empledindolo en una propor

cidn de una parte de anticoagulante para nueve partes de sangre.

3. No usar reactivos con fecha de caducidad vencida. Evitar la -
contaminacidn de los reactivos con los que se esté trabajando.
Y que £stos se encuentren mantenidos en las condiciones de temp.

durante su almacenaje.

4, Al realizar las pruebas de coagulacidn, 169 reactives empleados
asf como las mezclas de ellos deben incubarse a la temperatura
mencionada en cada técnica, sin sobrepasarla, ya que se trabaja
con un sistema enzimitico. Tambi€n debe tomarse el tiempo de _
incubacidn debidamente.
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Efectuar cada prueba por duplicado, para tener una mayor con-
fiabilidad en los resultados.

Para cada determinacidn, realizar una prueba control, emplean~
do para ello plasma humanc normal fresce o un plasma liofiliza
do.

' La sangre debe ser mezclada con el anticoagulante por inver~

sidn suave del tubo immediatamente, no debe agitarse.

La muestra deberd procesarse miximo después de dos horas de -~
haberla tomado, en caso de no ser asi deberd refrigerarse y -~

trabajarla en el transcurso de la maiiana,
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DERIVADOS SANGUINEOS USADOS EN LOS
PROCESOS DE LA COAGULACION

Plasma normal adsorte.

lo.

20.

3o0.

4o,

S50.

Se mezclan 4.5 ml de sangre venosa y 0.5 ml de oxalato de so-
dio 0.1 K. Separar el plasma centrifugande & 1,000 rpm duran
te 10 min. y se procede a su adsorcidn seglin el siguiente pro

cedimiento.

Mezclar el plasma con BaSOA en la proporcidn de 100 mg de és-

te por cada ml del plasma.

Incubar a 37°C en baiio Maria durante 15 min., mezclar cada §

min., por lo menos, con agitacidn suave.
Centrifugar el tubo & 3,000 rpm por 15 min.
Separar el plasma con una pipeta Pasteur. Guardarlo en refri-

geracion. En el momento de usarse se diluye 1:5 con solucidn

salina isotdnica.

Plasma normal envejecido.

lo.

20.

Colectar plasma como se menciona en el punto 1, para el plasma

normal adsorto.

Incubar el plasma anterior a 37°C durante 24 horas.
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Plasma rico en plaguetas.

lo. Obtener 9 ml de sangre venosa por medio ya sea, de una je-
ringa siliconizada o bien dejar fluir la sangre a través -
de la aguja directamente a un tubo de centrifuga que con-
tenga | ml de solucidn de citrato de sodio al 3.8%. Mez-

clar por inversidn del tubo.

20. Centrifugar el tubo a 1,000 rpm durante 5 minutos.

3o. Separar el sobrenadante que es el plasma rico en plaquetas.

Guardar en refrigeracidn.

Plasma pobre en plaquetas.

lo. Colectar la muestra de-sangre como para obtener plasma rico

en plaquetas.

20. Centrifugar el tubo a 3,000 rpm dursnte 30 minutos.
30. Separar el aobrenadante que es el plasma pobre en plaquetas.

Se guarda en refrigeracidn.



165

BI1BL10GRAFIA

1. Dacie, J.V., Lewis, 5. M.
PRACTI CAL HAEMATOLOGY
5a. edicién
Ed. Churchil Livingstone
London (1975)

2. Leavell, B.5.
HEMATOLOGIA CLINICA
ba. edicién
Ed. Interamericana

México {1977)

3. Todd, C.J. and et al.
CLINICAL DIAGNOS!S AND MANAGEMENT
6a. edicion ‘
Ed. W.B. Saunders Co.
U.s.A. (1979)

h. Wintrobe, M.M.
CLINICAL HEMATOLOGY
8a. edicidn
Ed. Lea and Febiger
Philadelphia (1984)



166

TIEMPO DE SANGRADO

Objetivo:

1. Realizar dos determinaciones de tiempo de sangrado y deducir
sus fundamentos.
2. Evaluar la importancia de esta determinacién as{ como sus ven-

tajas y limitaciones.
Generalidades: Antes de analizar la prueba del tiempo de sangra

do, deben obtenerse detalladamente datos personales y familiares del
paciente, incluyendo los breves episodios de sangria que se le hayan
presentado en el curso de su vida, as7 como alergias, anormalidades

en la funcion hepatica, etc.

Ya que esta prueba nos da informacidn de la funcidn hemostatica
global de las plaquetas In vivo por la determinacién de la duraclion
del sangrado de una incisi6n estdndar en la piel mientras se mantie~
ne aumentada la presion venosa, es particularmente Gtil en la evalua
cidn generalizada de pacientes con trombocitopenia debido a su capa~
cidad para descriminar entre lasplaquetas con funcién normal y las -

que tlenen funcién disminuida 0 aumentada.

Tiempos de sangrado prolongados reflejan funcién plaquetaria al
terada, como la que se asocia con la ingestidn de dcido acetilsalicl
lico, uremia, enfermedad de von Willebrand u otros trastornos de la
funcl6n plaquetaria (intrinseca o extrinseca), .insuficiencia de] fac
tor Vi1, Trombo astenia de Glanmmann. Por lo contrario, los tiempos
de sangrado mis cortos que los previstos en plaquetas normales son -~
debido a eficiencia hemostdtica aumentada de plaquetas j6venes, aso-
clada con trastornos de destruccion de la plaqueta como en la piirpu-
ra tronbocltope'nlca Inmunitaria o en la recuperacién de la médula o

sea después de quimfoterapia, (1)
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El tiempo de sangrado representa una prueba senclila y dtil (aun-
que algo imprecisa) de la eficacla de las funciones capilares y plaque
tarias. Es preferible el método de lvy al de Duke, pues las condicio~
nes son mis constantes. Un tiempo de sangrfa normal no excluye la pro
pensién a sangrar; sl se sospecha que ex/ste un transtérno hemorrdgico
debe repetirse la prueba en otra,parte del cuerpo. (1)

Fundamento: La determinacién del tiempo de sangrado mide la capa-
cidad de pequefios vasos sanguineos de controlar el sangrado después de
una lesidn, nimero de plaquetas, asi como la capacidad de éstas para la
formaci6n del tapén plaquetario, y defectos en los factores de la coagu

lacidn,
TECNICA
Métodos de:
a.- Duke
b.~ Ivy
Reactivos y Material

Reactivos:
Solucidn de alcohol etfllco al 70%

Equipo:
Baunanbmetro

Cronbmetro
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Material:
Lancetas estériles
Torundas de algodén
Papel filtro

METODOLOGIA

A. Método de Duke

1. Dar masaje suave al l6bulo de la oreja, limpiario con una torunda
de algoddn impregnada con alcchol y dejarlo evaporar. También puede ha-

cerse con la yema del dedo.

2. Con una lanceta estéril hacer una puncidn de 2-3 mm de profundi-
dad (con un movimiento rdpldo) en el borde inferior de! 18bulo 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 cronémetro.

3. Cada 15 seg. se aplica cuidadosamente sobre la gota de sangre -
el borde de un papel filtro, stn tocar la herida.

L. Parar el crondmetro en el momento en que el papel filtro ya no se

manche de sangre.

NOTA: No abarcar venas visibles nl lesiones cutaneas., Hay que recordar -
que clertos factores locales {presencia de hematomas, etc.) pueden
hacer variar el tlempo de sangrado, por lo que es recomendable hacer
la prueba en ambas orejas.

VALORES DE REFERENCIA

De 1 a 3 minutos.
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b, Método de lvy
1. En el brazo del paciente se coloca el baumanSmetro a una pre=-

sidn de 40mm de Hg., la cual se mantiene durante toda la prueba.

2, En el antebrazo del paclente se busca up area vascular, se -
limpla con una torunda con alcohol y con una lanceta estéril, se efec
tha una puncién de 2-3 cm de profundidad {con un movimiento répido),
evitando las venas visibles o lesiones cutdneas. En el momento en que

aparece la gota de sangre se marca el tlempo en el crondmetro.

3. Cada 30 segundos secar la gota con un papel filtro, procuran-
do no tocar la piel.

L, En el momento en que el papel ya no se mancha o se mancha con

suero, parar el crondmetro,

5. Efectuar la prueba por duplicado haciendo la segunda puncidn

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:

1. Realizar la técnica de tiempo de coagulacidn.

2. Establecer la importancia de la prueba tiempo de coagulacidn

en el diagnostico clinico.

Generalidades: En el proceso de la coagulacidn de la sangre in-
tervienen interacciones complejas entre sistemas enzimdticos (que in
cluyen varias proteinas labiles), proteinas plasmiticas, iones y 1i-
pidos, por lo que la muestra de sangre se recogerd en condiciones in

mejorables sin traumatismos y en el tiempo minimo. (3)

La prueba de la coagulacidn sanguinea es especifica que mide la
eficacia global de la misma, o sea, mide la eficiencia de las tres -
etapas de la coagulacidn intrinseca: formacidn del activador de la -

protrombina, formacidn de la protrombina y formacidn de la fibrina.

Se considera una prueba de poca sensibilidad en la que anomalias
moderadas de la primera etapa de la coagulacidn sanguinea no son detec
tadas. (1)

Fundamento; Bl tiempo de coagulacidn nos da un indice aproxima-
do de la eficacia global del sistema intrinseco de la coagulacidn., La
sangre total formard un cofigulo firme, cuando se extrae del sistema -

vagcular y se expone a una superficie extrafia.
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TEQVICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Solucidn de alcchol etilico al 702

Material:
Tubos de ensaye de 13 X 100 mm
Gradilla
Lancetas estériles

Capilares de algoddn”

Material bioldgicos:

Sangre venosa; sangre capilar

Equipo:
Bafio de incubacidn a 37°C
Crondmetro
METODOLOGIA

I. MEtodo de Lee y White

lo. Colocar 2 tubos de ensaye de 13 X 100 mm limpios en un baiio a
37°C, poner 2 ml. de sangre obtenida por puncidn en cada tubo

previamente etiquetado con 1l y 2,

20. El crondmetro es puesto en marcha tan pronto como la sangre ~

penetre en la jeringa.

30. Se inspecciona el tubo nimero 1 cada 5 segundos con agitacién
suave y el tubo nimero 2 cada 30 segundos, con el fin de de-

terminar el tiempo de coagulacidn.
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Esta observacidn se empieza a realizar a partir del tercer mi-

nuto de incubacidn de los tubos con la muestra.

En el momento en que se invierten los tubos en un dngulo de 90°
gin que exista flujo de sangre se toma el tiempo. Se saca el ~
promedio del tiempo de los dos tubos para obtener el tiempo de

2,
coagulacion.

VALORES DE REFERENCIA:

De 5 a 10 minutos.

II. Método empleandosangre capilar.

Puncionar con una lanceta estéril (de un solo movimiento) la ye

ma de un dedo previamente aseptizada.
Poner en marcha el crondmetro.

Desechar la primera gota que fluya y llemar un capilér cuidando

que no queden burbujas de aire.

Cuando el crondmetro 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 crondmetro.

VALORES DE REFERENCIA

De 3 a 5 minutos,
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RETRACCION DEL COAGULO

Objetivo:

1. Realizar la técnica de la retraccidon del codgulo y evaluar sus

ventajas y limitaclones.

2, Establecer la {mportancia de la prueba de la retraccion del -~

codgulo,

Generalidades: Cuando se permite coagular la sangre total y se le
observa durante cierto tiempo, se verd que el codgulo disminuye de ta-
maito y que sale de &l un suero transparente. Este fendmeno se denomi-
na retraccidn del codgulo y es una de las funciones de las plaquetas y
también depende de! nimero de éstas. Segdn se cree este proceso se de
be a una desintegracidn parcial del codgulo de fibrina y depende de -
las plaquetas funcionales fntegras que estén presentes durante la for-
macidn del codgulo. Este fenSmeno es esencial en la formacidn de un -

firme tapSn hemostdtico. {3)

La retraccidn del codgulo puede ser influenciada por una concentra
c16n baja de fibrindgeno, por una conversidn deficitaria del fibrindge
no o por una actividad fibrinolTtica exceslva. Una rdpida sedimenta-
¢ion de los hematTes durante la retraccion del codgulo, puede ser el -

primer indicio de Ta coagulacidn intravascular diseminada. (2)

Fundamento: Cuando se deja coagular espontdneamente la sangre to-
tal, el codgulo inicial se compone de todos los elementos sangufneos.
Con el transcurso del tiempo el coagulo reduce su masa y exprime suero
liquido del mismo codgulo. Esto es debido a la accién de las plaque-

tas sobre la red de fibrina.
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TECNICA
REACTIVOS Y HATERIAL
Material:
Tubos de cent{fuga graduados

Espiral de alambre

Material bioldgico:

Sangre venosa

Equipo:
Centrifuga
Bafio de incubacidn a 37°C

HETODOLOGIA

1. En un tubo de centrifuga graduado, limpio y sin rayaduras co-
locar 5 mi de sangre recientemente tomada por puncidn venosa.

2. Inmediatamente después, insertar hasta el fondo del tubo una
espiral de alambre, Poner el tubo en bafo de agua a 37°C por una ho-
ra.

3. Levantar suavemente la espiral separando el codgulo del suero,

dejarlo escurrir 1 a 2 minutos.

k. Lea el volumen de suero remanente en el tubo aproximadamente a
décimo de mi.

E jemplo:
Gl8bulo rojos + suero libre 5.0
Suero libre 3.2
Paquete 1.8

Total 8.2
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Ahora sT el hematocrito del paciente es 44 lo restamos de 100
y tenemos 0.56, cifra que multipllicada por total nos di 4.592.

La cantidad de suero libre la dividimos entre esta cifra y el

resul tado lo multiplicamos por 100 obteniéndo asi el % de retraccidn.

——— X 100 = 0.696 (100)

= 69.6 % de retraccion

VALORES DE REFERENCIA

De 40 a 94% de retraccion.
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FRAGILIDAD CAPILAR

Objetivo:

1, Realizar la t€cnica de fragilidad capilar y deducir su fundamento.

2, Evaluar la importancia clinica de esta técnica, asi como sus 1ji

mitaciones.

Generalidades: La fragilidad vascular se puede estudiar aumentan
do la presi®n sanguinea intracapilar por obstruccidn del retorno veng
8o o disminuyendo la presidn extracapilar. La fragilidad capilar de-
pende del estado de elagticidad de la pared capilar y de la funcidn ~
plaquetaria. (3)

Con frecuencia se encuentra aumentando la fragilidad capilar en
trombocitopenias, tromboastenia de Glarizmann, enfermedad de Von -~
Willebrand, diabetes mellitus, hipertensidp, artritis reumatoide, dis

proteinemias, en régimenes nutricionales mal balanceados, etc.

La mayoria de las alteraciones anteriores, puede corregirse la
alteracidn de la pared celular con tratamientos prolongados con vita=-
mina C. (2)

Fundamento: Se aplica una presidn positiva en el antebrazo del -
paciente, la cual ocasiona la salida de algunos eritrocitos traducido
clinicamente por la aparicidn de petequias; esta prueba nos permite -
valorar la cantidad y calidad de las plaquetas, pudiendo detectar ade

mis la fragilidad capilar.
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TECNICA
REACTIVOS Y MATERTAL
Equipo:
Baumandmetro
Cronometro
METODOLOGIA

lo. Inspeccionar la piel de la mitad superior interna del antebra-
zo del paciente en busca de petequias, 8i las hay, marcarlas com un pun

to de tinta. Buscar un drea de 7 a 10 cm y trazar un circulo.
20. Tomar la presidn arterial.

30. Inflar el manguito del bauman®metro y aplicar una presidn in-
termedia entre las presiones diastdlica y sist6lica, por ejemplo 90 mm

de Hg. Sostener dicha presidn de 3 a 5 minutos.

4o. Se retira el baumandmetro y se espera a que el brazo se descon

gestione (de 5 a 15 minutos).

