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I . OBJBETIVOS

a) Estudiar los conceptos actuales del mecanismo
normal de la hemostasis.

b) Conocer diversas técnicas de laboratorio
sencillas que permitan evaluar un transtorno hemorragico.

c) Establecer una bateria de pruebas de coagula-
cion que auxilien en el diagnéstico de una enfermedad hemos:
tatica. '
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rr. INTRODUCTON

11.1 JUSTIFICACION

Los padecimientos hemorragicos constituyen un grupo
heterogéneo de entidades fisiopatologicas, tanto heredadas como
adquiridas, cuya relevancia clinica se pone de manifiesto en
razon directa de que sélo, en logs padecimientos hematolégicos,
junto con la infeccién, constituyen la primera causa de muerte.

Asf mismo, las enfermedades hemorragicas complican con
relativa frecuencia padecimientos tan camunes como los procesos

infecciosos severos, complicaciones obstétricas, el cancer,etc...

Las alteraciones en el mecanismo de la hemostasis no
solo pueden expresarse en forma de hemorragia, sino también en
forma de oclusién vascular, tanto arterial como venosa, conocida
como trombosis,

Por tales motivos, considero de gran importancla rea-

-~ lizar un estudio de éste mecanismo biolégico y de los metodos

gue a nuestro alcance, permitan evaluarlo.



11.2 ANTECEDENTES HISTOR[COS.

Il mecanismo hemostatico estd destinado a mantener la
sangre dentro de los vasos sanguineos lesionados, para ello
interactian diversos elementos tales como: los vasos sanguineos,
las plaquetas y elementos tisulares, que en conjunto, nos ayudan
a detener una hemorragia (1).

Haciendo un poco de historia,diremos que los primeros
descubrimientos llevados a cabo en relacion al estudio de la
hemostasis, se refieren al afo de 1842, donde Alfred Donné, un
histologo francés, reportd que existian particulas en la sangre
tan pequeflas como los eritrocitos y leucocitos. Estos fueron
identificados posteriormente como plaquetas por Bizzozero en
1880 (2).

En el afo de 1845 Andrew Buchanan, un clrujano escocés
descubri® a al trombina. En 1880 Olaf NHammarsten, un bioduimico
sueco,purificd y caracterizé al fibrinégeno (3).

En 1890 Maurice Arthus un fisidlogo francés establecio
que el -calcio era necesario para la coagulacion de la sangre.

En 1891, es separada la trombina del fibrinbdgeno por Cornelius
Pekelharing, un fisidlogo holandés (4).

En 1905, Paul Morawitz un internista alemdn,reunio
todas las evidencias posibles para unificar la teorfa de la
coagulacion., El decia que el codgulo de fibrina, proviene de un
precursor soluble, el fibrindégeno con .la ayuda de la enzima
trombina, que surge de un precursor inactivo la protrombina y de
dos sustancias adicionales, el factor tisular o tromboplastina y
y el calcio ionico, que juntos activan a la protrombina.ﬁsta
fué la hipdtesis de entonces y ha sido la base de todas las pre
dicciones actuales (5). A '
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En 1926, Erik von Willebrand un profesor aleman,
describio el desorden del sangrado congénito que lleva su nombre.
Estudio a diversos miembros de una familia de Foglo, en una isla
del archipielago en Aland, en el golfo de Bothnia (6).

En 1930, Henrick bam, un bioguimico danés identificod
a la vitamina K, com una sustancia antihemorragica (7).

En 193%, Quick introdujo ia prueba del tiempo de
protrombina, la cual tuve gran aplicacioén en el empleo de
farmacos dicumarinicos. Esta prueba se basa en la teoria de los
cuatro factores, ya que admitia a la tromboplastina, fibrinogeno,
calcio y protrombina. Tiempo después surgieron discrepancias
observadas por el mismo Quick en 1943, encontrd que el plasma
presentaba un tiempo de protrombina alargado. Debido a esto Quick
sugirid que existe un factor labil (8).

En 1944, Robbins notificé que el plasma contiene un
factor que, en presencia de Ca, da lugar a que la fibrina
recientemente formada sea insoluble en urea, mientras que en
ausencia de éste factor la fibrina continta siendo insoluble.
Iste factor fué denominado por Laky y Lorand en 1948 como factor
estabilizador-de la fibrina (9).

En 1947, Owren encontré un nuevo tactor de coagulacion
observéd, que un tiempo de protrombina largo, podia corregirse
con la adicién de plasma, el cual habia sido adsorbido con
Al(OH)’ ., Este factor era muy labil, recibié el nombre de factor
V. En 1950 el mismo Owren postuld la existencia de un nuevo
factor, . al que designé proconvertipa, éste factor era eStable,
es adsorbido por geles inorgdnicos, y se encuentra en el suero,
Finalmente, quler y cols. en 1952 denomind a este factor.como
factor VIU (10).

4
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No obstante de todos esos descubrimientos, se pre-
guntaban en el caso de log hemofilicos, porque la sangre no
coagulaba en tubogs de vidrio, o bien en las heridas de los
enfermos. Se iniciaron estudios con pacientes hemofi{licos en
suero y plasma. En 1992, en un paciente de apetlido Christmas

pudieron encontrar que éste factor es el " componente
tromboplastinico del plasma " (11).

En 195%, Ratnoftf y Colopy descubrieron un defecto
por la deficiencia de un factor que normalmente inicia una
serie de alteraciones en la sangre, tras el contacto con el
vidrio, Estas alteraciones comprenden la activacion del meca-
nismo de coagulacién y también del sistema de kinina, éste
factor es el factor Hagewan, éste nombre proviene del primer
paciente al que se estudio (12).

En 1956, Denson y Wright encontraron un factor
relativamente estable y que podia ser adsorbido por los preci-
pitados inorgénicos, dando tiempos de protrombina prolongados,
éste factor recibié el nombre de factor Stuart - Prower,
procedente del nombre de dos pacientes (13).

En 1959, se instituyé -un comité internacional para
proponer un sistema de nomenclatura universal. En 1963, se
publicéd la tercera edicion del Human Blood Coagulation, aqul
s e estableci6 que existe un sistema extrinseco ( activado por

los tejidos ) y de un sistema intrinseco ( activado por contac-
to'), y cada uno-de ellos dando un activador finallde/la pro-
trombina, aunque no se conocla el orden en que actuaban éstos
factores se manifiesta que log factores V y X son comunes en
ambos sistemas 'y a ellos. se suman los fosfolipjdos y plaquétas
(14). :

5
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En 1964, Macfarlane paralelamente con Davie y Ratnoff,
propusieron una hipétesis mediante la descripcion esquematica del
mecanismo de coagulacion intrinseco, tal mecanismo recibio el
nombre de cascada enzimatica (15).

Finalmente quién ha dado mayor claridad en el estudio
del mecanismo de la coagulacion fué Seegers en 1969, quién deno-
ming a los factores VII,IX y X como autoprotrombinas 1,17 y I1T,
Yy éstas pueden intensificar la activacién de la protrombina (16).

b
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AbP
AEAC
AMP
ATP

AT 111
FEC-Mg

FEC-GM

GLA
GP Ib/IX
GP 1Ib/llla

IL-3

Gy

11.3 ABREVIATURAS

Adenosis difosfato

Acido aminocaproico

Monofosfato de adenosina

Adenosin trifosfato

Antitrombina [11

Factor estimulador de colonias de megacariocitas

Factor estimulador de colonias de granulocitos y
macrofagos.

Factor de relajacién derivado del endotelio
Factor tisular

Fibfinopéptido A

Acido carboxiglutémico

éomplejo glucoproteina Ib/IX

Complejo glucoproteina 1Ib/1lla

Interleucina 3



IVFT Inhibidor de la via del factor tisular

PAT~1 Activador tisular del plasminogeno
PCa Proteina C activada

PK Precalicretina

t-PA Activador del plasminogeno tisular

8



LILT . FHEMOSTASTS PRIMARIA

La hemostasis primaria es la primer fase de la
coagulacidn, en la que intervienen los vasos sanguineos vy
Lag plaquetas para reestablecer una lesion,

Para estudiar ésta fase la dividiremos en cuatro
pasos que son los asiguientes:

a) VASOCONSTRICCION

b) ADHESIVIDAD PLAQUETARIA
C) AGREGACION PLAQUETARIA
d) LIBERACION PLAQUETARIA

I11.1 VASOCONSTRICCION

Los vasos sanguineos en general estan formados por
una membrana basal de sostén, en la cual se adhieren células
endoteliales (17). Estas juegan un papel de pivote en la
hemostasis. Bxpresan receptores de superficie semejantes a
los de las plaquetés activadas; también expresan receptores
como el GMP,Iglucoproteina externa de la membrana de los
grédnulos dependientes de ta activacion de las plaquetas, .
también conocida como P-selectina), QUe median Ia adherencia
de los neutroéfilos y monocitos activados a las células ‘
endoteliales»y a las plaquetas (18). Ademés,blas células
endoteliales secretan,endoteiina, qde es un péptido que
causa vasoconstriccion intensa, asf como el factor de rela-
jacién derivado del. endotelio (FRDE). Se sabe que‘éste es . un
pOtente vasodilatadbr e inhibidar de la agregacion plaqueta-
ria (19y, ‘ : '
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Las arterias y las venas tienen una estructura mas
compleja compuesta por: 1) membrana basal, de tejido elas
tico y fibras de coldgena. 2) media compuesta, formada de
células de musculo liso, y fibras de colagena. 3) adventicia
externa, formada de fibras de fibroblastos y fibras de
colagena (20).

Al haber dafo o lesion vascular, el vaso ge con
trae transitoriamente, como regspuesta de 108 receptores que
gse encuentran en log pericitos del vaso, éstos liberan
factor tisular FT (21). La vasoconstriccion detiene la
salida de la sangre, con la que los demas componentes san -
gulineos, tales como plaguetas se encuentran en el lugar de
la lesidn (22).

III1.2 ADHESIVIDAD PLAQUETARIA

Para estudiar ésgte paso es importante saber que
son las plaquetas. Las plaquetas son un fragmento cito-
plasmtico del megacariocito, son células grandes multinu-
cleadas 'y son‘producidas en la médula Osea,. se encuentran en
circulacion de 8 a 10 dias y tienen una vida media de al-
rededor de cuatro dias (23). Miden aproximadamente 2 micras,

en su estado basal son de forma discoide y en su estado

activado emiten pseudépodos (24).

Los megacariocitos son origihados de células
tronco mieloides pluripotenciales. parece ser que la pro-
duccion de las plaquetas esta controlada por la trombopo~
yetina, que participa en la maduracién final deLAMegacario~
cito (25). Se piensa que existe un factor estimulador de
colonias  de megacariocitos (FEC-Meg), asi como un factor
potencializador de los mismos, pero ésto aun no hﬂ'sidb.
afirmado (26). Puede ser que el factor de células tronco, la

10
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interleucina-3 (IL-3), el factor estimulador de colonias de
granulocitos y macrofagos (FEC_GM) y la interleucina-6 (IL-6)
tengan todos algun papel en el control de la megacariopoyesis
(27).

Con la ayuda de microscopia electronica se ha
podido estudiar la morfologia de las plaquetas, para lo cual
se han clasificado cuatro zonas anatomicas ( Fig 1 ):

1. Zona periférica. La cual esra constituida por la
capa externa llamada glucocdlix,cubre la membrana plaguetaria,

Sistema canalicular

mitocondrias

Sistema

tubular denso
Microtubulos

Granulo Granulo
denso alfa

Fig. 1. Ultraestructura de la plaqueta; Se observan
las zonas anatomicas mas Importantes y sus componentes. George
J.N. Blood. 1990;76:859, '
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y debido a su contenido de acido sidlico, es responsable de la
carga eléctrica negativa, importante en la adhesién y agregacion
plaquetaria (28). La membrana plaquetaria estd constitufda por
una bicapa tosfolipidica y proteica. Contiene glucoproteinas
(tabla 1),que funciona como receptores para log agonistas de la
activacion plaquetaria (29).

La glucoproteina Ib-I1X, funciona en interrelacion con
la parte glucoproteica del factor VIIT de la coagulacién o factor
von Willebrand, que permite la adhesidén de las plaquetas al
subendotelio vascular (30). El complejo Ib-1X (GPIb/IX), posi-
bhlemente es el primer receptor plaguetario que inicia el fenodmeno
adhesivo ligando la plaqueta a diferentes estructuras pregentes
en el subendotelio. Ademds se sugiere ta capacidad del complejo
GPIb/1X para unirse a otras estructuras como tibrina v colagena,
tambien con finalidad adhesiva (31).

