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Introduccioén:

La Hematologia es una de las éareas del laboratdiioco que forma parte
importante de los estudios de rutina, por lo cualde suma importancia que todo
laboratorio posea analistas capacitados en esta Afteser una ciencia tan basta en
informacién, la actualizacion constante en esta & imprescindible, pues dia a dia se
encuentran cosas nuevas referidas a la Hematoltgieyal ofrece informacion para
mejorar las pruebas de laboratorio, optimizar tadol, mejorar costos ante el mercado y
sobre todo una mayor cantidad de armas para dicgnosmejor las patologias
hematoldgicas descritas hasta ahora.

La Hematologia dio su primer gran paso con elfdiske técnicas de tincion celular,
las cuales dieron las verdaderas bases para dicesteila sangre. El descubrimiento de la
espectrofotometria consintié cuantificar los analiquimicos de la sangre. El disefio de
camaras de contaje permitio estimar la cantidadetldas que se tienen en un mililitro de
sangre. Estas tecnologias dieron un primer grup@cecas para el estudio de la sangre,
pero estos procedimientos eran tediosos y empledearasiado tiempo. En el afan de
mejorar las técnicas hematologicas y consumir meieospo de andlisis, se disefio un
primer principio de contaje automatizado con baselalescubrimiento, de que las células
estan provistas de carga eléctrica. Dando conuess@gundo gran paso en el estudio de la
sangre. Este hallazgo permitié que se optimizavartiempos de analisis y dio base para
nuevas tecnologias automatizadas, basadas nors@oneipios de interrupcion eléctrica
(impedancia), sino en métodos Opticos por disperdi® luz (rayo laser) y en la misma
bioquimica de las células.

Entonces una de las tareas del QFB en la Hem#&iokxyagudizar la vista para
definir la morfologia celular y relacionarla condausa de origen (nivel molecular) de la
patologia, en otras palabras es trasladar la ircidn tedrica mas reciente de la
Hematologia al mejoramiento de las técnicas der&brio para el estudio de la misma. A
partir de esto es que surgié la iniciativa de di#arla informacién del manual existente
para el laboratorio de Analisis Bioquimico Clinicelematologia y que hoy con el nuevo
plan de estudio pasa a ser Unicamente como labiordeoHematologia.

Marco Tedrico

La Carrera Quimica Farmacéutico Biologica se #@iein la entonces ENEP
Zaragoza como resultado de la modificacion al mlanestudios de la Carrera de QFB
vigente en la Facultad de Quimica de la UNAM, gotisembre de 1976. Donde se incluia
un sistema novedoso de modulos y no asignatures qo@ asi el alumno desempefiara un
papel activo, es decir, “aprender-haciendo”, gemdwaasi una relacion teoria-préactica,
donde se proponia que el alumno llevara a la pedids conocimientos tedricos-
metodoldgicos adquiridos en los diferentes curs@sigtegraban el Plan de Estudios; y que
la practica asimismo retroalimentaria la teoria.

Desde sus inicios la Carrera de QFB se ha idoal@hentando por las actividades
institucionales, por el impacto socioecondémico \aelbito cientifico-tecnolégico, por lo
cual ha sido necesario que el Plan de Estudiosvisery actualice de acuerdo a la situacion
actual y a la prospectiva, que lleve al QFB a serVa sociedad responsablemente.



La modificacion al Plan de Estudio de la CarrezaQFB se inicio practicamente
desde 1976, sin embargo los primeros reportesmsentan a 1983 cuando el Comité de
Carrera comenzd a revisar los objetivos de los moddwrientandose basicamente a
cambiar los contenidos teméticos. La propuesta adifibacion fue aprobada en la ENEP
Zaragoza hasta el 13 de febrero de 1990, sienddiddrdicho Plan de Estudios hasta el
27 de mayo de 1997 en la sesion ordinaria del Hhs€o Técnico celebrada en dicha
fecha. En la primera sesion plenaria extraordindgiaConsejo Académico de las Ciencias
Bioldgicas y de la Salud celebrada el 22 de mayb9®8 fue aprobada la modificacion del
Plan de Estudios de la Carrera de QFB con la iifelude la orientacién en Farmacia
Clinica. A pesar de la aprobacion del nuevo Plakstedios el H. Consejo Técnico pide
suspender la implantacion de la modificacion daalielan el 19 de enero de 1999, y no es
sino hasta el 28 de febrero del 2003 que se pidedetivacion del Plan de Estudios ya
aprobado en 1998. Finalmente el nuevo Plan de Bstude la Carrera de QFB se
implemento por primera vez en el periodo 2005-10efle agosto del 2004.

Este nuevo Plan de Estudios cuenta con un enfomaamentalmente encaminado
a la resoluciéon de problemas reales que contribaldasarrollo de nuestro pais.

En el Plan de Estudios la orientacion Bioquimitiai€a tiene un total de 125 horas
tedricas y 176 horas practicas, con 94 créditasdetal de 441.

Con este nuevo Plan de Estudios el Modulo de sisaBioquimico Clinico | se
transformo en el médulo de Hematologia. Impartidd & horas a la semana, de las cuales
3 corresponden a la teoria y las 10 horas restahtegoratorio. Se obtienen 16 créditos al
concluir el médulo.

Este modulo primordialmente se orienta al estutkola Hematologia Basica,
disciplina que se encarga del estudio de la sapgde las funciones de las células
sanguineas en el cuerpo humano, asi como de kssnaafades hematoldgicas primarias y
otros padecimientos relacionados que en él suceBemiendo un objetivo genetal
dirigido a comprender procesos bioquimicos, figi@os, genéticos e inmunoldgicos
involucrados con la hematologia para aplicarseaepréctica, y una serie de objetivos
especificos que permiten delimitar los conocimismtdnimos que debe adquirir el alumno
durante su formacion.

Todos los objetivos estan planteados de tal maneano se vean afectados por los
nuevos descubrimientos en la materia y que de festaa el alumno siempre se vea
obligado a adquirir los conocimientos recientesagawder apoyar al diagnéstico clinico
junto a los médicos.

El cambio de nombre de este mddulo llevara a darlienportancia debida a la
Hematologia en la carrera de QFB impartida en |& Ffaragoza, pues dentro del
laboratorio clinico es la 22 area de mayor demaedsstudios

Planteamiento del problema:

La actualizacion del manual de Hematologia set@taa partir de que en el periodo
2005-1 se implemento el nuevo plan de estudio lgatarrera de QFB, y era necesario
renovar el contenido del manual de practicas phfaberatorio de Analisis Bioquimico
Clinico | por el de manual de practicas para ebdatorio de Hematologia. Para lo cual fue
necesario revisar el temario aplicado para impkrtasignatura de Hematologia.

! Plan de Estudios 1998



Una vez revisado, analizado y cotejado el temadn el manual existente, se
observé que no se tenia una organizacion clarasdgmddulos de acuerdo al temario, por lo
tanto en base al orden de los temas en la teodstaeturard el manual en 6 médulos para
dar el orden adecuado a las practicas de labavatays mddulos creados para este nuevo
manual seran los siguientes:

1. Procedimientos basicos en el laboratorio de Hemmgial Donde se describira el
empleo de anticoagulantes, las indicaciones paea huena toma de muestra,
incluyendo las areas adecuadas para la puncionpasd los distintos especimenes
sanguineos que pueden extraerse para su analisis.

2. Formula roja: Donde se explicaran todas las pruedlasionadas directamente con
los eritrocitos, ademas del recuento de leucocitoplaquetas debido a la
metodologia de estas determinaciones.

3. Hematopoyesis. El origen de las células sanguinBascribira la formacion,
morfologia normal y alteraciones de las célulagysareas. Para este modulo se
emplearan imagenes reales o fotografias de caddacébnguinea pues las
ilustraciones en el manual existente no ofrecenhaueformacion visual para su
identificacion.

4. Formula blanca y pruebas especiales: Donde seiliegda cuenta diferencial de
leucocitos, la automatizacion en el laboratorio Hematologia, la Biometria
Hematica como prueba de rutina y algunas pruelpgesiades para dar seguimiento
a patologias en los eritrocitos.

5. Hemostasia: Donde se dard una introduccion al poodeemostasico y se
describiran las pruebas de coagulacién mas conameklaboratorio.

6. Inmunohematologia y Banco de sangre: Donde seildeaorlas pruebas para la
tipificacion de grupos sanguineos y las pruebagsdmen el Banco de sangre.

Es necesario también reestructurar la introducdércada practica pues afio tras
afio a partir de que se publico el manual de pexctigara el laboratorio de Andlisis
Bioquimico Clinico | han surgido nuevos conocimaensobre la Hematologia, por tanto se
dard una nueva vision de cada tema con la infodnabibliografica mas reciente que
pueda recavarse. Sin embargo en la metodologieade jgractica no se haradn grandes
cambios, solo se revisara para eliminar erroretud#es y se hara una reestructuracion de
los fundamentos de las mismas para poder aplicarlgsntrastarlos a la metodologia
automatizada una vez concluido el curso. El mopweo el cual no se modificaran las
metodologias de las practicas es precisamente ala@gumayoria de las técnicas
automatizadas se basan en los fundamentos manuales.

Objetivos:

» Actualizar y reestructurar el manual de préacticeistente para el laboratorio de
Andlisis Biogquimico Clinico | y nombrarse como Mahule Practicas para el
Laboratorio de Hematologia.

* Proporcionar la informacion mas reciente de laselpss del laboratorio de
Hematologia mas comunes en el mercado.

» Proporcionar al alumno la teoria suficiente pamame@nder las pruebas descritas en
este manual y asi relacionarla con la clinica.



» Ofrecer al alumno un compendio de informacién redande diversas fuentes
recientes para que relacionen la teoria con laipsag adquieran mejor preparacion
para su desempeiio en el campo laboral.

Disefio de investigacion:

El primer paso en este proyecto por tratarse dérabajo de actualizacion sera
recabar la informacion bibliografica mediante lasduieda de la misma en libros de
Hematologia, Inmunologia, Genética y de toda aguméincia que se relacione directa o
indirectamente con la Hematologia; también se lascarticulos y publicaciones con
avances en la investigacion de la Hematologiac@sb la informacion que publiquen en
sitios médicos oficiales de la red. La busqueddadmformacién en libros de texto se
realizara principalmente en acervos culturalesadd NAM, para que los alumnos puedan
tener acceso a estos textos para complementdofengrcion del manual.

Una vez reunida la informacion, se realizaranmesies y ensayos por practica para
actualizar la informacion contenida en cada tensa yfiadira la metodologia del manual
vigente con ligeras modificaciones. La estructdnacidel manual seguira siendo
basicamente la misma, pero las practicas se diwidian 6 Mddulos, conformados de la
siguiente manera:

1. Modulo I: 2 practicas
i. Anticoagulantes
ii. Toma de muestra
2. Mdbdulo II: 7 practicas
i. Hematocrito
ii. Velocidad de sedimentacion globular (VSG)
iii. Hemoglobina
iv. Recuento de eritrocitos
v. Indices eritrocitarios
vi. Cuenta total de leucocitos
vii. Recuento plaquetario
3. Mdbdulo 1lI: 2 practicas y 2 seminarios
i. Hematopoyesis
ii. Linea eritroide
iii. Lineas granulomonocitica, megacariocitica. Linefide
4. Modulo IV: 7 practicas
i. Frotis de sangre periférica y cuenta diferencial
ii. Cuenta de reticulocitos
iii. Biometria hematica o citometria hemética
Iv. Los autoanalizadores.
v. Fragilidad osmatica
vi. Hemoglobinopatias
vii. Induccién de drepanocitos
5. Modulo V: 5 practicas y un seminario
i. Fisiologia general de la hemostasia
ii. Tiempo de sangrado
iii. Tiempo de coagulacion de sangre total
iv. Retraccion del coagulo



v. Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)
vi. Tiempo de protrombina (TP)
6. Mddulo VI: 5 practicas
i. Sistema ABO
ii. Sistema Rh
iii. Expresiones débiles del antigeno D (D parcial dldéta prueba de
antiglobulina humana (Coombs)
iv. Anticuerpos irregulares
v. Banco de sangre y las pruebas cruzadas

El manual estara integrado entonces de 30 ter2&spyacticas en el mismo orden
gue se presentan en el manual vigente; eliminangdéktica del tiempo de coagulacion del
plasma recalcificado porque es una prueba obsubstan dia.

Cada modulo se realizara y se revisara en el ayderse presenta en el cronograma.

Cronograma:

Mes
Actividad | Agosto | Septiembre /| Octubre | Noviembre /| Diciembre /| Enero
/09 09 /09 09 09 /10

Recopilacion
de
informacion

Disefio de
anteproyecto

Actualizaciéon
modulo 1y Il

Actualizacién
modulo Ill'y
v

Actualizacién
moédulos V' y
VI
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MODULO I

Procedimientos
basicos en el
laboratorio de
Hematologia




ANTICOAGULANTES

La sangre es una suspension de eritrocitos, léasog plaquetas en un liquido de
compleja composicion, llamado, plasma. Al impedidemecanismo de coagulacion
sanguinea pueden separarse los elementos fornessedéquido, el cual tiene un color paja
claro. Cuando la sangre se coagula se obtiendigtrido al separar el coagulo formado, a
este liquido se le llama suero, el cual es de csiojdn diferente al plasma. La diferencia
entre estos dos liquidos obtenidos de la sangrearad su composicion pues, al inhibir la
coagulacion de la sangre se conserva el fibrinobgenel plasma, mientras que el suero
carece del mismo por su transformacion a filamemssiubles de fibrina por la activacion
de proteinas coagulantes durante la hemostasia.

Debido a que la sangre fuera del sistema vascolgula entre 3 y 7 minutos es
necesario el uso de sustancias, tales como losoagtilantes, que permitan que los
elementos formes de la sangre permanezcan en su@pepara su estudio. Los
anticoagulantes se utilizan para obtener plasmauestras de sangre total y asi poder
realizar los recuentos celulares y estudiar lazataristicas morfologicas de las células. Asi
mismo deben procurar que las células sanguinestsidiar se encuentren en el estado mas
parecido al fisioldégico, como cuando se encuentiesulando por el torrente sanguineo.
Para ello los anticoagulantes no deben alterarddatogia de los leucocitos, el tamafio
eritrocitario, no producir hemdlisis e impedir lgragacion plaquetaria, posibilitando al
mismo tiempo el maximo periodo de conservacioradauestra (cerca de 24 horas a 25°C
o incluso 48 horas refrigerada a 4° C).

Los anticoagulantes como aditivos para la sangieampliamente utilizados son:

EDTA (C10H16N20s)

Sal disddica, dipotasica o tripotasica del acitlieraliaminotetraacético, actuando
mediante un efecto quelante sobre el calcid(Canpidiendo el proceso de la coagulacion
al fijarlo. Este anticoagulante se utiliza fundataémente para la realizacion de recuentos
celulares, sobre todo en los autoanalizadores yniferademas la realizacion del
hematocrito y del frotis sanguineo hasta dos hdeapués de la extraccion de la muestra.
Las sales de potasio tienen la ventaja con resgetdode sodio, por ser mas facilmente
solubles en sangre cuando las usamos a partirrdélgto sélido, sin embargo, las tres
sales afectan el tamafio del eritrocito, especiandespués del almacenamiento de la
sangre anticoagulada por espacio de algunas hdthsinternational Council for
Standardization in Hematology (ICSH) recomiendadhdipotasica como anticoagulante
para recolectar muestras sanguineas destinadaswento y caracterizacion del tamafo
celular y especialmente cuando los valores del tamto se requieren para la calibracidn
de los contadores automaticos. BEERTARH,O posee un peso molecular relativo de
404,1g; 1g quela 100 mg de calcio ionico y el @apuna solucion al 1% es de 4,8 +/- 1,0.
La cantidad de EDTA dihidratado agregada a la readgbe ser de 1,5-2,2 mg/mL de
sangre total. Esta cantidad es un compromiso éatoantidad requerida para evitar la
coagulacion y la cantidad a la cual se producenltagsaciones celulares.



Heparina

Es un anticoagulante fisiolégico que actia impid@ que la protrombina se
transforme en trombina. Estructuralmente es un pulsacarido acido. Los frotis
realizados con muestras sanguineas anticoaguladdseparina producen un color azulado
en el fondo del frotis y una pseudovacuolizacidalae por lo tanto no se recomienda para
tal fin. La proporcion adecuada es de 15-20 UI-@M2lmg) de heparina por mL de sangre.

Citrato trisédico (CgHsO7Nag)

Actia impidiendo que el calcio se ionice, evitaadbla coagulacion. Se utiliza para
realizar las pruebas de Hemostasia en una proposeidgre: anticoagulante 9:1; asi como
para la velocidad de sedimentacion (VSG) en unpguoidn sangre: anticoagulante 4:1. El
citrato sodico se utiliza a una concentracion A@®M (3,2%) 6 0,129 M (3,8%).

Oxalato sédico (NaC,0,)

Actia mediante la precipitacion del calcio comaalato de calcio (CafDs),
ademas de que tiene propiedad para conservardasgluRecomendado en las pruebas de
coagulacion y su proporcion es de 2 volumenes teiso de oxalato sédico 0,1M en 4
volumenes de sangre.

Oxalato de amonio y potasio [(NH)2C204:K 2C,04]

Conocido también como mezcla de Wintrobe, fue eag® durante mucho tiempo
para la realizacién de la biometria hemética, sibargo dejo de emplearse al observar que
altera sensiblemente la morfologia del eritrociterando por tanto el volumen corpuscular
medio (VCM). Actha por precipitacion del calcio. ®#nplea en forma de polvo,
constituido por 3 partes de oxalato de amonio yateg de oxalato de potasio. La
proporcion recomendada es de 2 mg de mezcla patensangre.

Soluciones anticoagulantes conservadoras

Los factores mas importantes que influyen sobmedaperacion eritrocitaria en la
sangre conservada es la solucién anticoagulantesepadora utilizada. Todas las
soluciones que se utilizan hoy en dia son antidaates y conservadoras, pero se habla
mas de su funcion anticoagulante y se olvida lanenos importante de conservacion. Las
distintas modificaciones que tienen lugar en lageamurante el periodo de almacenaje
denominadas lesiones de conservacion estan endrel@nto con el periodo de tiempo
como con la naturaleza de la solucion anticoagelant

Las soluciones anticoagulantes conservadorasntigramdes cantidades de glucosa
como material energético, y de citratos de sod® greviene la coagulacion de la sangre.
En la actualidad existen tres soluciones de gste ¢tbnocidas como:

« Solucién Acido-Citrato-Dextrosa (ACD)
» Solucion Citrato-Fosfato-Dextrosa (CPD)
» Solucion Citrato-Fosfato-Dextrosa-Adenina (CPDA-1)
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La solucién ACD se emplea fundamentalmente en @&ade Sangre para conservar
las unidades de sangre y estudios metabdlicoso@térios por permitir una buena
conservacion de los hematies. Se utiliza en unpopec@n de un volumen de ACD por
cada cuatro volumenes de sangre. La proporcioradeelzcla del anticoagulante es de:
Acido Citrico 0,9 g, Citrato disédico 2 g, Dextro8ay, HO destilada 120 mL. Permite
conservar los hematies durante 21 dias entre 2-6°C.

La solucion CPD desarrollada por Gibson, tienevéataja sobre la ACD, de
condicionar un pH de 7,1 en la sangre colectad&dmiamente después de la extraccion,
facilitando la continuacion del metabolismo gliticlh celular durante el periodo de
almacenamiento; por otro lado el ion fosfato ayadi preservacion de los esteres de
fosfato dentro del eritrocito, por lo que permitantener la estabilidad de la membrana
(ATP), el transporte de oxigeno y su liberacionosrtejidos (2,3-DPG).

La solucion CPDA-1 es la formula mejorada de C¥Dgue contiene 25% mas de
glucosa y de 17,3 mg de adenina, lo cual permitoteservacion de la sangre 35 dias. La
adicion de Adenina se derivo de experiencias psestielas cuales se habia demostrado que
esta sustancia podia ser tomada por eritrocitc@porada en la reserva de nucléotidos
celulares, utilizandola para mantener la conceidtnade ATP en el eritrocito.

La solucion de CPD-Adenina ha sido recientemenggomrada al aumentar la
concentracion de dextrosa y Adenina. Esta nueadreha sido identificada como CPDA-
2 y los ensayos clinicos muestran que la sangreleterpuede conservarse por 49 dias con
una sobrevida media eritrocitica de 73,6%, en cayhis eritrocitos concentrados duran 42
dias pero su sobrevida es de 77,8,1%. No tiene efectos adversos sobre las plagjuneta
sobre los factores plasmaticos. Esta solucion asrdente superior al CPDA-1 para la
conservacion de los eritrocitos concentrados. $obagion para ser usada en los bancos de
sangre esta en consideracion.

En la Tabla 1 se muestran los anticoagulantes coasinmente empleados en
hematologia, haciendo referencia a su concentragdporcion, pruebas indicadas y
contraindicadas, ventajas y desventajas de los osgism
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Tabla No. 1 Anticoagulantes como aditivos comunmente empleadddematologia

Anticoagulante | Concentracion Proporcion Pruebas Pruebas no Ventajas Desventajas
indicadas indicadas
EDTA 10% 0.1mL/5mL de | -BH -Muy soluble en la sangre|. -En muestras con mas de
(C1oH16N20g) sangre -Frotis sanguineq -No destruye las células. | 2 horas de haberse
K,EDTA-2H,0 1.5-2.2mg/mL | y de médula ésea -Poco téxico tomado, pueden llegar a
KsEDTA de sangre -Impide la agregacién dg presentarse diversgs
plaguetas (en algungscambios en la morfologia
casos no) de los leucocitos
-No diluye la muestra por eritrocitos.
emplearse en forma de
polvo.
Heparina 0.1-0.2mg/mL | -Fragilidad -Leucocitos -Reduce la hemolisis y la-Es caro
de sangre osmotica -Frotis agregacion plaquetaria -No recomendable par
15-20 UI -Degranulacion -Fosfatos banco de sangre
de basdfilos inorganicos
-Reduccion de
NBT
Citrato de sodio| 3.8% (0.129 M)| 1 parte:4 partes -VSG -BH -Permite  realizar las -Diluye la muestra y ng
(CsHsO;Nay) de sangre pruebas de coagulacién,puede emplearse para
por conservar mejor lasBH.
3.2% (0.105 M) | 1 parte:9 partes| -Pruebas de proteinas coagulantes,
de sangre coagulacion debido a su accion
-Plaguetas anticoagulante.
Oxalato de 0.1M 0.1 M/mL de | -Pruebas de -Nitrégeno en| -Soluble. -Altera la permeabilidag
sodio sangre coagulacion sangre del eritrocito, ligeral
-VSG hemodlisis.
Oxalato de 3 partes de 2mg/mL de -Férmula roja -Frotis -Econdémico. -No se puede emplear €
amonio y oxalato de sangre -Leucocitos -Nitrégeno  en| -Facil de preparar. las transfusiones.
potasio amonio/2 partes -Pruebas sangre -No diluye la muestra. -Altera la morfologia de
[(NH4)2.C,04:K de potasio bioguimicas -Determinacion eritrocito.
C.04) de potasio -Altera el VCM.

)
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TOMA DE MUESTRA

Hace mucho tiempo los griegos establecieron ldadmmoral en la cual la bilis
negra y verde, flemas y sangre, eran consideramloe ¢os cuatro “humores” del cuerpo
humano. Esta teoria fue responsable de la pradticaangrado (flebotomia). El objeto de
invadir una vena con una aguja fijada a una jerimgaun tubo recolector cerrado al vacio,
es obtener un espécimen de sangre para realizgsign&iltiples de sus constituyentes en
el laboratorio clinico. La recoleccion de sangreluye especimenes: venoso, arterial y
cutaneo o “capilar”.

La Asociacion Nacional de Flebotomia ha ayudagwomover los conocimientos
cada vez mas necesarios para que se deé la delpdaanmcia a la recoleccion de sangre.
Ademas el Clinical and Laboratory Standards In&it(CLSI) antes NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory), ha escrito @&irecomendaciones orientadas a la
correccion de métodos para la recoleccion de aseeeis de sangre y al igual ha publicado
normas para la recoleccion de tubos al vacio y pamaanejo de transferencia de los
especimenes.

Paciente

Muchas pruebas no requieren el ayuno, pero ergyef que los pacientes no
tomen alimento por lo menos 4-6 horas antes deutxipn venosa. Esto reducira la
posibilidad de lipemia quilomicrénica, la cual peddterferir en muchos métodos por no
estar el suero apropiadamente limpido. Un probleragor que las interferencias por falta
de ayuno es la interferencia por medicamentos; duaea posible, deben suspenderse
medicamentos con capacidad de interferencia coaqmd lo menos 48 horas antes de la
recoleccién de sangre. El consumo de cafeina,cehal y el uso de tabaco son muy
comunes. Eliminando estimulos indeseables es Imafomas segura para prevenir la
interferencia fisiologica. Por ejempltBombear con la mano o apretar los pufios durante
el proceso de la recoleccionyenera resultados anormales de potasio.

Los pacientes se clasifican en internados y easerm ambulatorios. Se sabe
perfectamente que la postura del paciente puedéaies resultados de algunas pruebas.
Un individuo puede tener diferentes resultados p@etas pruebas, dependiendo si esta
acostado, sentado o de pie en el momento de laceiin. Laestasispor el torniquete
causa un efecto de hemoconcentracion similar al cquuesa la postura. El torniquete
utilizado para una puncién venosa no debera apéctan apretado que el pulso de la
arteria radial se pierda y debe permanecer un migomo méaximo. El objeto del
torniquete es aumentar el llenado de las venasqaradstas se hagan mas prominentes.
Bokelund et.al. han establecido que el torniquetdrdbbuye ampliamente a la variabilidad
de los resultados.

Un flebotomista debe mantener buena salud e l@giersonal, con su ropa, cabello
y ufias.

Algunos factores fisiologicos especificos del pate pueden afectar los resultados
de las pruebas de laboratorio, algunos de ellodgruser:

» Postura: Un cambio de posicion supina (boca aralsgntado o acostado genera un
paso de agua de los vasos sanguineos a los esipdeistciales provocando que la
sangre se concentre.
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* Ritmo circadiano: El hecho de tomar una muestrarterel dia o por la noche
provoca un cambio en los resultados.