50. Contar el nimero de petequias que hayan aparecido en un drea -
circular de 5 cm de difmetro. Dicha &rea debe escogerse preferentemente
por abajo del pliegue del codo y libre de la zona de presidon del mangui-

to del baumandmetro.

60. Ocasionalmente sucede que no aparecen petequias en el circulo -
pero se encuentran en toda la superficie del antebrazo, pliegue del codo
y mano. En este caso gse da la prueba como positiva, pero sin mencionar
el nimero de petequias, interpretando la intensidad de la respueata con

cruces de + a ++,
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VALORES DE REFERENCIA

10 Petequias ¢ Normal
10 a 20 petequias ¢ Dudosa
mas de 20 petequias : Anormal
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ADHESIVIDAD PLAQUETARIA

Objetlvo:

1. Realizar la técnica de la adhesividad plaquetaria y deducir sus fun-
damentos.

2. Evaluar las condiciones que'se deben seguir y reconocer la utilidad,

ventajas y limitaciones del método.

Generalldades: Las plaquetas tienen tres funclones principales en la
hemostasia: la agregacién y formacién de un tapén hemostitico, la activi-

dad tromboplastinica y la retraccion del coagulo.

Las plaquetas circulan en el torrente circulatorio como cuerpos desu-
nidos, pero durante el proceso de la coagulacidn se agrupan entre s7, para
formar grandes masas. Las plaguetas, como el fibrindgeno tienen la propie
dad inherente de la autoagregacién. En el medio ambiente de la sangre cir
culante, las plaquetas estan separadas por fuerzas que se repelen. Cuando
la sangre se extravasa o hay una lesidn de la pared vascular, este medlo -
ambiente se altera y las plaquetas se agregan entre si o se adhieren a la_

pared alterada. (3)

In vitro las plaquetas se adhieren al vidrio; se han creado una serie
de métodos para estimar cuantitativamente este fendmeno. La adhesidn de -
las plaquetas al vidrio es diferente a su adhesidn a la coldgena. Las pla
quetas de paclentes con tromboastenia, por ejemplo; no se adhieren al vi-
drio pero se adhieren normalmente a la colagena. Las pruebas in vitro son
dtiles en clTnica y han demostrado una disminucién de la adhesisn a1 vidrio
de las plaquetas de pacientes con enfermedad de von Willebrand, trombopatfa,
insuficiencla renal crénica y afibrinogenemia. Se ha comprobado plenamente
que e} ADP influye o desempeﬁa un papel fundamental en la adhesividad de -
las plaquetas. EI difosfato de adenosina (ADP) parece proporcionar una ba-
se comiin para la accion de dlversas substancias que se sabe provocan aglut!
nacion de plaquetas. La accién del ADP necesita catt y posiblemente un co-
factor proteinico. La supresién de Catt o de ADP origina dispersidn de las
plaquetas. (2) D/AGRAMA Y,



Plaquetas dispersas

Plaquetas adherentes —j» ADP
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Agregacidn inicial
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Fundamento: Al lesionarse un vaso sanguineo, se expone el llamado ce-
mento intercelular, constitufdo bdsicamente por coligena y elastina en cu-
yas moléculas se localiza un radical +NH3 con carga electropositiva que =~
ejercerd una atraccidn importante sobre las plaquetas, éstas se unen al en

dotel io vascular.

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
LTquido diluyente para plaquetas
Solucidn de alcohol etflico al 70%
Material:
Pipetas de Thoma para glébulos rojos
Camara de Neubauer con cubrehematimetro
Caja de Petri
Lancetas estériles
Torundas de algoddn

Agitador para pipetas de Thoma
Microscopio
Crondme tro

METODOLOGIA

1. Aseptizar con una torunda alcoholada el pulpejo del dedo o el 16bu-

lo de la oreja.

2. Con una lanceta estéril, hacer una puncién de 2-3 mm de profundidad
{con un movimiento répido). En el momento de aparecer la gota de sangre, -
marcar el tiempo en el crondmetro,
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3. No hacer presién; la sangre debe escurrir libremente. Lienar la -
plpeta de Thoma hasta la marca de 1, completar hasta la marca 101 con el -
ITquido diluyente de plaquetas. Esta misma operacién se replte en interva

los de 30 segundos hasta que la sangre deje de fluir.

b, Se cuentan las plaquetas con el método habitual (descrito anterior
mente), se divide entre el nimero de cuentas y el resultado se resta del -
nimero de la cuenta venosa y se efectiia una regla de tres.

A continuacidn se enuncia un ejemplo de esta determinacién:

Suponiendo que se hayan hecho 5 tomas con los siguientes resultados -

de cada una.

a) 230,000 plaquetas/mm3 de sangre

b) 177,000
c) 222,000
d) 142,000
e) 200,000

Total 971,000

ST dividimos el total 971,000 entre el nimero de cuentas que es 5, te-
nemos: 194,200. Suponiendo que el nimero de plaquetas de la cuenta venosa_
3

haya sido 285,000 plaquetas / mm” de sangre, la cual tomamos como 100%, le

restamos 134,200 por lo que queda 90,800, efectuando la regla de tres nos =

queda:

285,000 plaquetas / mm> — 1003
96,800 plaquetas / mm” _ X

X = 32% de adheslvidad.

VALORES DE REFERENC!A

De 20 a 40% de adhesividad.
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PLASMA RECALCIFICADO

Objetivo:

1. 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 coagulacidn sanguinea, asi wide todos los factores de la coagula
cidon que son determinados en el tiempo de coagulacidn. Sin embargo,
el error de esta prueba es menor que el de la determinacidn del tiem

po de coagulacidn.(3)

Fundamento: En esta prueba, el calcio que fué quitado de la_
muestra de sangre por accidn del anticoagulante, es reemplazada por
la adicidn de la solucidn de cloruro de calcio, determindndose el -

tiempo de coagulacidn. ()
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Solucidn de cloruro de calcio 0.0125 M

Solucidn de citrato de sodio al 3.8

Material:
Tubos de ensaye de 13 X 100 mm
Tubos de ensaye de 10 X 75 mm (nuevos)
Pipetas seroldgicas de 0.2 ml

Pipetas Pasteur con bulbo.

Material bioldgico:

Sangre venosa
Equipo

Baiio de incubacidn a 37°C

Crondmetro

METODOLOGIA

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 solucidn de citrato de sodio al 3.8%.

20. Centrifugar la sangre a 2,000 rpm durante 5 minutos.
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Jo. Transferir el plasma a un tubo de engaye de 10 X 75 mm,

limpio y colocarlo en bafio incub, a 37°C.

4o. Adicionar a un tubo de ensaye de 10 X 75 mm o.1 ml del

plasma problema e incubarlo a 37°C

50. Agregar 0.2 ml de solucidn de cloruro de calcio 0.0125 M

y simul téneamente echar a andar el crondmetro.
]

6o. Agitar suavemente el tubo e incubar 60 segundos después
de los cuales empezar a ver la formacién de codgulo cada 15 se~

gundos.

70. La observacidn debe hacerse con mucha rapidez metiendo -

y sacando el tubo del bafio de agua.

80o. En el momento de la formacidn del codgulo apagar el cro~

nometro y anotar el tiempo.

90. Efectuar la prueba por duplicado y correr un testigo usan

do solucidn salina en lugar de la solucidn de cloruro de calcio.

VALORES DE REFERENCIA

De 90 a 120 segundos.
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TIEMPO DE PROTROMBINA

Objetivo:
1. Realizar la técnica del tiempo de protrombina y deducir su funda-

mento.

2. Sefialar las aplicaciones de la técnica sobre el fendmeno de coa~

gulacidn.

Generalidades: La protrombina tiene un peso molecular aproximado
de 75,000. En su mol&cula se han identificado 18 aminodcidos y hemo-
samina. El dcido glutd@mico, el aspirtico y la arginina constituyen -
aproximadamente el 33 por ciento del nitrbgeno protefnico. En la elec
troforesis, la protrombina se comporta como una globulina alfa-l. Se
forma en el higado y su produccidn requiere un suministro adecuado de_

vitamina K.

Algunas investigaciones recientes indican que la actigaciﬁn de la
proezima protrombina (factor II) por el factor Xa y los iones Ca++ su~
pone el desdoblamiento de la protrombina en dos fracciones. Una de es
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 reaccidn se acelera en presencia de_

fosfolipidos y de factor V. (3)

En ausencia de vitamina K puede encontarse en el plasma una molé-
cula de protrombina inmunclégicamente similar a la protrombina normal,
pero cuya transformacidn en trombina es mucho mis lenta que en condi-
ciones normales. Hay pruebas en el sentido de que se requiere vitami~
na K para la unidn con algiin grupo prostético distinto de un carbohi-

drato y que contiene los focos de fijacidn destinados al catt. (1)
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La administracidn de medicamentos anticocagulantes puede producir
iguales efectos que la deficiencia de vitamina K. Las enfermedades -
hepdticas graves también puede tener por consecuencia un tiempo de -

protrombina anormal. (i)

Fundamento: El tiempo de protrombina es el tiempo de coagulacidn
obtenido cuando son adicionados tromboplastina comercial y calecio a
un plasma citratado, bajo condiciones estandarizadas, &sto actiia so-
bre la protrombina (factor II) activdndola y trangformandola en trom-
bina. (2) v

Esta prueba mide principalmente el estado de la segunda fase de

la coagulacitn sanguinea.

El siguiente cuadro muestra las fases de coagulacidn, D/AGRAMA §

DIAGRAMAG  STSTEMA INTRINSECO SISTEMA EXTRINSECO

Superficie de
contacto

g
1X-.-‘~‘h~‘-.
—=

activado

WA

XII
XI activado
IX

activado

Pase T - X\\‘ VIII activado
V,X activados, Ca++ v, VII, X, Ca++
Fosfolipidos Tromboplastina Tisular
Fase 2 Protrombina -» Trombina ¢———— Protrombina
Fase 3 Fibrindgeno .———— Fibrina ¢———— XII1

Punto final del coagulo




DIAGRAMA % FIBRINO (GENO) LISIS

FASE 3 FASE 4

FIBRINOGENO

Troabina 3 »FOP X —Z—»v ——l—ve
\-bFlbrinopéptidos A+B
|

MONOMERO DE FIBRINA ——————mmeey

| Actlivadores
l
Ca++ PLASMINA < PLASMINOGENO
I
v |
FIBRINI(\ o :
soluble en urea — . — —— — -
= T 7
Trombina
2 e i) : 3 o x : Y : E
e N N
D )]
\J
FIBRINA

(insoluble en urea)
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Reactivo de Tromboplastina activada, comercial

Solucidn de cloruro de calcio 0.02 M

Solucidn de citrato de sodio al 3.8%

Material:
Tubos de ensaye de 13 X 100 mm

Tubos de ensaye de 10 X 75 mm
Pipetas seroldgicas de 1 ml

Piﬁétas Pasteur con bulbo

Material bioldgico:

Sangre venosa adicionada de citrato de sodio al 3.8%
(en una proporcidn de 9 partes de sangre y 1 parte de

citrato de sodio al 3.8%).

Equipo:
Bafio de incubacion a 37°C
Centrifuga

Crondmetro
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METODOLOGIA

lo. Colectar en un tubo de ensaye de 13 X 100 mm la muestra de
sangre venosa del paciente, mezclando 9 partes de sangre con 1 par-

te de citrato de sodio al 3.83%.
20. Centrifugar la sangre a 2,000 rpm durante 5 minutos.

3o. Transferir el plasma a un tubo de ensaye de 10 X 75 mm. -
limpio y colocarlo en bafio maria a 37°C (o en el refrigerador si no

va a ser analizado inmediatamente).

40. Poner en un tubo de engsaye de 10 X 75 mm la cantidad de so-
lucidn de Ca Cly 0.02 M guficiente para el nimero de pruebas a efec-

tuar y coldquelo en bafio maria a 37°C.

50. En un tubo de ensaye de 10 X 75 mm poner 0.! ml de la trombo

plastina activada y mantenerlo en bafio de incub. a 37°C

60. Anadir al tubo anterior 0.1 ml de plasma del paciente mante

niéndolo en bafio de incub. a 37°C.

7o. Adicionar 0.1 ml de solucidn de Ca c12'0.02 M a la mezcla -
de plasma-tromboplastina, simultdneamente poner en marcha el crondme-

tro.

8o, Agitar suavemente el tubo y esperar de 5 a § segundos dentro

del bafio de incub. a 37°C.

90. Sacar el tubo del bafoc e inclinarlo suavemente 1 6 2 veces -
hasta observar la aparicion del primer filamento de fibrina, que es el

punto final. Parar el crondmetro y anotar el tiempo.

VALORES DE REFERENCIA

Tiempo de Protrombina de 10 a 15 segundos.
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TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL

Objetivo:
1. Analizar el mecanismo de accidn de este factor dentro del fendmeno -
de la coagulacidn.
2. TFamiliarizarse con las precauciones que requiere esta técnica y

todas las de coagulacidn.

Generalidades: En un estudio sobre el efecto del factor antihemo-
filico en las pruebas de coagulacidn de una fase, Longdell, Wagner y
Brinkhous (1953) demostraron que habia dos tipos de actividad trombo-
plastinica. Confirmaron la observacién de Mills de que los preparado-
res de cefalina cruda no coagulan el plasma hemofilico tan pronto como
el plasma normal. Cuando las tromboplastinas histicas activas fueron
diluidas ‘o fraccionadas, tenian estos preparados una actividad semejan-
te a la de la cefalina cruda. Basandose en estos hallazgos, los pre-~
parados de tromboplastina pueden describirse como completos o parcia-
les. Llas tromboplastinas completas son capaces de producir una coagu-
laci6n tan rapida en el plasma hemofilico como em el normal, mientras ~
que con la parcial el plasma hemofilico coagula menos rapidamente que -
el plasma normal. Esta diferencia parece ser una cuestidon de grado -
mas que de composicion quimica, puesto que la simple dilucidn cambia -
una tromboplastina completa en una parcial. Si se entiende bien la di-
ferencia entre la tromboplastina completa y la parcial, se entederd mu-

cho mejor el complejo mecanismo de la coagulacidn. (3)

Al parecer, las plaquetas son la fuente de tromboplastina durante
la coagulacidn de la sangre total., Las suspensiones de plaquetas se -
comportan como tromboplastinas parciales cuando se emplean en las prue

bas de coagulacidn de una fase. (1,4)
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Fundamento! El tiempo de tromboplastina parcial mide la actividad
intrinseca de la coagulacidn del plasma. El tiempo requerido para que
el plasma recalcificado coagule después de la incubacin con fosfolipi-
dos plaquetario (cefalina) y un activador del factor de contacto (caoli
na) es una medida de intensidad con la cual se forma trombina a través

de la via intrinseca de la coagulacidn.

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Tromboplastina parcial 1fquida activada, comercial.
Solucidn de cloruro de calcio 0.02 M
Solucidn de citrato de sodio al 3.8%

Material:

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm
Tubos de ensaye de 10 X 75 mm
Pipetas seroldgicas de 1 ml
Pipetas Pasteur con bulbo
Gradilla para tubos

Material bioldgico:

Sangre venosa adicionada de citrato de sodio al 3.8%
(en una proporcidn de 9 partes de sangre y 1 parte de

citrato de sodio).

Equipo:

Bafio de incubacidn a 37°C
Centrifuga

Cronémetro
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METODOLOGIA

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 par

te de solucidn de citrato de sodio al 3.8%.
20. Centrifugar la sangre a 2,000 rpm durante 5 minutos.

Jo. Transferir el plasma a un tubo de ensaye de 10 X 75 mm. lip
pio y colocarlo en bafio {ncub. a 37°C (o en el refrigerador si no va

a ser analizado inmediatamente).

40, Adicionar a un tubo de ensaye de 10 X 75 mm 0.1 ml de trombo
plastina activada liquida e incubarlo a 37°C en baflo maria durante 2

minutos.