Gluco- Peso Comentarios
proteinas -molecular

Ih 143,000 Ausente en plaquetas
Bernard-Soulier y receptor
al factor von Willebrand

Ilh 132,000 - Ausente en pl&quetxs

i1la 110,000 Tromboasténicas

v 89,000 Fija la trombina .

X 22,00 Forma el comple’jo con
Gplb,

Tabla 1. Principates glucoproteinas de la mémbrana
plaquetaria. Ambriz R. Medicine. Trowbopatiag. 1989;10:579,



El complejo Ib-IX, es un heterodimero formado por la
union no covalente de dos protefnas, la glucoproteina Ib(GPlb) v
glucoproteina 1X (GPIX), que se encuentra en la membrana plaque-
taria (32).

La GP1b, estd constitulda por dos cadenas alfa y beta,
unidas por puentes disulfuro. Existe un fragmento soluble en agua
que se gepara del resto de la molécula por diferentes estimulos
proteoliticos, ésta es llamada glicocalicina, ésta se une a
enzimas tales como plasmina, tripsina, elastasas, etc. (33).

Fsto se ha traducido en un desorden de sangrado semejante al
Bernard-Soulier, y la glicocalicina plaquetaria puede actuar como
potente inhibidor de la accion de la trombina (34).

El complejo de glucoproteinas [1b-illa, funciona como
receptor de membrana para el fibrinégeno. La presencia de calcio
es requerimiento necesario para la formacion y funcién del
complejo GPIIb-I11a (35%).

La glucoproteina V sirve como receptor para-la trombina
(36).

En la zona de la membrana, se encuentra también la
region de la submembrana, constitufida por el sistema canalicular
de superficie, con el que tiene contacto la plaqueta hacia el
exterior, y le sirve para liberar los productos del metabolismo
de la misma (37),

2. Zona Sol-Gel. Contiene unos microtﬁbnios en su banda
circunferencial. La funcidn de ésta zona es la de‘prdporcionar un
citoesqueleto a las plaquetas. Cuando desempefian Qu funcion -
contractil, los microtﬁbu;os son jalados hacia el dgntro_dé la
plaqueta = protegiendo asi la zona de organelos (38), :
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3. Zona de organelos. Se han identificado tres tipos
de organelos: Los cuerpos densos, lLisosomas y granulos alfa.

En los cuerpos densos se encuentra contenido el ADP
intraplaquetario, ATP, serotonina, fosfato y calcio. Los
lisosomas contienen acidos e hidrolasas (39).

Durante la maduracién del megacariocito, los granulos
alfa se hacen muy prominentes y son (ltimamente empaquetados
dentro de las plaquetas durante la trombopoyesis, Los granulos
alfa son el Gnico organele secretor on gue éste exhihe wmas
compartimentos y adquiere su contenido, principalmente por
medio de endocitosis y pinocitosis (40). De  éste wmodo se
incluyen proteinas adhesivas, como el fibrinotgeno, factor von
Willebrand y trombospondina, asi como proteinas del plasma como
I1g0 y albumina. También contiene granulos alfa, mitégénus
celulares, como factor de crecimiento de plaquetas, asi como
factor de coagulacién Vv, ademas inhibidores de las proteasas
alfa 2-macroglobulina y alfa 2-antiplasmina (41). Los grénulos
alfa, estan destinados para liberar todo su contenido durante
la activacién de la plaqueta, y juega un papel importante en
la reparacion del dafo (42). ‘

En la fig. 2 se muestran los granulos alfa secretorios.

Endocitosis
Granulos alfa——

secretorios

Granulo denso .

lisosoma . )

Fig. 2. Granulos alfa secretorios. Se observa como,
mediante endocitosis, la plaqueta incorpora: sus proteinas.
George J.N. Blood:1990;76:859.
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4, Sistema conectivo de superficie y sistema tubular
denso, En éstas estructuras se contienen enzimas necesariag
para la sintesis de prostaglandinas como el tromboxane Az, Y la
produceién de iones calcio , que fluyen en el citoplasma de la
plaqueta. Ademds de las estructuras antes mencionadas cn el
citoplasma se encuentran, las mitocondrias, glucogeno vy
material fagocitado, incluyendo bacterias y virus (43),

Cuando existe dafo endotelial las plaquetas tienen la
capacidad de adherirse a superficies extranas, sufriendo un
cambio morfologico, al exponerse el endotelio, constitufdo por
coldgena, y la diferencia de carga eléctrica, entre el sub-
endotelio y la plaqueta, favorece la union entre ambos,
iniciandose asi la adhesividad plaquetaria (44).

En éste proceso de adhesion también participan enzimas
como la fibronectina, que es una proteina adhesiva, y las
glucoprotefnas 1b y 1X, junto con ¢l factor von Willebrand
(45),

Ultimamente se ha conferido gran importancia a una
proteina adhesiva, la vitronectina, como un nuevo. componente
regulatorio en la interfase de la pared de los vasos sanguineos:
La vitronectina es sintetizada en el higado, es de cadena
sencilla, se ha encontrado en plasma en una concentracion de
0.025-0.45 mg/ml. Durante la activacién de las plaquetas la
vitronectina es 1liberada por célulag del tejido conectivo,
masculo liso, rifion y de la superficie capsular de todas las
visceras (46). :

Se ha encontrado que la vitronectina no solo esta
implicada en acciones procoagulantes, sino también interviene
an fuhcioqes regulatorias de la coagulacién, como la'fibranIi»
sis o la activacién del sistema plasmindgeno (47). '
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[11.3 AGREGACION PLAQUETARIA

Una vez que se adhieren las plaquetas al lugar de
lesion, las plaquetas agregadas centralizan sus granulos,
ocurre la contraccion y la formacion de pseuddpodos plagque-
rios debido a las proteinas contractiles. Por el sistema cana-
licular son liberados el ADP y ‘fTromboxano A ., que permiten
la adhesion y agregacion de nuevas plaquetas (48).

Existen varios agentes que son capaces de inducir la
agregacion plaquetaria, como el ATP, que actta sobre la adenil-
ciclasa que mantiene bajos los niveles de AMPc, o bien la
activacion de lta fosfolipasa A , ,por medio de la trombina,
coldgena o ADP, que desencadena la activacion de otras enzimas:
entre las mas importantes se encuentran la ciclooxigenasa y la
tromboxano-gintetasa, que determina la sintesis del tromboxano
A, , que es un potente vasoconstrictor y también favorece la
agregacion plaquetaria (49). '

Se han hecho estudios de agregacidn plaquetaria
mediante el uso de un agregodmetro, éste es basicamehte un
instrumento foto-6ptico que éstd conectado a un mapa de regis-
tro. El plasma rico en plaquetas, el cual es turbio, es adicio-
nado a una cubeta y la transmitancia de luz con respecto a un

blanco de muestra de plasma pobre en pladuetas y ésta es regis--

trada. Cuando se agrega un agente agregante como: ADP, colégena,
epinefrina, trombina, ristocetina y 4cido aradudenico, la
formacién de agregados plaquetarios cada vez mayores estd acoms=
pafada. por una disminucion en la turbidez del plaSma‘rico-en
plaguetas, la cual incrementa la transmitancia de la muestpd, Y
ésta es convgrtida en una sehal electronica qhe @8 amplificada y
registrada (50). k
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111.4 LIBERACION PLAQUETARIA

Esta etapa es la continuacion de la agregacion
plaquetaria y ocurre de mancra simultdnea, ya que en lds plaque-
tas activadas, el factor V se moviliza de los granulos alfa
hacia la superficie de la plaqueta, en donde acrila como receptor
del factor Xa, proporcionando asi una protrombinasa justo en el
sitio de la lesién. Bl contacto de trombina o de la plaqueta con
la colagena activa también a la fosfolipasa A, de superficie de
la plaqueta (fig. 3), catalizando la formacion de acido araqui-
dénico, que es un precursor de los endoperoxidos ciclicos. Bl
tromboxano A, es un vasoconstrictor potente, y favorece también
la agregacion plaquetarida. La retraccion del codgulo esta
mediada por la actomiosina plaquetaria que, al activarse la
plagueta, se une al complejo GPIIb-1{la (51). _

Existe otro elemento que interviene, la prostaci-
clina sintetizada también a partir del Acido araquidénico,
inhibe la agregacion plaguetaria al disminuir la liberacion del
ADP. Esta reaccién de liberacién estd mediada por el AMP ciclico,
logrando asi un equilibrio entre la activacioén y la inhibicidn
de la agregacion plaquetaria (52).

La célula endotelial daflada y la plaqueta activada
actuan juntas para generar.el trombo hemostatico en le sitio
exacto de daflo vascular.
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Fosfolipidos de la membrana

Fosfol ipasa

o= -—-/'\/CO;
e A/ NN

Acido araquidonico

ciclooxigenasa

(OfOH
Endoperéxidos ciclicos

prostaciclina sintetasa tromboxano: sintetasa

OH OH

Progtaciclina Tromboxano A
%

Fig.3. Metabolismo de la pr(stﬂglandinaA‘La fosfoli- .
“pasa escinde a los ésteres del acido araquidénico.'Williams.

Hematology. 1987; 1194.
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TV . HEMOS'TASTS SECUNIDARITIA

En ésta fase se lleva a cabo el fendmeno por el cual
la sangre flufda se transforma en una masa insoluble e inmévil,
Es muy dificil separar tanto la fase de hemostasis primaria
como la de hemostasis secundaria una de otra, pero para su

estudio la dividiremos en las siguientes etapas:
a) Factores de coagulacion
b) Via intrinseca

<) Via extrinseca

[V.l FACTORES DE COAGULACION

Las proteinas de la coagulacion forman una cascada
de tipo enzimatico, ocurriendo una reaccién en cadena. A éstos
factores se les ha designado con numeros romanos: del 1. al
XIII. El factor VI no se incluye, ya que se encontrd que en
realidad era el factor V activado. Quedando solo doce factores
como a continuacién se muestra (53). '

Factor [ Fibrindégeno

‘Factor 11 Protrombina

Factor I1I Factor tisular

Factor IV Calcio

- Factor 'V Factor labil o proacelerina
Factor VII Factor estable o proconvertina

- Factor VIIT ~ Globulina antihemofilica

Factor [X Factor Christmas

ffactor X Factor Stuart-Prower : _
Factor XI Antecedente tromhoplastinipo del

plasma plasma ' '

Factor XI1I Factor Hageman

Factor . XIT1 Factor estabilizante de la fjbrina'
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Los factores de coagulacion se dividen en tres
familias:

1) Familia del fibrinégeno. Aqui se incluyen a los
factores VvV, VIIT, XII1 y el fibrinogeno. Se caracterizan por
tener un peso molecular alto y ser labiles, principalmente los
factores V y VIII, que no son estables en sangre almacenada.
Estos factores son consumidos durante la coagulacién y no son
adsorbidos por sulfato de bario o hidroéxido de aluminioc (94).

El fibrinogeno es una glicoproteina muy compleja
consiste en dos juegos de tres cadenas polipeptidicas diferen-
tes: 2 alfa, 2 beta y 2 gamma, unidos por enlaces disulfuro. Su
peso molecular es de 340,000 y se sintetiza en higado. La trom-
bina actua sobre el fibrinégeno en el extremo N-terminal de cada
una de las cadenas alfa y beta, hidrolizando los enlaces arginil
glicina, liberando de la cadena alfa, el péptido Ay de la
cadena beta, el péptido B, dando lugar a los monomeros de fibri-
na (55).

E1 factor V es una glicoproteina de cadena simple, con
peso molecular de 330 000. Es sintetizada en higado y su concen-
tracién normal en plasma es de 5 a 12 ug/ml. Su forma activa es
como cofactor (56). .

El factor XIII es un. tetramero de dos cadenas alfa y
dos cadenas beta, con peso molecular de 300,000, Las cadenas
alfa son las que tienen el centro activo de la molécula (57).

‘ El factor V111 es una glicoproteina de cadena simple,
se encuentra unido al factor von Willebrand. Se pensaba que el
factor VIIT era una sola molécula con diterentes actividades,
pero éhora s& conoce la estructura quimica de los dos'diférentes
faétores, y entonces el factor VIII participa en la hemostasis
secundaria 'y el factor von Willebrand en la hemostasis primaria.
La forma activa del factor VIII es de cofactor (58).