» Ejercicio: Incrementa el metabolismo de algunoslimsay por lo tanto puede
generar resultados erréneos.

» Estrés.

» Dieta: ayuno prolongado o muy corto.

» Habito de fumar: Dificulta las punciones cutaneaslps alteraciones circulatorias
que genera.

Zonas de recoleccion
Especimenes venosos

Las venas superficiales de la cara anterior delbaazo son las mas comunes para
la venopuncidn, las tres venas principales paradaleccién son (Figura 1):

1. Vena cefélica, ubicada en la parte superior dedbtaarzo y en direccién del pulgar
de la mano.

2. Vena basilica, ubicada en la parte inferior detlarstzo y en direccion contraria al
pulgar.

3. Vena cubital mediana, ubicada en la parte antel@rcodo y conecta las venas
cefalica y basilica; a esta zona se le llama fogacabital. Esta vena es la de
eleccién para los especimenes venosos.

Especimenes capilares o cutaneos

Debido a que este tipo de sangre difiere ligerdenen la composicion de la sangre
venosa, su obtencion queda restringida a casoscialgse tales como, pacientes
pediatricos, personas obesas a las cuales no padda localizar una vena y en pacientes
guemados o con quimioterapia. También este tipgadgre es empleada para algunos tipos
de estudios, por ejemplo, tiempo total de coagatagitiempo de sangrado.

Existen tres zonas para poder obtener estos espeedrsanguineos (Figura 2):
1. Yema de los dedos
2. Lébulo de la oreja
3. Talon (solo neonatos)
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Puncién perpendicular a
las huellas digitales

=,

2

—

Las lineas punteadas indican la
zona adecuada para la puncién
en la planta del pie

Fig. No. 2.Sitios de puncion cutanea (sangre capilar).
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Especimenes arteriales

Este tipo de sangre rara vez se emplea para estdei rutina, pero esto no la
descarta de emplearse para cualquier tipo de estsidi embargo su principal empleo es
para la determinacion de gases sanguineos. Debitgsgo que conlleva la obtencion de
tales especimenes, estos Unicamente deberan seidoist por un médico, un quimico o
una enfermera con entrenamiento especial.

Los sitios habituales para obtener sangre arsoialFigura 3):
1. Arteria radial
2. Arteria braquial o humeral
3. Arteria femoral

Arteria radial

Arteria femoral

Fig. No. 3.Principales sitios de puncion arterial
Instrumentos para recoleccion
Torniquete
Se emplea como barrera contra el flujo de sangresa, con el objetivo de
visualizar una vena con mayor facilidad. Puedaisartira 0 manguera de latex, una correa
de velcro o bandas ajustables. En la actualidesteaxuna gran variedad de formas para los

torniquetes, las cuales dan una mejor presentgoén,sobre todo mayor comodidad tanto
para el paciente como para el flebotomista.
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Solucidén para la asepsia de la piel

La solucion aséptica mas comun es el alcohol ggolco al 70%. Debe aplicarse
con torundas empapadas de esta solucion. Pueddeaeseptambién soluciones de etanol
al 70% (ya no es recomendable), cloruro de benzmdaloruro de zefiran) o soluciones
antisépticas comerciales.

Jeringas

Son sistemas integrados por un cilindro graduadongilitros, un embolo y una
aguja con punta en un solo extremo y una basemantgarse en el cilindro de la jeringa
(Figura 4). Las agujas para jeringa son de tomealiieben emplearse en la extraccién de

sangre en pacientes pediatricos, geriatricos oasp de pacientes con venas fragiles o
diminutas que no puedan resistir la presion negatél sistema al vacio.

@ﬂ: B L T ——

Fig. No. 4.Esquema de una jeringa

Sistema al vaci¢Figura 5)

1. Agujas: Son estériles y presentan varias longitydaschos (calibre o apertura).
Disefiadas para encajar en el sistema de sujecidmlzte al vacio mediante una
rosca. Son consideradas de toma multiple por elatem de goma en el extremo
posterior al bisel para impedir la salida de san@edibre para adultos: 21, longitud
de 1 pulgada (2.4 cm). Ejemplos de agujas, somgugeEclipse Blood Collection
Needle (BD) y el dispositivo Vacu-Pro VenipunctU¥eedle Protection Device
(Concord Portex).

2. Dispositivo de sostén: Son bases plasticas dissfipalaa sujetar las agujas, son
desechables y de uso Unico, pero pueden limpiarsergiendolas en solucién de
lavandina al 10%. Ejemplos: sostén BD Pronto QuReskease Needle Holder,
dispositivo Safety-Lok Needle Holder (BD) y Saf-TiadGWinfield Medical).

3. Tubos al vacio: Son de plastico o vidrio, contienea cantidad preestablecida de
un aditivo sellado al vacio. El vacio corresponideoumen indicado en la etiqueta.
Por lo general estan recubiertos con silicona pi@minuir las posibilidades de
hemolisis. Estos tubos se manejan por codigo deremlen el tapon, el cual
depende del aditivo que contiene en su interiofadrabla 2 se muestra el color del
tapon y el aditivo que contienen los tubos méas eagus en Hematologia.
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Fig. No. 5.Elementos empleados en los sistemas al vacio.

Tabla No. z Codigo de colores para tubos al vacio

Color del tapon
Vacutainer

Aditivo

No. de inversiones

Rojo con negro Gel separador y activador de la 5
Dorado (Hemogard) coagulacion
Verde con negro Gel separador y heparina de litio 8
Verde claro (Hemogard
Rojo Activador del coagulo 0
Amarillo con negro Trombina 8
Anaranjado (Hemogard
Azul militar (Hemogard Heparina sodica 8
NaEDTA 8
Ninguno 0
Verde Heparina sodica 8
Heparina de litio
Gris Oxalato de potasio y fluoruro de sodi( 8
Fluoruro de sodio 8
Fluoruro de sodio/(EDTA 8
Tostado (Hemogard) Heparina sodica (vidrio) 8
K,EDTA
Amarillo Polianetolsulfonato de sodio (SPS) 8
Acido citrato dextrosa (ACD) 8
Lavanda o lila KEDTA liquido (vidrio) 8
K,EDTA desecado (plastico) 8
Rosa (Hemogard) #DTA desecado 8
Celeste Citrato de sodio 0.105 M =3.2% 3-4

Citrato de sodio 0.129 M =3.8%
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Equipos de infusion alados (mariposas = butterjlies

Dispositivos intravenosos que presentan una agufa y una sonda delgada con
alas plasticas adheribles (Figura 6). Pueden carsecta los dispositivos de sostén
Vacutainer, jeringas o frascos para hemocultivoaeptadores especiales. Son empleados
en la toma de muestra de nifios o pacientes intesrditiciles de extraerles sangre.

Fig. No. 6.Elementos empleados en los equipos alados. ATyBos al vacio; C: Sistema
alado; D: Dispositivo de sostén.
Tubos Microtainer

Los tubos Microtainer (Figura 7) estan destinadok extraccion, transporte y
procesamiento de muestras de sangre capilar eratospmifios, pacientes geriatricos y
pacientes en estado critico. Las lineas de nivebtlenen impresas en los tubos, aseguran
una relacion sangre/anticoagulante apropiadan&alinferior (200uL) indica la cantidad
minima de sangre que puede recolectarse y la $imgerior (800 pL) la cantidad maxima
de sangre que puede contener.

i |
e S
Somesionmy

Fig. No. 7.Tubo Microtainer.

Actualmente se recomienda evitar el uso de lagaridebido al elevado riesgo de
exposicion que supone el proceso de transferemcia dangre desde la jeringa hasta el
tubo colector. En su lugar se recomienda el ustoslsistemas al vacio, sin embargo el
instrumento de recoleccion que se deba empleaads toma dependera de la situacion de
la misma. El CLSI ha estandarizado el procedimiglgda puncion venosa, por lo cual
cuando se trate de una toma multiple debe seguirseden:

A. Método de tubos al vacio

*> Procedures for the collection of diagnostic blopcimens by venipuncture. Approved Standard-Fifth
Edition. NCCLS Approved Standard Document H3A5, Vol. 23 No. 32, p. 17. 2003.
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En el

Tubos estériles para hemocultivo

Tubo tapon rojo (sin aditivo)

Tubo tapon celeste (citrato de sodio)

Tubo tapon rojo con negro (gel separador y activddda coagulacion)
Tubo tapon verde o verde con negro (heparina)
Tubo tapon lavanda o lila (EDTA)

Tubo tapon gris (oxalato de potasio y fluoruro deig)
Tubo tapon amarillo (ACD)

o de jeringa

Tubos estériles para hemocultivo

Tubo tapon celeste

Tubo tapon verde

Tubo tapon lavanda o lila

Tubo tapon gris

Tubo tapon amarillo

Tubo tapon rojo

caso de que sélo se requiera muestra pasbgs de coagulacion por el

método de tubos al vacio, primero debe obtenemsgresaen un tubo de tapdn rojo para
evitar contaminacion con tromboplastina tisular. &ncaso de sistemas alados debe
obtenerse primero un tubo de tapdn rojo para aaegurde llenar toda la céanula de
extraccion del sistema.
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Fundamento

Los resultados de un examen de laboratorio conh® poueba analitica consisten de

tres etapas; preanalitica, analitica y postanalipor lo tanto la etapa preanalitica es la de
mayor importancia pues de la calidad del espécsaaguineo dependera el resultado final
del examen realizado. Para que el resultado decamen sea idealmente significativo, el
espécimen de sangre debe reflejar el estado figoaidlel paciente en el momento de la
recoleccion. La exactitud y precision de los dates un laboratorio, dependen
fundamentalmente de la calidad del espécimen.

Material

Torniquete (Ligadura)

Hisopos o torundas de algodon humedecidas en jsapobal 70%
Jeringas de pléastico estériles (5 mL) o tubos ailova

Agujas (calibre 22)

Agujas para toma multiple (Vacutainer®)

Soporte para el sistema Vacutainer®

Recipiente de plastico que contenga cloro al 0,68bocdesactivador

Reactivos

Isopropanol al 70%
Cloro al 0,5%

Procedimiento

Noohr~wbdpRE

9.

Preparar la orden de ingreso.

Identificar al paciente mediante la confirmacionsdenombre.

Verificar el protocolo de trabajo y seleccion de fobos.

Etiquetar los tubos con la identificacion corregfiente del paciente.

Posicionar al paciente para que esté comodamentidseo recostado.

Seleccionar el sitio adecuado para la venopuncion.

Limpiar la zona con una torunda humedecida en ogaprol al 70%, de manera
circular de adentro hacia afuera o verticalmenteresolo sentido y asegurandose
de girar la torunda.

Aplicar un torniquete en la parte superior del braan la ligadura de goma 5 cm
arriba de la zona de puncion. Que no exceda deinuatanentre la aplicacion del
torniquete y la puncion.

Después de haber limpiado y antes de realizaraipn, permitase secar el lugar
elegido. Esta precaucion previene la hemalisigiyee el dolor por la puncion.

10.Realizar la puncion fijando la vena con el pulgé&r &5 cm por debajo de la zona e

insertar la aguja, con el bisel hacia arriba, coranigulo entre 15-30° entre la aguja
y la piel

11.Se insertan los tubos al vacio en el orden cor@etextraccion. Si el tubo contiene

anticoagulante, mezclarlo perfectamente bien consdagre hasta su total
homogenizacién. En el caso de emplear jeringa t#a ten poco el émbolo de la
jeringa, para que la sangre comience a fluir.
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12.Se retira el torniquete una vez extraida la cadteiasangre requerida.
13.Colocar la torunda sobre la zona de puncion, ssipnar y se retira la aguja o la
jeringa. Presionar ligeramente sobre la zona unaetéada la aguja hasta que deje
de fluir sangre.
14.En el caso de extraccion con jeringa se vierteatege en los tubos en el orden
correcto. Vaciar la sangre por las paredes del tighd3 x 100 mm que contenga o
no anticoagulante, segun se requiera.
15.El material punzocortante generado durante la extracion de sangre, debe
colocarse en recipientes de colecta apropiados pajaringas, agujas etc., en
caso de que por el momento no se cuente con estoatenedores, colocar las
jeringas y agujas separadamente en un recipiente daastico que contenga
solucién de cloro al 0.5% durante una hora.
16.Para el lavado final de tubos con sangre y materiajue haya tenido contacto
con el tejido sanguineo, también debe colocarse elos recipientes
desactivadores de Cloro al 0.5% por lo menos 1 homantes de ser lavados. El
empleo de guantes de latex es obligatorio para elvado de todo este tipo de
material.
Nota: Estos dos ultimos pasos del procedimientdefen efectuar de manera sistematica
en cada una de las practicas que se realizarastemédulo de Hematologia y gsiempre
deberan de seguir aqui y en el futuro de sus piméatos de Laboratorio Clinico.
NO SE VOLVERAN A INDICAR AL FINAL DE CADA PROCEDIMENTO.

Precauciones

Toda muestra de sangre y cualquier otro tipo desina biologica debe manipularse
con extremo cuidado para evitar la contaminacidradalista y del area de trabajo. Por lo
cual se deben emplear guantes durante todo elgarocelguin otro tipo de proteccion,
como, gogles o gabinetes de seguridad cuando etgwdo requiera; asi como seguir en
todo momento las reglas de seguridad del labocatori

Actividades

Adquirir los conocimientos para la adecuada rewidm de sangre y las
aplicaciones de los procedimientossaguridadque se deben aplicar en el Laboratorio.
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HEMATOCRITO

La determinacion del hematdcrito se realiza paedinel volumen que ocupan los
eritrocitos en muestras de sangre capilar o vergsanide por medio de centrifugacion y
se expresa como fraccidn decimal. Se consideramisios las siguientes expresiones:
volumen de paquete globular (VPG), fraccion deuwwn de los eritrocitos y valor del
hemataocrito.

La determinacion del hematdcrito es un métodoikencconfiable para detectar
presencia 0 ausencia de anemia o policitemia yepois de paquetes leucocitarios y
plaguetarios anormales. En realidad, el hematéenéalido por centrifugacion es mas
confiable para el “monitoreo” de pacientes congi@imia que los calculados con muchos
de los contadores automaticos existentes en elbherc

Para la determinaciéon del hematocrito existen do&todos a escoger: el
Micrométodo y el Macrométodo. Estos métodos haa saleccionados por su amplio uso
y por sus niveles aceptables de exactitud y pgegistmpleando equipo relativamente
sencillo.

En ambos métodos se centrifuga una columna deeasig embargo, tanto en el
Micrométodo, como en el Macrométodo, el plasma peeue atrapado entre los eritrocitos
centrifugados e incrementa la longitud aparentéadsmlumna de eritrocitos en 2% en la
sangre normal y ain mas en ciertas condicionesrehes, principalmente en la deficiencia
de hierro, talasemia, esferocitosis y la enfermestatbcida como “sickle cells” (células
falciformes o drepanocitos). Esto debe de tomanseuenta cuando se requiere un alto
grado de exactitud. Existe un método de referepaia corregir el porcentaje de plasma
atrapado, pero requiere de mucho tiempo y pefciajo que es poco practico para su uso
ocasional en los laboratorios de rutina. Para lal @ Consejo Internacional para la
Estandarizaciéon en Hematologia (ICSH) desarrolldmétodo de referencia alternativo,
gue resulta practico para la calibracion de equiudsmatizados.
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Fundamento

En el macro y micro métodos se centrifuga unamoohi de sangre dentro de un
tubo uniforme cerrado en uno de los extremos, f@dtEner un paquete de eritrocitos en el
fondo del tubo. La centrifugacion se prolonga hgsia el paquete celular este tan apretado
gue al volver a centrifugar en las mismas cond&sose obtenga la misma columna
inalterada.

Material e instrumentos
» Sangre venosa con anticoagulante (Macrométodo)
» Sangre capilar o venosa con anticoagulante (Microtag
e Capilares de vidrio especiales de banda roja @viiétodo)
» Sellador (plastilina)
* Mechero Bunsen
e Microcentrifuga
» Centrifuga clinica
e Tubo de Wintrobe (Macrométodo)
» Pipeta Pasteur con bulbo o jeringa equipada coja éayga

Procedimiento
Macrométodo

1. Recolectar 5 mL de sangre venosa con anticoagulante

2. Homogenizar perfectamente bien la sangre con @cagulante por inversion del
tubo (Figura 8).

3. Llenar el tubo Wintrobe de la parte inferior haaraiba con sangre empleando una
pipeta Pasteur, teniendo cuidado de no formar asb&n caso de que se formen
burbujas, vaciar el tubo con la misma pipeta ydiennuevamente.

4. Despues de retirar la pipeta o la aguja, la colusmaangre debe quedar en la
marca de 100 mm.

5. Centrifugar durante 10 minutos a 2000-2300 g (Vabld 3). En la mayoria de los
casos no se completa el empaquetamiento en estelgepor tanto es necesario
extender el tiempo de centrifugacion hasta 60 rsgut

Tabla No. & Revoluciones por minuto requeridas para alcanzeoxapadamente 2000-
2300 g a varias distancias del eje

REVOLUCIONES POR MINUTO

RADIO (cm) 2000g 23009
15 3400 3600
20 2900 3100
25 2600 2800
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6. Retirar los tubos de la centrifuga. La altura dedlumna de eritrocitos es expresada
como una fraccion de la longitud original de lauooha de sangre (100mm=100%),
se lee la columna excluyendo la capa de leucogifdaquetas.

7. Para la limpieza de los tubos de Wintrobe, debewagé&rse de la misma manera
gue fueron llenados y con la misma pipeta Pastawia tubo se limpia forzando el
agua hasta el fondo y desplazando la suciedad hisisa. Esta operacion debe
hacerse repetidas veces hasta que el tubo queaie.lim

“L
v vl

= 1 inversion

7 N
b J

Fig. No. 8.Forma adecuada de mezclar la sangre con el adigivinbo.
Micrométodo

Mezclar la sangre por inversion del tubo.

Los capilares de vidrio se llenan con sangre Hastdos o tres cuartas partes de su

longitud total.

3. Sellar el extremo seco y opuesto al orificio dedldo con plastilina o mediante el
calor de una flama (en este caso procurar que estseche el cuello del capilar y
gue esté quede plano en la punta).

4. Colocar los capilares en los rieles de la micratienfa y asegurarlos, registrar el
namero de la posicién que ocupan los capilares.

5. Centrifugar de 10000 - 15000g por 5 minutos (ermiayoria de los casos las
microcentrifugas ya tienen calibrada esa velocdladnte los 5 minutos que indica
la perilla de la centrifuga).

6. Sacar los capilares de la microcentrifuga. Loslasgs se miden uno por uno. Si no
se van a medir inmediatamente, se colocan de maedreal hasta que se lean.

7. Las mediciones se hacen con respecto a la londeuld columna de eritrocitos y
pueden hacerse colocando el tubo capilar contral papimétrico, o contra una
regla. Las capas de plaquetas o leucocitos seyexctanto como sea posible.

8. Cuando la prueba se hace por duplicado con finesod#&ol de calidad, los dos

resultados no deben diferir mas de 2% (0.02 L/L).

N =

Valores de referenci&

A nivel de la ciudad de México los valores de refieia oscilan entre:

Y Agrupacién Mexicana para el Estudio de la Hemaial¢gMEH)
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Hombres: 46-56% (0,46-0,56 L/L)
Mujeres. 39-50% (0,39-0,50 L/L)

Los valores del hematécrito dependen del sexdadedad y altura del sitio de
residencia. De conformidad con las recomendacid@&s1/IFCC/WASP para el uso de
unidades Sl en las mediciones del laboratorioadidiebiera expresarse como una fraccion.

Actividades

En la realizacion de esta practica, se procedeféciuar solamente el Micrométodo
para el hematdcrito.
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VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR (VSG)

La VSG es una prueba sencilla, barata e inespa@fnpleada desde hace muchos
afos para contribuir al diagnostico de enfermedadksnatorias, incluyendo infecciones,
cancer y enfermedades autoinmunes. La VSG es uebarinespecifica porque sus
aumentos indican un probable proceso inflamatdeggenerativo o necrobiético, pero no el
sitio donde se estd desarrollando y mucho menasdaa, ademas de que otras causas
diferentes a la inflamacion pueden llevar a un aumele la VSG. Es por ello que esta
prueba no se puede emplear aisladamente.

La VSG constituye una medida indirecta del grdddnflamacion presente en el
organismo. Mide la velocidad de caida (sedimentgai@ los eritrocitos en el plasma, por
lo cual esta velocidad depende de tres factoraesipdalmente:

1. La composicion proteinica del plasma (alteracion l@nconcentracion de las
proteinas plasmaticas, asi como el aumento dendipeno o alteracién en la
proporcion entre las distintas fracciones protgicas

2. Eltamafo, forma y carga de los eritrocitos.

3. La concentracion de los eritrocitos.

Los resultados se expresan como milimetros denpldsansparente que quedan en
la parte superior de la columna después de quethayscurrido una hora. Normalmente,
los glébulos rojos van cayendo lentamente, dejguba cantidad de plasma transparente.
El hecho de que exista una concentracion elevad@éedas proteinas (como el fibrinbgeno
o las inmunoglobulinas) provoca que los eritrocitagjan mas precipitadamente, debido a
gue se ve afectado el potencial Z (carga negatigegu membrana por la presencia de las
cargas positivas de estas proteinas.

Se ha observado que los eritrocitos sedimentam@mrapidez en la sangre de las
mujeres que en la de los hombres y mucho mas sle geispués del tercer o cuarto mes de
embarazo. La aceleracibn empieza a las diez o degwmnas y aumenta moderada y
progresivamente para normalizarse alrededor deasnd@spués del parto.

La sedimentacion de los eritrocitos se aceleralaenuberculosis y en otras
enfermedades infecciosas cronicas tales como: ardits bacteriana subaguda,
espondilitis anquilosante, lupus eritomatoso disehd y en proporcion a la actividad del
padecimiento, también en varias de las llamadasrmetlades del tejido conjuntivo como
la fiebre reumatica, carditis reumatica y la agnieumatoide. En el cancer, va a depender
de acuerdo con la extension del proceso maligndagEmflamaciones agudas localizadas,
donde la velocidad parece aumentar en relacibnetonimero de leucocitos, asi como
también en las disproteinemias, como por ejemplomieloma mudltiple. Ademas el
embarazo, la menstruacion y el uso de anticonaeptirales también son causa de
aumento de la VSG.

Se han empleado principalmente dos métodos padir taeVSG: el método de
Wintrobe y el método de Westergren, siendo esteébdo recomendado por el CLSI
debido a que permite un tiempo de caida libre @d&@®len comparacién con el método de
Wintrobe.

En la actualidad existen pipetas de sedimentap@ma realizar el método de
Westergren. Estas pipetas consisten en un tubdwraddi de cristal o material plastico (mas
recomendable) desechable con medidas de longi@@£3.5 mm) y calibre (2,55 + 0,15
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mm) bien definidas, montadas sobre un soporte quexlep enroscarse al tubo para
inmovilizar la pipeta en posicion estrictamenteticat.

Existen en el mercado equipos automatizados queitea obtener resultados en 20
minutos comparables con los obtenidos con el méedé/estergren en 1 hora, ejemplo de
estos equipos es el sistema Ves-Matic que posesensor optoelectrénico que mide el
cambio de la opacidad de una columna de sangrel@angue se produce la sedimentacién
de la sangre. La aceleracion de la sedimentacidogsa al colocar los tubos en un angulo
de 18° con respecto al eje vertical.

La mayoria de los métodos automatizados disefa@osestan enfocados a reducir
el tiempo de proceso y las manipulaciones interasede la muestra al emplear el mismo
tubo de extraccion como base para introducir latpipExisten algunas microtécnicas, tales
como, Crista, Hellige-Vollmer y la Relacion Z delseentacion.
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Fundamento

Dado que la sangre es una suspension de elenfentoss en plasma, cuando se
deja sangre total anticoagulada en reposo dentrandebo perpendicular a temperatura
ambiente, los eritrocitos descienden hacia el fateldubo debido a su mayor peso sobre
los demas componentes de la sangre. La determindeitbs milimetros que los eritrocitos
sedimentan se realiza durante un periodo de tietigpendiendo del método empleado.
Durante este tiempo se observan tres fases:

1. Periodo inicial de agregacion. Durante esta fas@reduce el apilamiento y la
sedimentacion es bastante lenta. Dura unos 10 osingh un periodo de
observacion de 1 hora.

2. Periodo de sedimentacion rapida. Durante este duwerida velocidad de
sedimentacion es constante y dura unos 40 minutos.

3. El periodo final de concentracion. Persiste haktiénal de la hora y luego mas
tiempo adn.

Material
* Tubos de Wintrobe
» Pipetas Pasteur de punta larga o jeringas equigasaguja larga
* Bulbos para pipeta Pasteur
* Soporte para tubos Wintrobe
* Sangre venosa con EDTA

Procedimiento
Método de Wintrobe

1. Recolectar 5 mL de sangre venosa en un tubo cadm idp, mezclar por inversion
(Figura 8).

2. Llenar el tubo de Wintrobe desde el fondo hacidarcon sangre empleando una
pipeta Pasteur de punta larga o una jeringa eqaipgad aguja larga, teniendo
cuidado de no formar burbujas de aire.

3. Lasangre debe quedar en la marca superior macoaaa 0.

4. Colocar el tubo Wintrobe en posicion perfectamerggical en un soporte para
tubos de Wintrobe y cuya posicion sea fija. Unaa@ncado el tubo en el soporte
este no debe ser sometido a movimientos ni vibnasio

5. Activar un cronometro o tomar el tiempo inicial.

6. Al finalizar la hora de sedimentacion se lee lgltard de la columna de plasma que
gueda por el desplazamiento de los eritrocitosahabajo. La lectura se toma de
arriba hacia abajo y cada marca del tubo corresparidnm.