5o. Transcurridos los 2 minutos agregar 0.1 ml del plasma del pa
ciente, mezclar perfectamente e incubar a 37°C en bafio maria por 2 mi

nutos.

60. A los 2 minutos agregar 0.1 ml de cloruro de calcio 0.02 M
(que se encuentra en bafio de agua a 37°C) y simult@neamente echar a -
andar el crondmetro. A los 20 segundos observar cuidadosamente el tu-
bo, haciendo resbalar el contenido por la pared, hasta la aparicidm de

los primeros hilos de fibrina. En este momento parar el crondometro.
La observacifn debe hacerse con mucha rapidez metiendo y sacando

el tubo del bafio de agua.

VALORES DE REFERENCIA

Tiempo de tromboplastina parcial activada: de 10 a 45 segundos.
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TIEMPO DE TROMBINA

Objetivo:
1. Realizar la técnica de tiempo de trombina, valorar sus limitaciones.

2. Bvaluar la importancia de esta determinacidn a nivel clinico.

Generalidades: La trombina es la enzima activa que transforma -
el fibrindgeno en fibrina. Esta globulina tieme 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 amino@cidos y no posee carbohidratos. La cadena B
tiene 225 residuos y deriva de la terminal C de la protrombina y con-

tiene el centro activo de la enzima (residuc de serina). (})

La trombina es una enzima altamente especifica para el fibrindge
no, actia sobre €1 energicamente, transformidndolo 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.(3)E1 tiempo de trombina
se alarga cuando el fibrindgeno se encuentra disminuido o cuando exis
ten agentes antitrombinicos, tales como la heparina o los productos -

de degradacidn, del sistema fibrindgeno-fibrina.l4)

Fundamento: La trombina es el coagulante natural del fibrindgeno.
El tiempo de trombinamide la intensidad de conversién de fibrindgeno -
en fibrina en el plasma en presencia de determinadas cantidades de -

trombina.
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REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Trombina humana, comercial.
Solucidn de clorure de sodio al 0.852
Solucidn de citrato de sodio al 3.82

Material:
Tubos de ensaye -de 13 X 100 mm
Tubos de ensaye de 12 X 75 mm
Pipetas seroldgicas de 1 ml

Pipetas Pasteur con bulbo

Material Bioldgico:

Sangre venosa adicionada de citrato de sodio al 3.8%
(en una proporcidn de 9 partes de sangre v 1 parte -
de citrato de sodio).

Equipo:
Bafio de incubacién a 37°C
Centrifuga
Crondmetro
METODOLOGIA

. lo. Realizar los pasos 1, 2 y 3 de la técnica anterior.

20. Diluir una ampolleta de trombina 1:10 con solucidn 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 amolucion &eta fué en -

exceso, entonces hay que afadir mds trombina; y 8i por el contraric
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no fue suficiente soluci®n salina y por lo tanto los tiempos con cor-

tos, entonces hay que agregar mds solucidn salina.

3o. En un tubo de 10 X 75 mm poner 0,1 ml del reactivo de trombi
na diluida. Agregar 0.2 ml del plasma citratado y simulténeamente po

ner en marcha el crondmetro.

4o0. Al momento de agregar el plasma, agitar el tubo suavemente y
observar la aparicidn de fibrina.

50. En este momento parar el crondmetro y se deja reposar el tubo

por un minuto; al cabo del cual se observa la integridad del cod@gulo.

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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FI1BRINOGENO

Objetivo:

1. Analizar la importancla de este factor dentro del mecanismo de la -
coagulacion.
2. Establecer la importancia clfnica de esta determinacidn, asi como sus

limitaciones.

General idades: El fibrinGgeno es una protefna del plasma con un peso -
molecular de alrededor de 340,000, Petenece a las protefnas fibrosas, es
producida por el hfgado y en enfermedades hepaticas graves puede disminuir
ligeramente su concentraclén en el plasma. El fibrindgeno es menos solu-
ble que la mayorfa de las otras proteinas plasmaticas. En todos los fibri

négenos estudiados hay un residuo de tirosina. (4)

E} flbrindgeno se transforma en fibrina mediante la accidn de la trom
bina. Segiin Laki (1965), la trombina se escinde en cuatro enlaces peptfl-
dicos a partir de cada molécula de fibrindgeno y se liberan cuatro pépti-
dos, que son de dos tipos, el fibrinopéptido A y el fibrinopéptido B. Pa-
rece ser que la presencia de estos péptidos en la molécula de fibrindgeno
Inhibe la polimerizacién porque actiian como fuerzas que se repelen. Des-
pués de la suelta de los cuatro péptidos, la agregacién de las molécualas

de fibrina tiene lugar espontaneamente. (2,3)

Fundamento: En esta técnica se efectlia una medicidn de la tasa de con
versi6n del fibrindgeno bajo 1a Influencia de un exceso de trombina. Como
el fibrindgeno estd autolimitado bajo estas condiciones, el tiempo de coa-
gulacidn puede utillzarse como una medida de la concentracién de fibring~

geno. (3)
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REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Reactivo de Trombina, comercial
Reactivo de referencia de fibrindgeno
Sol. amortiguadora de Veronal de Owren pH 7.35
Solucidn de cltrato de sodio al 3.8%

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm

Pipetas seroldgicas de 1 mi

Material bioléglco:

k.5 mt de sangre venosa con 0.5 ml de solucidn
de citrato de sodio al 3.8%

Fibrometro
Fibrotups
Fibrotips

Pipeta automatica
Bafio de incubacién a 37°C
Centrifuga

METODOLOGIA

1. Mezclar nueve partes de sangre del paciente {coleccionada recien-

temente) con una parte de solucion de citrato de sodio al 3.8%.

2, Mezclar y cent}ifugar Inmediatamente por 5 minutos a 3,000 rpm.
Separar el plasma y colocarto en un tuboc de ensaye de 13X100 mm.

3. Hacer una dilucidn 1:10 de) plasma cltratado con el buffer de ve-

ronal de Qwren,
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4, Incubar 0.2 ml de la dilucidon anterfor a 37°C durante 2 minutos.

Realizar Ya prueba por duplicado.

5. Adicionar 0.1 ml del reactivo de trombina al mismo tiempo en que

se pone en marcha el crondmetro.

6. Determinar el tiempo de coagulacién. Sacar la media de los valo-
res obtenidos e Interpolarlos en la curva de calibracidn para obtener el

valor def fibrindgeno en mg/dl.
CURVA DE CALIBRACION

7. Reconstituir el reactivo de referencla de fibrindgeno con 1.0 mi
de agua destilada. Mezclar perfectamente. Hacer lo mismo con el reactivo

de trombina.

8. Preparar las siguientes diluciones con la solucién de referencia
de fibrindgeno, 1:5, 1:15, 1:40 siquiendo las indicaciones posteriores.

DILUCIONES
1:5 1:15 1: 40
Buffer de veronal de Owren 1.6 m! 0.8 ml 2.8 m

Solucion de referencia de

fibrindgeno

Mezclar y transferir

9. Correr por duplicado la determinacion de cada dilucion. Incubar
0.2 m} de cada dilucidn a 37°C por 2 minutos. Adicionar 0.1 m} de! reac-

tivo de trombina.
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10, Determinar el tlempo de coagulacidn.

11, Promediar los tiempos de coagulacion obtenidos para cada dilucién

y trazar la curva de calibracion.

VALORES DE REFERENCIA

150 - 450 mg/dl
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GENERACION DE TROMBOPLASTINA

Objetivo:
1.'Describir la importancia de fraccionar la sangre en la prueba de
generacidon de Tromboplastina.
2, Seiialar la aplicacidn clinica de esta determinacidn, asf como

las ventajas de la técnica y limitaciones.

Generalidades: Esta prueba estudia las difefentes fracciones ~
que intervienen en la generacidn 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 comsecutivamente cada una de
las fracciones por reactivos normales o de enfermos con deficiencias
conocidas y determinar de esa manera en que fraccidn estd la anorma~

lidad y cual es el factor deficiente. {(2)

Al fraccionar la sangre como a continuaciSn se menciona, tenemos
que en el suero se encuentran los factores XII y XI (o mds correcta-
mente "productos de activacidn") y los factores IX y X. El plasma -

_adsorto contiene los factores VIII y V. 1)

Eata 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 alicuotas seriadas y virtiéndolas sobre un substrato

(plasma normal) anotando el tiempo en que tarda en coagular éste.
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Solucidn de cloruro de calcio al 0.02 M
Solucidn de citrato de sodio al 3.8%
Solucidn de cloruroc de sodio al 0.85%
Solucidn de oxalato de sodio 0.1 M
Sulfato de bario en polvo

Material:

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm
Pipetas seroldgicag de 1 ml
Pipetas Pasteur con bulbo
Tubos de hemalisis

Aplicadores de madera

Perlitas de vidrio

Material bioldgico:

Sangre venosa

Equipo:
Bafio de incubacidn a 37°C
Centrifuga
Crondmetro
METODOLOGIA

Para efectuar esta prueba se fracciona la sangre en 3 par-
tes: plaquetas, plasma y suero, ya que cada una contiene diferentea -

factores.
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Preparacitn de las diferentes fracciones.

PLAQUETAS:

Todo el material que intervenga en la preparacion de esta fraccién

debe ser siliconizado.

lo. Obtener 9 ml de la muestra de sangre venosa por medio, ya sea
de una jeringa siliconizada o bien, dejar fluir la sangre a través de -
la aguja directamente a un tubo de ensaye de 13 X 100 mm. Se mezcla -~

por inversidon del tubo.

20, Centrifugar el tubo a 1,000 rpm durante 10 minutos. Separar -

el plasma teniendo cuidado en medir la cantidad exacta de éste.

30. El plasma que se gsepard 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 ger la-
vadas 3 veces con solucidon salina isotbnica, centrifugando a 3,000 rpm
en cada ocasidn. Eas conveniente romper las agrupaciones de plaquetas ~

con un aplicador de madera a fin de que se laven bien.
50. Se resuspenden las plaquetas en un volumen de solucidn salina

isotbnica igual a 1/3 del volumen original del plasma.

SUERO:
lo. 'Poner 3 ml de la mueatra de sangre en un tubo de hemdlisis que

tenga en el fondo 3 perlitas de vidrio y se deja coagular.

20, Incubar durante 2 horas 3 37°C.
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30. Centrifugar el tubo a 3,000 rpm durante 5 minutos.

4o. Separar el suero con una pipeta Pasteur y diluir &ste 1:10

con solucidn salina isotdnica.

PLASMA:

Se mezclan 4.5 wl 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 adsorcidn segilin el siguiente procedimiento:

lo. Mezclar el plasma con BaSOa en la proporcidn 100 mg de &ste

por cada ml de plasma.

20. Incubar a 37°C en baiio {incub.durante 15 minutos mezclando ca-

da 5 minutos por lo menos, con agitacidn suave.
3o. Centrifugar el tubo a 3,000 rpm por 15 minutos.
40. Separar el plasma con una pipeta Pasteur. Guardarlo en refri-

geracidn. En el momento de usarse se diluye 1:5 con solucidn salina -~

igsotdnica.
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PRUEBA DE LA GENERACION DE TROMBOPLASTINA

lo. Poner un tubo de ensaye de 13 X 100 mm en baiio waria a 37°C
y adicionarle: 0.3 ml de plaquetas, 0.3 ml de plasma adsorte diluido,
0.3 ml de svere diluido y 1.5 ml de solucidn de cloruro de calcio 0.02
M. Al adicionar este Ultimo reactivo se echa a andar simulténeamente

el crondmetro. Hezclar, (Mezcla incubadora).

20. A los 4 minutos tomar 0.2 ml de la mezcla y pasarlas rapida-—
mente a un tubo que contiene 0,1 ml del subatrato (dicho tubo debe -
haber estado en bafio incub, por lo menos 1 minuto antes). Mezclar por

2 8 3 segundes.

Jo. Medir el tiempo que tarde un coagulador el substrato a partir

del momento en que se le afiadid la alicuota de la mezcla incubadora.

ho. Los pasos 2 y 3 repetirlos cada minuto hasta el séptimo minu-
to.

‘Nota:
La prueba puede suspenderse en el momento en que el problema de
un tiempo de coagulacidn igual al norpal. A los 4 minutos el -
tiempo de coagulacidn debe ser alrededor de 10 a 12 segundos.
51 los resultados gon anormales, se procede a hacer nuevas mues-
tras incubadoras sustituyendo cada una de laa fracciones hasta ~

obtener una generacidon de tromboplastina normal.

Debera correrse un testigo a partir de reactivos obtenidos de una

persona normal.
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PDF y pdf

Objetivo:

1. Realizar las técnicas gel de etanol, sulfato de protamina y lisis de

euglobulinas.

2. Sefialar las apllicaciones clfnicas de lastécnfcas gel de etanol, sul-

fato de protamina y lisis de euglobulinas.

Generalidades: El sistema fibrinolitico sirve para suprimir la fibrina
superflua después de que se ha completado la reparacidén de un vaso, y para
proteger el cuerpo de una formacidn excesiva de fibrina. La plasmina es la
enzima a la cual corresponde la digestion de la fibrina. El sistema implica
la activacidén de activadores histicos de una proenzima plasmitica, el plas~
mindgeno, que forma plasmina, unaproteasa especifica que digiere los polime-

ros de fibrina estabilizada.

El plasmindgeno es una proteina (beta globulina) con un peso molecular
de aproximadamente 90,000. Puede encontrarse en tejidos, fluidos del cuerpo

especialmente el plasma.

Productos relacionados con el fibrindgeno y la fibrina estdn presentes
generalmente durante los procesos tromboembdlicos, tales como la coagulacidn
intravascular generalizada. Existen dos estados que se presentan durante -
los episodios trombdticos originando diferentés variantes en la molécula del
fibrinégeno. Durante el episodio trombdtico estd presente el mondmero de -
fibrina. Cuando se convierte en fibrina polimera, ello es 1a materia de fi
brina insoluble, que estamos acostumbrados a ver como punto final de reac-
cidén en las pruebas de coagulacién. En un episodio trombStico existe el mo
némero de fibrina que se convierte en polimero. Al mismo tiempo, el meca-
nismo de defensa del organismo 'ataca' a la fibrina polimerizada que estd -
cubriendo la pared del vaso e intenta lisarlo (disolver). La fibrina lisa-
da forma productos de deslntégracién o degradacién. Dependiendo de la ex-
tensién de la lisis, estos pueden ser fragmentos de gran peso molecualr --
(X e ¥) o si se produce mayor lisis, fragmentos de pequefic peso molecular -
(E y 0).(¥)
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Algunas pruebas son sensibles a los mondmeros de fibrina; algunos a los
productos X e Y, de gran peso molecular; y otros a los productos Dy E, de -
pequefio peso molecular. Pruebas como la del gel de etanol y la del sulfato -

de protamina, son principalmente sensibles a los mondmeros de fibrina. (4,2)
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PRUEBA GEL DE ETANGL
Fundamento: E! alcohol en concentraciones adecuadas causa la ruptura
o la disociaci6n de los complejos solubles que los monémeros de fibrina -
han formado con el fibrindgeno y los productos afines de desintegracion.
TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL
Reactivos:

Solucién de alcohol etilico al 508 (96% en agua

destilada).
Material:

Tubos de ensaye de 10X75 mm

Pipetas serolégicas de 0.2 ml

Material bioldgico:

Plasma pobre en plaquetas

Equipo:

Bafio de incubacidn a 37°C

METODOLOGIA

1. En un tubo de ensaye de 10 X 75 mm depositar 0.5 ml de plasma po-

bre en plaquetas.