2) Familia de la protrombinasa. Esta familia inctuye a
los factores VII, 1X, X, la protrombina y las proteinas C y §.
Se caracterizan por tener un peso molecular bajo, son estables
al calor, y por ende no son consumidos por ia coagulacion,
excepto la protrombina. Pueden ser adsorbidos por sulfato
de bario u otras sales, ademis requieren vitamina K para ser
sintetizados (59).

flstos factores son sintetizadoes en el higado vy
contienen una region amino-terminal con el acido carboxigiutamico
(GLA). El factor VII es una glicoproteina de cadena simple,
con peso molecular de 50 000, contiene LO residuos GLA. Se
activa por protedlisis menor y para activar al factor X'y al
IX forma complejos con Ca++ y tosfolipidos, y como cofactor al
[Il. Su concentracion normal en plasma es de 1 pg/ml (60).

El factor IX es una glicoproteina. de cadena simple
con peso molecular de 57 000, contiene 12 residuos GLA. Se
activa por los factores XI y 'VII. Su concentracison normal en
plasma es de 4 ug/ml. El factor X es una glicoproteina, de

doble cadena, con peso molecular de %9 000, contiene un resi-
duo GLA. Se activa por los factores IXa y VIla, ambos formando
complejos con Ca++ y fosfolipidos y como cofactor el factor V
{protrombinasa ) (61). ‘

"La protrombina o factor Il es una glicoproteina de
cadena Simple, con peso molecular de 70 000, contiene 10
residuos GLA. Su concentracién normai en: plasma es de 100 ng/ml.
La proteina C es un péptido vitamino‘K’depéndiente,'formado
por dos cadenas de glicoproteinas, con peso molecular de 62 000
y fué descubierta en 1976 por Stenflo mediante cfomatbgpafid
(62). o

La proteina 8 es un péptido vitamiho K:depehdiente
formado por una sola cadena de glicoproteinas de péso molecular
69 000, Fue descubierta por Discipio y col. eh‘1977,.y .
designada proteina 8 porque se estudio en Seattle pof primera
vez (62,63). '
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3) Familia de los factores de contacto. Aqui se inclu-
ven a los factores XI1, XI, precalicreina y cininogenos de alto
peso molecular (CgPMA). Estos facltores son estables en sangre
almacenada, no son consumidos durante la coagulacion y no re--
quieren vitamina K para su sintesis. Tilenen en comun que su
activacion es con superficies cargadas negativamente, tales como
caolin, celite y superficies celulares (64).

El factor XI1 es una betaglobulina de cadena simple
con peso molecular de 80 000. Es activado por la calicreina.
Actua sobre el plasmindégeno, precalicrefna, factor X! y cinino-
genos de alto peso molecular. Su concentracion normal en plasma
es de 29 ug/ml (65).

El factor X1 es una gamaglobulina, de doble cadena
con peso molecular de 80 000. Es activado por el factor XIla y
por la calicreina., El factor XI a actua sobre el factor 1X. 8Su
concentracion normal en plasma es de 4 ug/ml (66).

La precalicreina es una gamaglobulina de cadena simple
con peso molecular de 88 000. Se activa por el factor XIla. Su
concentracion normal en plasma es de 50 pg/ml, el 25% esta libre
en plasma y el otro 75% estd unido a los' (CgPMA). La calicreina
‘es la forma activa y actua sobre el factor XII, CgPMA, plasmino-
geno y prourokinasa (67),

El cinindégeno de alto peso molecular (CgPMA) es una
alfaglobulina de cadena simple, con un peso molecular de 120000.
Cuando. se activa libera un péptido vasoactivo: la bradikinina y
modula el efecto dé la trombina sobre las plaquetas. Su concen-
tracién normal en plasma es de 70 pg/ml (68).

Las proteasas séricas o factores, son enzimas desdo-
bladoras a excepcioén de los factores V, VIII y ITI. Las protea-
sas se diferencian entre si, porque actuan sobre diferentes

sugstratos. Estas enzimas acfuan bajo el estimulo de dos diferen-
tes tipog de: superficle (69).



a) El fosfolipido de la membrana plaquetaria, que se
encuentra expuesto en el sitio de la lesién.
b) El fosfolipido tisular que es liberado de la menm-
brana de la superficie tisular de los tejidos lesionados.
Los cofactores actdan como coenzimas o factores asis--
tentes, en éste grupo se encuentran los factores V, VIII y el i
IIT (Ffactor tisular). Este factor como su nombre lo indica, no
se encuentra en la circulacién plasmitica, sino en los tejidos.
Al producirse ruptura de un vaso sanguineo hay exposicioén de
éste factor. Tiene un peso molecular de 45 (000 (70).



[V,2 VIA INTRINSECA

La bioquimica de la coagulacion se inicia cuando el
togfolilido plaquetario, es expuesto por las plaquetas, o bien a
nivel del fosfolipido tisular y éstos se unen a las proteasas de
la coagulacién (71).

Las vias que conducen a la formacién de fibrina se
dividen en dos: via intrinseca y via extrinseca, siguiendo
posteriormente una via coman,

La via intrinseca, se inicia en el espacio intravascu-
lar con un complejo enzimitico que estd compuesto por el factor
X11, precalicreina (PK) y Cininégenos de alto peso molecular
(CcgPMA), los cuales interaccionan sobre una superficie cargada
negativamente y esto hace que se convierta la precalicreina en
calicrefna, que a su vez activa al factor X1. A éstos factores
se les llama factores de contacto (72). ‘

El factor Xla (factor XI activado), actua sobre el
factor 1X activanhdolo (IXa). El factor IXa forma un complejo con
iones calcio y fosfolipidos para poder activar al factor X. Esta
reaccion se acelera en presecia de un cofactor, éste cofactor es
el factor VIII. A éste complejo se le llama Diezasa de la via
intrinseca (73).

' El factor Xa forma un complejo con iones calcio y
fosfolipidos, utilizando al factor V. como cofactor, y asi acti-
var al factor II.:A éste complejo se le llama Protrombinasa
(fig 4). La ruptura del factor Ila, da lugar a la trombina (74).

La trombina actua eliminando dos fibfinopéphidos Ay
‘dos fibrinopéptidos B del fibrinégeno, quedando‘solo los mondme -
ros de fibrina. Estos monémeros se polimerizan para formar la '
tibrina soluble. También la trombina activa al factor XIII en
presencia de {iones calcio. El factor XIIIa convierte la fibrina
soluble en tibrina insoluble (75).



VIA INTRINSECA
CgPMA

PK

XIl-~——pX1la

Xl ————— Xla
1)(—-——l ——s IXa —[Complejo
VIIL ———wyitiad]|iXa/ViTla

X~y

atya+FL+Ca?+

S ——

de
fibrina

l

Fibrina
codgulo.

Fig.4.La via intrinseca. La actividad enzimatica formada por el
complejo de Xa,Va,Ca’+ y fosfolipidos de la membrana de: las
células endoteliales y de las plaquetas se ha denominado pro-
trombinasa. Las flechas externas indican que la trombina (
factor 1la) aumenta la actividad de otros factores. Rapaport
S.1. Hemostasis. 12ed 1991 ,williams & Wilkins Co,

~venarsen



[V.3 VIA EXTRINSECA

Esta via involucra la activacioén tisuldr, es un método
alternativo para la activacion- del factor X. Empieza por la
activacion del factor VI1, y ésta es dada por la ruptura de un
enlace sencillo Arg-1le, lo que ocaciona la salida de dos cade-
nas ligadas por puentes disulfure. Esta activacion también eg
posible gracias a los factores 1la, 1Xa y Xa en presencia de
Ca*+, El complejo Vlla forma complejos con iones calcio y fosfo-
lipidos. Este complejo requiere de un cofactor, en éste caso es
el factor 111 (factor tisular FT). A éste complejo se le llama
Diezasa de la via extrinseca (76).

Al formarse el camplejo antes mencionado, los factores
que intervienen después se encuentran presentes en ambas vias, y
de ahi{ su nombre de via coman. El complejo VIIa/FT, activa al
factor IX, transformandolo en factor IXa y el factor X a factor
Xa. A continuacién el factor Xa, unido al factor Va sobre la
superficie de las células endoteliales o de las plaquetas, ©ON-
vierte con rapidez la protrombina o factor I1 en trombina (fac-
tor Ila) (77).

En la figura 5 se observan ambas vias, tanto la in-
trinseca como la extrinsecé, actuando al mismo tiempo.



VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA
Superficie de contacto lesion tisular
PK
CgPMA
Xit ———— Xlla Liberacion de factor

tisular (FT)
VI
Vila

complejo FI/Vila

X~ XIa S
IX } '/:;;: complejo

VII[——=VIIla 1Xa/VIlla

X —pXa
PROTROMBINASA
Xa+VarFlL,+Cat+ o t
l X111 ‘
11 »lla )
’ XIlla
[ ———+ Monémeros de
fibrina
fibrina
co&gulo

Fig.5. Via intrinseca y via extrinseca. Antes se consideraba que
la via intrinseca era de mayor importancia, pero‘el descubri-
miento de la funcion clave que tiene el complejo factor tiéular/’-
factor Vila ha hecho que éste‘concepto de la cbagulacién sea en:
parte obsoleto. Rapaport S.I. Thromb Haemost,‘1991;66:6, '
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V. L BRINOL TSI S

La fibrinolisis es el sistema ltitico, el cual se
encarga de degradar enzimaticamente el coagulo parva reestabloecer
la permeabilidad del vaso trombosado (78).

La fibrinolisis comienza por la liberacion de activa-
dores del plasmindogeno, como el activador del plasminogeno
tisular (t-PA), liberado por las células endoteliales, forman-
dose un complejo activador tisular del plasminogeno-fibrina-
plasminogeno (79).

Il plasminogeno es una glucoproteina plasmatica con
peso molecular de 90 000, es producida por el higado y tienc
vida media de dos dias. el mecanismo de accion del plasmindgeno
mas conocido es el de la urocinasa, que activa al plasminégeno
por la ruptura del enlace arg-val (80).

No se debe olvidar el efecto activador del factor
Xila, calicreina e indirectamente la proteina C, pof neutraliza-

cion del inhibidor del activador tisular del plasmindégeno (PAI-1)

liberado por la célula endotelial y almacenado en la plaqueta.
Fig 6. Otros inhibidores del activador tisular del plasminogenc
son PAI-2 de origen placentario y el PAI-3 que no inhibe el
activador tisular del plasminoégeno pero si a la proteina C
activada (81).

Una vez formada la plasmina, ésta se convierte en una
proteasa sérica activa mas especifica que la trombina, al desin-
tegrar los monémeros de fibrina Ia 6 productos de degradacién de

fibrina. bel mismo modo actda sobre la conversién del fibrinoge--

no 1, dando los productos de degradacion del fibrinégeno‘,ha
conversién del factor 1 a mondmeros.la de fibrina genera el
fragmento peptidico fibrinopéptido A (FPA). La conversion del
polimero Ia de tibrina a fibrina 11 origina al fjhrtnopéptido'B
(FPB) Fig. 7 (82).
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La plasmina y la trombina [la compiten entre si para
unirse al polimero la de fibrina. La accién de la trombina
origina la produccién del coagulo de fibrina con enlaces cru-
zados mientras que la accion de la plasmina forma los fragmentos
X y B. La plasmina también actua sobre el codgulo de fibrina
formando asi el dimero de D y tetrameros (83).

Existen agentes farmacolégicos que se utilizan para
modificar el proceso de fibrinolisis normal, tales como el acido

aminocaproico (AEAC) y el &cido tranexdmico,que inhiben la
unidén del plasminégenc y la plasmina a la fibrina Fig 6. (84).

plasminégeno

Daflo tisular
Estreptocinasa +

complejo de plag- ————»

minégeno . . t-PA

prourocinasa— urocinasa » PAL 1,2,3
l prote!na C activada
lagmina
EACA y acido tranexdmico, ;
Fibrinégeno 1 7 Prod. de degrad. de fibrinégeno
Fibrina Ia //: Prod. de degrad. de la fibrina
vy VIII ‘,—¢ Destruccion por protedlisis

Fig.6. El diagrama muestra la fibrin6lisis normal y los agentes
farmacolégicos que pueden utilizarse para modificarla. detries J.
Blood 70;343:1987,
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Existe un mecanismo de regulacién celular, en donde
las células sanguineas se unen al plasminoégeno con gran afinidad
al expresar receptores para componentes fibrinolf{ticoes, y de
éste modo regulan la funcién del sistema plasmindégeno-plamina.
Algunas de éstas células son: los monocitos, granulocitos,
linfocitos T y B eritrocitos, plaguetas, células endoteliales y
hepatocitos (8%).