Nota: Procurar que la prueba sea realizada a una teperatura constante, pues
variaciones en la misma pueden alterar la VSG.
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Interpretacion

No se han establecido muchos aspectos de la V&&.demostrado que es mayor
en las mujeres que en los hombres y que aumentdacedad. Esto no parece estar
relacionado con niveles mas bajos de hematiesrdppoenos en los hombres, tampoco
con cambios en las proteinas del plasma. Seguntdapietacibon mas comun, la VSG
acelerada es una respuesta inespecifica a un dafios dejidos. Esto es tan sélo una
indicacion de la presencia de la enfermedad y fiejaemuy exactamente la gravedad. Su
utilidad mayor consiste en demostrar la remisionudeproceso inflamatorio. Hay que
servirse de la prueba con sumo cuidado. Es sumanggihtpara seguir la evolucién de
ciertos procesos inflamatorios, por ejemplo, laetablosis y la fiebre reumatica.

Valores de referencia

Método de Wintrobe

Hombres 0— 7mm 4 mm
Mujeres 0—-15mm 10 mm
Nifos 1-15mm 5-10mm
Actividades

* Realiza la determinacién del hematdcrito (Macromé}o

 En caso de que el hematécrito haya resultado poajalede los valores de
referencia, efectuar leorreccionde la lectura segun el Grafico de Wintrobe —
Landsberg (Figura 9).
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Fig. No. 9. Gréfico de Wintrobe-Landsberg

60

Se busca la linea horizontal que corresponde aildsetros de sedimentacion en
una hora. Se sigue esta linea hasta interceptagrial correspondiente al hematdcrito,
desde ese punto se sigue la linea hacia abajodragtx la curva remarcada en negro. Este
punto de interseccidn representa la VSG corregida.
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HEMOGLOBINA (Hb)

La hemoglobina es la proteina eritrocitaria inthalee encargada del transporte de
oxigeno desde los pulmones hacia los tejidos yrdesporte del dioxido de carbono desde
los tejidos hacia los pulmones. Su propiedad tdraerdinaria de afinidad por el oxigeno
se ve reflejada en el hecho de que cada gramondegh&bina puede transportar hasta 1,34
mL de oxigeno.

Cada molécula de hemoglobina estd compuesta panillo tetrapirrolico que
surge del metabolismo de las porfirinas y que wrmaunido a un atomo de hierro forman el
grupo Hem y de dos pares de cadenas polipepti@itasnas) de tipa (o 0 ) 0 noa (B, v
09).

Las globinas de tipax son cadenas de 141 aminoacidos y los genes que las
codifican estan localizados en el cromosoma 16. dlabinas noa se forman de 146
aminoacidos y los genes que las codifican se karalde manera lineal en orden de
activacion en el cromosoma 11. La combinacion pemep de estas globinas da como
resultado distintos tipos de hemoglobina:

C2y2 Hb Portland

C2¢2 Hb Gower | } Hemoglobinas embrionarias
aze2 Hb Gower I

o2Y2 Hb F }

a8, Hb A2 Hemoglobinas adultas

0(2[32 Hb A

Ei L'E dHe Bart } Hemoglobinas talasemicas

NGOk~ WNE

Los métodos empleados en hemoglobinometria puegleipase en cuatro clases
principales segun su técnica basica y sus variamggectivas: axolorimétricos b)
gasométricosc) densitométricoy d) quimicos

Hay dos métodos de uso habitual:
a) El método de cianuro de hemoglobina o cianometafbima (HICN), y
b) EI método de la oxihemoglobina (HBO

Método de Cianometahemoglobina

En 1967, el ICSH recomenddé emplear el método inéirico de la
cianometahemoglobina basado en el célculo de larladnscia luminica de una solucion de
hemoglobina previa transformacion en alguno dedenivados coloreados. Este método,
también fue adoptado de manera oficial por el Mali€ommittee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) en la actualidad CLSI, se caiaat@or su elevada fiabilidad debida
en gran parte a que el patron primario de HiCNresswolucion muy estable de HiICN cuyas
especificaciones han sido reconocidas por la Ozgaidin Mundial de la Salud (OMS).

Este método es el resultado de una necesidadtlasedesde hace mucho, de
mejorar la estandarizacion de las alteracionesd®flobina: es actualmente el método de
eleccion. Todas las formas de hemoglobina que puesteontrarse en la sangre
(oxihemoglobina, hemoglobina reducida, carboxihdolmiga y metahemoglobina, pero no
la sulfametahemoglobina) se convierten integramenteianometahemoglobina son las
mas estables de los diversos pigmentos hemogloBirfttiede afirmarse que las soluciones
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de cianometahemoglobina se mantienen estables nosnade 6 meses en congelacion. La
banda de absorcion de la cianometahemoglobina regildn de 540 nm es mas bien ancha
gue estrecha.

Los colorimetros fotoeléctricos permiten determil@ahemoglobina con exactitud
de £ 1 al 2 % en sistemas automatizados y + 2 &b #cnicas manuales estandar.
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Fundamento

La sangre se hemoliza por agregado de un agenseateivo. Se emplea una
solucién con ferricianuro y cianuro de potasiofegticianuro convierte el hierro ferroso de
la hemoglobina en férrico para formar metahemogkmbgue se combina con el cianuro
potasico para formar cianometahemoglobina estdb#ta determinacion involucra la
dilucion de la cianometahemoglobina 1:251. La d6élucclara y estable de la
cianometahemoglobina tiene un espectro de absocarun pico maximo relativamente
plano alrededor de 540 nm. Las mediciones en aésoid obtenidas en esta solucion, con
los espectrofotometros, sigue tipicamente la Lelatabert y Beer a través de un amplio
rango de concentracion.

Hb(F&) —RFeENy o etahemoglobinaife—KSN—» cianometahemoglobina

La absorbancia de la cianometahemoglobina a 548sndirectamente proporcional
a la concentracion de Hb

Material e instrumentos
» Sangre venosa con anticoagulante
* Pipeta de Sahli de 0.02 mL (20Q)
* Boquilla
* Pipetas volumétricas de 1, 2, 3,4,y 5 mL
» Celdas espectrofotométricas
» Espectrofotometro

Reactivos
e Solucion diluyente de Drabkin
» Estandar de cianometahemoglobina

Procedimiento
Preparacion de la curva estandar de Hb

1. Realizar las diluciones en 6 tubos de ensayo dell® mm como se muestra en la

tabla 4.
Tabla No. 4. Curva de calibracion para la determinacion de étgabina
No. de tubo Vol. Drabkin| Vol. estandar | Absorbancia | Concentracion
(mL) (mL) de Hb (g/dL)

Blanco 5.0 0.0
1 4.0 1.0
2 3.0 2.0
3 2.0 3.0
4 1.0 4.0
5 0.0 5.0

2. Colocar las diferentes diluciones de los tubosedtias espectrofotomeétricas.
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Medir la absorbancia de los tubos 1, 2, 3, 4 ydpeetivamente, usando el tubo
indicado como blanco y leyendo a 540 nm.

La siguiente formula se emplea para calcular laenmacion de hemoglobina en
0/100 ml. Para completar los espacios correspotediean la Tabla.4

Hb(g/dL) = Volumen del estandar X conmion del estandafg/dL) X 251
Volumen total

251 = dilucion de sangre

Muestra problema

1.

2.

ok

Recolectar 5 mL de sangre venosa en un tubo cobntéifa y mezclar por
inversion.

Colocar 5 ml del reactivo diluyente de Drabkin entubo de ensayo de 13 x 100
mm con una pipeta volumeétrica.

Llenar la pipeta de Sahli con la muestra de savgmesa hasta la marca de 0.02 mL
(20 pL). En caso de utilizar el método de puncion capitamar la muestra
directamente de la herida.

Limpiar la sangre adherida al exterior de la pipgtssahli.

Descargar el contenido de la pipeta de Sahli eb o de la solucion diluyente de
Drabkin, enjuagando ahi mismo tres veces la pipaspjrando y expeliendo
cuidadosamente, a fin de arrastrar toda la sargtasdparedes internas de la pipeta
de Sahli. La dilucion es de 1:251.

Mezclar la sangre con la solucién reactiva por bjed brusco con la misma pipeta
Sahli, con la ayuda de un agitador mecanico tiptexco mediante rotacion brusca
del tubo.

Dejar reposar la mezcla durante 10 minutos para lgueonversion de la
hemoglobina en cianometahemoglobina sea total.

Colocar la solucion de cianometahemoglobina ecdétas espectrofotométricas.
Medir la absorbancia de la solucion de cianometalggobina, usando la solucion
diluyente de Drabkin como blanco y leyendo a 540 nm

* La concentracion del Estandar comercial dependeta doncentracion que este indicada en la etiqueta
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Valores de referencia

Hb(g_;/dL)

Edad Hombres Mujeres
Primera semana de vida 17-21 17-21
1 semana a 2 meses 11-17 11-17

2 a 12 meses 11-15 11-15
1 a 3 afios 10-15 10-15

3 a 8 afos 11-15 11-15
8 a 15 afos 11-16 11-16
15 afios en adelante | 15.5-19.5 12.5-16.6

Actividades

» Determinar la concentracion de hemoglobina en g/ldlada una de las diluciones
de la Tabla 4 (tubo 1, 2, 3, 4, y 5), utilizandddemula indicada.

 Con los datos de concentracion de hemoglobina Jgfil cada dilucion y su
correspondiente lectura de absorbancia, trazarcgrafe A = f[C] en papel
milimétrico y ajustar los puntos.

* Interpolar la lectura de absorbancia de la mugsthlema con la gréfica obtenida
de la curva estandar para obtener el resultadced®ollobina en g/dL.

Y Agrupacién Mexicana para el Estudio de la Hemaial¢gMEH)
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RECUENTO DE ERITROCITOS

Los recuentos celulares anteriormente se realizetvamétodos manuales siendo el
corazon de esta prueba los hemocitdmetros o carnar@adoras, hoy en dia se emplean
equipos electrénicos que pueden ser semiautomasizadutomatizados.

El principio del recuento celular manual es seacyl similar para eritrocitos,
leucocitos y plaguetas, solo varian la diluciondiglyente y el 4rea contada. Hasta hace
poco el recuento se expresaba en cantidad po?, pon el volumen obtenido en el
hemocitometro, el cual se determina mediante medideales, y actualmente se expresan
en litros (L), pues los equipos automatizados @rentna mayor cantidad de células
suspendidas en una solucién diluyente isoténica.

Los principios generales de estas mediciones son:

1. Escoger un liquido de dilucién que no solamenteydillos eritrocitos hasta cifras
legibles, sino también permita identificarlos dewnotra manera, o destruya otros
elementos celulares.

2. Emplear una camara de recuento de gloébulos, o mtador electrénico, que
presentan al observador o al aparato de lecturgl@isilos en forma tal que se
pueda establecer el nimero de ellos por unidadlenen de liquido. El contador
electronico de glébulos evita el error humano, yc@htar un mayor numero de
glébulos, resulta estadisticamente mas preciso.

Recuento manual
Hemocitbmetro o camara de conteo

La camara de conteo es un aparato de vidrio 6ptipecial de precision, se emplea
para contar células o particulas en suspensiénn&laca rectangular gruesa del tamafio
de un portaobjetos, con dos superficies elevadaaagas por una hendidura en forma de
H (Figura 10).

Las prominencias transversales estan localizadesda lado de la zona rayada.
Sobre las prominencias transversales se colocaubreabjetos plano estandarizado y
opticamente corregido. Entre la superficie infedet cubreobjetos y la superficie de la
zona rayada existe una profundidad de 0.1 mm. Susikzarse los hemocitdmetros con
rayado de Neubauer modificado.

Esta camara consta de un cuadro primario que mi@lern (9 mm), subdividido
en nueve cuadros secundarios, cada uno de 1x1 mmnf)l. Los cuatro cuadrados
secundarios de las esquinas llamado®, C y D que muestra la Figura 11, se emplean
para el recuento de leucocitos y se subdividenGeouadros terciarios cada uno de ellos
respectivamente.

El cuadro milimétrico centrdt, est4 subdividido en 25 cuadros cuaternariosdg ca
uno de los cuales mide 0.2x0.2 mm. Cada uno des estadros esta subdividido
ulteriormente en 16 cuadros mas pequefos. El nUtoilode cuadros pequefios del cuadro
central suman 400 (25x16). Como regla, cinco decl@giros terciarios equivalen a 80 de
los cuadros mas pequefios (5x16) se emplean paeawsnto de eritrocitos y se marcan
comol, 2, 3,4y5 (Figura 11).
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cubreobjetos

Fig. 10 Camara de Neubauer y un primer plano de las deasnteo como se ven en el
microscopio. Los cuadros marcados con una W seeamgara contar leucocitos y los
gue estan marcados con una R para eritrocitos.

Pipeta para diluir los eritrocitos

La dilucién de la muestra se puede hacer con ipwgode Thoma o por el sistema
de dilucion en tubo.

Las pipetas de cristal de Thoma constan de undapitar graduado, dividido en 10
partes y marcado con un 0,5 en la quinta sefialnylcen la décima, y por encima un
ensanchamiento, ampolla o pera para mezcla, corbaiita de cristal en su interior de
color rojo indicando su uso para eritrocitos y bpara el uso de leucocitos, y por encima
de la pera otro tubo capilar corto con una marcadegrabada en la pipeta para recuento
de eritrocitos y de 11 en la de recuento de letm®ciEl volumen para la pipeta de
eritrocitos esta constituido por una parte a nikela marca 1 y 100 partes en la ampolla, o
una parte a nivel de la marca 0,5 y 200 partea ampolla.

Cuando la sangre es aspirada hasta la marca geeD)fuido de dilucién, hasta la
marca de 101, todas las células sanguineas sedavarampolla y la dilucién resultante en
el mismo es de 1 a 200. La parte capilar de latpipe contiene sangre, sino sélo liquido
diluyente; por consiguiente, no estd incluido envelumen y su contenido debe ser
expulsado antes que la suspension de eritrocitodgreeuzca en la cAmara de recuento.

Liquido diluyente
El liquido debe ser isotdnico para evitar la ligita crenacion de los eritrocitos.

Debe contener un fijador para preservar la formesleélulas y prevenir la aglutinacion y
autolisis, si y solo si, el recuento no puedelssatio a cabo dentro de una hora.
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Existen diversos tipos de liquidos de dilucionizaitios en el Laboratorio. Dentro
de los mas comunes se encuentra la solucion de rGpwae de Hayem, otros también
utilizados con cierta frecuencia son la soluciémdison y la solucién de Daice. Utilizando
estas soluciones se evita la formacion de conglaaosry apilamientos de eritrocitos. Los
leucocitos no llegan a destruirse y, aunque setenea la vez que los hematies, no se
originara demasiada variacion en el nimero totarideocitos contados.

El recuento manual de eritrocitos tiene un errdrl@86, el cual puede deberse a
multiples causas, algunas de estas pueden ser:

» Errores de extraccion: dilucion o hemoconcentradénla muestra. Hemolisis o
coagulacién parcial.

* Mala homogenizacion de la muestra.

» Utilizacion de material mal calibrado, sucio o halme

» Errores en la dilucion de la muestra.

» Céamara de Neubauer no calibrada, sucia o mojada.

* Llenado incorrecto de la cAmara de Neubauer.

» Empleo de cubrehematimétro descalibrado.

» Errores del analista durante el recuento y caladakzados.

Debido a esto y al empleo de equipos automatizaelosgcuento de eritrocitos
manual se realiza en raras ocasiones y ademéagpuesie ser substituido por parametros
eritrociticos manuales mas exactos, como el micnalbecrito y la Hb, pues estos
parametros guardan una estrecha relacion.

La regla del tres
Esta regla sélo es valida para muestras con @tsode morfologia normal. El

valor de la Hb debe ser tres veces el del recudmngritrocitos.
* Recuento de eritrocitos x 3 = Hb
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Fig. No. 11. Cuadricula microscopica de la camara de Neubauer
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Fundamento

El recuento manual de eritrocitos incluye la mpdn de una cantidad muy exacta
de sangre anticoagulada en una pipeta de Thomapesasamente limpia, posteriormente
se diluye la sangre hasta la sefal determina deld 04 misma pipeta con un liquido que es
isotdnico respecto a los eritrocitos. Después detehr una adecuada mezcla la solucion
resultante se coloca en una camara de recuentdinmuigt (hemocitometro) y se cubre con
cubreobjetos estandarizado, épticamente plano pidinia cantidad de eritrocitos en un
volumen dado se cuenta sobre la platina de un stopio de luz.

El recuento eritrocitario total sélo se calculaeiamente cuando se tienen en cuenta
las dimensiones hemocitometro—cubreobjetos y lasidnes de la pipeta. Es decir, que se
calcula mejor el numero de eritrocitos por milirnettibico de sangre cuando se tiene en
cuenta el area contada, la profundidad de la camala dilucion segun la férmula
siguiente:

Dilucion
Volumen

Eritrocitos/mm® = N x

N = NUmero de células contadas
Volumen = lado x lado x profundidad = Mim
Dilucién = 1:200 6 1:100

Material e instrumentos
e Sangre con EDTA
* Boquilla
» Pipeta de Thoma para eritrocitos
» Agitador para pipetas de Thoma
¢ Camara de Neubauer
* Cubrehemocitometro
* Microscopio

Reactivos
e Liquido de Hayem

Procedimiento

1. Recolectar 5mL de sangre venosa en un tubo con ER®#ezclar por inversion.

2. Con la pipeta en posicion horizontal aspirar sahgsda la marca de 0,5. El exceso
de sangre se elimina tocando la punta de la pguetaina gasa.

3. Limpiar la sangre adherida a las paredes exterea$adpipeta con una gasa
procurando no tocar la punta de la pipeta.

4. Introducir la pipeta en forma vertical en el liqgpide Hayem y aspirar diluyente
hasta la marca de 101. Si se aspira mas diluyendesecha todo el contenido de la
pipeta en un recipiente con cloro y se inicia nueyate con el paso 2.

5. Retirar el adaptador de la boquilla obturando carafdm la punta de la pipeta para
evitar la pérdida de liquido, colocar parafiim dregtremo opuesto a la punta y
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manteniendo la pipeta siempre en posicion horizosgacoloca en el agitador
mecanico durante 3 6 4 minutos.

6. Colocar el cubreobjetos sobre las dos superfid@sdas de la camara para cubrir
las dos cuadriculas.

7. Desechar las primeras 4 6 6 gotas de la pipetaghanmar el diluyente que queda
en el capilar y que no diluye la muestra.

8. Cargar ambos lados de la camara, manteniendo édéapgm un angulo de 45° tocar
con la punta el borde del cubreobjetos donde da gon la superficie elevada de la
camara. ElI hemocitometro se llena por capilaridgddujo de llenado debe ser
constante y sin que este llene la hendidura endaeH de la cAmara.

9. Colocar el hemocitémetro en la platina del micrpsagoy dejar reposar de 3 a 5
minutos, para dar tiempo a que las células seligan y se asienten en el fondo
de las cuadriculas.

10.Con el objetivo de 10X se localiza el cuadro cériray se comprueba que las
células estén distribuidas uniformemente.

11.Una vez enfocado el cuadro central, con el objafiealOX se cuentan los cuadros
marcados del 1-5 mostrados en la Figura 11.

12.Se comienza a contar las células contenidas amadf@ terciario superior izquierdo
marcado como 1 y se sigue el orden establecidosi@dmeros marcados en la
Figura 11.

13.El conteo de las células en los 16 cuadros cuatesnde cada cuadro terciario se
realiza como se muestra en la Figura 12.

Contadec..

No conmlo

Fig. No. 12.S6lo se cuentan las células en gris, discrimindasi@élulas que tocan Igs
lineas triples inferior y derecha, y que estan agais Unicamente como hal¢Suadro
terciario con 16 cuadros cuaternarios)

14.Se anotan separadamente el nimero de eritrocitoasdancuadro terciario contado y
se suma el resultado de los 5 cuadros.
15.Determinar la cuenta total de eritrocitos/fempleando la férmula:

200
5(0.2mm)(0.1mm)

Eritrocitos/mm 3 = N x
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N = Eritrocitos contados

5 = Cuadros terciarios contados
(0.2 = &rea de cuadro terciario
0.1 = altura de la camara

200 = dilucién de la muestra

Eritrocitos/mm® = N X 10000
10000 = Factor (depende de la dilucién empleada)
16.Lavar las pipetas de Thoma una vez con agua cterigrires veces con agua
destilada.
17.El hemocitdmetro y los cubreobjetos deben limpiats@ergiendo en agua tibia y

nunca secados con gasa o pafuelos para evitaeqgage. Una vez limpios deben
dejarse secar al aire antes de guardarse.

Valores de referencia

Recuento de eritrocitos X9QIL

Edad Hombres Mujeres
Primera semana de vida 4,50-6,50
2 meses 3,60-5,00
1 afio 3,50-5,50
1-3 afos 4,00-5,50
3-8 afios 4,10-5,50
8-15 afios 4,10-5,70
15 afios en adelante 5,00-6,30 4,10-5,70

Actividades

* Realizar las pruebas de hematécrito y hemoglobid@mas del recuento de
eritrocitos.

» En base a las tres pruebas realizadas en el laborgHto, Hb y cuenta de
eritrocitos) calcular logndices eritrocitariogVCM, HCM Y CHCM).

Y Agrupacién Mexicana para el Estudio de la Hemaial¢gMEH)
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INDICES ERITROCITARIOS

Los indices eritrociticos han adquirido fiabilidadn el empleo del recuento
electronico de los eritrocitos, la hemoglobinonzetdstandarizada y la técnica del
microhematdcrito. En consecuencia, estos indicesidrade calcularse en todo paciente
anémico, a fin de confirmar la impresioén que efrals se ha obtenido acerca del tamafio
celular y el contenido de hemoglobina.

Wintrobe calcul6 tres indices relacionados caselée roja y que hacen referencia al
volumen de los eritrocitos y a su contenido hemuigico. Debido a que se ha tenido un
gran interés hematoldgico, se han seguido utiliaatesde entonces. Su calculo se realiza a
partir del valor de hematocrito, de la concentnacite hemoglobina y del nimero de
eritrocitos por unidad de volumen.

Los indices de Wintrobe son tres: el volumen cscplar (o globular) medio
(VCM), la hemoglobina corpuscular media (HCM) ydancentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHCM).

Volumen corpuscular medio (VCM)

En las épocas en que los recuentos hematologicpsasticaban manualmente, el
volumen corpuscular medio (VCM) era un valor caadlo al dividir el hematocrito (%)
por la cifra de eritrocitos. Con el método utiliaghas frecuentemente en la actualidad, el
recuento instrumental, el VCM se mide directamente gran precision; dicho método se
basa en las variaciones de intensidad de la sef@nsel volumen de cada eritrocito,
variaciones que registra el aparato de mediciowvater medio de referencia del VCM es
de 90 fL (el femtolitro 6 1% L), siendo los limites de referencia de 80 a 100h VCM
bajo equivale a microcitosis, y uno elevado, a w@tosis. Debido a que la valoracion del
tamafio de los hematies es fundamental para elatiign de una anemia, el VCM es el
mas importante de todos los indices eritrocitag@s en los casos en los que la cifra de
eritrocitos sea normal, debe anotarse la cifravd¥ en el informe hematolégico, ya que
la anemia declarada puede ir precedida de una diaoemael tamafio de los eritrocitos). Su
determinacion se efectia mediante la siguienteutarm

_ Hto (%) x 10
VEM (fL)= Recuento de eritrocitos (ffL)

Hemoglobina corpuscular media (HCM)

La hemoglobina corpuscular media (HCM) es el paedio de la hemoglobina que
contiene cada eritrocito; se calcula dividiendoifea de hemoglobina (g/dL) con la cifra de
eritrocitos. Los limites de referencia oscilan en®7 y 34 pg (picogramos 6 10g).
Aunque el peso de la hemoglobina que existe enitroco depende al mismo tiempo de
la concentracion de aquélla en el interior de gddel volumen del eritrocito, las gréaficas
en las que se relacionan los valores instrumentldddCM y VCM ofrecen una relacion
lineal dentro de una amplia gama. Al parecer, laceatracion de hemoglobina no varia
mas que en aquellos trastornos en los que existgnam alteracion de la sintesis de Hb. Es
por ello que, con el recuento electronico, la HGMha convertido en un dato superfluo
para el clinico, que sirve solamente para confirelakCM medido directamente. No
obstante, es un parametro util para el personalaeratorio, como comprobacion de la
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precision alcanzada por el aparato de medici6rHHCM se calcula mediante la siguiente
formula:
Hb (g/dL) x 10

HCM (pg)= Recuento de eritrocitos (£0.)

Concentracion de hemoglobina corpuscular mediaQ&HI

Aunque la hemoglobina esta presente sélo en @liantde los eritrocitos, éstos se
lisan para medir la concentracion de hemoglobinasyesultados se expresan en relacion
a decilitros (dL) de sangre total. Para convesdie &alor en concentracion de hemoglobina
dentro del eritrocito —concentracion de hemogloloomguscular media (CHCM)- se divide
la cifra de hemoglobina (g/dL) por la de hematécfit), es decir por el volumen de sangre
total que ocupan los eritrocitos. Los limites denmencia de la CHCM oscilan entre 32 y 36
g/dL de eritrocitos (expresado habitualmente, de&simple, como 32 — 36 %).

Antes del advenimiento de los recuentos electodnise hallaba generalmente una
CHCM baja cuando los eritrocitos observados en extansion sanguinea presentaban
palidez central de mayor tamafio que el habitualiees, que aparecian hipocrémicos. La
hipocromia se acepta, por consiguiente, como prusbal de una concentracion reducida
de hemoglobina en los eritrocitos. Sin embargoherhatocrito obtenido manualmente
mediante centrifugado de la sangre puede dar aglmgtfalsamente elevados en un paciente
anémico, por atrapamiento del plasma dentro deolanma de eritrocitos. Cuando el
hematdcrito instrumental (calculado a partir de Vvatores, medido con gran precision,
VCM y de la cifra de eritrocitos) reemplazo al obt® manualmente, se hallaron
resultados dentro de los valores de referencialléeMCen pacientes cuyos eritrocitos eran
moderada, pero claramente hipocrémicos en el fredsguineo. Al parecer, por
consiguiente, la hipocromia moderada no se delma daja concentracion de hemoglobina
en los eritrocitos, sino a la presencia de undsoeiios mas pequefios y delgados de lo
normal.