2. Incubar el tubo en bafo incub.a 20°C durante 3 minutos (a fin de

obtener un equilibrio de la temperatura).
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3. Se aflanden 0.15 m! de una solucién de etanol al 50% con una pipeta
de 0.2 ml. Agitar el tubo inmediatamente a fin de asegurar una mezcla ra-

pida y suficiente y se deja reposar en Incubacidn

b, Exactamente 10 minutos después se Inclina el tubo hasta posicidn -

horizontal vy se inclina el contenido.
5. los resultados se valoran de la siguiente forma:
a) Los plasmas que presenten un gel son considerados positivos.
b) Los plasmas que presenten mallas de fibrina son dudosos.

¢) Los plasmas que presenten grinulos escasos o totalmente cla-

ros son consliderados negativos.

VALORES DE REFERENCIA

No debe aparecer gel.
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LISIS DE EUGLOBULINAS

Fundamento: En la fraccion euglobulina del plasma se encuentra el
fibrindgeno, plasmindgeno y fibrinolisinas. Las fibrinolisinas de glg
bulos rojos destruidos, aceleran la lisis pero se encuentra en cantidad
muy constante en cambio existe mds variaciones en la fibrinolisina plas

matica.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Solucidn de cloruro de calcio 0.05 M
Solucién de dcido acético al 1%

Solucién amortiguadora de veronal (Owren_Koller) pH 7.h

Material:
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm
Matraces erlenmeyer de 50 m)
Pipetas serolégicas de 1 ml
Pipetas seroldogicas de 5 ml
Pipetas seroldgicas de 10 ml

Hisopos

Material bloldgico:

4.5 ml de sangre venosa mis 0.5 ml de citrato
de sodio al 3.8 %

Plasma pobre en plaquetas
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METODOLOGIA

1. Colocar en un matraz Erlenmeyer de 50 ml, 19 ml de agua destilada,
1 ml de plasma pobre en plaquetas (del paciente), 0.35 mi de solucién de -
dcido acético al 1%, gota a gota y aglitando.

2. Dejar reposar 10 minutos a 4°C

3. Después del reposo agitar el contenido del matraz y repartirlo en
4 tubos de 13 X 100 mm en parte iguales, (5 ml cada uno).

L. Centrifugar los tubos a 3,500 rpm durante § minutos.

5. Tirar el sobrante y secar el precipitado cuidadosamente empleando

para ello hisopos.

6. Redisolver el precipitado con 1.0 ml de buffer de veronal a pH 7.4
y colocarlo en bafo Incub.a 37°C. Agregar 2 gotas de cloruro de calcio 0.05
M para coagular. (E! tiempo que tarde en coagular debe ser 1 minuto 45 se-
gundos a 2 minutos).

7. Buscar la lisis del codgulo en las 2 primeras horas Interpretando

el resultado como sigue:

+ Codgulo presente y poco |7quido
+ + Codgulo sobrenadando
+ + + Pocas redes de fibrina

+ + + + Codgulo totalmente disuelto.

VALORES DE REFERENCIA

E! codgulo debe mantenerse firme por lo menos durante dos horas.
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PRUEBA DE SULFATO DE PROTAMINA

Fundamento: El sulfato de protamina en concentraciones adecuadas cau-
sa la ruptura de los complejos solubles de mondmeros de fibrina y/o de los
complejos solubles de fragmentos X (POF).

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL
Reactivos:
Solucion de sulfato de protamina pH 6.5
Solucién amortiguadora trts pt 6.5
Material:
Tubos de ensaye de 10 X 75 mm

Pipetas seroldgicas de 1 mil

Material bioldgico:

Plasma rico en plaquetas

Equipo:
Bafio de incubacién a 37°C

METODOLOGIA

1. Efectuar diluciones del sulfato de protamina con amortiguador tris
1:5, 1:10, 1:20, 1:40.

2. Colocar en tubos de ensaye de 10 X 75 nm, 0.2 ml de cada una de las

di luciones anteriores,



223

3. €1 plasma rico en plaquetas del problema se centrifuga a obtener
plasma pobre en plaquetas, se coloca en un tubo limplo y se Incuban 5 mj

nutos a 37°C.

b, Transcurrido este tiempo, colocar 0.2 ml de este plasma en cada_
uno de los tubos que contienen tas diluciones de sulfato de protamina.

5. Se tapan los tubos y se colocan a 37°C durante 30 minutos.

6. Se agitan suavemente los tubos, despuds de la incubacidn y se -

leen interpretando los resultados como sigue:

g = gelacién

rf = red de fibrina

+ = precipitado fino
+ = precipitado grueso
- = solucion clara

VALORES DE REFERENCIA

Solucién clara.
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FACTOR V

Objetlvo:

1. Analizar la !mportancia clinica de la deficiencia del factor V.
2. Explicar las posibles causas que ocasionan esta deficiencia.

General idades: El Factor V tiene un peso molecular de aproximadamen
te 290,000. Electroforeticamente emigra entre las globulinas B y gamma

en papel filtro. Posiblemente se produce en el hfgado. (1)

Como el Factor X, el Factor V actla como cofactor, junto con fosfo-
1Tpido y catt para formar el principio activo que convierte la protromb|
na. EIl Factor V alslado no puede activar una cantidad importante de pro
trombina. Como el Factor V es esencial para la primera fase de la coagu
lacién sanguTnea, su deficiencia origina produccién inadecuada de la act}

vidad tromboplastinica. (3)

E1 Factor V, también |lamado ''Factor 1&bil" es consumido durante el
proceso de coagulacidn, por lo que estd presente en plasma citratado fres
co, pero no en suero o plasma envejecido. No es afectada por la adminis-
traci6n de dicumarol o vitamina K pero es disminufdo en enfermedad del -
hfgado. (2)

La deficiencia del Factor V puede ser congénita o adquirida. La pri
mera es transmitida por un gen recesivo autosomico. La deficiencia adqui
rida puede ocurrir cuando se presenten enfermedades del higado de (hepa-
titis, etc.), en sindrome de desfibrinacidn, en carcinoma de la préstata,

en sindrome de mal absorcidn, etc. (2)

Cuando la concentracidn del Factor V sea inferior al 30% de la con-

centracién normal, se presentaran hemorragias anormales.
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Fundamento: La valoracion cuantitativa del Factor V estd basada en la
capacidad del plasma en cuestion 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:
Tromboplastina activada, comercial
Solucién de cloruro de calcio 0.02 M
Solucion amortiguadora de Owren Veronal pH 7.35
Solucién de cltrato de sodio al 3.8%
Plasma deficiente en e] Factor V.

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm
Tubos de ensaye de 10X75 mm
Pipetas serol6gicas de 0.2 ml
Pipetas seroldgicas de 1 ml

Pipetas Pasteur con bulbo

Material Blolégico:

Sangre venosa cltratada
Plasma:.normal: un pool de plasma normal citratado, fresco

Bafio de incubacidn a 37°C
Crondmetro
Centrifuga

PROCEDIMIENTO

I. Coleccion del Plasma problema

1o. Mezclar 9 partes de la muestra de sangre con una parte de la so-

lucién de citrato de sodio al 3.8%.
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2, Mezclar perfectamente y centrifugar a 3,000 rpm durante 5 minutos.

3. Utilizando una pipeta Pasteur separar el plasma y sino se usa en
las dos horas siguientes de obtenerlo, guardarlo en el refrigerador.

11, Curva

1. Preparar un pool de plasma normal citratado colectado recientemen

te y usarlo como plasma normal.

2. Rotular & tubos

una serie de diluciones

Tubos

Sol. amortiguadora

de Owren Veronal

Plasma normal

Mezclar y Transferir

Dilucidn

% de factor V presente

de ensaye de 13X100 mm del ndmero 1 al 6 y hacer

como se indica a continuacidn.

1.8ml 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
0.2 ml - - - - -
AW AV AN A
ITml 1m 1w 1ol 1 ml

1:10 1:20  1:40 1:80 1:160 1:320

100 50 25 12.5 6.25 3.12

3. Poner el reactivo de tromboplastina y la solucidn de cloruro de -

calcio 0.02 M en bafio incub,a 37°C. Preparar una mezcla de estos dos reac-

tivos en una preparacidn de 0.75 ml cada uno y dejarta Incubando.
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4. En un tubo de ensaye de 13X100 mn adicionar 0.1 ml de} plasma de-
ficiente en el factor V, 0.1 ml de la dilucién 1:10 del plasma normal. -

Mezclar e incubar a 37°C por uno o dos minutos.

5. Al tubo anterior adicionarie 0.2 ml de la mezcla cloruro de calcio
tromboplastina pre incubada y poner en marcha el cronémetro simultineamen-
te, volver a poner el tubo en el bafo a 37°C por 10 segundos aproximadamen

te. El codgulo se forma en 18 - 25 segundos en plasma normal.

6. Repetir los pasos 4 y § para cada dilucién del plasma normal. Es
recomendable procesar por duplicado cada dilucién. Los resultados no de~

ben tener una diferencia mayor al 5%.

7. Graficar los resultados en papel logarftmico, poniendo el % de di-
Jucidn en las abcisas y el tiempo en segundos en las ordenadas. Enlazar -

ios puntos en 1Tnea recta.

8. Con la muestra de sangre del paclente obtener el plasma y hacer una
dilucién 1:10 con soluci6n amortiguadora de Owren Veronal. Procesarla -

como las diluciones anteriores del pool de plasma normal citratado.

9. EI resultado del problema se interpola en la grafica 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 tromboplastina parcial activada para
demostrar la accidn de inhibidores de la coagulacidn 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 patologias. Los inhibidores son agrupados en
dos clases: Inactivadores e inhibidores que actfan a nivel de reacciones -

entre factores de la coagulacidn. (1)

Por desconocer realmente la accién de ellos todos se agrupan bajo el -
término de inhibidores y se dividen en:

1) Anticoagulantes

2) Inhibldores naturales contra factores
activados

3) Inhibidores irreversibles que destruyen a
factores de la coagulacidn en su estado
natural

4) Inhibidores reversibles que aparecen en -
enfermedades autoinmunes.

Regularmente se desarrollan inhibidores en: disproteinemias, mieloma, -
artritis reumatoide, nefritis, lupus eritematoso diseminado agudo, coagulo=-

patTas por consumo con aumento de la actividad fibrinolitica, etc.

Se han descrito Inhibidores contra los factores VIIl, IX y X y con menor
frecuencia v, VII, Xi, XIit. {1,2)
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S1 existe alguna alteracién en las pruebas siguientes TP, TTP, TT y la
falta de correccidn de las mismas, con mezcla de plasma normal en partes -

iguales con la del paciente pone en evidencia la presencia de un inhibidor.

Fundamento: Se demuestra la presencia de Inhibidores de la coagulacidn
realizando la prueba de tiempo de tromboplastina parcial activada y obte-
niendo tiempos prolongados en plasma normal cuando se le afaden cantidades

variables de plasma del paciente,

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Solucién de citrato de sodio al 3.8%
Solucion de cloruro de calcio 0.02
Tromboplastina parcial activada 1Tquida, comercial,

Material:

Tubos de ensaye de 13X100 mm
Tubos de ensaye de 10X75 mm
Tubos de centrifuga graduados
Pipetas seroldgicas de 0.1 ml
Pipetas seroldgicas de 1.0 ml
Pipetas Pasterur con bulbo
Gradillas para tubos

Material Bioldgico:

Sangre venosa adicionada de sol. de cltrato de sodio al 3.8%
(en una proporcidn de 9 partes de sangre y 1 parte de citrato

de sodio)

Equipo:
Bafio de incubacidn a 37°C

Centrifuga clifnica

Crondmetro
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METODOLOGIA
1. Colectar en un tubo de centrifuga 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 10X75 mm limpio y colo-

carlo en bafio de agua a 37°C.

4. Preparar un pool de plasma normal citratado, colectado recientemen

te y usarlo como plasma normal.

5. Numerar 5 tubos de ensaye de 10X75 mm (numerdndolos del 1 al 5) y

procesar como sligue:

TUBO | 1! I v v
Plasma Problema 0.0 0.1 ml 0.2 ml 0.5 mi 1.0 ml
Plasma normal 1.0ml{ 0.9 mil 0.8 ! 0.5 ml 0.0

6. Reallzar un tiempo de tromboplastina parcial para cada tubo.

7. Si hay correccion de los tiempos de tromboplastina parcial desde el
segundo tubo, quiere decir que hay deficiencia de algin factor de la prime
ra fase de la coagulacidn 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 interpretard como presencia de un
Inhibidor y habrd que ver si éste es termoldbil o no, incubando las mezclas

a 37°C durante ! hora y realizando posteriormente los TTP para cada tubo.

NOTA: Para saber si hay un inhibidor contra la segunda fase de la coagula-
cién, se hace lo mismo, solo que realizando TP.
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INVESTIGACION DE LA

COMPATIBILIDAD

SANGUINEA
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DETERMINACION DE LOS GRUPOS DEL SISTEMA ABO

Objetivo:

1. Realizar las técnicas de tipificacién de los grupos sanguineos.

2. Establecer la importancia de la tipificacidn de Yos grupos san-

gulneos.

Generalidades: Actualmente las transfusiones sanguineas se basan en -
los resultados que obtuvo Landstainer de los estudios siguientes: colectd
varias muestras de sangre de diferentes Individuos, separd los eritrocitos
del suero de cada muestra y mezcld globulos rojos de una persona con suero
de otra.()En algunos casos la mezcla de eritrocitos con suero formaba una
suspensidn uniforme; en otros, los erltrocitos-suero formaban grumos (aglu-
tinacién) y en otros pocos se presentaban hemélisis. En este dltimo caso
se inactivd el complemento del suero calentando a 56°C evitandose asl la -
hemdlisis y aprecidndose la aglutinacidn. Con lo anterior, Landstainer ex
plicd los diversos resultados postulando la existencia de dos caracteristi
cas que estaban presentes o ausentes en las células de un individuo (aglu-
tindgenos A y B) asf como la existencia de dos anticuerpos correspondien-
tes (anti Ay anti B; ischemaglutininas) en el suero, que podfan estar pre-
sentes o ausentes. De acuerdo a todo esto tenemos que las Isohemaglutini-
nas anti-A aglutinan o hemolizan eritrocitos que contienen el aglutindgeno
A y similarmente la isohemaglutinina anti-B aglutina o hemoliza eritrocitos

que contienen el aglutinégeno B. (3)

Se demostrd la existencia de varios subgrupos de A, Los mds importan=
tes son los subgrupos Al y A2. Por lo tanto existen subgrupos Al, A2, AlB
y A2B. Los sueros anti-A aglutinan mds intensamente los eritrocitos del -
subgrupo Al que los del A2. Por lo tanto, quizd pasen inadvertidos en el -
momento de establecer el tipo sangulneo del paciente, los gldbulos rojos con
antfgeno A2, salvo sl se utiliza un suero anti-A capaz de reacclonar Inten-

samente con glébulos A2.(«)
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GRUPOS SANGUINEOS A B 0

ANT {GENOS SOBRE EL GLO- ANT{CUERPOS EN EL SUE
NOMBRE GRUPO SANGUINED  BULO ROJO (AGLUTINOGENOS) RO (AGLUTININAS)
0 ninguno anti-A y antf-8
A anti-B
8 B8 anti-A
AB AyB ninguno

La determinacién del grupo sangufneo a que pertenece el sujeto estd in-
dicada, ante la Irminencia de una transfusién sanguinea, para evitar acciden
tes inmediatos, ademds se usa corrlentemente en )os andlisis genéticos, en -

los casos de exclusién de paternidad y en los anilisis antropoldgicos de las
poblaciones humanas. (2)

El grupo sangufneo de una persona es el mismo durante toda la vida pero
las aglutininas no existen en el momento del nacimiento, sino que aparecen -
entre los 3 y los 5 meses de edad. {¥)
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La tipificacién sanguinea se efectia mediante las reacciones de agluti-
nacién. Existen en el comercio sueros tiplficantes perfectamente estandari-
zados tanto anti=A como anti-B, slempre es muy recomendable utilizar al rea
lizar la prueba, también el suero anti-AB, especialmente para detectar las va
riantes débiles de los grupos A y B, las cuales pasarfan desapercibidas sin

el empleo de este suero, asf mismo nos sirve para Identificar plenamente al

grupo 0,

Fundamento: Los antTgenos A y B presentes en los eritrocltos reaccionan
especificamente con los anticuerpos presentes en el suero tipificante y -
esta reaccidon se pon e de manifiesto por 1la aglutinacién de los eritrocitos.