Factor 1 Monémero ———Polimero e—rFibrina Il ——» Codgulo de

de de fibrina
Fibrina Ia  Fibrina la

FPA FPB

Plasﬁgg;-‘<::;:\‘ Frag. B

Frag.X

Plasmidg/"ﬂ*“-~\\\\\

Dimero D
tetrameros

Fig.7. Se observa la conversion del polimero Ia de fibrina a
fibrina 11, que origina el fibrinopéptido B (FBP). Mosesson MW.
J.Lab.Clin.Med. 1990;116:8 o
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vVI. INHTEILIDORES

Si no se controlan las propiedades de autoamplifilca-
cién de la coagulacién, cada hemorragia produciria coagulacion
generalizada y oclusién permanéte de log vasos, para ello, el
organismo produce los inhibidores (86).

A continuacion se daran los mecanismos regulatorios de
la coagulacioén:

1} Aumento de la circulacién sanguinea, que reduce la
probabilidad de una concentracién localizada de precursores y
elimina los materiales activados por dilucién con un volumen
mayor. Se piensa que ahi pueden ser captados por las células
mononucleares fagociticas (87).

2) Durante el proceso de coagulacion se producen
enzimas proteolfticas que no solo activan a los factores de
coagulacién, sino que también degradan a los cofactores, un
ejemplo de éstos es la proteina C y S. La proteina C es un
péptido vitamino K dependiente, formada por dos cadenas. de
proteinas, una pesada y otra ligera, unidas por puentes disul-

- furo y de beso molecular 62 000. Fué descubierta en 1976 por
Stenflo, mediante cromatografia. ‘Mas tarde Seegers y colaborado-
res demostraron que ésta proteina era un potente anticoagulante
natural (88). ‘

En 1981 Esmon y Owen descubrieron a la trombomodulina,
que se encuentra en las células del endotelio vasculaf y cuyo
pesovmolecular es de 74 000, ésta es una proteinafreéeptor de la.
membrana de la trombina con la que forma'uh complejo para acti-
var a la proteina C (PCa), acelerando 30 000 veces mas su acti- -
vidad que la trombina sola (89). i ' ‘
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El complejo trombina-trombomodulina actia sobre la
proteina C activandola, dando lugar a la proteina C activada
(PCa) (Fig 8). Este camplejo tiene tres funciones (90): )

a) Antitrombética: Inactiva a la trombina quitaﬁdole
sus propiedades coagulantes tanto del plasma como los que ejerce
sobre las plaquetas.

b) Anticoagulante: Destruye la actividad coagulante
del F VIII y la del factor Va , presente en el complejo formado
por el F Va y Xa unidos a los fosfolipidos de la superficie
plaquetaria, Inhibe la activacion procoagulante ya sea de la
protrombina, si ésto se lleva a cabo en la superficie de las
plaquetas o bien, inactivando directamente al F Va, si éste se
halla libre en el plasma. ’

c) Fibrinolitica: Aumenta la cantidad del activador
tisular del plasminégeno (t-PA), al neutrélizar a su inhibidor
circulante. Asi se favorece la conversion del plasminégeno en
plasmina y con ello la fibrinélisis.

Debido a los poderosos efectos de la protefna C, su
activacién es regulada, y su accién en bloqueada por el inhi-
bidor de prdteina Ca. Esta fue aislada en 1983 por Susuki y col.
se encontrd en padientes con deficiencia combinada de los- fac-
tores V. y VIII. Tiene un peso molecular de 57 000 y forma com-
‘plejos 1:1 con la proteina Ca (91). ‘ _

- La proteina S es una glucoproteina de una cadena , con
peso molecular de 69 000. Es vitamino K dependiente, Fue descu-
bierta por Discipio y col.. en 1977, y designada proteina S. .
porque se estudid en Seattle por primera vez (92). E

La proteina S actia como cofactor de la ptoteiha Ca, }
formando -un complejo estequiométrico 1:1, sobre la superficie de
fosfolipidos cargada negativamente (Fig.9)f La presencia de;]é
proteina S, incrementa la afinidad de la Proteina Ca (PCa) a la
membrana (93).
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ENDOTEL 1O VASCULAR
SISTEMA INTRAVASCULAR

AN N Y KW W EN AN
F XIl~——dF XIla ———» ACTIVACION DE LA »—3 T’I‘R()MB()M()DULINA
COAGULACTON ) TROMBINA
ACT LVADORES DEL ¥ PCa . o '/I WA e
PLASMINOGENG N Pronb A \
PLASMINOGENO F IBRINOGENO PCa ”w
PLASMINA » FIBRINA ACTTVADOR DEL
PLASMINOGENO
ACTIVIDAD
FIBRINOLITICA PLASMINA ¢—-——\———— PLASMINOGENO
DE LA PCa
I o lb ID l. / ‘7,

Fig.8. Actividad fibrinolitica de la proteina C en la autorregu-
lacion antitrombotica de la hemostasis, Piuzzuto J. Gaceta CMN
1991:184

La proteina 8 circula en dos formas: una forma libre,
en la que es activa como anticoagulante, y una forma combinada,
unida a la proteina CAb del sistema del complemento, que es
motivo de estudio en areas diferentes a la hematologia (92,94).

3) En la actualidad se ha identificado un inhibidor
especitfico del complejo factor tisular/Factor Vila, y se denomi-
na lnhibidor de la via del factor tisular (IVFT). Es una jipb-
proteina 6ue es activada por el factor Xa. El complejb factor
Xa/IVFT actua en forma especifica sobre el tactor tisular/factor
Vila, inactivdandolo (9%). B
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Proteina C

Trombomodul ina

'
P e ——
Trombina - Protetna fijadora
de cab
Péptido activador (PFCAD)

de la protefna C

Proteina S
- +

fosfolipido S PFCab

Complejo proteina

v
Proteina C activada (PCA)
4

Proteina S (unida a la membrana)

P70 27717774 Inhibicién de la PCA

Prote6lisis Inactivacion de la IAP
vVilla——=aVII1 " t-PA 1
sin inhibicion -» Aumento en la
va ————\ fibrinolisis

Fig.9. La proteina C se activa por la accién combinada de la
trombina, trombomodulina,la proteina S y el fosfolf{pido. para
formar la PCA, que tiene dos funciones principales: degrada y de
esa‘manera inactiva a los factores V1Ila y Va y aumenta la accién
del t-PA. El efecto de la proteina S sobre la activacion de la
proteina C puede ser inhibida por la proteina fijadora de Cab, _
que forma un complejo con la proteina S. Adams G.A, J.Lab.Clin.-.
Med. 1990;7:613,
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4) Antitrombina 111, es una globulina de PM 6% 000. Su
poder inhibitorio se eleva hasta 1000 al combinarse con la hepa-
rina ( AT ITl-heparina ). La antitrombina 111 forma complejos
estequiométricos 1:1 con las siguientes proteasas, o factores
calicreina, Xila,Xla,IXa,Xa v Ita. La heparina se une a los
residuos 1ligil de la AT 111, produciendo un cambio morfologico
que hace que el sitio activo de la AT Il sea mds accesible a los

yrocoagulantes proteasa de serina (96).
p

%) Alfa 2 de la plasmina o antiplasmina. Es una alfa 2
globulina de PM 67 000. Inhibe rdpidamente a la plasmina, aunque
también puede inhibir lentamente a la calicreina, XIT1,XIa,Xa y
trombina (97),

6) Alfa 2 macroglobulina. Es una globulina de PM 75
000. Se localiza en el glucocalix de las células endoteliales
protegiendo al endotelio del dafo de proteasas plasmaticas y
celulares, las cuales se producen durante eventos inflamatorios y
hemostiticos, [nhibe principalmente a la calicreina, y en forma
menos importante a la trombina y a la plasmina (98).

7YInhibidor de CI. Es una globulina de PM 105 000 . Es
el principal inhibidor de la calicreina, aunque también inhibe a

los factores XIla, XII, XIa. Su deficiencia no causa anormalidade s

hemostaticas (98).

8) Alfa 1 antitripsina. Tiene peso molecular de 54 000.
Su papel en la hemostasis parece ser menor,. inhibe al factor Xla
y a velocidad muy lenta a la trombina y a la plasmina (98).

‘ 9) Inhibidor de la PCa. Es una protefna de PM 57 000.
Se descubrié en pacientes con defictencia combinada de los facto-
res V11I'y V. Forma complejos 1:1 con la protefna C activada (99)
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Los capitulos que a continuacion se presentan, contie-
nen las técnicasg, fundamentos quimicos e interpretacion de las
pruebas de laboratorio de coagulaciOn mas comunmente empleadas.

Ccomo se apuntd en los objetivos del presente trabajo,
lo que se pretende es proporcionar técnicas sencillasg y ttiles vy
que éstas puedan ser montadas por cualquier laboratorio de
coagulacion, que no tenga la infraestructura necesaria para
poder introducir sistemas automatizados.

si mismo se dard especial interés en la preparacion
de reactivos, ya que de ello depende la realizacioén 6ptima de
cada una de las pruebas.

La interpretacién de éstas pruebas y su correlacién

con los padecimientos hemorragicos, son para el médico tratante
de gran utilidad en el diagnéstico de problemas de coagulacion.
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CONSTIDERACIONES GENERALIS

Para estudiar el mecanismo hemostatico, se deben de
tomar en cuenta ciertas variables , como son el control de la
temperatura, pH, relacién anticoagulante-sangre, etc... que
pueden darnos un resultado erroneo. Es por ello que se deben de
tomar precauciones: (19):

. Toma de muestra. Se recomienda el uso de jeringas
de plastico, con aguja de 20 x 32 mm de calibre, que reduce el
riesgyo de hem6lisis. La puncién venosa debe ser limpia, pard
evitar la liberacién de trombhoplastina tisular.

__ Vaciado al tubo. Se debe retirar la aguja y pegar
el pivote a la pared del tubo, vaciando lentamente, lo que evita
la hemélisis, y la formacién de espuma, que dafian a las pla-
quetas.

. Proporcién anticoagulante-sangre. Se debe respetar
la relacién 1:9 ya que un exceso de anticoagulante puede alterar
los tiempos plasmaticos.

-- __. Conservacién. La muestra debe conservarse en bafo
de hielo, hasta ser procesada, en un lapso no mayor de 4 horas,

__Temperatura. Se debe mantener una temperartura
constante de incubacion de 37° = 1°C.

*_‘Limpieza del material de trabajo. Se debe evitar la
pfesencia de residuos de grasa, por un mal lavado.

Se deben tomar en cuenta todas estas consideraciones
para la obtencion de buenos resultados. '
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HEMOSTASITS PRIMARILIA



1. TIEMPO DE SANGRADO DE DUKE (100)

FUNDAMENTO ;

La normalidad en el tiempo de sangrado depende de
cuando menos dog factores: uno plaquetario (cantidad y calidad)
y otro vascular. La alteracién en alguno de éstos elemenlos da
como resultado una prolongacién en el tiempo de sangrado.

MATERIAL:

Cronbdmetro

lanceta estéril

papel filtro

torundas con alcohol '
METODO: i

a) Dar masaje suave en el l6bulo de la oreja, limpiar= !
la con alcohol y dejar evaporar. )

b) Hacer una puncién de 2 a 3 mm de profundidad con
la lanceta, simultdneamente échar a andar el crénometro.

.c) Con el papel filtro se guita la gota de sangre a
intervalos de 15 seg. sin tocar la piel. :

d) Parar el cronétmetro en el momento en que el papel
filtro ya no se manche de sangre. -

INTERPRETACION:
Normal ~ : 1 a 3 minutos
Dudoso t 3 a 5 minutos
Anormal  : mas de 5 minutos

Esta prueba es Gtil para el estudio de pacieﬁtes con

enfermedad de von Willebrand, donde se encuentra alargado el
tiempo -de sangrado.,
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2. PRUEBA DE LAZO (100)

FUNDAMENTO:

Esta técnica, también conocida con los nombres de
prueba del torniquete o prueba de Rumpel-Leede, consiste en
aplicacién de presion positiva a los capilares, observando clini-
camente la aparicion de petequias en una zona distal, en un
diametro. conocido en el antebrazo. El espectro de éste método es
gsemejante al del tiempo de sangrado, y su positividad se observa,
en defectos graves de la calidad plaguetaria, o en problemas de

fragilidad o permeabilidad capilar.