Paraddjicamente, la correccion del error del héamdb, mediante la utilizacion de
los datos instrumentales para el célculo de la CHB&Mdisminuido la utilidad clinica de
ésta, ya que sus valores han dejado de estar deel@s valores de referencia en la fase
precoz de la anemia ferropénica. Asi, las cifrgasbde CHCM por recuento instrumental
se encuentran solamente en los pacientes con ama dteracion de la sintesis de
hemoglobina, por ejemplo, anemia ferropénica gmaveastorno talasémico mayor. No
obstante, dado que estos pacientes se identiffi@dmente por la acusada disminucién del
VCM vy la intensa hipocromia que presentan en ¢isfanguineo, la determinacion de la
CHCM se ha convertido también en superflua en estess. La CHCM corresponde a la
media de la concentracion de hemoglobina en cattac#o, y se determina mediante la
siguiente formula:

[Hb (g/dL) x 100]
Hto (%)

CHCM (g/dL)=
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Fundamento

El célculo de estos tres indices eritrocitario€, HCM y CHCM), siguen siendo
una herramienta en la clasificacion deAagmiasy esto en base al tamafio del eritrocito y
a la concentracion de hemoglobina.

Actividades

* En base a la préactica anterior en la cual se Gelizleterminacion de hematdcrito,
hemoglobina y recuento de eritrocitos, calcularithaces eritrocitarios.

48



CUENTA TOTAL DE LEUCOCITOS

En el recuento total de leucocitos no existe dighimentre los cinco tipos de células
(neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos lyasofilos, en orden decreciente de
cantidad). Cada tipo de célula tiene su funcioti@dar en la defensa del organismo contra
las amenazas exdgenas.

Los métodos para el recuento leucocitario y losigpios generales de estas
mediciones son los mismos que para los ya menaisnam el recuento eritrocitario.

Recuento celular manual
Hemocitdmetro

En este método suelen utilizarse los hemocitorsetan rayado de Neubauer
modificado (Ver figura 11). La zona rayada de lma#ga es un cuadrado de 3 mm por lado.
Este cuadrado esta dividido en 9 cuadros de 1xlllamadoscuadros secundariod.os
leucocitos se cuentan en los cuatro cuadrados dacas de las esquinad;, B, C y D.
Cada cuadro secundario de las esquinas de la agadar esta dividido en 16 cuadros, cada
uno de los cuales miden de 0,25 x 0,25 mm, y seallecuadros terciarios Entre la
superficie inferior del cubrehematimetro y la stiper de la zona rayada de la camara
existe una profundidad de 0,1 mm.

Pipetas para diluir los leucocitos

La pipeta automatica de Trenner tiene una peqpefia blanca y la sefial 21 sobre
la ampolla. Se fabrica uniendo una ampolla conxglemo de un tubo capilar alargado
cuyo extremo superior termina bruscamente en uparficie pulida perpendicular al eje
longitudinal. Tiene la ventaja de que el tubo Gappuede llenarse por capilaridad y la
sangre se detiene exactamente en el extremo d&l ¢ob lo que se obtiene un control
exacto de la columna sanguinea. Sin embargo, gigietas son mas caras y fragiles que las
demas.

El sistema Unopette se ha establecido para dagagprincipales fuentes de error: la
introduccion exacta de la sangre hasta la sefibhgicer una dilucion exacta. Este sistema
utiliza una micropipeta de vidrio con autollenadee ces desechable, combinada con un
recipiente de plastico y previamente llenado codiluyente adecuado.

La pipeta de Thoma tiene un tubo y una ampolla pazclar. El tubo estéa dividido
en 10 partes que miden el volumen de muestra dgesama graduacion quinta y décima
estan marcadas como 0,5 y 1 respectivamente. Lallange la mezcla se extiende desde la
marca de 1 a la de 11. Contiene una bolita blaneaaguda a mezclar. El volumen de la
ampolla es de 20 veces el tubo en la marca de O(bweces el del tubo en la marca de 1.
Si se aspira sangre hasta la marca de 1y liquidglgedte hasta 11, dicho factor sera de 10.

Liquido diluyente

El liquido diluyente debe disolver los eritrocitpara que no se obscurezcan los
leucocitos. El méas sencillo es una solucion decaatico al 2 6 3%, con una cantidad de
violeta de genciana suficiente para dar un colal @pleta palido. La solucion hipotonica
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de acido acético destruye los eritrocitos. Puede utilizarse el liquido de Turk. El violeta de
genciana permite reconocer facilmente el liquido, y observar mejor los leucocitos, a los que
tine ligeramente.
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Fundamento

El método general hemocitométrico comprende el lemnmle una solucion
hipotonica acida que hemoliza los eritrocitos, pgue no altera los leucocitos o células
nucleadas (con o sin tincion nuclear). La soluc@éitda se utiliza para diluir la sangre en
una pipeta especial para leucocitos. Los leucod#sifien ligeramente para observarse
mejor. La mezcla de liquido y sangre anticoagukedeoloca en el hemocitometro (cAmara
de recuento), se cubre con un cubreobjetos espcibiehemocitometro) y se deja en
reposo para que se estabilicen los leucocitos. @tiraeacion se efectla el recuento
leucocitario en el microscopio.

El recuento de los leucocitos totales solo seutalkexactamente cuando se tienen en
cuenta las dimensiones del espacio de la cAmaraterbocitometro y las diluciones de la
pipeta. Se calcula mejor el nimero de leucocitesypbbmetro cubico de sangre cuando se
toma en cuenta el area contada, la profundidad darhara y la dilucion segun la formula
siguiente:

Dilucién
Volumen

Leucocitos/mn? = N x

N = NUmero de células contadas
Volumen = lado x lado x profundidad = Mim
Dilucién =1:20 6 1:10

Material e instrumentos
e Sangre con EDTA
* Boquilla
* Pipeta de Thoma para leucocitos
» Agitador para pipetas de Thoma
+ Camara de Neubauer
* Cubrehemocitometro
* Microscopio

Reactivos
e Liquido de Turk

Procedimiento

1. Recolectar 5mL de sangre venosa en un tubo con ER®#ezclar por inversion.

2. Con la pipeta en posicion horizontal aspirar sahgsda la marca de 0,5. El exceso
de sangre se elimina tocando la punta de la pguetaina gasa.

3. Limpiar la sangre adherida a las paredes exterea$adpipeta con una gasa
procurando no tocar la punta de la pipeta.

4. Introducir la pipeta en forma vertical en el liquide Turk y aspirar diluyente hasta
la marca de 11. Si se aspira mas diluyente se lizsedo el contenido de la pipeta
en un recipiente con cloro y se inicia nuevameateat paso 2.

5. Retirar el adaptador de la boquilla obturando camafdm la punta de la pipeta para
evitar la pérdida de liquido, colocar parafilm dreetremo opuesto a la punta y
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manteniendo la pipeta siempre en posicion horizosgacoloca en el agitador
mecanico durante 3 6 4 minutos.

6. Colocar el cubreobjetos sobre las dos superfid@sdas de la camara para cubrir
las dos cuadriculas.

7. Desechar las primeras 4 6 6 gotas de la pipetaghanmar el diluyente que queda
en el capilar y que no diluye la muestra.

8. Cargar ambos lados de la camara, manteniendo édéapgm un angulo de 45° tocar
con la punta el borde del cubreobjetos donde da gon la superficie elevada de la
camara. ElI hemocitometro se llena por capilaridgddujo de llenado debe ser
constante y sin que este llene la hendidura endaeH de la cAmara.

9. Colocar el hemocitémetro en la platina del micrpsgoy dejar reposar de 3 a 5
minutos, para dar tiempo a que las células seligan y se asienten en el fondo
de las cuadriculas.

10.Con el objetivo de 10x se localizan los cuatro cogadecundarios y se comprueba
gue las células estén distribuidas uniformementec&so contrario se carga otra
camara.

11.Se cuentan los leucocitos en cada uno de los caadmocados como A, B, Cy D
mostrados en la Figura 11.

12.El conteo de las células en los 16 cuadros quedioroada cuadro secundario se
realiza como se muestra en la Figura 13.

Contadasa @

No contal® O

Fig. No. 13.S0lo se cuentan las c,‘ajlas en gris, discrimindaslaélulas que tocan lgs
lineas triples inferior y derecha, y que estan adas Unicamente como halgs.
(Cuadro secundario con 16 cuadros terciarios)

13.Se cuentan separadamente el nimero de leucocittadancuadro secundario y se
suman los resultados. El recuento de cada cuadrdebe variar en mas de 10
células.

14.Calcular el nimero de leucocitos/moon la siguiente férmula:
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20
4(1mnf)?0,1mm

Leucocitos/mn? = N x

N = Numero de leucocitos contados
Volumen = lado x lado x profundidad = mim
Dilucién =1:20 6 1:10
No. de leucocitos/mm= N X 50
50 = Factor
15.Los eritroblastos no se lisan por lo cual debentarsse juntamente con los
leucocitos y posteriormente debe corregirse lateutenal de leucocitos mediante la

siguiente formula: 100
Leucocitos/mn? = N x 100 + % eritroblastos en cuenta
diferencial

16.Si la cuenta de leucocitos es menor de 4006/rempreferible hacer nuevamente la
cuenta de leucocitos pero con una dilucién 1:1ppskel contrario la cuenta es muy
elevada se debe emplear una dilucion 1:100 o X@00a pipeta para eritrocitos.

17.Lavar el material empleado como se indico en lactma para el recuento de
eritrocitos.

Valores de referencia

Edad Leucocitos X16&/uL
Neonatos 10000-30000
Lactantes 7000-17000
Niflos pequefio 6000-15000
Escolares 5000-12000
Adultos 4000-12000

Y Agrupacién Mexicana para el Estudio de la Hemaial¢gMEH)
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RECUENTO PLAQUETARIO

Las plaquetas son los elementos formes mas pegjulita sangre. Actdan en la
hemostasia y en el mantenimiento de la integridastwlar, ademas de participar en el
proceso de la coagulacién sanguinea.

Las plaquetas son dificiles de contar debido asquepequefias y deben distinguirse
de los restos y desperdicios celulares. Otra fudatdificultad reside en su tendencia de
adherirse al cristal, a cualquier cuerpo extrafenyparticular unas a otras. Ademas, las
plaguetas no estan uniformemente repartidas Earigre. El error es mucho mayor que en
el recuento de leucocitos y eritrocitos, pero esporiable en la préactica porque solamente
se valoran las grandes variaciones en el nUmeptadeetas.

Existen dos meétodos para su cuantificacion:M&todo directoy el Método
indirecta

Método directo

A este método pertenecen las siguientes técnicasdel Rees-Echer utilizando
microscopio de luz; el hemocitomeétrico; el métodwpkette; el método de microscopio de
contraste de fases y el método de recuento elémbroaspecialmente el del Contador
Coulter.

El pequefio tamafio de las plagquetas hace que ekmntecuirecto en un
hemocitometro sea mas dificil que cuando se tratatihs células. En este método directo
con cadmara de recuento, se mezcla la sangre verazgalar en una pipeta de Thoma para
eritrocitos con un liquido diluyente (oxalato deasmio). De los otros métodos ya se han
indicado con anterioridad algunos de ellos y sugcimios fundamentales. Hoy en dia este
método también puede realizarse mediante citoma¢rifujo, por emplear marcadores de
membrana especificos de las plaquetas (CD42b=@&d1=Gpllb/llla y CD61=Gpllla)
lo hace un método muy especifico pero también narg por el empleo de anticuerpos
monoclonales unidos a fluorocromos.

Método indirecto

El ndmero de plaquetas se calcula durante la audiférencial leucocitaria. Con
sangre capilar se realizan extensiones sanguilasasjales deben ser uniformes y llevarse
a cabo con gran rapidez después de obtener laesaogr objeto de evitar la aglomeracion
de las plaguetas y minimizar la disminucion detadia adherencia de las mismas a los
bordes de los vasos lesionados. Es posible un méjoulo examinando las extensiones
tefiidas procedentes de sangre venosa anticoagidadaDTA, en la cual las plaquetas se
distribuyen uniformemente y la aglomeracion y pdadiebidas al proceso hemostésico no
tiene lugar. A la extension sanguinea se le paaddi¢incion de Wright al igual que en un
recuento diferencial rutinario. A la vez que semntar los eritrocitos se efectua el recuento
de plaquetas hasta que sean contados por lo me@@<fitrocitos. El nUmero de plaguetas
se calcula a partir de la relacion entre el nuntkereeritrocitos total y el de plaquetas; el
namero de eritrocitos se calcula con un hemocitdnet

Recuento de eritrocitos/mm .
Plaquetas/mni= 1000 X cuenta de plaquetas en el frotis
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Por consiguiente, cuando se informa acerca de un recuento diferencial, debe hacerse
referencia especial a las anormalidades plaquetarias o alteraciones en su nimero, si existen.
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Fundamento

En el método directo con camara de recuento, selankzsangre capilar o venosa
anticoagulada en una pipeta de Thoma para eridis preciso actuar con rapidez para
evitar la aglutinacion de las plaquetas; las decéhslas pueden o no destruirse segun el
liquido de dilucion utilizado. Con frecuencia, ®repersistir los eritrocitos, y las plaquetas
se cuentan en un hemocitometro.

Para el célculo del recuento de plaquetas/mnbajo las condiciones especificas
del area contada, profundidad de la camara y lacidih, se realiza segun la formula
siguiente: Dilucién
Volumen

Plaquetas/mn? = N x

N = NUmero de células contadas
Volumen = lado x lado x profundidad = Mim
Dilucién = 1:200 6 1:100

Material e instrumento
* Sangre con EDTA
* Bogquilla
» Pipeta de Thoma para eritrocitos
» Agitador para pipetas de Thoma
» Cémara de Neubauer
* Cubrehemocitometro
* Microscopio

Reactivos
* Oxalato de amonio al 1%

Procedimiento

1. Recolectar 5mL de sangre venosa en un tubo con ERTAezclar por inversion
(Figura 8).

2. Con la pipeta en posicion horizontal aspirar sahgea la marca de 1,0. El exceso
de sangre se elimina tocando la punta de la pgoetaina gasa.

3. Limpiar la sangre adherida a las paredes extereasadpipeta con una gasa
procurando no tocar la punta de la pipeta.

4. Introducir la pipeta en forma vertical en la sofucide oxalato de amonio al 1% y
aspirar diluyente hasta la marca de 101. Si seaagms diluyente se desecha todo
el contenido de la pipeta en un recipiente conoclose inicia huevamente con el
paso 2.

5. Retirar el adaptador de la boquilla obturando carafdm la punta de la pipeta para
evitar la pérdida de liquido, colocar parafiim dregtremo opuesto a la punta y
manteniendo la pipeta siempre en posicion horitosgacoloca en el agitador
mecanico durante 15 minutos.

6. Colocar el cubreobjetos sobre las dos superfid@msdas de la camara para cubrir
las dos cuadriculas.
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7. Desechar las primeras 4 6 6 gotas de la pipetaghanmar el diluyente que queda
en el capilar y que no diluye la muestra.

8. Cargar ambos lados de la camara, manteniendo édapgm un angulo de 45° tocar
con la punta el borde del cubreobjetos donde da gon la superficie elevada de la
camara. ElI hemocitometro se llena por capilaridgddfujo de llenado debe ser
constante y sin que este llene la hendidura endaeH de la camara.

9. La camara cargada se coloca dentro de una caj&tdecByo fondo contiene un
disco de papel filtro o algodén humedo para prevénievaporacion. Se deja
sedimentar durante 15-20 minutos.

10.Después de este tiempo se deja reposar 10 mindm$uara de la caja de petri y se
coloca en la platina del microscopio para localedaruadro E.

11.Las plaguetas se cuentan en 10 cuadros terciadssados en la Figura 14.

Fig. No. 14.Se cuenta las plaquetas contenidas en los 10 cuadneados en gris en |a
misma forma como se explico para eritrocitos. Snighero de plaquetas contadas|es
menor a 100, se cuentan mas cuadros terciarios legtstrar por lo menos 100
plaguetas(Cuadro secundario donde se marcan en gris 10 cuaah terciarios que
contienen 16 cuadros cuaternarios)

12.El conteo se realiza con el objetivo de 40X. Lag|pktas tienen un aspecto redondo
u oval y algunas presentan prolongaciones cito@tsas y presentan movimiento
Browniano, lo que puede ser util para distinguidados restos celulares.
13.Calcular el numero de plaquetas mediante la sitgifénmula:

100
Plaquetas/mn? = N x
N = Plaguetas contadas 10(0.2mmy 0.1mm
10 = Numero de cuadros terciarios contados
(0,2Y = Area de cada cuadro terciario
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0,1 = Altura de la caAmara
100= Dilucién de la muestra

Plaquetas/mn? = N x 2500
2500 = Factor
Este factor variara si cambia el nUmero de cuacivosados.

14.Lavar el material empleado como se indico en lactma para el recuento de
eritrocitos.

Valores de referencia

Con este método directo de conteo, los limitegaleres en un 95% de poblacién
sana son:
Método Directd

150 000 a 500 000/mim
Método Indirecto

140 000 a 350 000/mhutilizando la tincién de Wright.

500 000 a 1 000 000/mimtilizando el Azul de Cresil violeta.

Actividades

» Ajustando el nimero de cuadrados considerados @artar por lo menos 100
plaguetas, definir el volumen cuantificado y swclibn para corregir el Factor en
caso necesario.

Y Agrupacién Mexicana para el Estudio de la Hemaial¢gMEH)
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MODULO
11

Hematopoyesis. El
origen de las células
sanguineas
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HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis se refiere al proceso de fodnaanaduracién y especializacion
de todas las células sanguineas. A lo largo dé&dalgs sitios de hematopoyesis cambian
varias veces, desde el embridn hasta que se laivida fetal y aun durante la vida adulta.
En general se reconocen tres fases: Mesoblastgetiba y medular o mieloide (Figura
14).

Celularidad @ o
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Fig. No. 14.Sitios de hematopoyesis a lo largo de la viddld3oblastica; 2) Hepatica y 3)
Mieloide.
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Periodo mesoblastico

Por varios afios se afirmé que toda la hematopeyesel embrion se efectuaba en
los islotes sanguineos del saco vitelino, sin eghastudios resientes probaron que en
realidad solo los eritroblastos se forman en ed#ie §y que las células troncales
hematopoyéticas (stem cell) surgen de una fuemtaemmbrionaria cerca de la aorta. Las
células troncales siembran el higado fetal a lasocéemanas de gestacion con lo que se
termina esta fase y se inicia el periodo hepafeoante este periodo es posible medir las
Hb Portland, Gower | y Gower II.

Periodo hepatico

Las células troncales que se implantan en el bigadca de la cuarta a quinta
semana de gestacion dan origen a los eritroblasios, granulocitos y a los monocitos; con
esto se inicia la actividad hepética, la cual pusglelurar hasta dos semanas después del
nacimiento. En este periodo se observa el comieltadesarrollo megacariocitico, la
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actividad esplénica eritropoyética, la granulopy/gda linfopoyesis, asi como una ligera
actividad hematopoyética en los ganglios linfatigosl timo, debido a que su principal
funcion es la especializaciéon de los linfocitos.Heamatopoyesis en el bazo es transitoria y
esta concluye con la granulopoyesis. Durante aseagon medibles los eritrocitos en todas
sus etapas de maduracion, los leucocitos y los caegaitos, asi como las hemoglobinas
F, ALy A,

Periodo medular (mieloide)

Entre el cuarto y quinto mes de gestacion la neédséa comienza a tener actividad
al iniciar la osificacion y la formacion de la méwsea en el centro de los huesos.
Rapidamente la actividad hematopoyética, cercaaldb mes de gestacion, se incrementa
en los huesos generando una medula roja hiperplasiendo la fuente primaria de
produccién de células sanguineas, y conservandoskii@nte toda la vida. En esta fase ya
son medibles todas las estirpes celulares de lgresahlb F y Hb adultas, asi como la
eritropoyetina.

Médula 6sea

Las células del mesénquima que dan origen a lalaédea se diferencian en tres
tipos de tejido:

a) Reticular

b) Adiposo

¢) Hematopoyético

Dependiendo de la proporcion de estos tejidos, podeclasificar a la médula 6sea en dos
tipos:

1. Médula roja: Alto contenido de tejido hematopoy&tiesta restringida a huesos
planos en los adultos.

2. Médula amarilla: Mezcla de tejido adiposo y retazuly comienza a ocupar los
huesos largos a partir de los 5y 7 afios de édachédula amarilla en realidad no
es tejido inservible, ya que esta sirve como resede grasa y tejido
hematopoyético, ademas de que esta puede revextirgula roja en situaciones
extremas, como, hemorragias severas o destruct@omédula Osea roja por
agentes quimicos o radiacion.

Asi la médula 6sea juega un papel muy importani saministro constante de células
sanguineas de cualquier tipo, ya que no solo génad de fabricar células, sino también el
de almacenarlas y asi de esta manera manteneruilibrém dentro del microambiente
medular para evitar en la medida de lo posibleegti@ se vuelva hiperplasica.

Microambiente medular
Al medio intercelular, que esta principalmente dicionado por el estroma se le
denominamicroambiente medular. El estroma de la médula 6sea forma un microartdien

favorable a la continua proliferacion de las c&ulamatopoyéticas. Esta constituido por el
sistema reticular (macrofagos y células reticulayesl sistema vascular. Las células del
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estroma producen una matriz extracelular de cotigglucoproteinas, proteoglicanos y
otras proteinas.

Los macréfagos funcionan como una barrera sangufreglular (macréfagos
perisinusoidales) en los senos medulares y fagoc#hlulas envejecidas y restos celulares;
y como centro (macrofagos centrales) para la foidnade las islas eritroblasticas.

Las células reticulares funcionan como soporta fgwascularizacion de la médula
0sea, mediante la formacion de fibras que se emtirlentre si para formar una red.

Este microambiente medular se encuentra reguladoupa serie de sustancias
guimicas como citocinas o factores de crecimientomonas y diversos tipos celulares.

Las principales propiedades de las citocinas gu#aa sobre la hematopoyesis se
muestran en la Tabla 5.

Como el nivel de todas las estirpes celulares estérolado por multiples factores
humorales y celulares, y que ademas se ajustadardpnte segun las necesidades, el
organismo responde rapidamente ante cualquierc&tuaue atente contra la integridad
del organismo, por esta situacion las células hepogeticas pueden clasificarse en dos
compartimientos:

a)Compartimiento de células madre.

b) Compartimiento de diferenciacion y maduracion eelul

En el compartimiento de células madre se encuertémas con capacidad de
autorrenovacion y potencial de proliferacion quellavan a la capacidad de diferenciarse
en los progenitores de todas las lineas celulasegusneas que forman parte del
compartimiento de diferenciacion y maduracion eelulLas células del primer
compartimiento son indistinguibles morfol6gicameaitenicroscopio, pero en la actualidad
pueden diferenciarse por sus marcadores de membradgiante la citometria de flujo, en
comparacion con las del segundo compartimiento, dasles son distinguibles
morfoloégicamente al microscopio desde su precurs® temprano.

En las Figuras 15 y 16 se muestra el desarrolla déferenciacion celular a partir
de la célula madre pluripotencial para la estirpeloide y linfoide respectivamente.
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Tabla No. £ Citocinas que intervienen en la regulacion de radtepoyesis.

Citocina Célula final Caracteristicas
IL-1 Linfocitos T Modula la accion de los leucoatsobre la hematopoyesis
IL-2 Linfocitos T Segregada por linfocitos T
IL-3 Neutroéfilos y eosindfilos | Segregada por linfocitos T, células endotelialesstoritos y
Monocitos-macrofagos | células NK
Basofilos-mastocitos
Eritrocitos
IL-4 Linfocitos T Segregada por linfocitos T
Basofilos-mastocitos
IL-5 Linfocitos B Segregada por linfocitos T y mastocitos
Eosindfilos
IL-6 Basofilos-mastocitos Segregada por linfocitos T y B, monocitos, célutkd
Neutroéfilos estroma y osteoblastos
Megacariocitos
IL-7 LinfocitosBy T Segregada por linfocitos T
IL-9 Linfocitos T Segregada por linfocitos T
Megacariocitos
Eritrocitos
IL-10 Linfocitos T
IL-11 Linfocitos B
Megacariocitos
Basofilos-mastocitos
IL-12 Células NK
Eritropoyetina Eritrocitos Sintetizada en el rifidmuce la proliferaciéon de CFU-E
Trombopoyetina| Plaquetas Sintetizada por el riibn y el higado, uéed la

megacariopoyesis

FEC-GM Neutréfilos y eosindfilos | Estimula la produccién de granulocitos y monocitos
Monocitos-macrofagos | Segregada por linfocitos T, células endotelialiésoblastos,
Megacariocitos macréfagos y osteoblastos
Eritrocitos
FEC-G Neutroéfilos Estimula la produccién y la fubrcide los granulocitos
FEC-M Monocitos-macrofagos Estimula la produccida funcién de los monocitos
C-kit- Neutroéfilos y eosindfilos | Estimula la célula madre pluripotencial
LIGANDO Basofilos-mastocitos

Megacariocitos

IL, InterleucinafFEC-GM, Factor estimulante de colonias granulomonocitiEBE-G, Factor estimulante de
colonias granulociticaBEC-M, Factor estimulante de colonias monocitidds; Célulasnatural killer.
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Fig. No. 15.Diferenciacion mieloide, donde se muestran loscadores de membrana que
se expresan en cada célut®P, célula pluripotentel) FC-GEMM , unidad formadora de
colonias eritrociticas, granulociticas, monocitigasnegacariociticastJFC-GM, unidad
formadora de colonias granulomonociticddFC-G, unidad formadora de colonias
granulociticas;UFC-M, unidad formadora de colonias monocitica:C-Me, unidad
formadora de colonias megacariociticedB-E, unidad formadora de brotes eritroides;
UFC-E, unidad formadora de colonias eritroidds;, interleucinaFEC-GM, Factor
estimulante de colonias granulomonociticéC-G, Factor estimulante de colonias
granulociticasfFEC-M, Factor estimulante de colonias monocitidago, eritropoyetina;
TPO, trombopoyetinaCD, cumulo de diferenciacion o marcador de membrana.