TECNICA
METODO EN PLACA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Solucion de EDTA al 10% (sol. disédica)
Solucidon de cloruro de sodio al 0.85%
Sueros comerciales anti-A, anti-B, anti~-AB

Material:
Tubos de ensayo de 13X100 mm
Pipeta Pasteur con bulbo
Placas excavadas limplas y desengrasadas
Aplicadores de Plastico
Gradillas para tubos

Material Bioldgico

Sangre venosa con antlicoagulante o sangre capilar.
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METODOLOGIA

1. La muestra de la sangre puede tomarse por puncién de la yema de un
dedo o bien del 1ébulo de la oreja, pero es mis convenliente emplear san-
gre venosa tomada con un anticoagulante porque de esta manera en caso de
duda se pueden checar los resultados facilmente.

2. En una placa excavada seca y limpia, marcar tres excavaciones y co

locar una gota de suero anti-A, antl-B y anti-AB respectivamente.

3. Amadir una gota de sangre en cada una de las gotas de suero (procu
rando que sea el mismo volumen que la gota de los sueros anti).

ST se trabaja con sangre venosa se debe preparar una suspensidn de eri
trocitos al 5% (previamente lavados) en solucidn salina fisiolégica. Con
cualquiera estas dos técnicas la concentracién final de glébulos rojos en
la mezcla debe ser de aproximadamente el 2%. ST se pone un exceso de eri-

trocitos los resultados pueden falsearse.

4. Mezclar perfectamente empleando para ello los aplicadores de plastl
co, girar la placa y observar la aglutinacién macroscopicamente. MNo debe
colocarse la placa sobre una fuente luminosa porque al calentamiento puede
dispersar o debilitar la aglutinacién.

5. La reaccién de aglutinacidn se presentard en unos cuantos segundos.
Las lecturas deberin hacerse antes de que se seque la muestra (aproximada-

mente 2 minutos).
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METODO EN TUBO

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos: -
Solucién de EDTA al 10% (sol. disédica)
Solucién de cloruro de sodio al 0.85%

Sueros comerciales anti-A, anti-B, anti-AB

Material:
Tubos de ensaye de 12X75 mm
Tubos para centrifuga de 10 ml
Pipeta Pasteur con bulbo
Gradilla para tubos

Material bioldgico:

Sangre venosa con anticoagulante

Equipo:
CentrTfuga

METODOLOGIA

1. Centrifugar la sangre venosa con antlcoagulante y separar los glé-
bulos rojos, lavarlos una vez con solucidn salina Isoténica y preparar una

suspensi6n de gl6bulos rojos al 2% con esta solucidn,
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2. Tomar tres tubos de ensaye de 12X75 mm y colocar una gota de suero
anti-A, anti-B, ant|-AB respectivamente. Los tubos deben estar previamen

te marcados.

3. Adicionar una gota de la suspensidn de gl6bulos rojos al 2% a cada
uno de los tubos. Mezclar perfecta y cuidadosamente mediante movimlentos

de rotacidn.

b, Centrifugar a 1,000 rpm durante 1 minuto o a 3,400 rpm por 30 segun

dos.
5. Agitar suavemente y observar si hay aglutinacion,

6. Comparar el cuadro siguiente con los resultados obtenidos para deter

minar el grupo sangufneo del paciente.

SUERO ANTI-A SUERQO ANTI-8 SUERO ANTI-AB GPO. SANGUINEO

Para tener resultados confiables, debe realizarse la prueba sérica de
confirmacion, sobre todo en aquellos casos en que la aglutinacidn no es -

franca.

METODO INVERSO PARA LA DETERMINACION DE GRUPOS SANGUINEOS
(DETERMINACION SERICA O DE CONFIRMACION)
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Suspensién de eritrocitos tlpo A al 2% en solucidn salina

isotdnica

Suspens i6n de eritrocitos tipo B al 2% en solucidn salina
w

fsotdnlca

Material:
Tubos de ensaye de 12X75 mm
Pipetas Pasteur con bulbos

Gradillas para tubos

Material Bioldgico:

Sangre venosa con o sin anticoagulante.

Equipo:

Centrifuga
METODOLOGIA

1, Centrifugar la sangre problema y poner una gota de suero o plasma
(se puede utllizar cualquierade los dos) en dos tubos. Marcar un tubo -

con Ay el otro con B.

2. Adicionar a cada tubo una gota de la suspension de glébulos rojos
al 2% correspondiente de acuerdo a la marca del tubo. Mezclar cuidadosa-

mente y perfectamente, dejar reposar 5-15 minutos a temperatura ambliente.

3. Centrifugar los tubos a 1,000 rpm durante 1 minuto o a 3,400 duran

te 30 segundos.
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4, Despuéds de centrifugar, agitar suavemente los tubos y observar si
hay hem8lisis o aglutinacidn. ST se observa aglutinacién comparar los -
resultados con el siguiente cuadro y determinar el grupo sangufneo de la

muestra problema.

Eritrocitos del Eritrocitos del El suero proviene de
Grupo A Grupo B sangre grupo
+ + 0
- +
+ - B
- - AB

En caso de observar hemdlisis, deberd calentarse el suero a 56°C du-
rante 10 minutos y con este suero realizar de nuevo la prueba, ya sin la
intervencién de las hemolisinas, las cuales enmascaran la reaccién de aglu

tinacidn.
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DETERMINACION DEL FACTOR Rh

Objetivo:

1, Realizar dos determinaciones del factor Rh.

2. Sefialar las aplicaciones de las técnicas y evaluar las ventajas y 1i-
mitaciones de las mismas.

~ Generalidades: Al igual que ocurrid con el sistema ABO, e! sistema Rh
se descubrid durante el estudio de los antfgenos eritrocitarios. Landsﬁql
ner y Weiner (1941) Inyectaron hematies del mono Rhesus (Macaca Rhesus) -
en conejos y cobayos, con el fin de estudiar las relaciones Inmunoldgicas
entre el hombre y los primates. Ademis de los esperados hemoanticuerpos -
para los hematTes de Rhesus, el suero de los conejos tratado de esta forma
aglutinaba aproximadamente un 85% de los hematTes humanos (Rh*), pero no -
los del 15% restante (Rh -}, {1)

El factor Rh es un aglutindgeno presente en los gldbulos rojos de la ma
yoria de los Individuos, su importancia radica en que cuando a un individuo
que no posee este aglutindgeno le son inyectados gldbulos rojos que lo con-
tienen reacciona frente a esta sustancia para €] extrafa formando anticuer-
pos capaces de reaccionar con los gldbulos rojos que contienen este factor,
lisdndolos y aglutindndolos, como este fendmeno ocurre tanto in vitro como
in vivo puede dar como consecuenclia una severa reaccion postransfusional =
ain con desenlace fatal, as? mismo puede presentarse este fendmeno 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 glébulos rojos del hljo, destruyéndo-
los y dando tugar a un fendmeno de eritroblastosis fetal.{2)

De acuerdo a estos estudios, se 1legd al descubrimlento de que los Ac,
ant{-Rh humanos son a menudo de tipo ""incompleto’ (que al unirse con el Ag
son incapaces de producir aglutinacibn, o sea, Inhiben la aglutinacidn):
estos Ac se combinan de forma especifica con las c&lulas Rh* sin producir
aglutinacidn. Como sea que estos Ac no aglutinantes son de tipo 1gG, pueden
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cruzar la placenta; y en dltimo término, dan lugar a la destruccién de los
hematles fetales. (1)

Las investigaciones dirigidas a la deteccién de Ac anti-Rh en los pro-
cesos hemoliticos constituyen la via principal para el desarrollc de una -
serie de ingeniosos métodos utilizados para la deteccidn de Ac incomple~
tos. Aunque al principio se supuso que estos Ac eran univalentes, casi -
con toda sequridad se trata de moléculas bivalentes, ya que en, ciertas -
circunstancias son capaces de aglutinar los hematles; por ejeﬁplo, cuando:
1) las reacciones se llevan a cabo en presencia de una elevada concentra-
cién de proteinas, como en un 30% de albimina sérica, 6 2) los hematTes son
previamente tratados con enzimas proteoliticas, como la tripsina y la fici~
na. (3)

E! estudio de numerosos casos de incompatibilidad fetomaterna han per-
mitido obtener una gran variedad de sueros anti-Rh, de los que, en la actua
lidad existen 27 tipos distintos, cada uno de los cuales corresponde a un

determinante aloantigénico especifico.

Fundamento: EJ aglutindgeno Rh presente en los eritrocitos reacciona -
especificamente con un suero anti-Rh, esta reaccidn se manifiesta mediante

una aglutinacién macroscépica de los eritrocitos

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sol. disédica)
Solucidn de cloruro de sodio al 0.85%
Albdmina bovina al 22%

Suero comercial anti-Rh (anti D)
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Material:

Tubos de ensaye de 13X100 mm

Tubos de ensaye de 10X75 mm

Pipetas Pasteur con bulbo

Placas excavadas limpias y desengrasadas
Aplicadores de plastico

Gradillas para tubos

Material Bioldgico:

Sangre capilar o sangre venosa con anticoagulante

Equipo:

Bafio de Incubacién a 37°C
Centrifuga

METODOLOGIA

1. Si se trabaja con sangre venosa con anticoagulante, preparar una
suspensi&n de gldbulos rojos al 5% en solucidn salina Isotdnica.

2, Colocar una gota de sangre capilar o una gota de la suspensién de
eritrocitos al 5% en solucién salina, en dos excavaciones de la placa, -
previamente identificadas.

3. Depositar en la primera excavacidn una gota de suero anti-~Rh.

4, Amadir a la segunda excavacidn una gota de albdmina bovina al 22%.

5. Mezclar cuidadosa y perfectamente utllizando para ello aplicadores
" de plastico. Dar a la placa movimiento de rotaciSn suavemente.



247

6. Observar sl se produce aglutinacién macroscépica, 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 acimulos de eritro-
citos que son debidos a la desecacidn de la gota y de ninguna manera son -

debidos a una reaccldn de aglutinaciodn,

Comparar los resultados obtenidos con el siguiente cuadro:

Suero anti-Rh Albdmina bovina Factor Rh
al 22%

Aglutinacidén + | Aglutinactén - +

Aglutinacién - Aglutinacidn - “

En.los casos en que la reaccion sea débilmente positfva o dudosa y adn
negativa, deberd procederse a ensayar con suero especifico para las varian

tes del factor Rh.
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VARIANTES DEBILES DE Rh
DETECCION DE SANGRE DU

Los gldbulos rojos DY generalmente presentan reacciones negativas con
sueros tipificadores anti-Rh (anti D). SIn embargo, después de exponer-
los a un suero anti-Rh (antl D), dan reaccién positiva de Coombs.

Fundamento: Ver prueba indirecta de Coombs.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL .

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sal disédica)
Soluci6n de cloruro de sodio al 0.85%
Suero comercial anti=Rh (anti-D)

Suero de Coombs

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm
Tubos de ensaye de 10X75 mm
Pipetas Pasteur con bulbo
Aplicadores de Plastico
Gradillas para tubos

Material Bioldgico:

Sangre venosa con anticoagulante

Equipo:
Bafio de incubacibn a 37°C

- Centrifuga
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METODOLOGIA

1. Preparar una suspensidn de glébulos rojos al 2% del problema, la-

vados prevliamente en solucidn salina.

2. Poner en un tubo de ensaye de 10X75 mm 2 gotas de la suspensidn -

de gldbulos rojos.
3. Afladir una gota de suero humano anti-Rh (anti D) y mezclar bien.
L. Incubar el tubo a 37°C en bafio maria por 15 minutos.

5. Lavar tres veces los eritrocitos con solucidn salina y luego de -
escurrir bien en el Gltimo lavado resuspenderlos en la solucidn sallna -

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 glébulos sedimentados y observar si hay

aglutinacidn macroscépica.

8. Es conveniente hacer los siguientes controles junto con la prueba:

a) Control Negativo: Preparar una suspensidn de glébulos rojos Rh
negativos al 2%, lavados previamente en solucidn salina. Cont]
nuar con las mismas indicaciones dadas para los eritrocitos pro

blema.

b) Control Positivo: El mismo procedimiento anterior, pero utili-
zando eritrocitos Rh positivo.
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9. Sl no se presenta aglutinacion en los eritrocitos problema se con
sideran Rh negativos. La aglutinacién indica la presencia del factor DY.

NOTA: Es imprescindible hacer una prueba directa de Coombs a la sangre
que se somete a la deteccidn del factor DY para eliminar la posibilidad
de que los eritrocitos problema se encuentren cubiertos previamente con -
anticuerpos especificos. En caso de que la prueba de Coombs directa sea
positiva con los eritrocitos del paciente, la aglutinacion encontrada en
la deteccién del factor DY se invalida y deberd considerarse como Rh ne-

gativo.
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Objetive:

1. Efectuar la determinacidn de las pruebas cruzadas, en medio sallino,
en medio con elevado contenido proteico y tratamiento con enzimas, sefa

lando ventajas y limitaciones de cada una.

2. Establecer la importancia de las pruebas cruzadas mayor y menor en la

compatibilidad sangufnea.

Generalidades: El principal objetivo del andlisis de grupos sanguineos
en un banco de sangre, estd dirigido a obtener sangres compatibles para pa-

clentes que requieren una transfusién.(5)

Existen dos tipos de pruebas cruzadas, que han sido designadas como ma
yor y menor, de acuerdo a su importancia. En la prueba mayor se hace reac-
ctonar el suero del receptor con los eritrocitos del donador, o donadores.

En la prueba menor se hace reaccionar el suero de) donador con eritrocitos
del receptor. Cuando las sangres del donador y del receptor son compatibles,
ambas pruebas dan un resultado negativo, observindose que ambos individuos_
tienen el mismo grupo sanguineo. En caso de que el donador y el receptor -
sean de diferente grupos sanguineos, pero compatibles, la prueba cruzada ma
yor serd negativa y la menor positiva. La prueba mayor nunca debe omitirse,

porque es decisiva para la seguridad de! receptor. (h3)

Es recomendable utilizar varios métodos de pruebas cruzadas, para redu-
cir los posibles peligros y facilitar la Interpretacién. Una prueba cruzada
completa debe incluir las siguientes pruebas, para descubrir tanto los anti~

cuerpos completos como los Incompletos y los atipicos, (3)

1. La prueba en tubo con sclucidn salina a temperatura ambiente, para
detectar aglutininas incompletas o bivalentes, como son los anti-A, anti-B

y las aglutininas frias.
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2. La prueba anterior, pero incubando a 37°C, disedada para locali-

zar aglutininas calientes, como son los del sistema Rh.

3. La prueba en un medio con elevado contenido protéico (usando al-
biimina}, para detectar anticuerpos incompletos del sistema Rh. En esta =
técnica se puede producir el fendmeno de prozona, que se evita empleando
una centrifugacidn inmediata. La actividad de algunas aglutininas (por

ejemplo anti=A y anti-B), puede ser suprimida en un medio con albimina.

L. Las técnicas de tratamiento de eritrocitos con enzimas tales como
papaina, ficina y bromelina, que son extremadamente sensibles para la lo-
calizacion de varios anticuerpos, como son los anti-Rh, anti-Kell, anti-

Kidd y otros.