MATERIAL:
Lancetas
Crondmetro
gEsfigmomanémetro
METODO:

a) Inspeccionar la piel de la mitad superior interna
del antebrazo del paciente en busca de petequias y marcarlas si
las hay, con un punto de tinta.

b) Tomar la presion arterial.

c) Inflar el manguito del esfigmomanémetro, hasta que
alcance una presion igual a la mitad de la suma de las presiones
maxima y minima y sostener dicha presién de 3 a 5 minutos.

d) Desinflar el manquito y esperar que el brazo se
descongestione ( 5-15 minutos ). ,

e) contar el numero de petequias que hayan aparecido
en una &rea circular de 2.5 cm, de didmetro. Dicha &rea debe '
escogerse preferentemente en la cara de flexién del}antebr@zo,'é

unos 2 a 3 cms por debajo del plieque del codo y libre de la zona

de presioén del manquito del esfigmomanometro.
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f) Ocasionalmente sucede que no aparecen petequias on
el circulo, pero se encuentran en toda la superficie del ante-
brazo, pliegue del codo y mano. En éste caso se da la prueba
como positiva, pero sin mencionar el numero de petequias, inter-
pretando la intensidad de la respuesta con cruces de + a 1434

g) bebe preferirse mantener la presion durante 3
minutos, ya que la prueba que se hace mantenidndose % min. es
menos especifica, aun cuando mas sensible,

INTERPRETACION:
L.a prueba es normal, cuando aparecen hasta 10 pete-
quias en el circulo, Hasta 15 es dudosa y mds de 19 es positiva.
Esta determinacion nos sirve para el diagnéstico de
una Trombocitopenia, trombocitemias hemorréagicas y en la Enf. de
Glanzmann, donde esta prueba es positiva.

a1



3. CUENTA DE PLAQUETAS (101)

FUNDAMENTO

Existen diversos métodos para el conteo directo de
plaquetas, que van desde su apreciacion directa en un extendido
de sangre periférica; métodos que utilizan microscopio de con-
traste de fase, colorantes como el azul de cresilo, hasta moder-
nos contadores automaticos. Cualquier método empleado y realiza-
do correctamente produce resultados satisfactorios.

Téacnica de Brecher y Cronkite

Los globulos rojos son destruidos mediante una solu-
cién de oxalato de amonio al 1%, y posteriormente se hace un
conteo plaquetario directo al microscopio de contraste de fases
en una clmara de Neubauer de fondo plano.

MATERIAL:
Oxalato de amonio al 1%
Microscopio de contraste de fase
Agitador mecanico
Pipeta de thoma para glébulos rojos
camara de Neubauer sin espejo
Caja de petri
Papel filtro

METODO:

a) Con una pipeta de Thoma para cuenta de eritrocitos,
ge toma sangre perfectamente homogehizada con anticoagulante
EDTA o directamente por puncién'capilar, llenando el talld de la
pipeta hasta la marca 1. ‘

b) Con el oxalato de amonio se completa hasta la marca

101, .
¢) Agitar la pipeta durante 3 minutos en agitador
mecénico.
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d) Deshechar las primeras 7 gotas y Llenar la cdamara.
Dejarla reposar durante 10 minutos, cubriéndola con la caja
petri con papel filtro humedecido en agua, a fin de evitar la
evaporacion. El conteo debe hacerse con objetivo seco fuerte en
la cuadricula central de la camara.

Célculos:
Numero de plaquetas contadas x 1000 = nimero de pla-
quetas / mm?

INTERPRETACION:
Normal: 150 000 a 450 000 por mm®

El nimero de plaquetas se encuentra disminuido en las
Trombocitopenias. Se encuentra elevado el numero de plaquetas en
las trombocitemias hemorragicas. Enfermedad de Hodgkin, Procesos
malignos diseminados, Transtornos inflamatorios , crénicos e
infecciosos.
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4. RETRACCION DEL COAGULO (102)

FUNDAMENTO :

Este método consiste en la valoracién, cualitativa o
cuantitativa de la intensidad de retraccion del coagulo fibrino-
50, después de la coagulacion de la sangre en un tubo de vidrio,

que dependerd del numero y calidad de las plaquetas.

MATERTAL:
Tubos de centrifuga graduados
Tapon de hule con tirabuzdn
Tubos para microhematocrito

Material biolégico: b ml. de sangre.

METODO:

a) Se extraen 5 ml. de sangre por puncion venosa y se

depositan en el tubo de centrifuga graduado, se tapa con tapon.
de hule con tirabuzén. Se deja coagular y se mantiene a 37 ¢ en
baflo maria por una hora. Después de ése tiempo se saca y ge
observa el codgulo.ya sea firme o gelatinoso, debe desprender
una a dos gotas en dos minutos.

b) Se centrifuga a 3000 rpm por 5 min.

c) En el tubo se encuentrta suero y globulos rojés, se
lee el volumen total de suero y se le resta el‘paquete de ylébu-
los rojos. C
d) Se restd éste resultado al volumen inicial de sangre y

ge hace la-relacién: ejemplo:

5 ml. de sangre. --- 100 %
3 ml. de suero ~-- K%
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¢) A éste resultado se le resta el hematocrito y égto
va a dar el porcentaje de retraccion.

INTERPRETACION:
Normal: hasta un 25 % de retraccidn.
Esta prueba eg atil en el diagndstico de Trombocitope-

nias y en la Enfermedad de Glanzmann, donde se encuentra la
retraccion deficiente.
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5, ADHESIVIDAD PLAQUETARIA (103)

FUNDAMENTO

La adhesividad plaguetaria se define como 14 capa-
cidad que tienen las plaquetas de adherirse a superficies
extrafas. Cuando el vaso se lesiona, el subendotelio constitu-
ve una superficie extrafa para las plaquetas las cuales se van
adhiriendo progresivamente a &l. fista Lécnica detecta defectos

en la calidad plaquetaria.

MATERTAL:
Crondmetro
pipeta de Thoma para globulos rojos
Lanceta
Oxalato de amonio al 1 %
Torunda con alcohol
Agitador mecanico
Cémara de Neubauer
caja de Petri
Papel filtro
Microscopio de contraste de fase

METODO: -

a) asear con una torunda.alcoholada el pulpejo del
dédo o lobulo de la oreja.

b) Con la lanceta hacer una puncion hasta el tope
de su punta. ' ‘

¢) No hacer presion, la sangre debe escurrir espon-
taneamente. Cargar la sangre con la pipeté‘de Thoma igual que
para la cuenta de plaquetas, repitiendo la operacion cada 30
seg. hasta gue la sangre deje de fluir. Se cuentas las plaque-
tas por el método ya descrito. Suponiendo que se hayan hecho 5
tomas, el calculo debe ser de la siguiente manera:
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1. 230 000
2. 200 000
3. 178 000
4. 177 000
5. 130 000

Sumando el total tendremos: 915 000, que dividido
entre el numero de cuentas da 183 000. Suponiendo que la cuenta
venosa haya sido de 235 000, la cual tomamos como 100 % , Enton-
ces se le resta 183 000, por lo que quedan 52 000 y se efectuia
una regla de tres:

235 000 ----- 100%
52 000 ----- X%

X = 22, que es el porcentaje de adhesividad.
INTERPRETACION:
Normal: 20 a 40 %

Esta prueba se usa para detectar la Enfermedad de
Bernard Soulier, donde hay ausencia de la proteina Ib-IX de la
membrana plaquetaria. También es util en el Sindrome de las
plaquetas grises, donde hay la ausencia de los‘granulos alfa; en
defectos de la calidad plaquetaria inducidos por drogas, o.en
enfermedades sistémicas como la insuficiencia renal crénica o la
cirrosis hepatica. En todos los transtornos anteriores, la.
~ adhesividad plaquetaria se encuentra‘deficiente.f ' '
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6. AGREGACION PLAQUETARIA (104,105%)

FUNDAMENTO:

La agregacién plaquetaria es la capacidad que tienen
las plaquetas de unirse entre si. Bste fenomeno esta mediado por
el Ca’+ |, fibrinégeno, fraccién von Willebrand del factor VILT y
ADP. Y se modula o limita por un equilibrio entre tromboxan A?
y prostaglandinas .,

Puede medirse en el laboratorio a través de dos méto-
dos: con el agregémetro plaquetario que es muy exacto y sensible
y que permite inclusgo graficar el fendmeno. Sin embargo, tal
equipo se encuentra en contadas instituciones. Otro método que
es menos exacto pero mas facil de realizar, consiste en prepa-
rar un plama rico en plaquetas al cual se agrega un agente cue
puede ser la epinefrina, la coldgena, el ADP o la ristocetina,
observando el tiempo que tardan en aparecer grumos de plaquetas.

MATERIAL:
Tubos de 10 x 75 siliconizados
Pipetas terminales de 1.0 ml.
Cronémetro ,
Adrenalina (10 ug por ml.)
METODO:

Obtener plasma rico en plaquetas (PRP), el cual se
prepara- centrifugando el tubo con sangre c¢itratada a 1,500 rpm
por 5 min, pasando el plasma sobrenadante a un tubo siliconi-
zado. En un tubo de 10 X 75 siliconizado colocar: 0,5 ml. de PRP
y 0.2 ml. de adrenalina. En el momento. de agregar la adrenaliha
se echa a andar el cronometro, se agita el tubo y se empieza_é
ver la aglutinacion macroscOpica de las plaquetas, parar el
~cronémetro, Correr un testigo en las mismas condiciones. La
prueba debe efectuarse no mas de 30 min. después de extraida la
' sangre; ‘
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INTERPRETACION:

Normal: 18 a 31 segundos.

Egta prueba es util en alteraciones de la funciédn
plaquetaria de tipo congénito, como la trombastenia, Ademas,
también puede verse alterada la agregacioéon plaquetaria por
medicamentos, por ejemplo: antinflamatorios no esteroideos,

antibiédticos B-lactamicos, medicamentos cardiovasculares etc. ...

Ademas eg util en la diferenciacién de tipos de la enfermedad
von Willebrand.
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VIILEL

EL LABORATORIO EN LA

HEMOSTASIS SECUNDARIA



1. TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL (107)

FUNDAMENTO:

Eata técniza permite evaluar los factores que
intervienen en la via intrinseca de la primera fase plasmatica
en forma directa, en presencia de una tromboplastina “"parcial”
lipidica. En forma indirecta es sensible también a la pro-
trombina y al fibrinégeno.

MATERIAL:

Tromboplastina parcial liquida activada
Cloruro de calcio 0.02 M
Tubos de ensaye de 10 X 75 mm
Pipetas terminales de 1 ml,
Pipetas Pasteur
Bafio marfa a 37 °C
Crono6metro
METODO:

a) Tomar 4.5 ml. de sangre venosa con 0.% ml, de
oxalato de calcio 0.1 M

b) Centrifugar la sangre a 2 000 rpm por 5 min.
para separar el plasma.

' ¢) Colocar en un tubo de 10X 75 mm, 0.1 ml. de
tromboplastina e incubar a 37 °C por 2 min. ‘

d) A los 2 min. agregar 0.1 ml, de plasma problema,
agitar e incubar la muestra durante 2 win. ‘ ‘

e) Agregar 0.1 ml. de ¢loruro de calcio y simulta-
neamente echar a andar el crondémetro, a los 20 seg, observar
cuidadosamente el tubo haciendo resbalaf el contehido por la
pared, hasta la aparicién de las primeras mallas derfibriué“
en  ese momento parar el cronbumelro. '
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INTERPRETACION:

Valor normal : 20 a 45 seq.

El Tiempo parcial de tromboplastina ( TPT ), es mas
sensible a las alteraciones y deficiencias de la gsecuencia de
activadores de los procoagulantes que ocurren antes de la activa-
cién del factor X.

Esta prueba es util en hemofilias tanto la A como
la de tipo B, donde el TPT se encuentra prolongado.



2. TIEMPO DE PROTROMBINA (108, 109)

FUNDAMENTO:

Es una prueba que sirve para estimar la concetracion de
protrombina en la sangre, explora en forma directa a log factores
i1, vV, VII y X, y en forma indirecta tambien al fibrindgeno. Es

una prueba del sistema extrinseco que consiste en la agregacién

del factor tisular al plasma total y en la medicion de la fibrina
resultante,

MATERIAL:
Tromboplastina liquida activada
Cloruro de calcio
Tubos de ensaye de 10 X 75 mm
Pipetas terminales de 1 ml
Pipetas Pasteur
Bafio marta a 37 ° C
Cronémetro
METQDO:
a) Centrifugar la sangre a 2 000 rpm para sepatar el
plasma. B )

b) Sucesivamente poner en un tubo de 10 X 75 en bafio
maria 0.1 ml. de plasma problema, 0.1 ml. de tromboplastina y 0.1

ml. de cloruro de calcio, la adicion de ultimo echa a andar el
cronémetro, ' '

Para convertir el tiempo que tarda el plasma en coagu-
lar, en porcentaje de actividad de protrombina, se utiliza la
tabla que. trae el reactivo comercial. '



INTERPRETACION;
Valor normal : mas del 60 % de actividad,

Fsta prueba se altera especificamente con la utili
zacion de cumarinicos, cuando existe dafo hepatico, en 1as
deficliencias de protrombina, y de los factores vV, VII y X. 0
bien cuando el hepatocito no llega a una concentracion adecua-
da de vitamina K.