64



CD10 y
cD19 <
CD34
CD38 TdT t_/ - o5 T Precursor de
IgH R Linfocito Linfocito cp7 Imfouto
HLA-DR Pro-B pro-T TdT
IL-2
cD19 \L l IL-4
€D20
TdT IL-7
IgH R Linfocit N
gL R Pr(e)-CB 0 Timocito ggg 2%33 cD2
clgm temprano cD38 CD71 CDgx
HLA-DR L4 4T cD16
l - \L CD56
D19 IL-7 cD57
gggg ] ] CD1 CD2 CD3 Linfocito
o Linfocito B CD4 CD5 CD7 NK
CD8 CD38 CD71
IgL R temprano IL-2 TdT TCRR
IgM IL-2 infociton]
gD IL-6 comun IL-5
HLA-DR 1L-6
IL.4
CD19 CD20
Linfocito B Coae o Linfocito T CD2 CD3 CD4 CD5 S e
i CD7 CD28
activado 9L R Igh cooperado CDASRATOR R CD45RATCR R
IL-2 Linfocito T
IL-3 CD19 CD20 CD22 citotéxico
IL-4 IgHR IgL R IgA
IL-5 019G 0 IgE HLA-
DR
Ica3§ CD2 CD3 CD4 CD5 CD2 CD3 CD5
|g|_ A CD7 CD25 CD28 CD7 CD8 CD28
o CD45RA HLA-DR CD45RA TCR R
9 CTLA-4 TCRR . HLA-DR CTLA-4
Célula Linfocito B LlnfOCltO T mfocno T
plasmatica de memoria activado L activado
CD2 CD3 CD4 CD2 CD3 CD5
CD5 CD7 CD7CD8 CD45RO
CD45RO TCR R TCRR
Linfocito T Linfocito T supresor
de memoria de memoria

Progenitor

CD34
CD8

o

linfoide

10
F.

IL-3
IL-3 N\ \ 2
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LINEA ERITROIDE

Las células de la linea eritroide tienen una praparde cerca del 25% de todas las
células en la médula ésea, guardando una relagé@mulg/eritroide de 3:1. Todas las
células hematopoyéticas se encuentran localizadfsma de cordones cerca de los senos
vasculares. Para el caso de los precursores ddtmos estos se encuentran contra la
superficie externa de los capilares sinusoideggrepos bien diferenciados llamados islas
eritroblasticas (unidad anatémica de la eritropsyeformadas por uno o dos macréfagos
centrales rodeados de eritroblastos; este macrdfegmorciona los nutrientes requeridos
para la maduracion de los eritrocitos, los cuatesalejandose del cuerpo principal hacia la
periferia de los macrofagos, conforme maduran. Laduracion inicia a partir del
proeritroblasto, el cual genera 2 eritroblastosofias, los cuales se dividen en 4
eritroblastos basdfilos de 12 generacion, estorgan8 eritroblastos basofilos de 22
generacion, que después de una ultima divisionticatée transforman en 16 eritroblastos
policromatofilos, los cuales ya no se dividen y sansforman en eritroblastos
ortocrémicos, que al expulsar su nucleo originametiGulocitos, los cuales permanecen 48
a 36 horas en la médula 6sea antes de salir at®gsanguineo y madurar hasta eritrocitos
en un periodo de 24 horas.

Debe sefalarse que, aunque cada proeritroblasto daugenerar 16 eritrocitos,
esto no sucede casi nunca en la realidad, debidta &xistencia de un mecanismo de
eritropoyesis ineficaz fisioldgico, generando s@eritrocitos.

Los cambios bioquimicos y morfolégicos que ocurem el interior de los
eritrocitos durante su maduracion (Tabla 6) se rbgsancipalmente en la pérdida
progresiva de la intensa basofilia del citoplasmia gompactacion de la cromatina del
ndcleo hasta generar un nucleo picnético que eslgaqo del eritrocito por la formacion
de una especie de anillo constrictor, este andléoemado por intensas contracciones del
citoplasma desde la parte media de la célula hagtar arrancar el nacleo con un pequefio
halo de citoplasma; o bien cuando la célula atsavien sinusoide medular. El nlcleo
expulsado es fagocitado por los macrofagos de tuladsea.

La basofilia del citoplasma en las etapas mas Ewatel eritrocito se debe a la
intensa produccion de ribosomas para iniciar ldesi® de globinas, las cuales van
ensamblando la hemoglobina a medida que madurdrekceo y por tanto al aumentar su
cantidad en el citoplasma disminuye la basofiliandismo por la propiedad aciddéfila de la
hemoglobina. El color grisaceo del citoplasma d#tablasto policroméatofilo se debe a
gue la cantidad de ribosomas y hemoglobina se atreuequilibrada dando ese aspecto
sucio a la célula. Ocurre algo similar con loscudticitos, pues al perder el ndcleo
permanecen restos de ribosomas y reticulo, quessalwisibles con una tincion supravital
de azul de metileno, sin embargo con la tincioW\gght obtienen un color grisaceo por
contener material basofilo y acidofilo en su ciagpha.
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Tabla No. 6. Caracteristicas morfoldgicas y bioquiimas de las células de la linea eritroide

Nombre Morfologia Tamario Nucleo Nucléolos| Relacion Tincion
(um) nucleo/citoplasm@a citoplasmica
Proeritroblasto 20-25 Redondo, 1-2 Muy elevada Basofila
cromatina laxa (Azul)
Eritroblasto 16-18 Redondo, | Ausentes Elevada Intensa basofilia
basofilo engrosamientd (Azul intenso)
de cromatina
Eritroblasto 12-15 Redondo, | Ausentes Baja Basofila/Acidofila
policrométofilo cromatina (Grisaceo)
irregular y burda
Eritroblasto 10-15 Picnético Ausentes Muy baja Aciddfila
ortocrémico (Anaranjado)
Reticulocito 9 8-10 Ausente Ausentes Basofila/Aciddfila
L ) (Grisaceo)
Eritrocito 7-7.5 Ausente Ausentes Acidofila

(Rojo-rosa)




La observacion de la morfologia eritrocitaria enestendido sanguineo tefiido con un
colorante de Romanowsky es de gran utilidad paagndisticar diversas patologias que
suelen presentar alteraciones caracteristicas ®nefitrocitos. Las alteraciones en la
morfologia del eritrocito pueden clasificarse eaton grupos:

1. Alteraciones de tamafio (Tabla 7)

2. Alteraciones de la forma (Tabla 8)

3. Alteraciones de color o contenido de hemoglobireb(d 9)
4. Presencia de inclusiones (Tabla 10)

Tabla No. 7 Alteraciones de tamaifio.

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patolégico
relacionado
Anisocitosis | Variacion en el *Inespecifica
tamano de los
eritrocitos
Microcitosis | Eritrocitos con un *Estados ferropénicos
VCM < 80fL y un *Hipertiroidismo
diametro inferior 3
6um
Macrocitosis | Eritrocitos con up *Déficit de acido folico
VCM > 100fL vy y/o Vit. By
diametro superior a *Aplasia medular
9um *Anemia diseritropoyetica
*Alcoholismo
*Hepatopatias cronicas
*Mielodisplasias
Megalocitosis Maxima  expresiorn *Anemia megaloblastica
de la macrocitosis ‘ por déficit de folatos
vitamina B
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Tabla No. 8. Alteraciones de forma (Poiquilocitosis).

Anomalia

Descripcion

Morfologia

Estado patolégico
relacionado

Esferocitos

Eritrocito esféricos sin
aparente palidez centra

*Esferocitosis
hereditaria
(Alteracion
estructural de la
espectrina,
anquirina, banda 3
de la proteina 4.2)
*Anemia hemolitica
autoinmune
*Postransfucional

Codocitos 06

Eritrocitos con exceso

*Hepatopatia

dianocitos de superficie, por lo que obstructiva
tiene una zona central *Talasemias
con mayor contenido de *Déficit de hierro
hemoglobina, dandole *Posesplenectomia
una aspecto de diana de *Deficiencia de
tiro lecitina-colesterol
aciltransferasa
(LcAT)
*Hemoglobina C
Drepanocitos Eritrocitos en forma de *Anemia falciforme
hoz o media luna, por la f por presencia de
polimerizacion de la HbS
hemoglobina S en
medios hipdxicos e
Equinocitos | Eritrocitos con *Hepatopatias,
proyecciones cortas de uremia
punta roma y *Carcinoma de
distribucion uniforme en estomago
la membrana del *Ulcera péptica
eritrocito sangrante
*Deéficit de
piruvatocinasa
*Muestras
conservadas por ¢
descenso de
adenosin trifosfatd
(ATP)

intraeritrocitario
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Tabla No. & Alteraciones de forma (continuacion).

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patolégico
relacionado

Acantocitos Eritrocitos con *Abetalipoproteinemia
proyecciones *Hepatopatia alcohdlica
largas e irregulares *Sindrome de
de distribucion *Malabsorcion
heterogénea en la *Posesplenectomia
superficie de la
célula

Dacriocitos Eritrocitos con *Anemia megaloblastica

forma de lagrima ¢
espejo  por ung
proyeccion
citoplasmatica el
uno de SuSs
extremos

*Talasemia

*Anemia ferropénica
*Anemia mieloptisica
*Mielofibrosis

Esquizocitos

Fragmentos (
eritrocitos, tiener
formas diversas
pero  prevalecel
las formas
triangulares

—

*Anemia hemolitica
microangiopéatica
*Coagulacion
intravascular diseminad
(CID)

*Vasculitis
*Glomerulonefritis
*Carcinomas
*Quemaduras graves
*Hemoglobinuria
manifiesta

*Prétesis valvulares

Estomatocitos

Eritrocitos con sU
zona centra
alargada en form
de boca

*Estomatocitosis
congénita
*Alcoholismo
*Enzimopatias
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Tabla No. & Alteraciones de forma (continuacion).

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patolégico
relacionado
Keratocitos Eritrocito con do *Anemia hemolitica

proyecciones en forma ¢
cuernos, generados por

microangiopatica
*Coagulacién

ruptura de vacuolas intravascular
citoplasméticas diseminada (CID)
*Protesis vasculares
Excentrocitos o | Eritrocitos con *Anemias
células en distribucion irregular de hemoliticas po
blister la Hb en uno de lo guimicos 0

extremos de la célula

medicamentos
*Déficit de glucosa
6-fosfato-

deshidrogenasa

Tabla No. €. Alteraciones de color o contenido de hemoglobinaigdcromia)

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patolégico
relacionado

Hipocromia Eritrocitos qu *Ferropenias
presentan un ¢ *Talasemias
aumento del are *Porfirias
central de palidez.
Disminucion de I8
concentracion  dg
Hb en el eritrocito.

Hipercromia Termino erréneo ya *Sin relevancia

que el eritrocito ng

o

alguna salvo en |

contiene mas . esferocitosis o0 en

hemoglobina, pero . U algunas  anemias

que por su tamarfip & ;,4 hemoliticas

y forma pierde e - autoinmunes.

area central de

palidez y se tifie

densamente.
Basofilia difusa q Eritrocitos jovenes *Anemias
policromasia que contienen hemoliticas
(reticulocitos) restos de RNA, el g *Eritropoyesis

cual le da una acelerada

tonalidad rosa

grisacea o azulosa

71



Tabla No. 1. |

nclusiones eritrocitarias.

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patolégico
relacionado
Cuerpos de Inclusiones redondas, *Anemia por
Howell-Jolly | pequeias constituidas ge . deficiencia de
ADN. vitamina B, vy
. folatos
*Asplenia funcional
*Posesplenectomia
Anillos de| Restos de microtabulgs *Intoxicacion con
Cabot del huso mitdtico que plomo
adquieren forma de ocho P *Anemia
o anular. {\ megaloblastica
*Anemia perniciosa
*Anemia hemolitica
Punteado Granulos de forma *Déficit de
basofilo redonda o irregular pirimidin-
formados por agregados 5'nucleotidasa
de ARN que se *Intoxicacion  por
distribuyen en todo el plomo
eritrocito. *Talasemias
*Eritropoyesis
ineficaz
Cuerpos de Cuerpos redondos [0 *Deficiencia de
Heinz irregulares constituidos » glucosa 6 fosfatg
por Hb desnaturalizada 4 deshidrogenasa
visibles  solo  con . il (G6PD)

tinciones supravitales.

e

*Estrés oxidativo
*Sindrome de Hb

D

inestable
*Déficit de hexosg
monofosfato
Cuerpos de Cuerpos pequeios que|se *Anemia
Pappenheimer aglomeran en la periferia sideroblastica
del eritrocito *Talasemia
(siderocito), se tifien de B *Hemocromatosis
azul  negruzco con %
Wright y de verde con .
azul de Prusia (tincion

supravital).
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Tabla No. 1(. Inclusiones eritrocitarias (continuacion).

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patolégico
relacionado
Parasitos Plasmodium: . *Malaria o
P. vivax paludismo
P. falmparum & ‘
P. malariae .
P. ovale .
.
- ]
Babesia *Babesiosis
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Fundamento

La observacion microscopica de la morfologia deelitsocitos en un extendido de
sangre tefiido con un colorante tipo Romanowskynesspensable para corroborar la
patologia sugerida por los resultados de la bidmetremética (BH), pues las
anormalidades en los eritrocitos disminuyen la uheédilidad de su membrana para el caso
de las anemias hemoliticas, evidencian la bajausmdn de Hb para el caso de las
anemias ferropénicas o la alteracion de su sirpesssel caso de las talasemias, sugieren la
deficiencia de enzimas indispensables para el okaio eritrocitario, esclarecen algunos
casos de fiebre de origen desconocido, afirmanelcidncia de la hematopoyesis o
simplemente indican que la muestra es vieja.

El estudio morfologico de los eritrocitos requiele gran experiencia del analista
para identificar el tipo de alteracion eritrocitapresente y asi poder relacionar el resultado
de la BH con la anormalidad y establecer un diatigmsues la misma alteracion sugerira
el tipo de tratamiento.

Material e instrumentos
* Microscopio
» Preparaciones fijas de frotis sanguineos tefiidosalorantes tipo Romanowsky

Reactivos
* Aceite de inmersion

Procedimiento

1. El profesor hara entrega de una preparacion fijaeguipo de trabajo.

2. Realizar la iluminacion de Koehler para aseguraeseenfocar adecuadamente el
Mmicroscopio.

3. Con el objetivo 100X observar la laminilla en buskeala alteracion morfolégica
indicada en la etiqueta de la preparacion.

4. Una vez localizada la anomalia, se dejara fijalemieroscopio para que todo el
resto del grupo observe las caracteristicas maitd8 encontradas.

5. Observar y dibujar o fotografiar las células coguabh anormalidad identificada

(caracteristicas de la célula y sus cambios enatsta, forma, etc.).

Finalizada la sesion limpiar las laminillas y egadas libres de aceite al asesor.

Limpiar el microscopio.

No

Actividades

* El reporte que se entregara consistird en los asboj fotos de las células, la
descripcion y el nombre de lo que observo.
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LINEA MIELOIDE (GRANULOCITOS MONOCITOS Y MEGACARIOC ITOS)
Linea granulocitica

Las células de la granulopoyesis constituyen ur6®® de los componentes
citolégicos medulares. Los cambios morfologicod@inns se resumen en:

* Reduccion de la relacion nucleo-citoplasma.

» Desaparicion de los nucléolos.

» Maduracion de la cromatina nuclear.

» Desaparicion de la basofilia citoplasmatica.

» Aparicion de la granulacion primaria azuréfila atpadel promielocito. En esta
etapa es imposible distinguir con tinciones de Rameaky si la célula dara origen
a un neutrofilo, un eosinofilo o un basdfilo; smlergo cada promielocito ya esta
comprometido hacia alguna de estas lineas celulares

e Aparicion de la granulacién secundaria o especificautréfilo, eosindfilo y
basodfilo) a partir del mielocito. Reconocibles nobdfjicamente por tinciones de
Romanowsky.

La primera célula de la serie granulopoyética tifieable morfolégicamente es el
mieloblasto el cual da origen gdromielocitq y éste, amielocitq metamielocitpbanday
finalmente alsegmentad@Tabla 11). Existen 4 etapas mitéticas entre @laoblasto y el
metamielocito, a partir de esta etapa ya no hagidives celulares. Por ultimo, tiene lugar
la indentacion y segmentacion nuclear al llegax atdpa de metamielocito y segmentado,
respectivamente. Todo el proceso de granulopogesise entre 4 y 7 dias.

Las principales alteraciones morfolégicas que recuen la serie neutréfilica se
engloban en 3 grupos:

1. Alteraciones nucleares (Tabla 12).
2. Alteraciones de la granulacion (Tabla 13).
3. Inclusiones citoplasmaticas (Tabla 14)

Eosindfilos Tienen un tamafio semejante a los neutréfilos ycamacterizan
morfoloégicamente por contener en su citoplasmaujo&nacidofilos. Tienen una forma
redondeada, su tamafo oscila entre 0,5 y 1,5 pupaoctodo el citoplasma de la célula
pero no se sobreponen en el nicleo y se tifien Ide @oaranjado-pardo brillante con las
tinciones panopticas, siendo muy fragiles. El nuictm la etapa final de segmentado
solamente alcanza la bilobulacién simétrica y ea pioporcion muy escasa el eosinofilo
puede llegar a formar tres I0bulos perfectamenteetsicos unidos por finos puentes de
cromatina.

Basofilos La maduracién de estas células aun no esta nemydsiclarecida como en
el caso de las otras células sanguineas, sin emiargabe que derivan de una célula
germinal comprometida hacia la granulopoyesis lilasoA diferencia de los basofilos
tisulares o mastocitos, son células redondeadas teuyafio oscila entre 10 y 13 um. El
ndcleo de cromatina densa, posee generalmente dass dobulos unidos por puentes
cromatinicos, en ocasiones dificiles de visualidada la presencia de las numerosas
granulaciones basofilas propias de la célula. Swilblicion en la célula es tan irregular que
tapan el nucleo. La granulacion basdfila, cuyo feanaaria entre 0,2 y 1 um, adquieren un
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color purpureo a negro con las tinciones panopicasel caracter acido del contenido de
sus granulos (heparina, condroitinsulfato, histamip mediadores vasoactivos e
inmunomoduladores). La caracteristica principal lds granulos basofilos es su
metacromasia con los colorantes azules (azul déem®tazul de toluidina), con los que
adquiere una tonalidad rojiza, mientras que ebrdstlas estructuras celulares se tifien de
color azul.
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Tabla No. 11.Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas deéslas de la linea granulocitica.

Célula Morfologia Tamario Nucleo Nucléolos Tincion Granulacion
celular (um citoplasmici visible
Mieloblasto 15-20 Redondo, cromatina 2-3 Azul oscura Ausente
laxa
Promielocito 16-25 Redondo u ovalada, 1-3 Azul oscura Azurdfila
cromatina menos laxpa (purpura)
Mielocito 12-18 Redondo, achatado enAusentes| Rosa claro | Escasa azurofila
uno de sus extremos, con halos y abundante
cromatina condensada azules especifica (rosa
Metamielocito 10-15 Arrinonado o forma Ausentes Rosado Primordialmente
de frijol, cromatina especifica
condensada
Banda 9-15 En forma de| Ausentes Rosado Rojo-rosado
herradura, cromatina
picnética en  10S
extremos
Segmentado: 9-15 Segmentado, 2 a ¥4 Ausentes Rosado Rojo-rosado
Neutroéfilo [6bulos, cromatina

muy condensada
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Tabla No. 11.Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas deéslas de la linea granulocitica (Continuacion)

Célula Morfologia Tamario Nucleo Nucléolos Tincion Granulacion
celular (um citoplasmici visible
Segmentado: 10-13 Bi o] trilobulado,| Ausentes Incolora, en Azul oscuro
Basofilo compacto, poco visible ocasiones
por la  abundante purpura claro
granulacion
Eosindfilo 12-14 Bilobulado, en| Ausentes Rosado Rojo-naranja

ocasiones 3 l6bulos

refringente




Tabla No. 1Z. Alteraciones nucleares de los neutrofilos

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patolégico
relacionado

Pelger-Huet Leucocito con . *Alteracion benigna
nucleo bilobulado R
denominadas células . ;

Quevedo, por € ‘
aspecto de lentes que :
adquiere el nucleo.

Pseudo Pelger-Huet Neutréfilo con ’ *Infecciones
nicleo redondo U ‘ gu% . | bacterianas
ovalado. . *Trastornos

"W | mieloproliferativos
) *Estados
mielodisplasicos

Nucleo en anillo Neutrofilos con *Trastornos
nacleo en forma de mieloproliferativos
dona cronicos y

mielodisplasicos
*Leucemias agudas

Hipersegmentacion
nuclear

Nucleo con mas de
segmentos e
neutréfilos y mas dg
2 en eosinofilos

*Anemia
megaloblastica por
deficiencia de
vitamina By Yy
folatos
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Tabla No. 1:. Alteraciones en la granulacion de los neutrdfilos.

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patolégico
relacionado
Granulacion téxica Neutroéfilos can *Infecciones
abundante bacterianas
granulacion primaria *Quemaduras
*Cancer

*Anemia aplasica
*|ntoxicaciones

Neutrofilos
agranulares

Neutréfilos sin o cor
escasos granulos |y

*Trastornos
mielodisplasicos

citoplasma rosa mieloproliferativos
azuloso *Leucemias
mieloides agudas
*Deficiencia de
mieloperoxidasa
Anomalia de Leucocitos con *Trastorno
Chediak Higashi | granulos  gigantes, autosémico
debido a la fusion de recesivo
granulos primarios \
secundarios
Bastones de Auer | Estructuras largas en *Leucemia

Célula de Fagot

forma de aguja
debido a la fusion
cristalizacion de
granulos azurdfilos,
se tifien de color azuyl
rojizo. Presentes en
Mieloblastos Y|
promielocitos

Promielocito con
abundantes bastones
de Auer

mieloide aguda:
M1
M2
M3
M4

M3
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Tabla No. 1. Alteraciones en la granulacion de los neutréffmmntinuacion).

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patolégico
relacionado
Anomalia de Alderi Granulos gruesos
Reilly rojo violaceo en los
leucocitos, trastornp *Asociada a

hereditario. Su
aspecto  en lo
neutrofilos eg

semejante al de I3
“granulaciones

toxicas” observadal
habitualmente en Ia
leucocitosis product
de infecciones, per
la presencia  de
granulos en  los
linfocitos,

gue en ocasione
adquieren forma d
coma es sugestivo @

Ul

a veces
dentro de vacuolas

esta anormalidad

mucopolisacaridosis

Tabla No. 1< Inclusiones citoplasméaticas en los neutrofilos.

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patologico
relacionado

Cuerpos de Dohle Inclusiones de *Sepsis por
color gris-azulosa L infecciones
palido cerca de la & &8 bacterianas,
periferia, b 25 M quemaduras
compuestas de ﬁ *Sindromes
agregados de ‘ mielodisplasicos
reticulo mieloproliferativos
endoplasmico cronicos
rugoso

Vacuolizacion
toxica

Areas circulares 0
irregulares, claras
no tenidas

<

*Sepsis
infecciones
bacterianas
*Quemaduras
*Estados téxicos
*Cancer

por
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Tabla No. 1< Inclusiones citoplasmaticas en los neutrofilosifcmacion).

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patoldgico
relacionado
Mérula Inclusiones g *Anaplasmosis a
granulares, basofilas Erlichiosis
y de forma irregular granulocitica
humana

Linea monocitica

La teoria actual enmarca que los monocitos saagsiy macrofagos libres y fijos
provienen del monoblasto y promonocito. La maddrade esta linea celular se inicia a
partir de la UFC-GM que pasa a monoblasto por acd@ interleucinas y factores de
crecimiento correspondientes a la maduracion demlosocitos, los monoblastos son en
aspecto similares a los mieloblastos. Los monatdasbn células grandes con nucleo
excéntrico que contienen uno o dos nucléolos sibLuego del proceso mitético y
maduracion el monoblasto se transforma en un prooitm teniendo tamafio similar al
blasto. El promonocito presenta poca granulacgordmatina ya no es tan laxa como para
mostrar nucléolos pero si lo suficiente para evig@aruna serie de pliegues y muescas que
se generan en el nlcleo (caracteristica principhbfitoplasma suele ser irregular y de gran
tamafio. Conforme avanza su maduracién alcanzapa efle monocito en sangre periférica.
Al monocito se le describe como la célula mas geadel torrente sanguineo, pero no
siempre es asi. Tiene citoplasma abundante quespued contener vacuolas, el nucleo
tiene forma arrinonada con cromatina reticular gya#éios grumos; el contenido y tamafio
granular varian de manera considerable con la raeidur de la célula. A esta etapa se le
considera transicional ya que cuando el monociamdbna la sangre y se interna en los
tejidos se transforma en macrofago, que dependidetitejido en que se encuentre este
adquiere un nombre y caracteristicas especificas. rhacréfagos son células de gran
tamafio, pleomorficos y muy méviles (Tabla 15).

Tabla No. 15. Caracteristicas morfologicas y bioquimicas de léklas de la linea
monocitica.

Célula Morfologia Tamafio Nucleo Nucléolos| Citoplasma
celular
(kM)
*Abundante
Grande vy y de
redondo, caracter
Monoblasto 15-25 | cromatina 1-2 basofilo
laxa *Agranular
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Tabla No. 1t Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de lémlas de la linea
monocitica (continuacion)

Célula Morfologia Tamafio | Nucleo Nucléolos| Citoplasma
celular
(Lm)
Irregular,
con *Abundante,
pliegues o azul grisaceo
Promonocito 12-20 | muescas, 0-1 *Granulacion
cromatina azurofila fina
fina
*Abundante,
irregular y
Reniforme grisaceo
o irregular, *Fina
Monocito 15-30 |de gran| Ausentes | granulacion
tamafio | azurdfila
cromatina *Aspecto de
grumosa vidrio
esmerilado g
arenoso
el *Abundante,
’ - Redondo y granuloso,
Macrofago ,{' i 15-85 | ovalado Variable | vacuolado ¢
4 > irregular

Linea megacariocitica

La produccion de plaquetas presenta caractesstio&cas que no presentan las
demas células hematopoyéticas, pues mientras gjaemaas estirpes se dividen por mitosis
hasta obtener aproximadamente 16 ceélulas madurgmartr de un precursor los
megacariocitos sufren una mitosis incompleta, edr,déenen division nuclear pero
carecen de telofase creando asi un nucleo mullddbu a este proceso se le llama
endomitosis. Cada I6bulo del nacleo que se formalipkide (2N), por lo tanto los
megacariocitos siempre son poliploides.