5. La prueba de la antiglobulina de Coombs indirecta, en solucion sa-
lina para detectar la mezcla de anticuerpos salinos e incompletos presen
tes en el suero y la prueba directa para demostrar anticuerpos fijados a
los eritrocitos ''in vivo', como ocurre en nidos con eritroblastosis fetal,

o en pacientes con anemia hemolTtica adquirida. (2)

Fundamento: El suero del paciente que requiere una transfusion se -
prueba contra eritrocitos provenientes del donador en la prueba mayor, -~
mientras que en la prueba menor, los eritrocitos del paciente se prueban
con suero del donador; ambas pruebas se realizan en medio salino y en un
medio con elevado contenido protéico, con objeto de detectar tanto anti-
cuerpos completos como anticuerpos incompletos. La presencla de agluti-
nacion o hemblisis en la reaccidn, Indica que existe incompatibilidad de

grupos sangufneos entre el paciente y el donador estudiados.
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 102 (sal disddica)
Solucon de cloruro de sodio al 0.85%
Alblimina bovina al 303 o al 22%

Material:
Tubos de ensaye de 13 X 100 mm
Tubos de ensaye de 10 X 75 mm
Pipetas Pasteur con bulbo
Aplicadores de madera

Gradi)la para tubos

Material Biolagico:

Sangre venosa del receptor con anticoagulante
Sangre venosa del donador con anticoagulante

Equipo:
Baflo de incubacidn a 37°C
Centrifuga
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PRUEBAS CRUZADAS EN MEDIO SALINO

METODOLOGIA

1. Ya obtenidas las muestras de sangre con anticoagulante, tanto del
receptor como del donador, se colocan en tubos de ensaye de 13X100 mm, se
centrifugan y se separa el plasma colocdndolo-en tubos de 10X75 mm debida

mente etiquetados para su Identificacidn.

2. Lavar los eritrocitos con solucidn de NaCl al 0.85% y preparar con

ellos suspensiones al 4-5% en solucién salina isoténica.

3. Para efectuar la 'prueba mayor'!, marcar con un tubo de 10X75 mm con
USR/ED" (suero del receptor / eritracitos del donador); depositar en &1 -
una gota del suero del receptor y afadir una gota de la suspension de eri-

trocitos del donador.

b, Para’la "prueba menor" marcar otro tubo de 10X75 mm con, "'SD/ER"
(suero del donador / eritrocitos de receptor); depositar en &l una gota -
del suero del donador y afiadir una gota de la suspensidn de eritrocitos --

del receptor.

5. Mezclar el contenido de cada tubo y centrifugar inmediatamente 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 aglutinacidn macroscépica.

7. SI la prueba mayor muestra aglutinacién, las sangres son incompa-
tibles; en caso de obtener resultados negativos o dudosos incubar de 50 a
60 minutos en baflo marfa a 37°C y realizar la prueba de Coombs con los eri

trocitos. Esta prueba se describe mas adelante.
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PRUEBAS CRUZADAS EN MEDIO CON ELEVADO
CONTENIDO PROTEICO

METODOLOGIA

1. Marcar dos tubos de ensaye de 10X75 mm con "albdmina'" y "sin albd

mind'y depositar en cada uno de ellos dos gota del suero del receptor.

2. Afadir a cada tubo, mediante un aplicador de madera o con una pi-
peta Pasteur, una pequeda cantidad de sargre total del donador, suficien-
te para dar una concentracidn final en la mezcla de aproximadamente 2-4%

de eritrocitos.

3. Agregar al tubo marcado con albimina, dos gotas de albdmina bovina
al 30%.

4. Mezclar perfectamente el contenido de los tubos e inmediatamente

centrifugar a 1,000 rpm durante ) minuto, o a 3,400 rpm por 30 segundos.

5. Remover suavemente el sedimento de eritrocitos y observar st ha -
ocurrido aglutinacidn macroscépica. Si la reaccion es positiva, las san-
gres son incompatibles por la presencia de anticuerpos incompletos; en ca-
so de obtener una aglutinacidn dudosa o negativa, resuspender los eritro-

citos e incubar los tubos durante 10 minutos en bafio de Incub. a 37°C.

PRUEBAS CRUZADAS UTILIZANDO ERITROCITOS TRATADOS
CON BROMELINA Y FICINA

Fundamento: El tratamiento de los eritrocitos con enzimas tales como
la ficina o bromelina, reducen las cargas de la superficie de la membrana
por accién sobre el dcldo N-acetil neuramTnico (dcido slalico), permitien-
do as7 una reaccién antigeno-anticuerpo. Asi también, algunos antigenos
celulares pueden ser mds accesibles a los anticuerpos del suero si el acido

sidlico se elimina antes.
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sal disédica)
Solucidn de clorurc de sodio al 0.85%
Solucidén de Bromelina
Solucion de Ficlna

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm
Tubos de ensaye de 10X75 mm
Pipetas Pasteur con bulbo
Aplicadores de madera
Gradillas para tubos

Material Biol&gico:

Sangre venosa del receptor con anticoagulante
Sangre venosa del donador con anticoagulante

Equipo:
Bafio de incubacidn a 37°C

Centrifuga

METODOLOG A

. Deteccidn de anticuerpos séricos:

1. Ya obtenidas las muestras de sangre con anticoagulante, tanto del
receptor como del! donador, se colocan en tubos de ensaye de 13X100 mm, se

centrifugan y se separa el plasma colocandolo en tubos de 10X75 mm.

2, Lavar los eritrocitos con solucién salina Isotdnica y preparar con

ellos suspensiones al 4-5% en solucién salina.
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3. Colocar en un tubo de 10X75 mm 2 gotas del suero del receptor, 1
gota de la suspensidn de eritrocitos al 4-5% del donador y 1 gota de la

solucion de bromelina.

h. 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 0 a 3,400 durante 30 segundos.

6. Remover suavemente los eritrocitos de! sedimento y observar si se
ha producido 1a aglutinacion macroscdpica y nos indica la presencia de an-
ticuerpos en el suero del receptor contra los eritrocltos del donador por

lo tanto las sangres son incompatibles.

7. Repetir la prueba utilizando suero del donador y eritrocitos del

receptor.

). Deteccidn de autoanticuerpos:

1. Con la muestra de sangre que se va a estudiar, preparar una suspen

sidn de eritrocitos al 2% en su propio suero.

2. Colocar en un tubo de 10X75 mm 2 gotas de la anterior suspensién -~

de eritrocitos y 1 gota de la solucidon de bromelina.

3. Mezclar suave y perfectamente y dejar en reposo el tubo durante 15

minutos a temperatura amblente.

h. Posteriormente centrifugar a 1,000 rpm durante | minuto o a 3,400

rpm por 30 segundos.
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5. Remover suavemente los eritrocitos del sedimento y observar si se ha

producido aglutinacion macroscdpica, Vo que indica la presencia de autoanti-

cuerpos en la sangre que se estd estudiando.

111, Pruebas cruzadas con solucidn de ficina:

1. Preparar suspensiones al 3% de eritrocitos en solucién salina tanto

de la muestra de sangre del receptor como del donador.

" 2. Colocar en un tubo de 10X75 mm una gota de solucién de ficina, una
gota de la suspensidn al 3% en soluci6n salina de eritrocitos lavados, del
donador.

3. Mezclar perfectamente e incubar en bafo maria a 37°C durante 15 mi-

nutos.

5. Después de la incubaclén, lavar la mezcla con solucién salina isotd
nica y resuspender los eritrocitos en una gota de solucidn salina y adicio-

nar una gota del suero del receptor.

5. Mezclar y centrifugar a 1,000 rpm durante 1 minuto o a 3,400 rpm du

rante 30 segundos.

6. Remover suavemente los eritrocitos del sedimiento y observar si se
ha producido aglutinacidn macroscopica lo que indica la incompatibilidad de

las muestras de sangre.

7. Repetir la prueba utilizando suero del donador y eritrocitos del re

ceptor.
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PRUEBA DE LA ANTIGLOBULINA DE

CO0HBS

Objetivo:

1. Realizar las pruebas directa e indirecta de Coombs y establecer

las ventajas y limitaciones de ambas pruebas.

2. Evaluar la importancla de la prueba de Coombs en la deteccldn del

factor Rh,

Generalidades: En algunos sueros en que es notorio el fenémeno de zo-
na, cierta proporcidn del total de anticuerpos reacciona, al parecer, con
los antigenos correspondientes de una forma andmala: el anticuerpo unido -
no solo es incapaz de producir la aglutinacién, sino que la inhibe en for-
ma activa, como se muestra mezclando las particulas a una dilucidn de anti
suero que de otra forma implicarfa una reaccion de aglutinacién rapida. Es
tas moléculas de Ac inhibitorias se denominan anticuerpos ''incompletos" o
""bloqueantes'’. Coombs Ided un método ingenioso para detectar los anticuer
pos bloqueantes o incompletos, llamado prueba de Coombs o de antiglobulina.
Se basa en el hecho de que la molécula de anticuerpo se une simultdneamen-
te a un antigeno situado sobre la superficie del hematfe, como el Ac, estd
constituido por gamma globulina humana, si a los eritrocitos recublertos -
por €1, les adicionamos un suero anti-gamma globulina humana, el eritroci-
to actuard unicamente como soporte mecanico y se llevard a cabo la agluti-
nacidn porque reaccionari la gama globulina que lo recubre y el suero anti-
gama globulina humana. E! suero anti-gama globulina humana usado en esta =
prueba se prepara inyectando globulina humana en conejos y recibe el nombre
de antiglobulina de Coombs. {/,2)

Los eritrocitos que se estdn estudiando con esta prueba deben ser lava
dos cuidadosamente para evitar que cualquier traza de suero del paciente pu
diera neutralizar a la anti-globulina de Coombs dando por lo tanto reaccio-

nes negativas.
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La prueba de Coombs puede efectuarse de dos formas: la prueba directa
y la prueba indirecta. La primera se emplea para detectar los anticuerpos
incompletos adheridos a los eritrocitos "in vivo'' como ocurre en nifios con
eritroblastosis fetal o en pacientes con anemia hemolitica adquirida. La
prueba indirecta se utiliza para detectar los anticuerpos incompletos pre-
sentes en el suero del paciente y en consecuencia, es Gtil para estudiar -
las reacciones hemoliticas dentro de un mismo grupo; este tipo de reaccio-
nes se lleva a cabo en las mujeres Rh (-), embarazadas cuando el padre es
?2 é;) y existe la posibilidad de que ocurra la sensibilizacion de la madre.

'

Ademds de su utilidad en el estudio de los anticuerpos anti-Rh, la -
prueba de Coombs sirve para demostrar los sistemas de grupos sanguineos -
Kell, Kidd y Duffy y es importante en el estudio de las anemias hemoliticas,
en la neumonia atipica primaria, en algunos casos de favismo y hasta en la
anemia hemolitica bacteriana y en la producida por drogas, siempre que la -

sangre se examine en el momento de acceso hemolitico. (1)
PRUEBA DE COOMBS DIRECTA
Fundamento: Para poner en evidencia la existencia de anticuerpos adhe-

ridos a los gldbulos rojos, sblo es necesario agregar a la suspension de erl
trocitos lavados la anti-globulina de Coombs y ocurre la aglutinacion.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sal disddica)
Solucién de cloruro de sodio al 0.85%
Suero de Commbs
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Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm
Tubos de ensaye de 10X75 mm
Pipetas Pasteur ¢on bulbo

Gradilla para tubos

Material Biolégico:

Sangre venosa con anticoagulante

Equipo:
Centrifuga
Bafio de incubacién a 37°C

METODOLOGIA

1. Lavar 4 veces (por lo menos) los eritrocitos del paclente con so-
lucién salina isoténica para eliminar cualquier traza de suero que pudie-
ra interferir en la prueba y dar resultados falsos negativos. Preparar -

una suspensidn de estos eritrocitos al 2% en solucidn salina isotdnica.

2. Depositar en un tubo de 10X75 mm una gota de la suspensidn ante-

rior y una gota del suero de Coombs (antiglobulina humana).

3. Mezclar cuidadosa y perfectamente el contenido del tubo y centrifu
gar Inmediatamente a 1,000 rpm durante 1 minuto o bien a 3,400 rpm durante

30 segundos.

4, Observar si se produjo aglutinacidn removiendo suavemente el con-

tenido del tubo.

5. Es muy conveniente hacer la reaccion al mismo tiempo con testigos

cons tituidos por;
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a) Una gota de eritrocitos del paciente, lavados y ajusta-
dos al 2%, que se mezclard con una gota del suero de Coombs; ser

vird para detectar una algutinacién inespecifica.

b} Una gota de eritrocitos normales, lavados y ajustados -
al 2%, que se mezclara con una gota de suero de Coombs; servirad

camo testigo negativo.

c) Una gota de eritrocitos sensibilizados que servird como
testigo positivo. Este testigo puede prepararse afladiendo a una
gota de una suspensidn de eritrocitos Rh (+), lavados y ajustados
al 2z, una gota de suero anti-Rh, dilufdo 1:16 e incubado a 37°C
durante 15 minutos; centrifugar y lavar cuatro veces con solucidn
salina isotdnica y preparar una suspensidn al 2%. Una gota de -

esta suspensidn, se mezcla con una gota de suero de Coombs.

6. La aglutinacién de los eritrocitos del paciente, indica que es

tdn 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 globulos rojos cono=~
cidos, los cuales son lavados posteriormente y se les adiciona el suero de
Coombs, que reaccionar3d con los anticuerpos adsorbidos a los eritrocitos -

dando la aglutinacion.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:
Anticoagulante EDTA al 10% (sal disddica)
Solucién de cloruro de sadio al 0.85%

Suero de Coombs

Material:
Tubos de ensaye de 13X100 mm
Tubos de ensaye de 10X75 mm
Pipetas Pasteur con bulbo
Gradillas para tubos

Material BiolGgico:

Sangre venosa con anticoagulante

Equipo:
Bafo de incubacidn a 37°C
Centrifuga
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METODOLOGIA

1. Para esta prueba se utilizan globulos rojos conteniendo el agluti-
négeno cuyos anticuerpos se vayan a investigar. Preparar upa suspensién -

de estos eritrocitos, al 2% en solucidn salina isotdonica.

Para realizar la prueba mayor {pruebas cruzadas empleando antiglobuli
na de Coombs), se utilizaran los eritrocitos del donador, preparando una =

suspension al 2%.

2. En un tubo de ensaye de 10X75 mm adicionar 3 gotas de la suspension

anterior.

3. Adiclonar 3 gotas del suero problema {en el que se estdn investigan
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 centrifugacion inmediata puede poner de manifiesto a los anticuer-

pos que de otra manera producirfan fenGmeno de zona.

4, Remover suavemente e} contenido del tubo y observar s hay aglutina
cién, lo que indicarfa la presencia de anticuerpos completos. ST la reac-
cion de aglutinacidn es negativa, débl] o dudosa, incubar el tubo a 37°C de

30 a 60 minutos.

5. Centrifugar a 1,000 rpm durante un minuto, o bien, a 3,400 rpm du-

rante 30 segundos.

6. Remover suavemente el contenido del tubo, s! hay aglutinacién indi-
ca la presencia de anticuerpos completos. SI no existe aglutinacion o es -
dudosa lavar los eritrocitos, minimo 4 veces con solucion salina isoténica;
escurrir la mayor cantidad posible de solucién salina del Gltimo lavado y

resuspender los globulos rojos en la gota que quede.
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7. Adlicionar 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-
tinacion.

En las pruebas de compatibilidad sanguinea, es necesario fncluir un
testigo con los eritrocitos del receptor y el suero del mismo, para detec-

tar aglutininas Inespecificas.

9. La aglutinacion 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:

1. Realizar la técnica de la titulacidn de hemolisinas y aglutininas

en un suero problema.