In la terapia anticoagulante, la necesidad de una
dosig individualizada en cada momento de la terapia, obliga a
tener un control mas estricto en el tiempo de protrombina. Por
elio en 1983, la OMS establece una tromboplastina de referen-
cia para calibrar los distintos reactivos y determina un
fndice de sensibilidad internacional (I81) v se calcula como
sigue: TP del paciente

[SI L7 o v o e bk s e ke e

TP del control

Cuanto mas cercano a | es el ISI, mas sensible es la
tromboplastina al descenso factorial. Asi para dar el resultado
se utiliza el INR ( raz6n incernacional normalizada)



3. TIEMPO DE TROMBINA (110)

FUNDAMENTO:

Esta prueba permite explorar en forma directa las
diferencias en calidad o en cantidad de fibrinogeno y en forma
indirecta puede valorar al mecanismo de fibrindlisis, ya que los
productos de degradacion del sistema fibrinogeno-fibrina princi -

palmente el Y y el X son antitrombinicos.

MATERIAL:

tubos de ensaye de 10 X 75 mm

Pipetas terminales de 1 ml.

Pipetas pasteur

Cronometro

Trombina humana

Solucién salinag al 0.85 %

Material biol6gico: 4.5 ml. de sangre venosa con 0.5
ml. de oxalato de sodio 0.1 M

METODO: Lo

a) Centrifugar la sangre a 2000 rpm por % minutos
para separar el plasma.

b).bpiluir una ampolleta de trombina 1:10 con solucién
salina de tal manera que con un plasma normal nos de un tiempo
de 18 segundos,

c) Poner en un tubo 0.2 ml. de plasma y agregar 0.2
ml. de la trombina diluida y hechar a andar el cronémetro al
mismo tiempo. '

d) Al momento de agregar la trombina, empezar a
agitar el tubo suavemente y observar. la aparicion de fibrina.

e) [n ese momento se para el crondmetro y se deja
reposar el tubo por-un-minuto, al cabo del cual se observa la
integridad del coéagulo.



INTERPRETACION:
Valor normal: 18-23 segundos.

La prolongacion del tiempo de trombina se presenta
cuando hay una deficiencia de fibrinégenc o un inhibidor de la
reaccién trombina-fibrinogeno ( heparina, antitrombinas, produc-
tosg de fibrinogendlisis). Algunos ejemplos de patologlas donde
se encuentra elevado este tiempo son: Coagulacion intravascular
diseminada, Enfermedad hepatica, donde hay una fibrinolisis

aumentada o bien una disfibrinogenemia.
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4. CUANTIFICACION DE FIBRINOGENO (111,112)

FUNDAMENTO:

El fibrinégeno contiene 8.9%47 % de tirosina. La reac-
cién de color empleada en la determinacion de fibrinageno, es
debida a la fraccién de tirosina que contiene. Bl patron se
prepara a partir de la tirosina pura, donde 1 mg de tirosina equi
vale a 11.7 mg de fibrindégeno.

bDebido a su abundancia en el plasma, el fibrinoge-
no se cuantifica en miligramos por decilitro.

MATERIAL:

Material Biolégico

4.5 ml. de sangre venosa con 0.9 ml. de oxalato de
sodio 0.1 M, mezclar por inversiones repetidas. Centritugar por
5 min a 2 000 rpm y separar el plasma.

Reactivos

Sol. de cloruro de sodio 0.85 %
8ol. de hidréxido de sodio al 10 %
Sol. de carbonato de sodio al 20 %
Reactivo de Folin-Ciocalteau

Sol. de trombina

Sol. de cloruro de calcio 0.02 M

METODO: L .
‘ 1) Colocar 0.5 ml. (vol. aproximado) de vidriolmolido

en un tubo de 15 X 125 mm. ' T

2) Agregar 10 ml. de solucién salina al 0.85 %

3) Agregar 0.05 ml. de solucién de trombina y L.5 ml.
de cloruro de calcio.

4) Agregar 0.5 ml. de plasma problema

5) Agitar el tubo en diferentes sentidos de modo que
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las bandas de fibrina que se formen se adhieran a lag peliéuldu
de vidrio (aprox. 15 min.)

6) Centrifugar el tubo a 2 000 rpm por % min,

7) Decantar el liquido sobrenadante

8) Agregar 10 ml de soluciéon salina

9) Exprimir cuidadosamente el coagulo contra la pared
del tubo con ayuda de un agitador, s

10) Centrifugar nuevamente el tubo a 2 000 rpm por S
min,

11) Decantar el liquido sobrenadante

12) Repetir log pasos 8,9,10 y 11 dos veces mas.

13) Agregar al tubo 1 ml. de solucién de hidréxido de
sodio al 10 %

14) Poner en ebullicién durante 10 min.

15) Enfriar al chorro de la ilave

16) Agregar 7 ml, de agua destilada y agitar

17) Agregar 3 ml. de la solucién de carbonato de sodio
y agitar

18) Agregar 1| ml. de reactivo de Folin-Ciocalteau,

y agitar,

19) Dejar en reposo durante 10 min para que se desa-
rrolle el color de la reaccién. Centrifugar para que se sedimen-
te el vidrio molido

20) Colocar 2 ml. del sobrenadante colorido en un tubo
de 15 X 125 mm,

21) Agregar 6 ml, de agua destilada

22) lLeer a una longitud de onda de 650 nm, contra un
blanco de reactivo,

23) Se obtiene la concentracién en mg/dl a partir de
la curva de calibracion. '
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CURVA DE CALIBRACION PARA FIBRINOGENO

Se prepara una solucion madre de tirosina, pesando cuidadosamen-
te 20 mg , en un matraz volumétrico de 100 ml. (ésta solucién
debe prepararse cada tres meses). Se agrega un poco de solucion
de Acido clorhidrico 0.1 N ( 1 parte de Acido clarhidrico 0.2 N
y 1 parte de agua destilada ), para disolver y se afora con
acido clorhidrico 0.1 N, se mezcla. Esta solucidn madre contiene
0.2 mg de tirosina por ml , que equivale a 2.34 mg de fibrindge-
no por ml.

Se toman 5 tubos de 20 X 175 y se marca del L al 5. Se
pipetean en ellos los reactivos en la forma que sefala el
cuadro

tubos 1 2 3 4 5
Sol.madre de tirosina 1.5 1.0 0.5 0.2
Hidréxido de sodio 1.0. 1.0 1.0 1.0 1.0
Agua destilada 5.5 6.0 6.5 6.8 7.0

mezclar y poner a ebullicién por 10 min.
Carbonato de sodio 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Folin-Ciocalteau 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

mezclar y dejar en reposo 10 min. a temperatura ambiente.

Después de esto, se toman 5 celdillas numeradas del 1
al b, En la celdilla 5 se vierte el ‘contenido del tubo 5.y en
cada una de las otras cuatro se pipetean 2 ml. del contenido del
tubo correspondiente y 6 ml. de agua destilada, mezclar por
inversion. ‘ L

Se lee a 650 nm, llevando a 100 % de T con la celdilla
‘5, Se grafica en una papel semilogaritmico poniendo en las
abcisas las concentraciones de fibrinogeno en mg/dl.
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Estas concentraciones son las siguientes:

Tubo 1 702.0 mg
Tubo 2 468.0 mg
Tubo 3 234.0 mg
Tubo 4 93.6 mg

A partir de la curva resultante, se construye una
tabla con las lecturas y las concentraciones de fibrinégeno que
corresponden a cada una.

INTERPRETACION:
valor Normal: 200 a 400 mg/dl

La cuantificacién del fibrinégeno tiene gran relevan-
cia en los padecimientos como CID (Coagulacion intravascular
diseminada) y en FAP (Fibrino6lisis anormal , donde el fibrinége-
no se encuentra disminuido.

Se ha encontrado que el aumento en la concentracién en
plasmé de fibrinégeno es un factor de alto riesgo para el desa-
rrollo de desordénes trombotiéos arteriales, infarto al miocar-
dio, angina de pecho. (113)
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5. BUSQUEDA DE INHIBIDORES (114,115)

FUNDAMENTO:

El alargamiento en cualquiera de los tiempos plasmati-
cos nos debe plantear la pregunta de si se trata de la deficien-
cia de uno o mas factores, para lo cual es sensible ese ensayo o
de si se trata de un inhibidor, que puede ser la presencia de un
anticoagulante o un anticuerpo.

MATERIAL:
Plasma problema (citratado u oxalatado)
Plasma testigo (citratado u oxalatado)
Cloruro de calcio 0.02 M
Reactivo para TTP,TP o 'I'T segun el caso.
METODO:

Tubo 1 2 3 U\ 5
Plasma P 0.0 0.1 0.2 0.5 1.0
Plasma T 1.0 0.9 0.8 0.5 0.0

A cada una de las mezclas se le realliza el tiempo
plasmatico que previamente salié prolongado.

INTERPRETACION:

En caso de deficiencia, conforme se incrementa la
cantidad de plasma testigo se obtendrd correccidén del tiempo, en
caso de no obtenerse correccién se deberd sospechar fuertemente
de la presencia de un inhibidor.

La realizacioén de ésta prueba es muy impprténte si se
sospecha de un inhibidor,como en tas hemofilias,graves'A y B. El
inhibidorvdirigido al factor VIII, se encuentra en transtornos
autoinmunes como lupus eritematoso generalizado, padecimientos
‘linfoproliferativos, reacciones a medicamentos etc...
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6. GENERACION DE TROMBOPLASTINA (106)

FUNDAMENTO:

Para ésta prueba se fracciona la sangre en treus
partes que son: plaquetas, plasma adsorbido y suero. Cada una
de ellas contiene diterentes factores. En caso de que la geno
raciéon del problema sea anormal es posible sustinuir consecuti -
vamente cada una de las fracciones por fracciones normales vy
determinar de esa manera en cual de ellas esta la anormalidad y
por lo tanto cual es el factor deficiente.

La tromhoplastina se genera incubando las 3 fraccio-
nes del problema en presencia de cloruro de calcio. Su potencia
se mide tomando alfcuotas seriadas y vertiéndolas sobre un
sustrato . ( plasma pobre en plaguetas), anotando el tiempo gue
tarda en coagular.

PREPARACION DE LAS FRACCIONES

PLAQUETAS
Todo el material que intervenga en la preparacioén de
las plaquetas debe ser siliconizado.

Se obtienen 9 ml. de sangre venosa con jeringa de
plastico y se invierten en un tubo de centrifuga (- de plastico )
que contenga 1 ml. de citrato de sodio al 3.8 % , se mezclan
por inversioén.

Se centrifuga a 1000 rpm por 10 min. y ge separa el
plasma.

Se centrifuga nuevamente, esta vez a 3000 rpm por 19
min. y se separa el plasma sobrenadante en un tubo y se marca
con-la palabra sustrato. Este se guarda en el refrigerador y'nu
se saca hasta el momento en que se vaya a usar.
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En el fondo del tubo centritfugado a 3000 rpm 1%
min. quedan las plaguetas que deben ser lavadas 3 veces con
solucion salina, centritfugando a 3000 rpm en cada ocasion. Eg
conveniente romper los grumos de plagquetds con un aplicador
de madera a fin doe que se laven bien.

Después del tercer lavado, se resuspenden las
plaquetas en un volumen de solucién salina isotonica de
cloruro de sodio igual a un tercio del volumen original del
plasma.

SUERO

Se ponen 3 mil. de sangre en un tubo de hemdlisis
que tenga en el fondo 3 perlitas de vidrio y se deja coagular,
incubandoge a continuacién a 37 grados por 2 horas en bafo
maria. Terminando la incubacion se centrifuga por 5 min. a
3000 rpm. Se separa el suero y se diluye este con solucidn
salina 1:10

PLASMA

Se mezclan 4.% ml. de sangre venosa y 0.9 ml, de
oxalato de sodio 0.1 M. Se separa el plasma centrifugado 1000
rpm por 10 min. y se procede a su adsorcion de la siguiente
manera:

1. Se mezcla el plasma con sulfato de bario en
proporcién de 1000 mg. de éste por cada ml..dé piasma.

2. Se incuba a 37 °C por 15 min: tgniéndo cuidado
de agitar cada 5 min. , .

3. Se centrifuga por 5 min. a 3000 rpm'y se separa
el plasma sobrenadante. ‘ i

4. Se guarda el plasma en el refrigerador y se
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diluye 1:% con solucion salina en el momento que se

va a usar.