La célula inicial en la secuencia de maduraciorelesiegacarioblasto (MK1), el
cual posee similitud con los demas blastos o defatgia linfoide, tienen escaso
citoplasma y de caracter basofilo, poseen un smiten que evidencia de 2 a 6 nucléolos.

Al aumentar el volumen del citoplasma y al alcanza diametro de 80um el
megacarioblasto se transforma en un promegacari@iK2). En esta etapa se pueden
observar tres tipos de granulos (densos, alfeogdisicos) dispersos en todo el citoplasma
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y el nicleo ya es lobulado. Las lineas citoplassnd@mdemarcacion se hacen notorias hasta
la tercera etapa, denominada megacariocito bagdfik3) por la coloracion azulosa que
adquiere el citoplasma. La etapa final es el megagt maduro (MK4), el cual se
encarga de liberar segmentos citoplasmaticos dewmalms proplaquetas (plaguetas
gigantes), las cuales se van fragmentando conf@vaezan hacia torrente sanguineo
dando paso a fragmentos pequefios llamados plaguetasntervienen en los procesos
hemostasicos del organismo (Tabla 16).

Tabla No. 1t Caracteristicas morfologicas y bioquimicas de @slas pertenecientes a la
linea megacariocitica

Célula Morfologia Tamafio Morfologia Citoplasma
celular (um) nuclear
Redondo,
similar al de| *Escaso y ds
Megacarioblasto 10-15 un linfocito, | caracter
presencia  de¢ basoéfilo
nucléolos

*Basofilo vy
50-80 Lobulado, 2-4| presencia de
(4N-8N) granulacion
azurdfila

Promegacariocit

Megacariocito Lobulado , 4- *Muy basofilo
basofilo 50-80 16 I6bulos| Abundante
(8N-32N) granulacion
azurdfila
*Rosaceo Y
con
Megacariocito Lobulado , 4- demarcacion
maduro 20-60 16 I6bulos| citoplasmica
(8N-32N) (campos
plaguetarios)
*Abundante
granulacion
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Tabla No. 1¢. Caracteristicas morfologicas y bioguimicas de é&hslas pertenecientes a la
linea megacariocitica (continuacion)

Célula Morfologia Tamafio Morfologia Citoplasma
celular (um) nuclear
1 *Grisaceo y con
Proplaquetas(1 ’ “#| 24yhasta7 g abundante
y plaquetas(2) | b mas en las | Nucleo ausente granulacion
‘ proplaquetas azurofila en e

centro
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LINEA LINFOIDE

Los linfocitos son las células sanguineas coimkalde maduracion mas compleja,
pues dependiendo la estirpe a la que pertenezgair&ae su maduracion en el bazo, en el
timo o en la misma médula 6sea, por lo cual pampecender mejor su maduracion los
organos en los que maduran se clasifican en ordarfé@scos primarios (médula 6sea y
timo) y secundarios (bazo, placas de Peyer, addloValdermyer y ganglios linfaticos),
pues cada estirpe linfoide se clasifica a su vediegrsas subpoblaciones. La proporcion
gue ocupan dentro de la meédula 6sea junto con logoaitos y macréfagos es de
aproximadamente 15%.

Todos los linfocitos provienen de una célula mamiyenprometida hacia la linea
linfoide (UFC-L), de esta se desprenden los precasscondicionados a linfocitos T que
maduran en el timo y los precursores condicionadasfocitos B que maduran en médula
0sea. Los distintos tipos de linfocitos no se puoeatiterenciar morfologicamente, para ello
se emplea la citofluorométria y anticuerpos monuales dirigidos a marcadores de
membrana especificos en cada subpoblacion de itio$osin embargo por métodos de
tincibn convencionales pueden observarse tres iestadorfologicos de maduracion:
linfoblasto, prolinfocito y linfocito maduro.

El linfoblasto es una célula pequefia o medianal@0n) con nucleo redondo u
ovalado que abarca casi todo el citoplasma, tieo@atina laxa que puede mostrar uno o
mas nucléolos. El citoplasma es escaso y presastHila proporcional a la cantidad de
ARN presente. En el cambio de linfoblasto a proluitb ocurren cambios sutiles, como,
una cromatina levemente mas condensada sin o@illtancléolo, una disminucion del
ndcleo y un cambio en el grosor de la membranaeaucEl cambio a linfocito sanguineo
es mas evidente, pues disminuye el ndcleo, el poake cromatina condensada, el
citoplasma es mas abundante y levemente basoéfiloalgunos casos con pequefios
granulos azuréfilos y por lo general adoptan umranéoredondeada. En sangre periférica
podemos identificar morfolégicamente tres tipodid®citos: pequefio, mediano y grande
(Tabla 17).
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Tabla No. 1. Variaciones morfologicas de los linfocitos

Célula Morfologia Tamafio Nucleo Cromatina | Citoplasma
celular
(1m)
, Redondo, | Condensada,| *Escaso 4
Linfocito ‘ 6-10 oval, con|irregular, no| moderado,
pequefio muesca  Q definida de incoloro &
estirado azul claro
*Moderado,
de incoloro a
Linfocito 11-14 Redondo Variable matices de
mediano azul claro,
pocos
granulos
azurdfilo
Redondo, *Moderado
oval, con a abundante,
Linfocito 15-20 muesca, Variable, de incoloro a
grande estirado, por condensada, | basofilo en
granular lo generall reticular ocasiones
no plegado con granulos
grandes
*Moderado
Linfocito muy
basdéfilo Redondo | Condensada| basofilo
(activado)
*Muy
Muy vasta, abundante,
Célula Redondo | condensada, | con intensg
plasmética exceéntrico | definicion basofilia vy
clara de Iq una zona
paracromatina clara cercd
del nucleo

Los linfocitos también pueden clasificarse por wocfon inmunitaria, en linfocitos
B y T diferenciables Unicamente por citofluoronetnpero en algunos casos es posible
establecer ciertas relaciones con la morfologiaa Bferenciacion inmunitaria se hace
evidente en la etapa de prolinfocito.

Los linfocitos B adquieren su competencia inmugima en la médula 6sea, donde
se desencadena la reorganizacion de los genesnd@aglobulinas (Ig) citoplasmaticas y
de superficie (IgD e IgM). A medida que avanza ebcpso madurativo se van
desarrollando nuevas subpoblaciones con nuevageaonts. Cuando el linfocito B recibe un
estimulo antigénico aparecen las IgG, IgA e Igéhgformandolo en una célula plasmatica
completando asi su total diferenciacion. La fungiéincipal de esta clase de linfocitos es
la respuesta inmunitaria humoral.
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Los linfocitos T adquieren su competencia inmugima en el timo, sin embargo su
descripcién es mas compleja, ya que los marcadigresembrana aparecen, desaparecen y
reaparecen durante el desarrollo de la célulacgrtrario de los linfocitos B que adquieren
su maduracion total al exponerse a un estimulggé@mito, los linfocitos T sufren una
regresion a la etapa de linfoblasto para produiifodinas y adquirir memoria
inmunolégica, cuando sufren un segundo estimulo gsbe mismo antigeno se genera
entonces su diferenciacion total transformandosdindocitos activados productores de
perforinas. Los linfocitos T al igual que los B desllan subpoblaciones dependiendo de
los marcadores expresados en su membrana, siendtakcomunes los linfocitos T CD4
0 cooperadores/supresores y los linfocitos T CBBatdxicos.

Existe otra poblacion de linfocitos denominada dlKélulas asesinas naturales que
se encargan de la destruccion de otras célulasrdahismo contribuyendo al recambio
celular normal y el control de la proliferaciont&slinfocitos son los de menor porcentaje
y pueden llegar a distinguirse morfolégicamente portamafo y cierta granulacion
azurofila en el citoplasma (linfocito grande gramyl
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Fundamento

La evaluacién morfoldgica de los leucocitos endatendidos sanguineos tefiidos
con un colorante de tipo Romanowsky es indispeasadna diferenciar una gran cantidad
de padecimientos relacionados con la maduraciadaceinfecciones bacterianas y viricas
o0 inclusive parasitarias, anormalidades congénitede proliferacion celular en sindromes
mieloproliferativos o mielodisplasicos, gracias e dos organelos de cada célula poseen
distintos compuestos que les confieren una gamacaleres especificos para su
diferenciacion morfolégicamente en la mayoria declasos.

La informacion que se obtiene al examinar unanskd@ de sangre periférica
adquiere gran importancia ya que del analisis Vdedas células blancas se puede valorar:

a) Hallazgo de anomalias de maduracion nuclear ylesgafética.

b) Caracteristicas generales de tamafio y color.

c) Hallazgos de trastornos leucocitarios y su deliciota

d) Presencia de cuerpos de inclusion y su asociacansas viables.

La evaluacion cualitativa de las caracteristicagfolbgicas de los eritrocitos,
leucocitos y plaquetas, por medio del examen deneidos de sangre puede contribuir en
mucho al diagnostico de afecciones de la sangre.

Material e instrumentos
» Preparaciones fijas de leucocitos
» Microscopio

Reactivos
* Aceite de inmersion

Procedimiento

1. El profesor hara entrega de una preparacion fijaeguipo de trabajo.

2. Realizar la iluminacion de Koehler para aseguraeseenfocar adecuadamente el
microscopio.

3. Con el objetivo 100X observar la laminilla en buskeala alteracion morfolégica
indicada en la etiqueta de la preparacion.

4. Una vez localizada la anomalia, se dejara fijalenieroscopio para que todos los

integrantes de los equipos observen la morfologiasi células.

Dibujar o fotografiar las células con alguna anditaal.

Finalizada la sesion limpiar las laminillas hastarar todo el aceite de inmersion y

dejarlas secar al aire, limpiar con una gasa odalgoel exceso de aceite.

Entregarlas limpias al aseséinalizada la sesion, regresar las laminillas lespy

libres de aceite al asesor.

7. Limpiar el microscopio.

oo
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Actividades

* El reporte que se entregara consistira en los akibajlas fotos de las células, la
descripcién y nombre de lo que se observo.
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MODULO
[V

Formula blancay
pruebas especiales

Eosincfilo

Neutrofilo

Célula en banda

Globulo rojo

Linfocito

Monocito
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FROTIS DE SANGRE PERIFERICA'Y CUENTA DIFERENCIAL

La morfologia de las células sanguineas es el leongmto de la biometria
hematica. Sélo a través del examen cuidadoso deotis sanguineo se pueden obtener
indicios adicionales de la naturaleza de la aneleizmcemia, etc., como cambios en la
forma y caracteristicas de tincion de los eritaxiy leucocitos, y aparicion de células
inmaduras o anormales.

El recuento diferencial puede definirse como eastedalitativo de los eritrocitos,
plaguetas y leucocitos de cada tipo: polimorforares, linfocitos y monocitos, junto a un
estudio de la edad y anomalias morfoldgicas dent@snos. Otra definicion para el
concepto daliferencial es que representa el porcentaje de distribuciélosi@iferentes
tipos de leucocitos y el estudio cualitativo derfismos sobre una extension tefiida.

Exploracion clinica de la Hematologia

En la préctica clinica, el estudio de la médulaadéseviste una importancia de
primer orden en multiples enfermedades hematolégicao hematoldgicas. En efecto, en
algunos procesos como la leucemia aguda, el didgodseside precisamente en la
identificacion de los blastos, los cuales puedéar @sno, en sangre periférica, por lo cual
la informacion citolégica es imprescindible. Disparos fundamentalmente de las
siguientes exploraciones:

a) Aspirado de médula 6sea (citologia medular o miaing).
b) Biopsia medular (histopatologia).

c) Gamagrafia medular.

d) Ferrocinética.

e) Cultivo de progenitores hematopoyéticos.

Examen de las extensiones de sangre tefidas

Se ha dicho, y con mucha razén, que un estuditigahte de la extension tefiida,
junto con el calculo de la concentracion hemoglichinproporcionara el 90% de toda la
informacién diagnostica que pueda obtenerse deamen hematoldgico.

Un frotis (como vulgarmente se le conoce) notes @xsa mas que un pelicula de
sangre o cualquier otro liquido biolégico extendsddre la superficie de una laminilla de
vidrio, el cual se seca, se fija y se tifie ulteniente con un colorante que nos permita
observar y diferenciar la morfologia de todas lékilas presentes en ese extendido. El
frotis sanguineo debe realizarse dentro de lasn®pais horas de haber obtenido la sangre
para evitar anormalidades por efecto de almacemaonie la muestra.

Preparacion de los frotis sanguineos

Para su preparacion puede utilizarse el métodtoslecubreobjetos o el de los
portaobjetos (Figura 17).

El método de los cubreobjetos ofrece la ventajaltener una distribucion mas
homogénea de la sangre, sin embargo son fragdéscites de tefiir, por lo cual hoy es un
método poco utilizado por no poderse emplear métadtomatizados para su preparacion.
El método de los portaobjetos es el de mayor aciéptaen todos los laboratorios, pues
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estos por su mayor resistencia pueden rotulardengcanarse por un tiempo indefinido.
Hoy en dia existen equipos automatizados que mepaxtendidos sanguineos de buena
calidad que permiten al analista ahorrar tiempo pyinozar su trabajo dentro del
laboratorio, ejemplos de estos aparatos son elpvip® y el Ne-Alfa® de Sysmex.
También hay aparatos para tincién de laminillagj@mplo de estos es el Hema-tek® de
SIEMENS.
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Fig. No. 17.Esquema de las técnicas para preparar frotis wigresaa) Técnica de los
portaobjetos; b) Técnica de los cubreobjetos.

Fijacion

La extensidn sanguinea, una vez seca, debe sesmatein proceso de fijacion para
poder ser tefiida mediante el colorante de elec&éte paso es omitido cuando se emplea
la tincion de Wright, pues el colorante ya contiane fijador a diferencia de otros
colorantes. La fijacion tiene lugar en el primemnuatdo cuando se aplica un colorante sin
diluir. Con los colorantes acuosos hay que empgantes quimicos o calor antes de la
aplicacion del colorante.

Colorantes

La mayoria de los colorantes son compuestos omgmjge tienen alguna afinidad
especifica por los materiales celulares. Muchosraates utilizados con frecuencia son
moléculas cargadas positivamente (cationes) o ivagatnte (aniones).

» Colorantes acidos:Son moléculas cargadas negativamente (anionesjgnsieginan
con los constituyentes celulares cargados positwam tales como las proteinas.
También son llamados basdfilos, el ejemplo mas coeslia eosina.

» Colorantes basicosSon compuestos cationicos con afinidad por lostioiyentes
celulares cargados negativamente, tales como ladosacnucleicos y los
polisacéaridos acidos; a estos colorantes tambiélesse&onoce como acidofilos.
Ejemplo de colorantes aciddfilos son el azul délere.

* Colorantes policromaticos: Tradicionalmente, las tinciones se han logrado
mediante el uso de colorantes que con frecuencigatiede la anilina (tinciones
tradicionales o clasicas). Los colorantes policriicnd son el resultado de la
combinaciéon de un colorante basico (azul de metjlen un colorante acido
(eosina), que al reaccionar entre si generan upwesto de propiedades distintas a
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los compuestos iniciales. También se le conoce cooudorante de tipo
Romanowsky, ejemplos de este tipo de colorante sbrtolorante de Wright,
Giemsa, Leishman, May-Griinwald, y son una mezcldagecolorantes primarios,
el azul de metileno y la eosina.

Tinciones especiales

» Tinciones fluorescentes:emplean colorantes (fluorocromos) que se fijan & la
células y que, cuando son estimulados por unalftavioleta, emiten una radiacion
visible, de un color caracteristico. Los fluorocasmmas utilizados en esta clase de
tinciones son el naranja de acridina y el rojo reut

» Tinciones citoquimicas:demuestran la presencia, mas o menos abundang, o |
ausencia de determinadas enzimas, localizadas dntezlor de los granulos
citoplasmaéticos de los leucocitos.

o0 Fosfatasa alcalina Se hace reaccionar la fosfatasa alcalina lewsiton
alguna solucién de fosfato de naftol, de dichaaiéacse libera naftol y por
accion de una sal de diazonio (depende de la casarcial) se produce un
pigmento insoluble y visible en el interior de leacocitos con actividad de
fosfatasa alcalina.

Fosfato de naftol + fosfatasa alcalina leucocitaf—— naftol
Naftol + sal de diazonie——  pigmemsoluble colorido

o Peroxidasa leucocitaria Las peroxidasa son catalasas lisosomales que
transfieren el hidrégeno desde un donador adecuathberiormente
bencidina) a un peréxido (peréxido de hidrogenappteando 4-cloro-2-
naftol se oxida y se transforma en un colorant®lifde color pardo
negruzco, que se emplea como indicador de la ganesente actividad de
peroxidasas.

o Acido Peryédico de Schiff El acido peryddico oxida los glicoles hasta
aldehidos, los cuales se hacen reaccionar coraetive de Schiff (mezcla
de pararrosanilina y metabisulfuro de sodio) pagaegar un compuesto
rojizo, por la liberacion de una pararrosanilinaciaahal que tifie los
elementos celulares que contienen glicol.

0 o-Naftil esterasa Las esterasas son un grupo de enzimas que anbaa
sustratos de manera muy selectiva. En este promsdonse hace reaccionar
la esterasa leucocitaria con acetato de naftien presencia de una sal de
diazonio estable para formar depdsitos de col@nsd en los sitios de
actividad enzimatica.

Acetato de naftile + esterasa leucocitaria———  naftol
Naftol + sal de diazorie—— deposito colorido intenso

o Cloroacetato esterasaMismo principio que en la-Natftil esterasa, pero en

este caso se hace reaccionar la esterasa conraacgtato de naftol.
Cloroacetato de naftol + esterasa leucocitasa—— naftol
Naftol + sal de diazorie—— deposito colorido intenso

» Tinciones supravitales: son tinciones de células vivas, pues se requiaee g
colorante entre en las estructuras para poderlhacesibles (Tabla 18).
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Tabla No. 1f Colorantes supravitales mas comunes en Hematojmia evidenciar
inclusiones no tefiidas o poco visibles con el @it de Wright

Colorante Inclusién

Azul de cresilo brillante, nuevo azul g€uerpos de Heinz
metileno, verde brillante

Azul de cresilo brillante, nuevo azul ddallas de reticulo (reticulocitos)
metileno

Azul de Prusia Cuerpos de Pappenheimer

Tincién del frotis (tincion de Wright)

Durante el proceso de maduracion de los colorasgeRomanowsky, el azul de
metileno se oxida (desmetilacion) dando lugar aoreofes secundarios. Los mas
importantes son los azures de metileno (principatenazur A, azur B y azur C), de color
azul brillante, que son también colorantes metaétimos. Cuando las moléculas de un
colorante metacromatico estan desordenadas en alueios, el color observado es el
natural (azul), sin embargo, cuando dichas molécs#aordenan en el espacio muy juntas
unas de otras forman un color distinto (Rojo). Dteda tincion, si el azur de metileno tifie
una sustancia cuyos sitios de union con el colerastan ordenados en el espacio y muy
cercanos unos a otros (sustancias metacrométitas),moléculas quedan también
ordenadas y se produce el fen6meno de metacrormeadgiecir, la sustancia se tifie de color
violeta a rojo, dependiendo del grado de orderaslenoléculas.

La tincion de Wright es la mas empleada en losorktbrios clinicos para la
diferenciacion morfologica de todas las células dtepoyéticas normales y anormales.

Caracteristicas de observacion celular

Las tinciones de tipo Romanowsky nos permite raysiir los siguientes aspectos

morfoldgicos de las células:
Forma y dimensiones de las células sanguineas.
Forma del nicleo y de la cromatina (color purpura)
Citoplasma de los linfocitos (distintas tonalidadesazul).
Citoplasma de los monaocitos (color gris).
Granulacion de los PMN:

a. Granulacion primaria (color purpura)

b. Neutrdfilos: de pardo a rosa

c. Eosindfilos: de rojo a naranja

d. Basofilos: azul oscuro
Forma vy color de los eritrocitos (rosa palido eang).
Basofilia difusa (color gris-azuloso).
Inclusiones en eritrocitos y leucocitos.
. Variacion en la concentracion de Hb en los eritosci
10.Morfologia plaquetaria.
11.Células inmaduras.

arnNE
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Examen critico del frotis

Cuando se revisa un frotis hay que tener en cuantonfirmacion de algunas
anomalias eritrocitarias que los equipos autondgano siempre pueden detectar, tales
anomalias pueden ser:

1. Anisocitosis Puede valorarse tras la observacion de los eitiien varios campos
del frotis, con lo cual puede estimarse el prometkoeritrocitos normociticos,
microciticos o macrociticos. El grado de anisogtgs valora en cruces (1-3).

2. Poiquilocitosis Valoracion de la forma del eritrocito (discoidaljalado, esférico,
espinoso, etc.). Esta observacion es de gran gnostico y por ende debe
especificarse. El grado de valoracion es similaledl anisocitosis (1 a 3 cruces).

3. Concentracion de hemoglobina Valoracion de la intensidad del color en el
eritrocito para determinar si estos son normocrogic hipocromicos o
hipercromicos (relevante sélo en esferocitosisyéara en cruces (1 a 3).

4. Policromasia o anisocromia Valoracion de la uniformidad en la coloracionlde
eritrocitos. El grado de anisocrémia debe valorarée par de la concentracion de
hemoglobina y se reporta en cruces (1 a 3).

5. Inclusiones Se valora la presencia de restos nucleares (Hdalgt o anillos de
Cabot) o intracelulares (punteado basoéfilo, Pappiemdr), asi como la presencia de
eritrocitos parasitados (Plasmodium o Babesia).aCaa de estas inclusiones
suelen indicar una gama de procesos patologicexiisps de cada una.

6. Eritroblastos: En condiciones normales no deben observarse enfratis
sanguineo, sin embargo pueden presentarse en algasos. Cuando se observan
eritroblastos debe valorarse la cantidad de estxliamte una cuenta diferencial y
de esta forma evaluar si existe una interferengifecativa en la cuenta total de
leucocitos.

Ademas de detectar estas posibles anomalias &otis) también se puede hacer
una cuenta de plaquetas pome#todo indirectpasegurandose de que las plaquetas estén
uniformemente distribuidas. Se observa tambiéassplaquetas son de tamafio normal o si
carecen de granulacion.

Cuenta diferencial

Una definicién sencilla de lo que es una cuenteréifcial esexpresar en porcentajes
la cantidad de cada estirpe de leucocitos que hagentes en la sangreor lo tanto se
puede considerar como un analisis cuantitativoajitaivo simultaneamente.

Cuando se realiza una cuenta diferencial manuatiet® tomar en cuenta lo
siguiente:

a) Contar como minimo 100 células, lo ideal seriaizaaluna cuenta de 200 células,
sin embargo por la optimizacion de tiempo 100 eél@ds un nimero aceptable. La
cantidad de células a contar puede variar depethalide la cantidad absoluta de
leucocitos, del criterio y habilidad del analidanando en cuenta que entre menos
células se cuenten el error aumenta y entre madasésean contadas el error
disminuye. Por ejemplo si se tiene una cuenta atasde <3000 leucocitos/pL seria
preferible hacer una cuenta diferencial en 50 leite®, pero si por el contrario se
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tiene una cuenta absoluta de mas de 100id@ocitos/uL la cuenta diferencial
podria aplicar hasta en 500 leucocitos.

b) Los distintos tipos de leucocitos (monocitos, loifos o0 PMN) deben reportarse en
porcentajes relativos. Las células inmaduras tamiiéden reportarse.

c) La presencia de eritroblastos puede generar inteid& en la cuenta total de
leucocitos, por lo cual su cuantificacion debe selependiente de la cuenta
diferencial y se debe mencionar el porcentaje deoklastos en el reporte de la
cuenta diferencial.

d) Observar la morfologia de los leucocitos para ifieat cualquier anomalia.

97



Fundamento

Debido a que la eosina y el azul de metileno reaeti a los cambios de pH de los
distintos componentes celulares, los que posedrttearbasico fijan en mayor medida la
eosina (colorante acido), mientras que los queguosaracter acido fijan mejor el azul de
metileno (colorante basico) y nos dan una gamaottzes en las células heméticas que
permiten clasificar a los leucocitos polimorfonakes en base a sus propiedades tintoriales
en neutrofilos, eosindfilos y basofilos; diferemca los mononucleares (monocitos y
linfocitos) por la coloracién de su citoplasma, deméas permiten observar con mayor
facilidad las anormalidades morfoldgicas en losmoss.

Material e instrumentos
» Sangre venosa con EDTA.
» Porta objetos limpios y desengrasados.
» Microscopio
» Aceite de inmersién

Reactivos
* Colorante de Wright
» Amortiguador para colorante de Wright (pH de 6:B%).
* Agua

Procedimiento

1. Recolectar 2 mL de sangre venosa con anticoaguani@ tubo con tapén lila.

2. Homogeneizar perfectamente bien la sangre porsiredel tubo (5-10 veces).

3. Los portaobjetos se limpian y se preparan de laesige manera:
Los portaobjetos pueden lavarse con extran o coa &gjabon, luego con mucha agua
caliente y limpia (qQue no se dejara enfriar hasta se haya quitado todo el jabdn), y por
ultimo, con agua destilada. Posteriormente se sgcsd pulen con un trapo limpio sin
pelusa. A partir de entonces se manejaran tocadlddas bordes. Los portaobjetos secos
también pueden guardarse en una caja de Petriaimpseca.Nota: Cuando los
portaobjetos son nuevos estos solamente deben ligyse con una gasa o un pafo
limpio.

4. Depositar una pequefia gota
de sangre procedente de una
puncion cutanea, de una
jeringa o del tubo colector,
aproximadamente a un
cuarto de distancia de uno
de los extremos del
portaobjetos como se
muestra en la Figura 18.

5. Para extender la sangre se utiliza el borde fincotle portaobjetos o bien se
emplean portaobjetos especiales. El portaobjetas epdiende la sangre debe
mantenerse en un angulo de 30-40° con respectwrtalopjetos horizontal. El borde

Gota de sangre

Fig. No. 18.Posicion de la gota de sangre
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del portaobjetos que efectla la extension se desplacia la gota de sangre hasta
gue entre en contacto con la misma como se mussteaFigura 19 (1 y 2).