2. Interpretar los resultados obtenidos y establecer su utilidad.

General ldades: Los antTgenos de Jos hematfes son estructuras quimicas
que proporcionan propiedades especificas a su superficie y que hasta ahora
s6lo pueden detectarse por la reactividad de los hematfes con -anticuerpos
que corresponden a estos antfgenos (anticuerpos homdlogos). La mayorfa de
estas reacciones antfgeno-anticuerpo implican la aglutinacién de los eri-
trocitos, por eso, los anticuerpos se suelen denominar hemaglutininas y los
antigenos, hemaglutindgenos.(2)

Se suele distinguir entre las aglutininas "naturales’ y las 'inmunes";
las primeras se refleren a las aglutininas que se presentan sin causa cono
cida, como en la transfusién sangufnea o en la inyeccidn de otras sustan-
clas antigénicas que provoquen la formacidn de anticuerpos. Las Isoagluti
ninas inmunes resultan de una Inmunizacidn deliberada o no {isoinmunizacién),
tal como puede producirse por la transfusidn de sangre o por la entrada de
hematTes fetales en la circulacidn materna. Algunos hemoanticuerpos en pre
sencia de complemento hemolizan los glébulos rojos y por tanto se ilaman -
hemolisinas. En la mayorfa de los casos, las hemolisinas se producen des-

pués de una Inmunizac!én conocida con hemoantTgeno. (2,3)

GRUPO HEMOLISINAS Y AGLUTININAS
0 Anti A Anti B
A - Anti B
8 Anti A -
AB - -
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Fundamento: Las hemolisinas al estar en presencia del antigeno que
estimuld su formacidn y de! complemento desencadenan una reacclén que =
causa la lisis de los eritrocitos. Este fenSmeno es el resuitado de la
accién enzimdtica del complemento, el cual es activado por la unidn dei
antTgeno y del anticuerpo especifico; el complemento actlvado va a pro-
ducir cambios en la permehabilidad de la membrana del erltrocito y al
cambiar las propiedades osmdticas de ésta, penetran los l{quidos y se -

produce el estallamiento de los eritroclitos (hemélisis).
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reacti vos:

Material:

Solucion de cloruro de sodio al 0.85%

Suspens i6n de gl&bulos rojos (A, B 6 AB) al 4% en
solucién salina

Suero problema (A, B d 0)

Tubos de ensaye de 13X100 mm
Tubos de ensaye de 10X75 mm
Pipetas Pasteur con bulbo
Pipetas graduadas de 1 ml
Pipetas graduadas de 0.1 ml
Gradillas para tubos

Baflo de Incubacidon a 37°C

Centrifuga

METODOLOGIA

1. Rotular once tubos de ensaye de 10X75 mm con las diluciones 1:1,

1:2, veo

hasta 1:1024.

2. Del tubo No. 2 en adelante adicionarles 0.1 ml de solucidn sali-

na isoténica.

3. Poner 0.1 ml 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 0.1 ml el suero con la solucién sa-
lina cuidando de no formar espuma. Del tubo No. 2, transferir 0.1 ml de -
esta mezcla al tubo No. 3, mezclar y transferir 0.1 ml al tubo No. & y asT

suces [vamente hasta el tubo No. 11 del cual después de mezclar se desecha

0.1 ml.

5. Se agrega a cada tubo 2 gotas de la suspensidn de eritrocitos al -
4%. EIl grupo de los eritrocitos dependerd del anticuerpo en titulacién.

6. Incubar los tubos en bafio marfa a 37°C durante una hora.
7. Centrifugar los tubos a 3,500 rpm durante 15 segundos.

8. Observar sl se produjo aglutinacién y/o hemblisis. Reportar el tI
tulo de la dilucion en la cual todavia se presenta hemdlisis.

VALORES DE REFERENCIA

No debe presentarse hemdlisis en diluciones mayores a 1:64.
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_CAPITULO VI
CITOQUIMICA
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Objetivo:

1. Aplicar técnicas de tincidon para la diferenciacién de algunos tipos

de leucemias.

2. Sefialar la importancia clinica de dichas técncias.

Generalidades: Considerando a las leucemias como 'padecimiento’ proli-
ferativo maligno de la médula dsea hematopoyética,cualquiera de las células
que normalmente se originan en ella pueden en un momento dado dar un cuadro
leucémico; es decir, la aparicion de formas inmaduras que normalmente no es
tan en la sangre circulante, como consecuencia de un aumento de éstas en la

médula Gsea, (4, 2)

De acuerdo a un criterio puramente morfoldgico las leucemias inicial-
mente se clasifican en: agudas cuando tienen mds del 10% de blastos en la
sangre periférica y/o médula ésea; crdnica cuando tienen menos del 10% de

blastos en la sangre periférica y/o la médula dsea.

Los procedimientos de coloracion citoquimica han sido bien estableci-
dos como auxiliares en la identificacion de los diversos tipos celulares de
leucemia aguda, asi como para la demostracidn de deficiencias enzimaticas -

en la teucemia granulocitica crénica. {3)

Fundamento: La demostracién de ciertas enzimas y constituyentes quijimi
cos de las células que los caracterizan, se ponen en evidencia con diversas

reacciones.
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Clasificacion cltomorfoldgica de las Leucemias por el comité
Franco Americano Brltanico (FAB)

AGUDAS CRONI CAS
Linfoblasticas L1 LinfocTtica
L2
L3
M1 Mieloblastica Mielocftica o
M2 Mieloblastico Grawlocltica
Mieloblastica con maduracion ¢

M3 Promlelocitica
M4 Mielomonablastica
M5 Monoblistica

M6 Eritroleucemia

REACCION DE SUDAN NEGRO B

Fundamento: E! Sudafi Negro B tife diversos 1Tpidos incluyendo gra-
sas neutras y en particular fosfolTpidos. Los vapores de formaldehido fi-
Jan las grasas y fosfolfpidos los que al contactar con el colorante, toman
un color azul-negro que contrasta con el colorante de Wright usado para la

contratincidn. (3)
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REACTIVQS Y MATERIAL

Reactivos:
Sol. de formaldehfdo al 37%
Sol. de Sudan Negro B. Sol, de trabajo
Sol. Amortiguadora (fenol-etanol~fosfatos)
Colorante de Wright

Material:
Portaobjetos con extensiones sanguineas o de médula Gsea,
Soporte de vidrio para portaobjeto§
Vasos de Coplin
Cajas Petri
Papel secante

Equipo:

Microscopio
Aceite de inmersidn

METODOLOG!A

1. Fljar las preparaclones convapores de sol, de formaldehido al
37% durante 10 min. Esto se hace ponlendo las extensiones secas en una
caja de Petri cerrada que contenga una pequefia cantidad de formol al 37%
Se ponen los portaobjetos sobre unos puentes de vidrio para impedir su
tontacto directo con la sol. de formol.

2. En un vaso de Coplin que contiene la sol. de trabajo de Sudan
Negro B, sumergir las preparaciones fijadas durante 60 min.



276

3. Lavar con etanol al 70% por 2-3 min. Lavar con agua corriente

durante 30 seg.
k. Contratedir con colorante de Wright.

5. Sacar al aire y examlnar el microscoplo.

NOTA: No montar con resina sintética pues generalmente estd rebajada con

xilol, solvente de las grasas.

INTERPRETACION: Esta reaccidn es de gran utilidad y especificidad en la -
identificacion de la leucemia aguda mieloblastica. En forma tipica los ~
elementos granulocitarios, desde mieloblastos hasta polisegmentados (in-

cluyendo baséfilos y eosindfilos presentan granulacién gruesa color azul-
negro en su citoplasma. Esta granulacién es mds Importante constituyendo
la positividad de esta reaccidn. Desafortunadamente un 10X de estas leu-
cemlas dan reaccidn positiva. Los monocltos pueden ser déblimente positi
vos y en forma de granulacléh fina

REACCION DE PAS-SCHIFF

Fundamento: El dcido peryddico reacciona con los grupos glicol 1y

2 que existen en cada residuo de glucosa, lo que constituye la molécula de
glucdgeno, transformando las cadenas polisacaridas en cadenas polialdehidi
cas que reaccionan con el reactivo de Schiff (leucofucsina) para formar un
complejo color piirpura que puede ser identificado facilmente por microsco-
pTa de luz. E) metabisulfito de sodio elimina el exceso de] reactivo de -
Schiff y favorece la coloracién adventicla por oxidacién al alre de la leu
cofucsina absorbida. La hematox!lina se usa para tefir el resto de la cé-
lula, lo que facilita su Identificacin. (3:¥)
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Reactivos:

Solucidén de formalina alcohS)ica
Solucién de &cldo peryddico
Reactivos de Schiff

Hematoxilina, comercial

Material:

Portaob jetos con extensiones sanguineas o de médula
Osea.

Soporte de vidrio para portaobjetcs

Vasos de coplin

Papel secante

Microscopio
Aceite de inmersin
METODOLOG!A

1. Fijar la preparacidn con solucién de formallna alcohélica durante
30 seg. Lavar con agua 15 min. corriente y secar.

2. Agregar a la preparacion solucién de icido peryédico por 10 min.
(PAS). Lavar con agua y secar.

3. Adicionar el reactivo de Schiff por 35 min. Lavar con agua 5 minu-
tos y secar.
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4, Agregar hematoxilina por 15 min. Lavar con agua corriente 5 min,

secar y observar al microscopio por inmersién.

Interpretacién:

Esta reaccion pone de manifiesto glucdgeno, glucoprotefnas y algunos
mucopolisacaridos. E] glucgeno fijado en 1a célula se observa como un -
sedimento granuloso aterronado, localizindose exclusivamente en el ¢ito--
plasma de las células; su concentracion aumenta a medida que la célula ma
dura. En la leucemia linfoblastica aguda los blastos presentan una Impor
tante cantidad de granulos de color rojo (glucdgeno), tamafo y forma irre-
gulares en cuanto mayor sea la maduracién de la célula. Los elementos mie
loides y monocitoldes adultos son positivos. Algunos monablastos pueden -
presentar positividad a esta reaccién. Es positiva franca en la eritroleu
cemla.
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CAPITULO VII
APENDICE



REACTIVOS

1. SOLUCION DE EDTA AL 10%
EDTA sal disddica
Agua destilada c.b.p.

2. SOLUCION DE DRABKIN
Bicarbonato de sodio
Ferriclanuro de potasio
Cianuro de potasio
Agua destilada c.b.p.

Saponina

Solucién diafana de color amarillo palido,
temperatura amblente durante algunos meses.

3. SOLUCION DE HAYEM
Cloruro de mercurio
Cloruro de sodio
Sulfato de sodio anhidro
Agua destilada c.b.p.

281

10.0 g
100.0 m!

1.00 g
0.20 g

0.05 g
1000.00 m}

estable en frasco ambar a

0.50 g
1.00 g
5.00 g
100.00 ml

Disalver en el orden indicado. Estable por 2-3 semanas.

L, SOLUCION DE NUEVO AZUL DE METILEND AL 0.5%
Nuevo azul de metileno
"~ Oxalato de potasio
Cloruro de sodio
Agua destilada c.b.p.

Filtrar 1a solucién antes de usarla.

0.50 ¢
1.40 g
0.80 g
100.00 m!



10.

282

. SOLUCION DE AZUL DE CRESIL BRILLANTE AL 1%
Azul de cresil brillante 1.0g
Solucidn salina al 0.85% c.b.p. 100.0 m]
. SOLUCION DE TURK

Acido acético glacial 2.0 ml
Solucidn acuosa de violeta de genclana al 1% 1.0 ml
Agua destllada c¢.b.p. 100.0 mi

Filtrar la solucidn antes de usarla.

. SOLUCION DE SULFATO DE MAGNESIO AL 14%

Sulfato de magnesio . 14.0 g
Agua destilada c.b.p. 100.0 ml

. SOLUCION DT ALCOHOL ETILICO AL 70%

Alcohol etTlico absoluto ‘ 70.0 mi
Agua destilada c.b.p. 100.0 m)

. SOLUCION OILUYENTE DE PLAQUETAS

Citrato de sodlo 3.80 g
Formaldehido al 40% 0.20 m)
Azul de cresit brillante 0.10 g
Agua destilada c.b.p. 100.00 ml

Guardar la solucién en refrigeracién. Filtrar antes de usarla.

SOLUCION DE OXALATO DE AMONIO AL 1%
Oxalato de amonio 1.0¢g
Agua destilada c.b.p. 100.0°'ml

. SOLUCION DE METABISULFITO DE SODIO AL 2%

Metablsulfito de sodio 2.0¢g
Agua destilada c.b.p. 100.0 m)

Debe prepararse diariamente.
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12. SOLUCION DE CLOGRURO DE SODIO AL 0.853

13

14,

15

16

17.

Cloruro de sodio 0.85 ¢
Agua destllada c.b.p. 100.00 m)

SOLUCION DE CLORURO DE SODIO AL 1% AMORTIGUADA A pH 7.4 CON FOSFATOS

Cloruro de sodlo 180.00 ¢
Fosfato dis6dico 27.31 g
Fosfato monosédico 4.86 g
Agua destilada c.b.p. 2000.00 ml

Solucion de trabajo al 1% : dfluir la soluci6n 1:10 con solucidn sali

na isotbnica.

SOLUCION DE CITRATO DE SODIO AL 3.8%
Citrato de sodio 3.80 g
Agua destilada c.b.p. 100.00 ml

SOLUCION DE CLORURO DE SODIO AL 0.9% :
Cloruro de sodlo 0.90 g
Agua destilada c.b.p. 100.00 m)

SOLUCION DE HIDROX!IDO DE SODIC 0.083 N
Hidréxido de sodio 3.32 g
Agua destilada c.b.p. 1000.00 m]

SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO SATURADA Y ACIDIFICADA CON HC)
REACTIVO PRECIPITANTE

Sulfato de amonio 350.0 g-
Agua destilada 500.0 ml

Filtrar vy dilulr 400 ml de! filtrado con 400 ml de agua destilada. Adi-

cionar.
Acido clorhTdrico 10 N (ajustar el pH a 7)

Este reactivo es estable indefinldamente en frasco de polietileno a -

temperatura ambiente.
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19.

20.

21.

22,

23.

24,

25

.

SOLUCION DE EDTA AL 0.3%
EDTA sal disddica
Agua destilada c.b.p.

REACTIVO DE BENCIDINA
Bencidina

Acido acético glacial
Agua destilada c.b.p.

SOLUCION DE PEROX!DO DE HIDROGENO AL 1%
Peréxido de hidrdégeno al 30%
Agua destilada c.b.p.

SOLUCION DE ACIDO ACETIDO AL 10%
Acido acético glacial
Agua destilada c.b.p.
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0.30 g
100.00 m}

1.0g¢g
90.0 ml
100.0 m?

3.30 ml
100.00 m)

10.0 ml
100.0 ml

SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS-EDTA-AC. BORICO (TEB) pH 8.4

Tris (hidroximetil) aminometano

Acido etilendiaminotetracético sal disddica
Acido bérico

Agua destilada c.b.p.

10.20 g
0.60 g
3.20 ¢

1000.00 ml

REACTIVO HEMOLIZANTE (EDTA sal disédica cianuro de potasio)

EDTA sal disbdica
Cianuro de potasio
Agua destilada c.b.p.

SOLUCION COLORANTE DE PONCEAU S AL 0.5%
Colorante de Ponceau S

Acido tricloroacético

Agua destilada c.b.p.

SOLUCION DE ACIDO ACETICO AL 5%
Acido acético glacial
Agua destilada c.b.p.

2.50 g
0.05 ¢
100.00 ml

0.50 g
5.00 g
100.00 m!

5.0 mi
100.0 m)
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27

28.

29.

30.

31,

32.
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SOLUCION METANCLICA DE ACIDO ACETICO AL 30%
Acido acético glacial 30.0 ml
Alcohol metflico absoluto 70.0 ml

SOLUCION ACUOSA DE CIANURO DE POTASIO AL 3%
Clanuro de potasio 3.09
Agua destilada c.b.p. 100.0 m}

SOLUCION DE BATOFENANTROLINA SULFONATADA AL 0.64%
Batofenantrolina 100.0 mg
Acido clorosulfénico 1ibre de hierro 0.5 ml

Calentar por 30 segundos. Enfriar y agregar:

Agua desionizada 10.0 m)

Calentar en bafio de agua con agitacion. Diluir 3 ml del reactivo a
100.0 ml con solucidn de acetato de sodio al 45%. Filtrar sl es ne-

cesario. Guardar en fco. &ambar. Estable por varios meses.