Una vez preparadas las tres tracciopes (tanto ta
del paciente, como la de un testigo normal) se procede a la
realizacion de ta prueba.

METODO

En un tubo puesto en bano maria se hace la megzcla

incubadora, que consiste en la adicién sucesiva de lo si--

guiente: )
0.3 ml. de plaquetas ;
0.3 ml. de plasma adsorbido
0.3 ml. de suero i

1.5 ml. de calcio 0,02 M

A partir de que se anade el calcio se empieza a
medir el tiempo en un reloj de intervalos. A los 4 min. se
toman 0.4 ml. de la mezcla y se pasan rapidamente a un tubo
que contiene 0.1 ml. de sustrato ( incubado previamente lmin.)
ge mezcla agitando 2 0 3 veces. Se mide el tiempo gue tarda
en coagular el sustrato a partir del momento en que:se le
afladié la alicuota de la mezcla incubadora. Este paso se
repite cada min. hasta el minuto 7. La prueba puede suspender-
ge en el momento en que el problema de un‘tiempo de coagula-
¢ién igual al normal. A los 4 min, el tiempb de coagulacion
debe ser alrededor de 10 a 12 min. Si los resultados son
anormales, se procede a hacer nuevas muestras incubadoras
sustituyendo. cada una de las fracciones hasta obtener una
generacion de tromboplastina normal .

INTERPRETACION ‘

Normal: gy tiempo de generacién de tromboplastina
debe ser igual al del testigo o con una diferencia de no mas
de 2 segundos. ) :

64



7. CONSUMO DE PROTROMBINA (106)

FUNDAMENTO :

Por medio de ésta prueba se mide la protrombina resi-
dual del suero, después de la coagulacion de la sangre. Normal
mente casi toda la protrombina es transformada a trombina duran-
te el proceso de coagulacién, cuando hay anormalidades en la
convergion de protrombina a trombina, debida a insuficiente
generacion de tromboplastina queda gran cantidad de protrombina
en el suero. Si no hay plagquetas o sus fosfolilidos son defi-
cientes no se activard correctamente la primera fase y no se
convertird la mayorfa de la protrombina a trombina, por lo tanto
ésta prueba es sensible a los factores que participan en la via
intrinseca y a la cantidad y calidad de las plaquetas.

MATERIAL:
Tubos de hem6lisis de 10 x 75 mm
Bafio maria a 37 ° ¢
Cronémetro
Cloruro de calcio 0,02 M
Citrato de sodio 0.02 M
Tromboplastina liquida activada
‘Plasma adsorto
Pipetas terminales de 1 ml,
Pipetas Pasteur

METODG:
' a) Se toman 2 .ml. de sangre venosa y se dejan coagular
en un tubo de hemolisis. o '
b) Una vez coagulada la sangre se incuba por una hora
a 37°C. 4
C) Be separa el suero centrifugando el tubo a 2000 ipm
por 5 minutos, ' o



d) Se afade 0.1 ml. de citrato de sodio 0.02 M al
suero y se incuba por 10 mip, a 37 °C.

En un tubo de hemélisis colocado en bano marfa se
afaden los siguientes reactivos en forma sucesiva:

0.1 ml. de plasma normal adsorbido con sulfato de
bario.

0.1 ml. de cloruro de calcio 0.02 N

0.1 ml. de trombeplastina liquida activada (previa-
mente incubada).

0.1 ml. de suero problema.

El tiempo comienza a contarse desde el momento que
ge aflade el suero a la mezcla y el punto final lo da la

aparicién del coégulo.

INTERPRETACION:

Los valores normales son tiempos de mas'de 20 seg.
que indica que el suero contiene 30 % o menos de protrombiné Yy
que, durante la coagulacion se consumié un 70% o mas de dicho
factor.

Esta prueba es util para determinar deficiencias de
fosfolipidos plaquetarios, en trombocitopenias, en la Hemofi-
lia, Enfermedad de von Willebrand, deficiencias de factores
que dépénden de la vitamina K, y del sindrome de desfibrina-
ci6n, entre otros,
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1. LISIS DE EUGLOBUL INAS (116)

FUNDAMENTO:

En la fraccion cuglobulina del ptasma, se encuentra el
fibrinégeno, asi como sus productos finales que son la fibrina y
la plasmina. Esta técnica suprime la antifibrinolisina y desen-
mascara la actividad fibrinolftica. S8i el paciente cursa con un
componente fibrinolitico, los activadores presentes en dicha
reaccion transformardn el plasminogeno en plasmina y esta ultima
efectuara una digestion enzimatica sobre la fibrina formada por
esta técnica.

MATERIAL:
Matraces Erlenmeyer de 50 ml.
‘'ubos de ensaye de 13 X 100
Pipetas terminales de 1.0, 5.0 y 10 ml.
hisopos
Cloruro de calcio 0.05 M
Acido acético al 1%
Buffer de veronal pH 7.4

Material biolégico:
. 4.5 ml, de sangre venosa + 0.5 ml. de citrato de sodio
al 3.8 %

METODO:
a) Bn un matraz de 50 ml. colocar:
19 ml. de agua destilada
1.0 ml. de plasma
0.35 ml, de acido acético al 1 % (gota a gota y
agitando) ‘

Reposar a 4 °C durante 10 min.
b) ‘Agitar -y repartir en 4 tubos a‘partes'iguales
c) Centrifugar a 3,500 rpm por 5 min.
d) Tirar el sobrenadante y secar
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e) Redisolver con 1.0 ml. de buffer pi 7.4 y ponerlo
en bhaifo maria a 37 °C

f) Coagular con 2 gotas de cloruro de calcio ( debe
coagular en un lapso de 1-2 min.)

g) Buscar la lisis del codgulo en las primeras dos
horas -

INTERPRETACION:

Normal: Il coagulo debe permanecer firme a las 2 horas
de incubacién.

Este ensayo tiene gran importancia en el diagnoéstice
de la coagulacién intravascular diseminada (CID), donde la lisis
ge encuentra aumentada.
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2. PRUEBA DE ETANO!, (117)

FUNDAMENTO:

igta prueba es sensible a la presencia de mondmeros de
fibrina, pero también lo es a productos de degradacion del
fibrindgeno, por lo que en forma aislada podria confundir el
diagnostico.

MATERIAL:
Tubos de ensaye de 10 X 75
Pipetas terminales de 1.0 ml.
Baflo maria
Bafio de hielo

METODO:

Se utiliza plasma pobre en plaquetas, citratado, se
recoge la muestra con un minimo de estasis, a partir de la vena
antecubital mediante aguja deshechable No. 18. No se utilizarén
muestras obtenidas por puncién defectuosa. El plasma debe
obtenerse por centrifugacion a 3 000 rpm durante 30 min.El
plasma asi obtenido se pasa a un bafio de hielo, y la prueba
debera efectuarse no mas de 2 horas después de obtenida la
muestra. ‘ :

En un tubo de vidrio de 10 X 75 se depositan 0.5 ml.
de plasma y se incuba 3 min. a 20 °*C. Se affaden 0.1% ml. de un a
solucién de etanol al 50 % en agua destilada, se agita el tubo y
se deja en reposo por 10 min. Después de ese tiempo se inclina
el tubo hasta la poéicién,horizontal y: se observa.

INTERPRETACION:

‘Normal: plasmas que no contienen granulos y no hay
gelificacion, '
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Los plasmas que tienen granulos y gelifican son etanol

positivo.

La prueba de etanol es de gran ayuda en el diagnostico
de Coagulacion intravascular diseminada y puede dar el diagnos-
tico diferencial entre esta entidad y la fibrinolisis anormal

primaria (FAP) , donde el etanol es negativo,



3. PRUEBA DE SULFATO DE PROTAMINA (118)

FUNDAMENTO @
El sulfato de protamina tiene la propiedad de preci-

pitar a los mondmeros de fibrina.

MATERTIAL:
Tubos de ensaye 10 X 75
Protamina pH 6.5
Buffer de tris pH 6.5
METODO:

Efectuar diluciones de sulfato de protamina con buffer
de tris 1:5, 1:10, 1:20 y 1:40, colocar en tubos de 10 X 75 0.2
ml. de cada una de las diluciones.

Se obtiene plasma pobre en plaquetas del problema, se
coloca en un tubo limpio y se incuba 5 min . a 37 °C, después de
log cuales se colocan 0.2 ml. de este problema a cada uno de los
tubos que contienen las diluciones de sulfato de protamina.

Se tapan los tubos y se colocan a 37 °C durante 30
min, Después se agitan suavemente para leerlos de la siguiente

manera:
g = gelacion
rf =red de fibrina
+- = precipitado fino
+ = precipitado grueso

= solucién clara

INTERPRETACION: ;

Normal: solucién clara,
‘ La prueba de sulfato de protamina tiene importancia en
transtornos tales como CID, FAP y en hepatopatias, donde se
encuentra. alterado.
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PREPARACION DE

REACTIVOS



Para la obtencion de resultados de calidad en nuestro
laboratorio se requiere de una optima preparaciéon de reactivos,
anticoagulantes y Buffers., Estableciendo asi para cada labora-
torio sus rangos normales e intervalos de referencia. Otro punto
importante es el establecimiento de un programa de control de
calidad contando con plasmas controles, con los cuales se puede
monitorear a reactivos, instrumentos, pipetas, etc...

La informacion que a continuacidn se presenta fue
tomada del libro * El laboratorio en el Diagnoéstico Hematologico”

cartwright G, (119)
1. ANTICOAGULANTES

Citrato de sodio al 3.8 %
Pesar 3.8 gr de citrato de sodio y llevar a 100 ml.

con agua degtilada.

Oxalato de sodio 0.1 M
Pesar exactamente 13.4 gr de oxalato de sodio y llevar

a 1000 ml., con agua destilada.

Etilen diamino tetraacético (EDTA) al 10 %
Se pesan 10 gr de sal disédica de EDTA y llevar a 100
ml. con agua destilada.

Preparacién del diluyente de plaquetas.
Oxalatode amonio al 1 %
Pesar 1 gr. de oxalato de amonio y llevar a 100 nml.

con agua destilada.

Cloruro de calcio 0,02 M
Pesar cloruro de calcio anhidro 1.11 gr y llevar a 500

ml. con agua destilada.
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2. PREPARACION DF BUIFFERS

Buffer de Veronal pH 7.4
Primero preparar una solucion A

Veronal sédico 7.36 gr

Acetato de sodio 4.86 gr

Agua destilada 250 ml.

Para la solucién buffer:

Soiucién A 250 ml.
Sol. de cloruro de sodio al 4.25 % 200 nl.
Solucion de HCL 0.1 N 217 ml.
Agua destilada 683 ml.

Buffer de tris
Pesar 1.5142 de hidroxi-metil-amino-metano, y llevar a 250 ml.
con solucién salina, ajustando el pH a 6.5

Plasma adsorto

Se mezclan 4.5 ml. de sangre venosa y 0.5 ml, de
oxalato de sodio 0.1 M. Se separa el plasma centrifugando: a 1500
rpm por 10 min y se procede a su adsorcién de la siguiente
manera:

1. Se mezcla el plasma con sulfato de bario en propor-
cién de 100 mg de éste por cada ml. de plasma, ,
’ 2. Se incuba a 37 °C por 15 min agiténdo cada 5 min;

3. 8Se centrifuga por 15 min a 3000 rpm y se separa el
plasma sobrenadante. :

4. 8e guarda el plasma en el refrigerador y se diluye

©1:5 con solucién salilna en el momento que se va a usar.
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X1 . RIECESUMESN

Por lo que se ha presentado en este trabajo, el
mecanismo normal de la hemostasis constituye un delicado equi-
librio entre clementos celulares y factores plasmdaticos procoa-

gulantes, con sus correspondientes antagonistas naturales.

Este equilibrio dinamico puede perturbarse en cual-
quiera de sus partes y componentes por infinidad de situaciones
adquiridas o desde su inicio por algunas condiciones congéni-
tas y/o heredadas.

Bsta alteraciones, en su mayoria se expresaian desde
el punto de vista del laboratorio como hipocoagulabilidad y
desde el punto de vista c¢linico como hemorragias, sin embargo,
en algunos casos el defecto en el mecanismo de la hemostasis

producira estados de hipercoagulabilidad, cuya expresion clinica

la trombosis y el tromboembolismo.