EEEE——
)
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1 2
4me——
]
[ ] L |
3 4
Fig. No. 19.Desplazamiento del portaobjetos guia o extens@ntiel la elaboracion dg
un frotis.

6. La gota de sangre se extiende rapidamente poraddpitl a lo largo del borde del
portaobjetos extensor. Desplazando éste lentamemtelireccion contraria, se
realiza una fina extension porque la sangre sigoe getras del borde del
portaobjetos extensor como se muestra en la Fiu(a y 4).
Las variaciones del grosor de la extension se coggen cambiando el tamafio de la
gota de sangre, el &ngulo del portaobjetos extemspla velocidad de la extension

Cuando el frotis se realiza por este procedimielgbe tener entre 3y 4 cm, y
presenta tres zonas diferenciadas, en las que tmlogia eritrocitaria puede variar y la
distribucion de leucocitos es diferente (Figura 20)

Cabeza Cuerpo Cola

A gte linfocitos a de monocitos y
neilas

Fig. No. 20.Esquema de un frotis sanguineo con indicaciorasleliferentes areas qye
la componen y la distribucion celular de la misma.

7. Después de que el frotis esta seco, se escrimdne del paciente y la fecha en la
parte mas gruesa de la extension.

8. Se coloca el frotis sanguineo seco en una rejidia on puente de tincion.

9. En caso de que el colorante no tenga un fijadadiroés debe cubrirse totalmente
con alcohol etilico o metilico absoluto durante 2 minutos, para fijar la muestra.
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10.El portaobjetos seco se cubre totalmente con eraale de Wright y se deja un
minuto. Este tiempo varia segun el lote del colierase Wright utilizado y se
determina mediante diversos ensayos.

11.Sobre la extensién se vierte una cantidad iguabtiecion amortiguadora (pH 6.8 6
7.2). Hay que procurar que la mezcla de colorardengrtiguador no se derrame.
Soplar ligeramente con un piceta o un bulbo sodbneréparacion para mezclar el
buffer y el colorante. La aparicién de un brillaode metalico indica que la tincion
es correcta.

12.Después de que la mezcla del colorante y del agoadior ha actuado durante 3 a 6
minutos (es preciso probar el tiempo ideal para ¢aig: de colorante) se elimina de
la superficie del portaobjetos, colocando éstezbotalmente bajo un chorro fino
de agua destilada. Con esto se evita que la p@farse deteriore por el
precipitado.

13.A continuacion se lava el portaobjetos con aguaierde (o0 solucion salina
fisiologica) durante un breve periodo de tiempo,ssi aprecia un exceso de
coloracion azulada se efectia un lavado postdpiarcurar que el lavado no sea
muy extenso para no decolorar la preparacion yaewjtue los granulos de los
basofilos se disuelvan.

14.Dejar que se seque al aire, manteniéndola inclivadarticalmente sobre un papel
absorbente o una gasa.

15.Eliminar el exceso de colorante que existe enrellatlo del portaobjetos, frotando
con una gasa empapada en alcohol.

16.Colocar el portaobjetos en la platina del microgzop se hace la observacion con
lente de inmersion en aceite directamente.

17.Al efectuar el recuento, se sigue el método cruzadose indica en la Figura 21.

frotis.

P>

Fig. No. 21.Patron a seguir para realizar la cuenta diferémeiaun frotis. La cuents
diferencial se hace de este modo con el objetadleii las areas central y periférica del

18.El término “cuenta diferencial” se refiere a lastdbucion porcentual de los
distintos tipos de leucocitos. El procedimiento alsgonsiste en contar 100
leucocitos, clasificandolos como leucocitos PMNtri#ilos, eosindfilos, basdfilos,
monocitos y linfocitos. Los leucocitos jovenes maduros se deberan hacer contar
con todo cuidado.

Como la cuenta diferencial tiene un valor relate® necesario también reportar la

cuenta diferencial en valores absolutos, para pegeeciar una patologia real en la
cantidad de cada tipo leucocitario. Para obterseevédores absolutos se emplea la siguiente
formula:

Valor absoluto en mnt = Cuenta total de leucocitoX % de estirpe leucocitaria
100
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Valores de referencia

Tabla No. 19. Valores de referencia porcentuales y absolutos lpacaienta diferencial
leucocitaria.

Tipo de leucocito % Absolutos

Neutrdfilos 40 -85 1500 — 7000
Bandas 0-11 - 800
Linfocitos 12 - 46 1000 - 4200
Monocitos 1-13 100 - 800
Eosindfilos 0-7 0-200
Basofilos 0-3 0-20
Actividades

* Realizar la cuenta diferencial.

* En base a los resultados obtenidos de su cueetamiial (porcentual), calcular los
valores absolutos de leucocitos, considerando ¢umrdeo total de leucocitos
hubiese resultado de:

a) 7500 leucocitos/mrh
b) 25 000 leucocitos/min

Y Agrupacién Mexicana para el Estudio de la Hemaial¢gMEH)
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CUENTA DE RETICULOCITOS

Hay cuatro mediciones estandares de laboratdtes (tara el recambio eritrocitico:
la cuenta de reticulocitos, la proporcién granultitgde medular, la bilirrubina sérica y la
concentracion de deshidrogenasa lactica sérica JDBbik éstas, la cuenta de reticulocitos
es la mas cuantitativa y también la mas practica fmevaluacion clinica del recambio
eritrocitico.

El reticulocito es un eritrocito inmaduro que ¢ené RNA ribosomal. Su nombre
deriva del aspecto reticulado que muestra en lgwamones supravitales debido a la
persistencia en el citoplasma de restos de organ8htmn células de volumen algo mayor
gue los eritrocitos maduros, presentes en sangifén@a en una proporcion entre 0,5y 1,5
% de los eritrocitos (45-75x10) y constituyen un excelente indicador de la cigsd
regenerativa de la médula 0sea eritroide, de fauogaen las anemias arregenerativas son
escasos o nulos, y en las regenerativas son altesdan

Para usar la cuenta de reticulocitos como indic& eroduccion de eritrocitos es
necesario hacer dos correcciones. La primera eoraersion del porcentaje a cifras
absolutas circulantes:

Reticulocitos absolutos = % reticulocitos x recueumt eritrocitos

En condiciones normales, la cifra es de 50 OO@ukeitos/pL. De otra manera, el
porcentaje de reticulocitos se corrige por el candni el hematdcrito o la hemoglobina en
base a las siguientes férmulas:

indice de reticulocitos = %reticulocitos x _Hto delpaciente

Hto normal
o)
indice de reticulocitos = %reticulocitos X _Hb delpaciente
Hbrmal

Por ejemplo, un individuo que tiene 3% de reticiléscy una hemoglobina de 7,5
g/dL(Hto 23%) tiene un porcentaje absoluto de védidtos de 1,5, como se muestra a
continuacion:

Porcentaje absoluto de reticulocitoss 3% x 7,5= 1,5%

) 15
O
Porcentaje absoluto de reticulocitoss 3% x 23= 1,5%
45

La segunda correccion se relaciona con la madiratgl reticulocito y su conducta
ante la estimulacion de eritropoyetina. Despuégueel eritroblasto en desarrollo pierde
su nucleo para formar un reticulocito medular, pasaatro dias para que desaparezca el
RNA ribosomico de la célula en desarrollo. Por éneral, tres de estos dias la célula
permanece en la médula y el cuarto dia en la eiccut. En el individuo normal, el
porcentaje de reticulocitos encontrados en la ldoton refleja la produccion de un dia. No
obstante, con el aumento en la estimulacion cdnopdyetina, se acorta la maduracion
medular y el tiempo de maduracion de los retictdscen la sangre se alarga (Figura 22).
El reticulocito circula por dos o tres dias antegpdrder su caracteristica de tefirse de azul.
Para obtener una medicion real de la produccigrittecitos, es necesario reconocer si los
reticulocitos han sido desplazados de la médularsegir por el tiempo mas prolongado
gue han permanecido en la circulacion.
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Como regla general, la correccién por el despléaatm reticulocitario se basa en
la gravedad de la anemia. A esta correccion seet@rdinada indice de produccion de
reticulocitos (IPR), ya que existe una relacionensa, aproximadamente lineal, entre el
hematocrito y el periodo de maduracion perifériedod reticulocitos:

_ Reticulocitos del paciente x Hto del paciente
IPR = - — -
Periodo de maduracion en dias x Hto normal

Un IPR >3 indica aumento de actividad eritropoyeticnedular (anemia
regenerativa), mientras que un IPR <2 indica eseas@&idad eritropoyética (anemia
arregenerativa).

Por ejemplo, para una cuenta de 9% de reticu®aeo un individuo con una
hemoglobina de 7,5 g/dL (Hto 23%) se tiene un IR @5:

IPR = 9% x 7,5 =2,25
2(correccion por tiempo de maduracion) x 15

El uso del segundo factor de correccion supone umeato predecible de la
eritropoyetina en respuesta a la anemia. Estenmeant® sera menor de lo esperado si hay
un defecto en la estimulacion de la eritropoyetic@mo se observa en pacientes con
insuficiencia renal o un estado inflamatorio. Sm@yor de lo esperado si el paciente esta
hipoxico por otras razones.

Médula osea Liberacion Sangre periférica
15— [ 1.0 [ =@ |
25 | | 20 Dt |
Hto
35— | | = O | | 1.5 |
45 [30 ] 10 |

Tiempo de maduracion del reticulocito en dias

Fig. No. 22.Correlacion de hematdcrito con el tiempo de maddradel reticulocito. Al
aumentar el grado de anemia el tiempo de maduraeabreticulocito se desplaza hacia la
derecha y pasa mas tiempo madurando en sangrérexif

En caso de anemia intensa, el nimero de reticafcitculantes suele ser superior
al que corresponde al grado de regeneracion destda. Ello obedece a que la anemia se
acompafa siempre de un estimulo eritropoyético eosgrlor, que facilita una salida
precoz de reticulocitos desde la médula a la saperiéérica, y un acortamiento de su
periodo de maduracién intramedular, o que suponaumento del periodo de maduracion
periférica (Tabla 20). Este fenOmeno se caractepaa la aparicion en el examen
morfologico de la extension de sangre de eritracgoandes (macrocitos) Yy tonalidad
azulada (policromasia). Los reticulocitos se deteam anotando la cifra observada al
contar 1000 eritrocitos en un frotis sanguineo. fZecuencia, los resultados se expresan en
porcentaje (cifra por 100 eritrocitos), esto pravacveces una falsa impresion del nimero
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de nuevos eritrocitos que son producidos por éepéeanémico. Por ejemplo, un paciente
con un recuento eritrocitario de 2 millones y uifeaale reticulocitos no corregida del 5%
no esta formando nuevos eritrocitos a una velocitadinco veces mayor que lo normal,
de esta manera un recuento (%) elevado de retitadqouede dar una impresiéon errénea
de la produccion real de eritrocitos, en estosxascemplea el IPR, y por consiguiente si
se efectlia un recuento eritrocitario, o mas apapies que los reticulocitos se expresen en
cifras absolutas.

Tabla No. 2(. Relacion entre la respuesta reticulocitaria y atigrde anemia.

Hematocrito (L/L) 045 0,40 035 0,30 0,25 0,20 0|1
Niveles de Hemoglobina (g/L) 150 133 117 110 83 5650
Recuento de reticulocitos (%) 1 2 5 10 15 20 30
Recuento de reticulocitos corregido (%) 1 1,8 4 7 8,3 9 10
Tiempo de maduracion estimado + 1 dia + 2 dia 3 dias
indice de reticulocitos 1| 2| 5 51 75 1p 1D

El mejor colorante para el recuento manual de uletitos es el nuevo azul de
metileno, pues tifie mas intensamente el materi@uter que el azul de cresilo brillante,
gue varia su intensidad de tincion entre muestdasbuen sustituto del nuevo azul de
metileno es el azur B, el cual es facil de consegobn un alto grado de pureza. Otro tipo
de tincidbn que puede emplearse para visualizarrétisulocitos son los métodos de
fluorescencia con naranja de acridina, sin emba&ggoco util para la rutina pues la
fluorescencia comienza a degradarse en cuantepmaacion se expone a la luz. Hoy en
dia la combinacion de la fluorescencia con la o#isia de flujo permite automatizar el
recuento de reticulocitos para la rutina.
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Fundamento

Cuando se tifien con azul de cresilo brillante] deumetileno u otros colorantes
supravitales que penetran en la célula viva antedadfijacion, se precipita el acido
ribonucleico y aparece como una red azul que darabre de reticulocito a la célula.

Con respecto a la policromatofilia, la solucidéntiuheion puede ser azul de cresilo
brillante en solucién salina o su alcohol con o tnTion de Wright como contraste.
También puede utilizarse la tincion con nuevo arumetileno. El material baséfilo de los
eritrocitos jovenes toma el colorante supravitaldguiere el aspecto de reticulo azulado.
En los reticulocitos jovenes aparecen multiplesgsay lineas; en los reticulocitos viejos
solamente hay algunos granulos azulados.

Material e instrumentos
» Sangre venosa anticoagulada.
» Portaobjetos desengrasados.
* Cubreobjetos desengrasados.
* Microscopio.
» Aceite de inmersion.

Reactivos
* Azul de cresilo brillante (hidrosoluble) 1% o nueazul de metileno al 1%.

Procedimiento

1. Recolectar sangre venosa en un tubo con EDTA.

2. Homogeneizar perfectamente bien la sangre contiebagulante por inversion del
tubo (minimo 10 veces).

3. Enuntubo de 12 x 75 mm, colocar 2 6 3 gotas tlwaate, afiadir de 6 a 8 gotas de
sangre anticoagulada. Si se emplea sangre capsagconsejable aumentar la
cantidad de colorante para evitar la coagulaciéezdihr perfectamente.

4. Seincuba a 37°C durante 10 a 20 minutos. No se si@irepasar de este tiempo.

5. Mezclar bien la suspension. Se preparan dos featis forma habitual ya descrita,
guiza un poco mas delgada. No se aconseja unatinoidn con Romanowsky.

6. Colocar el portaobjetos en la platina del microgzope hace la observacion con el
objetivo de 100X.

7. Se escoge una zona del frotis en donde no hayapagigon de eritrocitos. Los
reticulocitos se observan como eritrocitos con nedtgranulofilamentoso de color
azul oscuro y los eritrocitos maduros se obsereacotbr azul-verdoso.

8. Como base del célculo, por lo menos deben exaneinEHB®0 eritrocitos. Estos
deben examinarse en varias partes de la exter@odnar el nUmero de reticulocitos
gue se encuentran en 1000 eritrocitos.

9. Informar el % de reticulocitos de acuerdo con &udé siguiente:

% de Reticulocitos.=___No. de reticulocitos contibs X 100
No. total de eritrocitos
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10.Si se requiere informar el nimero de reticulocasmn? se hace un cuidadoso
recuento de eritrocitos y se multiplica su nimeoo @ total de los reticulocitos
encontrados en 1000 eritrocitos, dividiendo elltado entre 1000:

Reticulocitos/mnt=_No. Reticulocitos encontradosx No. eritrocitos por mn?
1000

Valores de referencia

Valor relativo

Valor absoluto

Adultos (20-50 afios)

(%) (x10°/L)
Recién nacido 3,2-6,0 110 - 330
Nifios y adultos jovenes de 4 0,2-2,2 25-89
a 19 afnos
05-15 24 -84
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BIOMETRIA HEMATICA O CITOMETRIA HEMATICA

El resultado del andlisis hematolégico, que fordmague llamamosBiometria
Heméatica (BH) Hemogramao Citometria Hematica es una parte esencial de la
descripcidén clinica de casi todas las enfermedadiesiimero, una distribucion normal de
las células y una concentracion de hemoglobina alorem la sangre tienen tanta
importancia como constantes fisioldgicas para pdasgnosticar una posible enfermedad.
Para un diagnostico diferencial, a menudo es atiles que ciertas enfermedades no
producen notables cambios en la sangre. Respda® enfermedades de la sangre y los
organos hematopoyéticos, cabe sefalar que muchas gkhallazgo de anomalias en los
parametros hematoldgicos mas usuales (descensocifeal de hemoglobina, leucocitosis,
VSG acelerada) no traduce la existencia de unareatlad de la sangre, sino de otro
organo o sistema que, de forma secundaria, pradiesalteraciones.

Las enfermedades de la sangre pueden afectacabwsite, elementos celulares
(eritrocitos, leucocitos, plaquetas), plasmaticasm@noglobulinas, factores de la
coagulaciéon), 6érganos hematopoyéticos (médula oégedyganos linfoides (ganglios
linfaticos, bazo). Debido a las diversas funciong® tales elementos llevan a cabo
(transporte de oxigeno, defensa frente a infecsioneagulacion), sus trastornos daran
lugar a una serie de manifestaciones que pueddabamge en diversasindromesEn la
actualidad, una forma nada infrecuente de preséntde las enfermedades hematologicas
es la practica, por motivos diversos, de andlisis gde forma totalmente inesperada—
ponen de manifiesto una anomalia que conduce ghditéico de una enfermedad todavia
asintomatica.

Los resultados de la BH se utilizan en el diagndsprondstico y vigilancia de la
terapéutica clinica. Por tanto, es evidente, qitelmatologia Clinica abarca un campo casi
tan amplio como el del diagndstico médico.

En la actualidad con el empleo de equipos autaadds la BH se integra de cerca
de 15 parametros, medidos todos en tiempos re80rd( segundos) y con eliminacion de
las fuentes de error, estos parametros se clasific® grupos:

a) Formula roja: Recuento de eritrocitos y plaquetdsterminacion de Hb, Hto,
indices eritrocitarios y amplitud de distribucidntrecitaria (ADE) en los equipos
automatizados.

b) Formula blanca: Recuento total de leucocitos gntaidiferencial

Para algunos laboratorios una BH sélo incluyer@patros (recuento de eritrocitos,
Hb, Hto, indices eritrocitarios, recuento de leitoscy cuenta diferencial) y para otros,
estos mismos 6 parametros mas la cuenta de plaq&etalo cual cada laboratorio siempre
debe especificar las pruebas incluidas en la BEs pon esto se ha generado dos términos
ambiguos: BH de rutina y BH completa, que en lafcd no deberian tener diferencia
alguna, pues los equipos automatizados obtienenstdos parametros en una sola
determinacion.

Hoy en dia la BH se hace acompafar de otras pryevasdiagnosticar patologias
hematicas especificas. Algunas de estas pruebadasdB8G, para dar seguimiento a
infecciones;tinciones citoquimicas, inmunofenotipo, métodos metulares o métodos
citogenéticos para diagnosticar hemopatias malignatectroforesis de Hb para
establecer talasemias o hemoglobinopat@gaglutininas, para identificar anemias
hemoliticas autoinmunes; s6lo por mencionar algunas
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La BH al tratarse de un estudio de la sangre be timitarse al diagnostico de las
patologias hematicas, sino que puede ser indisplensa otros trastornos que convergen
con alteraciones de la sangre, tales como infeesigrarasitarias, cancer, enfermedades
gastrointestinales, entre otras.

Si es evidente que el elemento primario o prifadgala enfermedad considerada
consiste en cambios hematologicos o si intereshuiexa presencia de estos cambios, el
médico ha de procurar un examen hematoldgico camptefin de conseguir un estudio
inmediato y efectivo del enfermo, tal vez sea naesolicitar la consulta del patélogo o
del hematdlogo clinico. En todo caso, la finalidedeste examen es adquirir la maxima
informacién respecto al sistema sanguineo, con daomincomodidad posible para el
paciente y en un tiempo minimo. La experiencia @asgue la exactitud técnica y la
utilidad diagnostica de los andlisis de sangre rmagores cando se hace a la vez varias
observaciones, a ser posible con una sola muestra.

Naturalmente conviene seleccionar los procedirogede acuerdo con los hallazgos
clinicos, pero el riesgo de excederse en el numerabservaciones en este tipo de trabajo
es mucho menor que el que resulta de tratar dérietormacion fragmentada obtenida en
momentos diferentes y con muestras distintas d@hmpaciente.

En las Figuras 23 y 24 se muestran los reporteBHlgenerados por un equipo
CELL-DYN 3700 (Abbott) y un ADVIA 120 (SIEMENS), spectivamente. Estos
citogramas generados por cada equipo son paraxakssi®o del laboratorio, sin embargo
cada laboratorio puede y debe realizar su formara gl reporte de resultados que se
entrega al paciente.
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Fig. No. 23.Hoja de reporte del autoanalizador hematolégicblGBYN 3700.
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Fundamento

Aunque a veces la presencia de anemia, leucemigctds cuantitativos y/o
cualitativos de las plaguetas u otro tipo de trast®, se pueden sospechar por
interrogatorio y exploracion fisica. LBiometria Hematicaes una medicion mucho mas
definitiva del estado de los tejidos formadoresalegre.

Material e instrumentos
» Sangre venosa anticoagulada.
* Todo el equipo necesario utilizado en las practcdsriores.

Reactivos
» Todos los necesarios utilizados en las practicesiares.

Procedimiento

=

Recolectar sangre venosa anticoagulada con EDTA.

2. Homogenizar perfectamente bien la sangre, mediaptgida inversion del tubo.

3. Dividir la muestra de sangre anticoagulada en dgutbe 12x75 mm en partes
iguales.

4. Etiquetar los tubos con el nimero de lista de tag® a la que se extrajo la sangre.

5. Entregar al asesor los 2 tubos con la muestrardgesanticoagulada, perfectamente
homogenizados y etiquetados.

6. Con base a los conocimientos practicos adquiridodas practicas anteriores,
realizar a la muestra problema proporcionada pasesor una Biometria Hemética
de rutina de manera manual.

7. Realizar las siguientes pruebas:

* Formula Roja:

0 Recuento eritrocitario

o Hb

0 Hto

o Indices eritrocitarios

 Formula Blanca
o Cuenta total de leucocitos
0 Cuenta diferencial
Actividades
* Realizar una biometria hematica de manera manual.

* Entregar en una hoja de reporte hematoldgico Isslteelos obtenidos de la
biometria hemética el mismo dia de la préctica.
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LOS AUTOANALIZADORES

En la actualidad la importancia del laboratoritnicb para ayudar a esclarecer
distintas patologias se ha incrementado, por |d eldaboratorio clinico se ha visto
obligado a mejorar las técnicas para entregardssltados en un menor lapso de tiempo.
Esta mejora continua llevo a crear equipos aut@awdbis capaces de realizar examenes de
laboratorio en un corto tiempo y con la mayor calighosible para garantizar la veracidad
de los resultados.

El estudio de la Hematologia dio un gran giro daeRaul Erlich en 1877 desarrollo
una tincion triacida, dando asi la base para Exeliiciacion de todas las células sanguineas,
pues hasta ese tiempo solo se conocian dos conipsitenla sangre, los corpusculos rojos
y blancos. Conforme fueron esclareciéndose losenust de la sangre se desarrollaron
técnicas manuales para la cuantificacion de logrgds componentes sanguineos, estas
técnicas han ido perfeccionandose para reduciieslpp analitico y obtener mejores
resultados, sin embargo todas estas técnicas nearigthien la desventaja de tener grandes
fuentes de error. Estas fuentes de error fueroratdas con el advenimiento de los equipos
automatizados, pues estos equipos no solo losnalion, sino que mejoraron los tiempos
analiticos procesando un volumen mucho mayor destrageen un menor lapso de tiempo;
ademas proporcionan mejor exactitud y precisiomg gebre todo reducen el riesgo de
contagio por contacto con la muestra, pues bastgpsentarle la muestra al equipo para
gue esté la procese.

En la actualidad se emplea una gran variedad steimentos automatizados para
procesar biometria hematica. Los equipos semiatizeas aun requieren cierta
intervencion del operador para preparar las muestranalizar y solo procesan pocos
parametros a la vez. Los instrumentos completanmett@matizados requieren que se les
presente la muestra y las identifican medianteisteraa de codigo de barras, estos equipos
son multicanal pues pueden determinar de 8 a 2hymros al mismo tiempo, algunos de
estos inclusive determinan variables que no exiseivalentes en las técnicas manuales.

La tecnologia en los autoanalizadores hematolégiotejora y se renueva
constantemente aplicAndose a las tres series deignama. Desde que Wallace Coulter
describié la técnica de impedancia para el recuegitdar en 1956 hasta nuestros dias, ésta
ha sido mejorada a la vez que se han introducids atetodologias mas sofisticadas como
la citometria de flujo (dispersion de luz y fluarescia con la aplicacion de anticuerpos
monoclonales).

Los sistemas mas sofisticados y complejos de castacomercial son:
Abbott: Cell-Dyn 4000 y Cell-Dyn Sapphire

Beckmann-Coulter: Gen'’s, LH-750

Sysmex: XE-2100, XE-5000

Siemens: ADVIA 120, 2120, 2120i

Horiba-ABX: Pentra 120 DX

SRl S

Recuento por impedancia. Principio Coulter

En 1956, Wallace Coulter patento el llamgumcipio Coulterreferido al recuento
de particulas. Segun este autet: principio Coulter es un método electronico parael
recuento y medicion de particulas. Esta basado e las células, las cuales son malas
conductoras de electricidad, van a interrumpir el fujo de corriente”.
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El electrodo interno esta encerrado en una cuabdertcristal no conductivo, el cual
tiene una pequefa apertura (Figura 25).

Corriente de aperturs

P>

—Vacio (6mmHg)

— Electrodo interno

Electrodo interne:‘g/.
Apertura™ |
P o ® ~—Tubo de apertura
®
o
002:32232 de | o LI o @ Suspension de células
— A

Fig. No. 25.Esquema del recuento celular en los equipos basade! principio Coulter
(impedancia eléctrica).