SOLUCION AMORT IGUADORA DE GLICINA-HCI pH 1.9

Glicina 0.75 g
Agua destilada (libre de Fe) 30.00 ml
Ajustar el pH a 1.9+ 0.02 con HCI IN

Agua destilada c.b.p. 50.00 mi

SOLUCION DE ACIDO ASCORBICO AL 0.5%
Acido ascdrbico 50.0 mg
Agua destilada c.b.p. (libre de Fe) 10.0 ml

SOLUCION DE TRABAJO: AC. ASCORBICO AL 0.5% - AMORTIGUADOR GLICINA~HCI

1 volumen de amortiguador de glicina - HCI

2 voldmenes de sol. de 3c. ascorbico al 0.5%

SOLUCION DE HIERRO 150 ug/d!
Hierro G.R. 150.0 mg
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34.

35.

36.

37.

8.

39.

286

Disolver en acido sulfirico 1.ON £} stoh deberd estar en exceso.

Agua destilada c.b.p. 1000.0 m}

SOLUCION DE HIERRO 300 ug/di}

Igua) que la anterior, pero usando 300 mg de Hierro G.R.

SOLUCION DE SACAROSA

SACAROSA 586.00 g
Barbital de sodio 5.10 ¢
Agua destilada c.b.p. 1000.00 ml

Ajustar el pH a 7.3 =~ 7.4 con HC|

Esta solucidn es estable por varios meses a 4°C

Para la SOLUCION 'DE TRABAJO

Solucién de Sacarosa : 20.0 ml
Agua destilada c.b.p. 100.0 ml
SOLUCION DE HIDROXIDO DE AMONIO 0.01 M

Hidroxido de amonio 0.35 g
Agua destllada c.b.p. 1000.00 mi
SOLUCION DE CLORURO DE 50010 0.15 M

Cloruso de sodio 8.70 ¢
Agua destilada c.b.p. 1000.00 ml

SOLUCION DE CLORURO DE MAGNESIC 0.05 M
Cloruro de magnesio 4,75 g
Agua destilada c.b.p. 1000.00 ml

SOLUCION DE ACIDO CLORHIDRICO O0.15 N
Acido clorhfdrico 12.90 m}
Agua destilada c.b.p. 1000.00 ml

AZUL DE PRUSIA (SOLUCION DE FERROCIANURO DE POTASIO)
Ferroclanuro de potasio 1.0g
Acido clorhidrico 1.0 m!



ho.

h.

ha,

3.

4y,

4s.

b6,

hy.

Agua destilada (libre de Fe) c.b.p.

SOLUCION DE OXALATO DE SO0DIO 0. 1M
Oxalato de sodio

Agua destilada c.b.p.
Guardar en refrigeracidn

SOLUCION DE CLORURC DE CALCIO 0.0125 M
Cloruro de calcio

Agua destilada c;b.p.

SOLUCION DE CLORURO DE CALCIO 0.02 H
Cloruro de calcio
Agua destilada c.b.p.

SOLUCION AMORTJGUADORA DE VERONAL DE OWREN

Dietil barbiturato de sodio
Cloruro de sodio

Disolver en agua destilada

Acido clorhidrico 0.1 N

Agua destllada c.b.p.

SOLUCION DE ALCOHOL ETILICO AL 50%
Etanol absoluto

Agua destilada c.b.p.

SOLUCION DE CLORURO DE CALCIC 0.05 M
Lloruro de calcio
Agua destilada c.b.p.

SOLUCION DE ACIDO ACETICO AL 13
Acido acético glacial
Agua destilada c.b.p.

100.0 m}

13.40 g

1000.00 m!

1.38 g

1000.00 ml

2.22 g
1000.00 mi

pH 7.35

11.75 ¢
14.67 g
500.00 m}

400,00 m!
2000.00 mi

52.0 ml
100.0 m!}

5.55 ¢
1000.00 ml

1.0 mi
100.0 m)

SOLUCION AMORT IGUADORA DE VERONAL (OWREN-KOLLER) pH 7.4
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lgual que l1a sclucién 43, pero ajustando el pH a 7.4 con HC! Q.1 N



48, SOLUCION DE CLORHIDRATO OE PROTAMINA AL 1.4%

by,

50

51.

52.

53.

54,

Clorhidrato de protamina 1,40 g
Esteres de p-oxibenzdicos 0.09
Agua destilada c.b.p. 100.00 m!

Nota: existe en el mercado ampolletas con § m} de esta sol.

SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS pH 6.5

Tris (hidroxi metil) amino metano 1.514 g
Ajustar pH con HCI T N
Solucidn salina c.b.p. 250.00 m}

SOLUCION DE SUDAN REGRO B

Suddn negro B 0.30 g
Etanol absoluto c.b.p. 100.00 ml
Para la SOLUCION DE TRABAJO

Solucidn de Sudin negro B 60.00 mi
Amortiguador (fenol-etanol-fosfatos) 40.00 m!

SOLUCION AMORTIGUADORA {fenol-etanol~-fosfatos)

Fenol 16.00 g
Etanol 30.00 ml
Disolver y agregar

Fosfato disddico 0.30 g
Agua destilada c.b.p. 100.00 m}

SOLUCION DE FORMALINA ALCOHOLICA -
Formaldehido al 37% 27.0 m}
Etanol absoluto 73.0 mi

SOLUCION DE ACIDO PERYODICO

Peryodato de potasio 0.69 g
Agua destilada c.b.p. 100.00 m)
Disolver por calentamiento y agregar:

Acldo nftrico conc. 0.30 ml

REACTIVO DE SCHIFF
Fucsina basica .50 g
Agua destllada 220.00 m)
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5.

56.

57.

Hervir y enfriar a 60°C, filtrar y agregar:

Metablisulfito de sodio
Acido clorhidrico

Filtrar y guardar en la obscuridad a 4°C

SOLUCION ACUOSA DE VIOLETA DE GENCIANA AL 1%
Violeta de genciana
Agua destilada c.b.p.

SOLUCION DE ACETATO DE SODIQ AL 45%
Acetato de sodio
Agua destilada c.b.p.

SOLUCION DE HCY 1 N -
Acido clorhidrico
Agua destilada

2.0 g
20.0 ml

10 ¢g
100.0 ml

45.0 g
100.0 ml

86.0 m
100.0 ml
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PARAMETRO

UNIDADES CONVENCIONALES

UNIDADES S!

Cuenta de Leucoclitos

Neutréfilos segmentados
Bandas

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocl tos

Hemoglobina
Hombres

Mujeres

Cuenta de Eritrocitos

Hombres
Mujeres

Hematacri to

Hombres
Mujeres

Indices Eritrociticos

Volumen corpuscular
Medio (VCM)

Hombres

Mujeres

Hemoglobina Corpuscular
Medla (HCM)

Hombres

Mujeres

Porce
medio

56.0
3.0
2.7
0.3

34.0
4.0

ntaje
4,000 - 11,000 /ul
1,800 - 7,000 /ul
0 - 700 /ul
0 - 450 /ul
0 - 200 /ul
1,000 ~ 4,800 /ul
0 - 800 /ul

13.5 - 18.0 g/d|
12.0 - 16.0 g/dl

4.9 ~5.9 x 106/ul
3.9~ 4.9 x 106/ul

k6 - 56 %
39-47%
89 - 101
86 - 98 o
29 - 32 pg
28 - 32 pg

4.5-11.0 x 105/1

1.8-7.0 x 10°/1
0.0-0.7 x 16771
0.0-0.45 x 107/1
0.0-0.20 x 10°/1
1.0-4.8 x 10°/]

0.0-0.8 x 103/

2,09-2.79 mmol/1
1.86-2.48 mmol/1

5.9-5.9 x 10'%/1
3.9-4.9 x 10'2/1

0.46 - 0.54
0.39 - 0.47

89 - 101 fi
86 - 98 FI

0.45 - 0.49 fmol
0.43 - 0.49 fmol
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PARAMETRO UN1DADES CONVENCIONALES UNIDADES S|
Concentracién corpuscular
Media Hb (CCMH)
Hombres 30 - 34 % 0.30 - 0.34
Mujeres 31.5 - 3.5 % 0.31 - 0.34
Plaquetas 150,000 - 4000.000 /ul 0.15 - 0.40 x IOIZIL

Cuentas de Reticulocitos

Velocidad de Sedimentacién
de los Eritrocitos A
Hombres

Mujeres

Nifos

0.5-1.5%
25,000~75,000 /ul

b o Vimite 7
10 mm 17mite 15
5-10 mm Ifmite 15

(150-400 X109 /1)

0.005 - 0.015
25 - 75 X 109/L
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PARAMETRO

Hemoglobina Fetal
Hb libre en Plasma
Hierro

Hombres

Mujeres

Capacidad libre de combinacién

Hombres
Mujeres

Capacidad total de combinacién

Hombres
Mujeres

% de Saturacion
Sideroblastos en médula Gsea
Slideroblastos en sangre periférica
Células L.E.
Cétulas Drepanociticas

Fragilidad Osmética

0.5 -~ 1.7%
10 - 40 mg /d)
90 - 140 ug/dl
89 - 120 ug/d)

200 - 300 ug/dl
150 - 250 ug/dl

300 - 400 ug/dl
250 - 350 ug/dl

25 - 45

20 - 40 %

0 - 30 por 1000
negativo
negativo
0.20 ..... 97 - 100 % hem.

0.35 ..... 90 - 99 %
0.40 ..... 50 -90 3%

0.45 ..... 5 =45 %
0.50 ..... 0-5 %
0.55 ..... 0

50% Hemd)isis 0-40 % NaC}
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, PARAHETRO

Tiempo de Sangrado

Tiempo de Coagulacién

Plasma Recalcificado

Retraccion del Coagulo

Fragilidad Capilar

Adhesividad Plaquetaria

Ttempo de Protrombina

Tiempo de Tromboplastina

Parcial

Tiempo de Trombina

Fibrindgeno

Gel de Etanol

Sulfato de Protamina

Lisis de Euglobulinas

Método de Duke 1 a3min.
Método de lvy 2 a 6 min,
Método Lee y White 7 a 15 min,
Método sangre capilar 3 a5 min.
90 a 120 seg.

4o a 94 %

Maximo 10 petequias
20 a 40 % de adhesividad

10 a 15 seg.

25a 35 seq.

18 a 23 seg.

150 a 400 mg/dl

No debe aparecel gel
Solucidn clara

Coagulo flrme durante 2 hrs.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL MANUAL

ac Acido

Ac Anticuerpo

Ag Antfgeno

ARN Acido ribonucleico

CCMH Concentracion corpuscular media de
hemoglobina

Células L.E. Células de lupus eritematoso

Cianometa Hb Cianome tahemoglobina

C. T. F. H. Capacidad total de fijacion de hierro

Fe Hierro

Hb Hemoglobina

Hb~C Hemob logina C

Hb=E Hemoglobina embrionaria

Hb~F Hemoglobina fetal

Hb=$ Hemoglobina S

HCH Hemoglobina corpuscular media

HPN Hemoglobinuria paroxistica nocturna

Ht Hematocrito

g6 Inmunog lobulina G

H Solucion molar

min. Minutos

N Solucién normal

pdf Productos de degradacion de la fibrina

POF Productos de degradacion del flbrinégeno

Rh {~) Factor Rh negativo

Rh (+) Factor Rh positivo

rpm Revoluciones por minuto

seg. Segundos

Sol. Solucion

13 Tiempo de protrombina

1T Tiempo de trombina

TTP Tiempo de Tromboplastina parcial
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VCH Volumen corpuscular medio
VSE Velocidad de sedimentacidn de los eritrocitos

UNIDADES METRICAS

Peso g Gramo
mg Miligramo = 10-3 gramo
P9 Picogramo = 10-"2 gramo
Vol umen 1 Litro
4l Decilitro = 107" litro
ml Mililitro = 1073 litro
ul Microlitro - 107 1itro
f1 Femtolitro ] 10-,5 litro
‘Concentracidn mmol  Milimol = 10“3 mo!
fmol  Fentomol = 10-15 mol
Otras )
u micras

nm Nanémetros



TABLA DE TRANSMISIOH - EXTINCION

“T E =T £ =T £ T £
10 2,000 %0 535 510 292 76.0 N
1.5 1.824 2.5 5 515 288 76.5 116
20 1.699 27.0 569 520 284 77.0 i
25 1.602 7.5 561 52.5 260 7.8 m
30 1.523 73.0 553 53.0 276 78.0 108
s 1.456 2.5 545 3.5 an 78.5 105
40 1398 2.0 538 54.0 268 79.0 102
45 1.347 .5 530 54.5 264 79.5 100

‘5.0 1.301 30.0 50 55.0 2260 800 07
55 1.260 30.5 516 55.5 256 80.5 094
6.0 1.222 31.0 509 56.0 252 81.0 092
6.5 1187 3.5 502 56.5 248 81.5 089
7.0 1158 32.0 495 57.0 244 82.0 086
75 1.126 32.5 438 57.5 240 82.5 084
8.0 1.097 3.0 482 58.0 2% 8.0 081
8.5 1.0 0.5 ATS 58.5 233 83.5 078
9.0 1.046 .0 469 59.0 229 240 076
9.5 1.022 34.5 462 59.5 22 34.5 673

100 1.000 35.0 456 60.0 2, 85.0 on

105 9 5.5 450 805 218 85.5 063

1.0 959 3.0 a4 i 610 215 86.0 066

ns 939 %.5 48 1 615 M 86. 1043

120 K71 37.0 i 620 208 87.0 661

12.5 %03 37.5 4% i 625 .204 87.5 058

13.0 886 18.0 a2 | 60 201 88.0 056

125 870 38.5 Y 63.5 07 88.5 033

140 854 29.0 409 64.0 194 89.0 051

us ..838 39.5 403 64.5 A9 89.5 048

150 824 40.0 398 65.0 .17 90.0 046

15.5 810 405 392 65.5 184 90.5 043

160 79 41.0 287 66.0 181 91.0 041

16.5 782 as a2 66.5 A7 91.5 039

7.0 70 2.0 an 67.0 174 92.0 036

17.5 157 Qs an 67.5 a7 92.5 034

180 45 2.0 367 68.0 168 93.0 032

18.5 M a5 362 68.5 164 93.5 029

19.0 1 “4.0 357 69.0 161 94.0 027

19.5 10 “s 352 69.5 158 94.5 025

200 699 45.0 U7 70.0 155 95.0 022

205 688 45.5 242 70.5 182 95.5 030

20 478 45.0 37 7.0 149 960 018

215 668 6.5 mn ns 146 96.5 016

220 458 a0 an 720 4 97.0 01

25 648 as 30 72.5 140 97.5 on

2.0 438 8.0 319 7.0 139 98.0 009

ns 6 @5 3 7.5 134 98.5 007

2.0 620 9.0 310 740 RET 990 004

258 " 0.5 308 748 A28 99.5 002

25.0 602 500 301 75.0 125 100.0 000

%5 504 S 297 75.5 an




298

CONCLUSIONES

Este trabajo representa una revision exhaustiva de las técnicas
existentes en la bibllograffa y manuales citados, fueron selec-
cionadas de acuerdo a las sigulentes caracteristicas: sensibili
dad, simplicidad y rapidez, por lo que serfa recomendable su con
sulta y utilizacion por parte de alumnos que cursan la materia,
técnicos laboratoristas, quimicos y demds miembros del sector sa
lud, lo que redundarfa en una unificacién de criterios en cuanto

a metodologfa, valores de referencia, interpretaciédn, etc.

En cuanto a su vigencia, esto es relativo ya que hay que conside
rar los nuevos avances en esta materia tomdndolos en cuenta para
la constante renovacion de este tipo de trabajo.
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