La forma de expresién clinica y su inicio en la edad
de la vida, permiten spspechar fuertemente la enfermedad here-
dada o adquirida de éste sistema hemostatico, no obstante, en
la mayoria de los casos solo el laboratorio, permitir& conocer

'la naturaleza exacta y la severidad del defecto.

Considero que los objetivos propuestos se cumplie-
ron, ya que se detalld la teoria del mecanismo normal de. la
hemostasis desde sus inicios, hasta nuestros dfas, encontran-
dose nuevos cofactores, activadores e inhibidores, que nos
abren mds el panorama del mecanismo por-el cual es reparada
una lesion. '
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kn lo que respecta a la parte de laboratorio, se
establecieron pruebas basicas, que como lo mencioné en los
objetivos fueran de gran accesibilidad para ser montadas por
cualquier laboratorio que no cuente con la infraestructura
adecuada. $1 bien es cierto que actualmente se realizan ensayos
para determinacion de factores de ceoagulacién, enzimas, activa-
dores, inhibidores etc... utilizando sustaratos cromogénicos,
en aparatos automatizados, también es cierto que con las pruebas
de coagulacién que presento se puede auxiliar en el diagéstico
del paciente.

Me permito darles algunas sugerenciag para el buen
desarrollo de las técnicas de coagulacién: Un control de calidad
que abharque desde la toma de muestra, transporte,procesamiento
de la muestra. Control de reactivos, material de cristaleria,
control de temperatura e incluir controles normales y anormales
comerciales o en su defecto, utilizar un '" pool"” de 10 plasmas
de varones, que no hayan utilizado medicamento en los diez dias
previos, ya que esto altera las pruebas. Adem&s de incorporarse
a un control de calidad externo, para comparar la calidad de
nuestros estudios,

Finalmente, considero que debe haber un mayor acerca-

miento entre el médico tratante y el quimico, esto redundar& en
beneficio del paciente.
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XIXT CSLOSARIO
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Accion . Toda funcién o movimiento de una parte,de un

6rgano o de todo el cuerpo.
Acidez . Calidad de acido o agrio; exceso de un acido.

Activador . Sustancia que hace mas activa a otra o que
hace posible la obra de un fenomeno, especialmente la inorgani-
ca que se combina con una enzima inactiva y la hace capaz de

realizar su aceién propia.

Acuoso . Que contiene mucha agua o esta formado por éste

liquido.
Adenilo, Radical contenido en la adenina.

Adherencia . Unién anormal de partes que deben estar
separadas.

Adsorcion . Fendmeno por el cual una sustancia primitiva-
mente disuelta en un liquido se fija sobre un solido o sobre
particulas de un coloide en suspensién.

Afibrinogenemia .  Ausencia, genética o adquirida de
fibrinégeno con un cuadro clinico de didtesis hemorragica de
tipo hemofilico, hemorragias digestivas y epixtasis,

Afinidad . Atraccidon quimica, fuerza por la cual un cuerpo
se une perfectamente a otro.

Aglutinacion . Accioén de una ‘sustancia aglutinante,
Fendmeno que consiste en la coleccidn en masés‘de células o
bacterias distribuidas en un liquido. Se cree producido por
sustancias especificas llamadas aglutininas, cuyas molécﬁlas se

unen a4 las células.
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Agregacién . Accioén y efecto de agregar y agregarse.

Alcali . Nombre genérico de los compuestos gque forman
sales con los 4cidos y devuelven el color azul al tornasol
enrojecido por los 4cidos. son hidroxidos de los metales alca-
linos, sodi, potasio, litio, cesio y rubidio.

Amino . Prefijo que indica quela sustancia representada
por la Gltima parte del nombre estd modificada por la substitu-
cion de un atomo de H por el radicarl NH?

AMP . Monofosfato de adenosina. Acido adenilico. De enorme
importancia biolégica, ya que acepta un segundo radical fosfo-
rico para transformarse en ADP, y un tercero formando ATP, el
combustible por excelencia de todos los tejidos.

Anticuerpo . Substancia especifica de la sangre y liqui-
dos de los animales inmunes producida como reaccién a la intro-
duccioén de un antigeno y que ejerce una accién antagénica espe-
cifica sobre la substancia, para cuya influencia se ha formado.
Es el agente de la imunidad adquirida.

Balanza -, Instrumento que sirve para pesar.

Bloqueo.. - Interrupcién de la conductividad en una via
nerviosa.

Calicreina . Substancia hipotensora causante del colapso

en las pancreatitis agudas hemorragicas. En estado normal se
halla unida de modo reversible a un inactivador especifico
constituyendo el conjunto calicreindgeno.
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Canaliculo ., Cada uno de los pequefos conductos que se
forman en los tejidos en reparacién para la circulacion de
los liquidos nutritivos.

Caolin . Arcilla blanca fina, silicato de albumina hidra-
tado, usada en las enfermedades de la piel y del estémago.

Capilar . Relativo o semejante a un cabello. Cualquiera
de los diminutos vasos que conexionan las arteriolas con las
vénulas y forman una red casi en todas las partes del cuerpo.
Las paredes de los capilares estan formadas por una simple capa
de células endoteliales.

Célula . Elemento fundamental de los tejidos organizados
o0 elemento mas simple libre, dotado de vida propia, compuesto de
una masa protoplasmatica circunscrita que contiene un nucleo.

Centrifugacion .- Aplicacién de la fuerza centrifuga con
objeto de separar los corpusculos s6lidos suspendidos en un
liquido, Se emplea generalmente para precipitar los elementos
celulares contenidos en un liquido normal o patolégico.

Citoplasma . Protoplasma de la célula con exclusién del
plasma nuclear.

Coagulacién . Proceso de formacién de un codgulo. Conver-
gién de un liguido en una masa blanca por el hecho de modifica-
ciones is6mericas sin alteracién en la cantidad de agua conteni-
da. ‘

Coenzima . Sustancia - termol&bil que, unida a la apoenzina, .

excita la actividad de los fermentos y de los que puede sepa-
rarse por dialisis. ‘ '
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Colégeno . Principal constituyente organico del tejido
conjuntivo y de la sustancia organica de loa huesos y cartilagos
por el calor se convierte en gelatina.

Contractilidad . Capacidad de contraerse; propiedad elemen-
tal caracterizada por el hecho de que el elemento anatémico que
de ella goza se acorta en un sentido y aumenta proporcionalmente

de grosor en otro.

Cromégeno . Principio o sustancia que puede dar origen &

una materia colorante, aunque ¢l mismo sea incoloro.

Degradacion . Reduccién de un compuesto quimico en otro

menos complejo.

peshidrogenasa . Enzima que oxida indirectamente por
trangferencia del hidrégeno, Se designan segin su actividad
egpecifica o considerando el substrato sobre el cual actuan.

Dimero . Formado de dos partes.

Endotelio . Delgada membrana compuesta de un gsolo estrato
de células planes, poligbnales, que constituye la superficie
libre de las membranas serosas y sinoviales y la ttnica interna’
de los vasos,

Enzima . Complejos organicos gue catalizan las reacciones
bioquimicas. Estdn compuestos por grupos prostéticos o coenzimas
que tiene especificidad funcional y un grupo proteicb o apoen-
zima, conc especificidad de sdbstrato.

Epitelio . Capa celular que cubre todas las superficies
externas e internas del cuerpo y se caracteriza principalmente

42



principalmente por estar formada de células de forma y dispo-
sicién variables, sin sustancia intercelular , ni vasos.

Esfigmomanémetro . Instrumento para medir la tension
arterial.
Fibrina . Sustancia albuminoidea, proteina de la sangre y

los liquidoa serosos del cuerpo. La fibrina no existe en la
sangre circulante, sino que se forma del fibrinégeno por la

accion de la trombina.

Fibrin6lisis . Disolucién de la fibrina por la accién de
enzimas.

Flagelo . Prolongacién celular filiforme movil, semejante
a un létigo, que poseen ciertos protozoos como érgano de locomo-
cion,

Globulina . Miembro de una clase de proteinas que se
caracterizan por ser insolubles en agua pura, pero gue son
solubles en soluciones diluidas de cloruro de sodio. Las globu-
linas son coagulables por el calor y comprenden la globulina del
suero, paraglobulina, seroglobulina, mioglobulina, miosina,
musculina y fibrinégeno.

Glucoproteina . Proteinas compuestas, que se conocen
también con el nombre de mucoproteidos, cuyo grupo prostético
esta formado por un complejo hidrocarbonado.

Hematocrito .  Aparato centrifugador que permite la sepa-
racién de los glébulos'y plasma sanguineo. La cantidad y propobf
cién relativa de ambos constituye ¢l (ndice o valor hematocrito
que, normalmente, es de 45 % de globulos, .
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Hemdlisis . Desintegracion o disolucioén de los corpusculo
sanguineos, especialmente de los hematies, con liberacién
consiguiente de la hemoglobina por la accion de lisisnas espe-
cificas o hemolisinas.

Hemostasis . Detencién esponténea o artificial, de un
flujo sanguineo o hemorragia.

Homogenizar . Hacer homogénea una mezcla de substancias
por medios mecdnicos y fisicoquimicos,

Incubacién . Mantenimiento en una estufa apropiada la
temperatura constante y favorable

Inhibicién . Restriccién o detencion de la funcién de un
bérgano, o un proceso cualquiera. '

L&hil . Deslizable; que se mueve facilmente de un punto as

otro, Inestable.

Lesion Dafic o alteracién, organica o funcional de los
tejidos. Vascular. La que afecta a los vasos sanguineos.

Leucocito . Gloébulos blancos de la sahgre formados en las
porcicnes linfoideas, mielopoyéticas, y reticular del sistema
reticuloendotelial.

‘Linfatico . Relativo a la linfa o que la contiene.

Lisis . Disolucion o destruccion de células o bacterias

por las lisinas.
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Médula . Porcién central de un o6rgano en distincién de la
corteza. Sustancia blanda en el interior de los huesos.

Membrana . Organo o capa delgada de tejido de funciones
diversas.

Metabolismo . Conjunto de transformaciones fisicas y
quimicas y biolégicas que los organismos vivos experimentan las
sustancias introducidas o las que en ellos se forman.

Mezcla . Reunién de sustancias en la que cada una conser-
va las propiedades gque la caracterizan.

Molaridad . Numero de moles de un soluto por litro de
disolucién.
Monémero . Relativo o que afecta a un solo segmento;

compuesto de un solo segmento .

Nucleo . Corpusculo, generalmente redondeado, de bordes
definidos y rodeados de protroplasma, que constituye la parte
esencial de la célula,

Oclusi6én . Obliteracién, cierre.

Patologia . Rama de la medicina que estudia las enferme-
dades y los transtornos que se producen en el organismo.

Plasmina . Fermento proteolitico parecido a la tripsina.
Es producido por la activacioén de la profibrinolisina y puede
activar a la protrombina, en ausencia de calcio y disolver el
fibrinégeno o la fibrina. B
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Plasma . Sustancia organica fundamental de las
células y tejidos. Parte liquida de la sangre en la que
estan suspendidos los elementos figurados.

Precipitado . Depésito o suspension de un cuerpo
obtenido por precipitacién.

Proteina . Miembro de un grupo de compuestos
nitrogenados, no cristalizables, semejantes entre si, que
forman los constituyentes caracteristicos de los tejidos y
liquidos orgénicos.

Sangre . liquido rojo , espeso circulante por el
sistema vascular sanguineo, formado de un plasma, incoloro
liquido, compuesto de suero y fibrindgeno, y de elementos
s6lidos en suspensiodn: eritrocitos, leucocitos y plaguetas.

Tejido .- Agrupacion de células, fibras y
productos celulares varios que forman un conjunto estruc-
tural

Tisular . Galicismo por histico o histol6gico.

Torniquete. Instrumento de formas diversas para
detener el curso de la circulacién en un vaso sanquineo y
de éste modo evitar la hemorragia en una operadién 0 en una
herida.

Trombo . Coégulo sanguineo en el interior de un
vaso que permanece en el punto de formacion.

Trombosis . Proceso de formacién y desarrollo

de un trombo,
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Vena . Vaso sanguineo «ue conduce la sangre
desde los capilares al corazon.

Volumen . Egpacio que ocupa un cuerpo. Corpu-
lencia o masa de un cuerpo.

Tomado del Diccionario Enciclopédico University
de términos médicos. inglés-espafiol. Ed. Iberoamericana.
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