Cada impulso es amplificado y comparado con losleande voltaje de referencia
internos. Estos canales se hallan delimitados igorichinadores de tamafio calibrados, que
aceptan Unicamente los impulsos con una determaragditud. Asi pues, los impulsos son
clasificados en los distintos canales
medidores del tamafio, segun su
amplitud. Dichos impulsos pueden
mostrase en la pantalla de un
oscilégrafo. Por ejemplo  si
planteamos que tenemos 4 canale
distribuidos entre los umbrales T1 a
T5 (Figura 26), en donde el canal 2
esta determinado por Tl y T2, el
canal 2 descrito por T2 y T3, y asi
sucesivamente hasta obtener los
cuatro canales. Las particulas que se. ] ] _
contaran seran las que caigan dentrE'g-_No- 26.Ej_en_1p_lo de un osciloscopio en un
de estos cuatro canales, las que caig&fUipo con principio Coulter.
por debajo o por encima de estos no
se tomaran en cuenta por discrimacion de tamafiser@ndo las 18 lineas (pulsos) en la
Figura 26, se nota que solo 17 caen en los cuatrales y por lo tanto solo estas seran
contadas. Si ponemos un valor a cada umbral ersdanemos que T1= 20 fL y que cada
umbral aumenta en 5fL, entonces T2= 25 fL, T3=130etc. Entonces se puede generar
una grafica de distribucién por tamafio, en dondgestle las X corresponde al tamafio de
la célula y el eje de las Y al nimero de las misr@astinuando con el ejemplo entonces
tenemos que tres pulsos caen entre 20 — 25 fLenéis 25 — 30 fL, cinco entre 30 — 35 fL
y tres entre 35 — 40 fL se obtiene la grafica naalstren la Figura 27. La finalidad de

CANAL4
CANAL3
CANAL?2
CANAL1

T4

T1
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establecer estos umbrales es la de excluir lascplas no deseadas, tales como restos
celulares o basura de algun otro tipo,
clasificar a las células por su tamafio y
distinguir a los eritrocitos de las plaguetas.
Cada equipo tiene especificados sus
umbrales de contaje, los cuales deben
disponer de un umbral inferior capaz de
distinguir eritrocitos microciticos de las
plaguetas grandes y uno superior para
evitar que los leucocitos sean incluidos en
el contaje de eritrocitos.

Cantldad relativa

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Femtolitras (L) —>
Fig. No. 27.Construccion de un histograma

de distribucion de frecuencia.

Variaciones en los volumenes eritrocitarios: Amglitde la distribucién eritrocitaria (ADE
o RDW)

Los histogramas generados por los equipos en désalistribucion del volumen
celular permiten distinguir la presencia de masuda poblacion celular, esto con la
finalidad de poder evaluar el porcentaje de célslasgadas por encima y por debajo de
unos umbrales determinados para el VCM y asi psel@alar la existencia de eritrocitos
con microcitosis 0 con macrocitosis (Figura 28). mhayoria de los equipos también
realizan una medicién cuantitativa de la varia@énel volumen celular, una equivalencia
del andlisis microscopico del grado de anisocitdsisste nuevo parametro se le denomino
amplitud de distribucién eritrocitica (ADE), la ¢ws obtenida del andlisis de la altura del
impulso y se puede expresar como la desviaciomastden fL) o como el coeficiente de
variacion (en %) de las mediciones del volumemaaritario:

) .
ADE (%) _—M@QLQ“M—V ly x 100

La ADE puede verse afectada por
REC YOLUME, s yys
multiples factores, desde los generados por la
0 >120 o
forma del eritrocito hasta los creados por el
flujo de paso y el tamafio de la abertura de
paso. Sin embargo la misma direccion del
flujo formado puede reducir el error por la
forma del eritrocito. También puede ocurrir
< fL > que durante el conteo dos o mas células
Fig. No. 28.Gréfico que representa la penetren simultaneamente la zona sensible de
amplitud de distribucién eritrocitaria. 12 abertura, generando entonces un Unico
impulso de gran amplitud y una mayor area
del impulso, pareciendo entonces que una gran acétitavesara la abertura. En
consecuencia el recuento celular experimenta usa tisminucion y un aumento en la
ADE. A esta reduccion se le conoce como pérdidagoimcidencia de paso y puede

114



predecirse estadisticamente, porque se relacioaetalnente con el volumen efectivo de la
abertura y el grado de la dilucién, por lo tants kequipos generan una correccion
automatica segun la perdida por coincidencia de.pas

Dispersion luminica (citometria de flujo)

La interaccion de la luz con una célula modifiosadgeccion pero no su longitud de
onda, produciendo una dispersion de la misma emstta$ direcciones del espacio. Como
método de analisis celular, la dispersion de laelsiznds complejo que la impedancia ya
gue, ademas del tamafio y la concentracion de lakgépermite analizar la complejidad
de la estructura celular (granularidad y caradteas del nucleo) y de esta forma
diferenciarlas entre si como si se tratara de amex morfoldgico.

El método de la dispersion luminica consiste enizareel efecto que sobre un haz
de luz monocromatica de alta intensidad (lasercefelas células sanguineas al cruzarse
una a una en su trayectoria. El lugar donde seupedl encuentro entre las células y el haz
de luz laser es ledmara de flujoCada vez que una célula se interpone en el hazdse
produce una interrupcion del paso de fotoneerabraque es proyectada sobre un detector
de campo oscuro y una dispersion del propio hazsquiifracta (cambia de sentido por
efecto de la superficie celulargfracta (cambia de velocidad por efecto de las estructuras
celulares) yrefleja (invierte el sentido por efecto de las estructupacas). La suma de
todos efectos es la dispersion luminica que norematienes detectada por sensores situados
a dos angulos diferentes: angulo recto (90°) onfiottiplicador y un angulo cénico
pequefio (0,5-10°) o fotodetector (Figura 29).

bﬁ‘: Diferentes angulos
g de luz dispersada
_| o w’,: i
€
_I/ _*.:; * g
Rayo i3 ﬁ ¢ Flujode la
enfocado 6 mucstra
8
_ N T < Flujo del reactivo
Tobera de inyeccion > envolvente
de la muestra 1

Fig. No. 29.Principio de dispersién luminica o Citometria higof
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Sistema CELL-DYN 3700

El CELL-DYN 3700 es un equipo fabricado por Abo#boratories y puede procesar
muestras por dos vias:

* Modo abierto: aspira 130 puL + 5% de sangre

* Modo cerrado: aspira 240 pL £ 5% de sangre

Posee tres canales de medicién independientesdeéeaminar el hemograma y la
cuenta diferencial: 1) un canal de hemoglobina;u)canal de impedancia para los
parametros eritrocitarios y plaguetarios, y 3) anat optico para el recuento leucocitario y
cuenta diferencial (WIC [canal de impedancia] y W[oénal éptico]).

1. Canal de hemoglobina

El canal de Hb se utiliza para la determinacidorométrica de la hemoglobina. La
dilucion 1:301 de la muestra con el diluyente yegctivo hemolizante WIC/HGB en la
camara de mezcla del transductor del canal WIGa Eidticion se utiliza para el recuento
WIC y la medicion del valor de Hb. Se emplea urctiga sin cianuro para convertir a la
Hb en un complejo hemoglobina-hidroxilamina, ellemmedido a 540 nm por un diodo
emisor.

2. Canal de impedancia (Determinacién de eritrocitqdaquetas)

Para determinar los datos eritrocitarios y plagues se utiliza un canal de
impedancia. La dilucion 1:10812 de la muestra gpgma con el diluyente. Las células se
cuentan y miden en un sistema de impedancia queeposa abertura de paso de 60 x 70
pm a medida que pasan por el orificio del transatudel canal RBC/PLT de von Behrens.
La separacion de las plaquetas y los eritrocito®g® mediante un umbral dindmico. Se
analizan 100 pL de la dilucion para el recuentoedt&ocitos y plaquetas, los datos se
recogen en 256 canales (cada uno equivalente a fpflta construir el histograma de
tamafo. Los umbrales comprendidos entre 1 — 38dbgen los datos para las plaguetas y
los umbrales de 36 fL en ascenso recaban los gatados eritrocitos.

» Hto: ElI hematdcrito se calcula a partir del recaede eritrocitos y del VCM
mediante la siguiente ecuacion:
Hto = (RBC X VCM)/10
* VCM: Se obtiene a partir de los datos de distribagor tamarfio de los eritrocitos y
se expresa en fL.
 HCM: Se calcula a partir de RBC y de la Hb medidatecuacion:
HCM = (Hb/RBC) X 10
1. CHCM: Se calcula a partir de la Hb y el Hto:
CHCM = (Hb/Hto) X 100
2. ADE: Este parametro se obtiene a partir del histogr de los eritrocitos y es
equivalente al porcentaje de CV (coeficiente déaeain):

Desviacion del VCM
VCM

ADE (%) = x 100
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3. Canal optico (recuento leucocitario y cuenta difesial)

Utiliza las técnicas de citometria de flujo, basash el rayo laser, para analizar
subpoblaciones leucocitarias. La citometria deofig puede definir como un proceso, en el
cual las células u otras particulas son obligadassar, de una en una, por una corriente de
liguido envolvente a través de un sensor o senspresniden sus caracteristicas fisicas o
guimicas por el angulo de dispersion de la luz.

El sistema CELL-DYN 3700 emplea dos canales patarchinar los parametros
leucocitarios; la citometria de flujo para realizrrecuento leucocitario y analizar las
subpoblaciones leucocitarias (WOC) y la impedapeie realizar el recuento leucocitario
y cuenta diferencial por la forma de los nucleosiGW El canal éptico se usa para
determinar los datos WOC. Con el reactivo envolvesgt prepara una dilucién 1:51 de la
muestra, de la cual la jeringa volumétrica WOC atgaun volumen exacto en la corriente
de flujo laminar generado por el reactivo envolegpdra alinear las células y que estas se
vean forzadas a pasar una por una por la cAmaraageo, donde se encuentra un laser de
helio-nedn con polarizacion vertical.

El analizador mide los parametros de dispersiotudesn los siguientes angulos
(Figura 30):

1. Angulo tradicional de avance = 1 —39°, que sirva para medir el tamafio celular.

2. Dispersion ortogonal de la luz = 70 — 11090°, que sirva para medir la superficie
celular y la estructura interna (lobularidad).

3. Angulo estrecho = 7 — 1%°10°, se emplea para medir la complejidad celular.

4. Dispersion ortogonal de la luz despolarizada = 7016° =~ 90°D, que se emplea
para medir la granularidad celular.

——
Dispersion a 0°

Dispersion a 90° Dispersion &R0

Fig. No. 30.Angulos de dispersién de luz para las determimasiqoor citometria de
flujo en el equipo CELL-DYN 3700.

El canal WIC emplea una diluciéon de 1:301 de la straecon el reactivo
hemolizante WIC/HGB. Este reactivo liza los erittos y desprende el citoplasma de los
leucocitos dejando intactos los nucleos. Los n@cl@eucocitos y eritroblastos) son
contados por impedancia en el transductor de vdmeBs WIC con una abertura de paso
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de 100 x 77 um. Se analiza un volumen de 200 pla déucién y los datos son recogidos
en 256 canales, con los cuales se forma un histagde lobularidad.

Sistema ADVIA 120

Inicialmente introducido por Bayer Corporation wyhen dia fabricado por
SIEMENS, es un equipo que emplea citometria de flaya los parametros de formula roja
y blanca, ademas de citoquimica para efectuar émtaudiferencial leucocitaria. Este
aparato utiliza gran parte de la tecnologia desistemas Technicon H-1, H-2 y H-3 mas
antiguos, sin embargo Bayer simplifico la hidraalic las operaciones del analizador. El
ADVIA 120 emplea cuatro canales de medicion inddperies para determinar el
hemograma y el recuento diferencial: 1) canal gaitaocitos y plaquetas; 2) canal para
Hb; 3) canal para Peroxidasa (PEROX), y 4) caned pEbularidad de basofilos (BASO)
para recuento leucocitario y datos diferenciales.

1. Canal para eritrocitos y plaguetas

Las reacciones para el recuento de eritrocitdaguetas ocurre basicamente en dos
pasos: 1) Los eritrocitos y las plaquetas se esfierisovolumétricamente por accion del
reactivo ADVIA 120 HEM/PLQ; 2) fijacion de los endcitos y plaquetas. Una vez
terminada la reaccion se hace pasar un volumenasgage la suspension por la cubeta de
lectura, en ella se miden las sefiales de la difmaabe luz de angulo bajo (2° a 3°) y de
angulo alto (5° a 15°) de cada célula. Esta suspers envuelta por el reactivo ADVIA
120 ENVOLVENTE/ACLARANTE cuando pasa por la cubdwlectura. Se detectan las
dos sefiales de difraccion de luz, se amplificant@ricamente y se dividen en cuatro
sefales.

» Se emplea una sefial de difraccion de luz de arajtoy una de angulo alto para
analizar los eritrocitos.

» La sefial de difraccion de luz de angulo bajo (3”)ase amplifica 30 veces, y la
sefial de difraccion de luz de angulo alto (5° @) B&°amplifica 12 veces. Estas
sefales se emplean para analizar plaquetas.

Utilizando la teoria de Mie de la difraccion de lle en esferas homogéneas, la
medicion de la difraccion de la luz de angulo bsgoconvierte en volumen celular y la
medicion de difraccion de luz de angulo alto sev@te en concentracion de hemoglobina.

Los indices eritrocitarios se calculan a partilake parametros medidos directamente
(eritrocitos, Hb y VCM):

* VCM: Se obtiene a partir de la media del volumetnaaitario y se expresa en fL.

» Hto: ElI hematocrito se calcula a partir del recaede eritrocitos y del VCM

mediante la siguiente ecuacion:

Hto = (HEM x VCM)/10
 HCM: Se calcula a partir de RBC y de la Hb medidatecuacion:
HCM = (Hb/HEM) x 10
* CHCM: Se calcula a partir de la Hb y el Hto:
CHCM = (Hb/[HEMxVCM]) x 1000
 RDW: Se calcula como el CV del histograma de voluedrocitario.

118



ADE (%) = Desviac\:}(énMdel VEM__ | 100

2. Canal para hemoglobina

Se emplea un reactivo que contiene un agentedeinso y cianuro de potasio que
se disuelve en una solucion alcalina de borato 4Bl (ADVIA 120 HGB). Este reactivo
hemoliza los eritrocitos y desnaturaliza las prasisanguineas con una solubilizacion de
los grupo hemo por las micelas tensoactivas. Lopay hemo solubilizados experimentan
una oxidacion del hierro ferroso a férrico y se bora con dos moléculas de cianuro para
formar micelas de ferrihemo. Las micelas pasama@ et de una cubeta de flujo donde se
mide la absorbancia a una emision de 546 nm. Ungrkecesados, los datos épticos se
representan en una curva de la tasa de Hb a razibenapo.

La cantidad de Hb se calcula a partir de la sigaienuacion:

log(media de muestra/media linea base) Factor cédb x 50

3. Canal de Peroxidasa (PEROX)

Para las reacciones del canal PEROX se empleamadtivos (ADVIA 120
ENVOLVENTE PEROX, PEROX 1, PEROX 2 y PEROX 3), lnsales lisan y tifien los
leucocitos por su actividad peroxidasa. La reacsiguiente es catalizada por la peroxidasa
celular, que convierte el sustrato a un precipi@sturo en los neutréfilos, los eosindéfilos y
los monocitos, los cuales se tifien segin su gradictividad peroxidasa. Esta reaccion se
expresa en la siguiente ecuacion:

H,0, + 4-cloro-2-naftoferexidasa celiian o cinitado oscuro

Una porcion de la suspension se coloca en la oteride un flujo laminar que
atraviesa un sistema optico halégeno de campo @sdande se mide la absorbancia
(proporcional a la cantidad de peroxidasa) y lpefision frontal (tamafio de la célula).

4. Canal BASO

Las células son tratadas con un reactivo que emntiin surfactante no iénico en
una solucion &cida, para lisar los eritrocitos ggpketas, ademas de que desprende el
citoplasma de los leucocitos dejando intactos ksdfilos. El laser éptico, con el mismo
sistema de dispersion frontal en dos angulos dellae HEM, se emplea para analizar las
células tratadas.

El angulo alto proporciona la complejidad nucleal yangulo bajo proporciona el
tamafio de la célula. Los baséfilos son identifiealor su gran dispersion en angulo bajo,
el analisis del cimulo permite identificar y cufioéir cada poblacion leucocitaria.
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Fig. No. 31.Citogramas de PEROX y BASO en el equipo ADVIA 12).Ruido. 2)
Eritroblastos. 3) Plaguetas agregadas. 4) Linfegitbasofilos. 5) LUC -células grandes
no tefidas-. 6) Monocitos. 7) Neutrofilos. 8) Edsilos. 9) Blastos. 10) Mononucleares.
11) Neutréfilos y eosindfilos. 12) Basofilos. 13pdtble anormalidad baso. 14)
Saturacion.

Actividades

* El equipo de trabajo correspondiente presentaraemmnario con la informacion
mas actualizada sobre los fundamentos, equip@teyrdinaciones de los diversos
equipos automatizados empleados en el area de blegiat

* Leerel Anexo |
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FRAGILIDAD OSMOTICA

La membrana eritrocitaria (Figura 32) es la respble de las propiedades
mecanicas y de la mayoria de las funciones fisiol&gde la célula. Esta formada por una
bicapa lipidica plana, donde predominan los fogidtis y el colesterol (80%) y en menor
medida los glucolipidos y aminofosfolipidos, distiidos asimétricamente. De igual forma,
se encuentran embebidas parcial o totalmente &fasliproteinas integrales de membrana,
unidas fuertemente por enlaces no polares. Sudisplazamiento a través de esta bicapa
contribuye a mantener su fluidez. Las proteinagépmas interactian entre si para formar
una malla o enrejado que recubre la cara inteedadloble capa de fosfolipidos y son las
responsables de la estabilidad y las propiedadesefiasticas de la membrana.
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Fig. No. 32.Representacion esquematica de la membrana eafiiaciLas proteinas
integrantes son la banda 3 y la glucoforina C (GECgitoesqueleto esta formado por
tetrAmeros de espectrina: bandasbandag, actina y proteinas de unién: 4.1, 4.2, 4.9
y 2.1 (anquirina).

Espectrina a

Id o

Defectos en algunas de estas proteinas pueddéngaara trastornos clinicos en los
cuales esta involucrada la estabilidad del eritoodtntre ellos los mas frecuentes y mejor
estudiados son la esferocitosis hereditaria yipaoglitosis hereditaria.

Esferocitosis hereditaria

La esferocitosis hereditaria (EH) es una enfermiedaracterizada por anemia
hemolitica de severidad variable y una respuestacalfavorable a la esplenectomia.

La esferocitosis es la anemia hemolitica mas é&eteuen la poblacion. Es una
enfermedad muy heterogénea, de herencia autosémdrainante generalmente,
caracterizada por una disminucién de la relacigredicie/volumen de los eritrocitos, con
hemolisis, presencia de esferocitos en sangreépedf elevacion de la concentracion de
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hemoglobina corpuscular media en la mitad de l<ay aumento de la fragilidad
osmotica (Figura 33). Los eritrocitos de paciertes esferocitosis hereditaria presentan
una disminucion de Naintracelular y una pérdida de lipidos de la meméydo cual
explica la disminucién del area superficial dedtula.

La esferocitosis se produce por un defecto irgdasdel eritrocito y se han
demostrado defectos moleculares de diferentesipasteue conforman el esqueleto de la
membrana eritrocitaria. La presencia de alterasiodel metabolismo, del transporte
cationico, de la fosforilacion de las proteinaseyld composicion de los lipidos de la
membrana, son secundarias a la causa primaria tdeeafermedad. La lesion en la
membrana esta dada por una pérdida del area étila,pero se desconoce si esto se debe
a una pérdida fisica (fragmentacion) o a una cocitba de la superficie de la membrana, y
aunque la mayoria de las evidencias favorecenafgnfentacion, no parece ser el Gnico
mecanismo que expligue este hallazgo. Ademas, fitaios esferociticos pierden
membrana mas rapidamente que los eritrocitos nesna@uando se deprime su
metabolismo. La concentracion de fosfolipidosolesterol es del 15 al 20 % menor de lo
normal debido posiblemente a la disminucion deupedicie y se presume que también se
produce una pérdida de las proteinas integralés miembrana.
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Fig. No. 33. Curva de fragilidad osmaética, donde se comparaperaona normal
contra una persona con esferocitosis heredi
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Anemias hemoliticas

Las anemias hemoliticas se clasifican por suagfialen congénitas y adquiridas.
En las primeras, la anomalia reside en un compenggit propio eritrocito: membrana,
molécula de hemoglobina o alteracion metabdlica.lda segundas, el causante de la
hemodlisis es extrinseco al eritrocito, bien a tsagté mecanismos inmunes, una alteracion
ambiental o de una microangiopatia. Las anemia®kigras congénitas y adquiridas mas
frecuentes son:
1. Congeénitas
o Defectos de la membrana
= Esferocitosis
= Eliptocitosis
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o Alteraciones metabdlicas por defectos enziméaticos
» En la via de Embden-Meyerhof
» En la via de pentosa-fosfato

o Alteraciones en la hemoglobina
» Talasemias
» Hemoglobinas anémalas

2. Adquiridas

0 Inmunes
= Autoinmunes (por anticuerpos calientes o frios)
» |soinmunes (enfermedad hemolitica del recién nacido
» Por medicamentos

0 Mecanicas
= Anemia hemolitica microangiopéatica (Sindrome heticolurémico,

hemangioma gigante)

o Infecciosas
= Malaria

o0 Tobxicas
= Agentes oxidantes
= Arsénico

0 Agentes fisicos

» Quemaduras graves
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Fundamento

Los defectos en la composicion proteinica de la bmana producen una
disminucion en el cociente superficie/volumen d#taito lo que acarrea la pérdida de la
forma biconcava del eritrocito. Asi mismo, se piu cambios en la viscosidad
citoplasmica como consecuencia de la entrada de yagwmento del volumen. Debido a
ello cuando los eritrocitos se incuban en mediokipetonicidad gradual, existe entrada de
agua al eritrocito hasta sobrepasar el limite dstieidad del hematie y por consiguiente se
revientan mas rapido que un eritrocito normal.

Material e instrumentos
» Sangre venosa anticoagulada
* Una gradilla
e 13 tubos de 13 x 100 mm
* Pipeta de Sahli de 0. 02 mL (20uL)
* Boquilla
* Pipetas graduadas de 5y 10 mL
» Centrifuga
* Celdas espectrofotométricas
» Espectrofotometro

Reactivos
* Heparina
» Solucion de depdsito de NaCl al 10% (pH=7.4)
* Solucion al 1.0% de NaCl

Procedimiento

Método de Dacie
Método cuantitativo sin incubacién

1. Recolectar 3 mL de sangre venosa heparinizada &rborcon tapon.

2. Empezando con una solucién al 1% se hacen lasesiggi diluciones en tubos de
13 x 100 mm:
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Tabla No. 21. Curva de fragilidad osmética con soluciones hipiatds

Agua destilada
No. de TuboNaCl al 1% (ml) NacCl Hemolisis Absorbancia
(ml) (%) (%)
1 0.00 5.00 0.00 100
2 0.50 4.50 0.10
3 1.00 4.00 0.20
4 1.50 3.50 0.30
5 1.75 3.25 0.35
6 2.00 3.00 0.40
7 2.25 2.75 0.45
8 2.50 2.50 0.50
9 2.75 2.25 0.55
10 3.00 2.00 0.60
11 3.25 1.75 0.65
12 3.75 1.25 0.75
13 4.25 0.75 0.85 0 0
3. Se mezcla el contenido de cada tubo antes de adaeggngre.
4. Homogeneizar perfectamente bien la sangre haciginaoel tubo circularmente.
5. Agregar a los trece tubos el volumen de 0.2 mL (dwedon precision con la pipeta
de Sahli) de sangre del paciente.
6. Se mezcla correctamente cada tubdl@ agitar, porque se puede hemolisar la
sangre).
7. Se dejan a temperatura ambiente por 30 minutos.
8. Vuelven a ser mezclados y se centrifugan a 2000dymente 10 minutos.
9. Leer en un espectrofotometro a 540 nm el sobramntada tubo.
El tubo No. 13se usa como blancoEl tubo No. 1corresponde al patron de 100% de

hemolisis. Para la lectura, el sobrenadante de cada tubo sebeertido a la celda
cuidadosamente para no incluir las células.
10.Calcular el % de hemolisis de cada tubo:

% Hemodlisis = Absorbancid pi®blema X 100
Absorband& 100% de hemolisis
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Valores de referencia

NaCl (%) Hemolisis (%)
0.30 97 — 100
0.35 90 - 99
0.40 50-90
0.45 5-45
0.50 0-5
0.55 0

Actividades

 Expresar la prueba de fragilidad de eritrocitos @oona curva sobre papel
milimétrico (% de hemdlisis = f[NaCl]).
* Indicar la concentracion de NaCl cuando:
a) Se inicio la hemdlisis
b) Ocurrié el 50% de hemdlisis
c) Fue completa al 100% de hemodlisis
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HEMOGLOBINOPATIAS

Las hemoglobinopatias son alteraciones en lasneadglobinicas, secundarias a
mutaciones genéticas, las cuales pueden ser dgpdss
a) Cualitativas o estructurales: modificacion de leusmcia de aminoacidos durante la
sintesis de una cadena de globina.
b) Cuantitativas o sindromes talasémicos: disminuggnmable de la sintesis de una
cadena de globina, sin alteracion estructural.

Alteraciones estructurales

Se tiene un registro de mas de 500 variantes dwdiebina en todo el mundo
(Tabla 22). Son el resultado de mutaciones gerseticee pueden alterar alguna de las
cadenas de globina (alfa, beta, gamma o delta).abasnalias estructurales se pueden
clasificar en cinco grupos para facilitar su idicaicion:

1. Sustitucion de un aminoécido por otro:
i. HbS @66|U—>Va|
ii. HbC (°¢"—bys
||| HbD (BJ_ZIG|U—> In
iv. HbG @™t
v. HbE (BZGG|U—>LyS)
vi. HbO-Arab @!# 6Ly
vii. HbM (a58His—>Tyr 6 a87HiS—>TyI')
2. Sustitucién de mas de un aminoacido: HbC-Harlem.
3. Eliminacion de uno o mas aminoacidos: Hb Leidemdjol@ del &cido glutamico).
4. Fusién de cadenas de Hb o hemoglobinas hibridasiéfiore (fusion de las

cadenas y p).
5. Elongacion de la cadena de aminoacidos: Hb ConSganimig que posee 31 residuos

adicionales.

Tabla No. 2Zz. Niumero de anomalias estructurales de las varidetéth
Nuamero de variantes
Cadenaa Cadena| Cadena| Cadena| Total
p 0 Y

Sustitucion de un solo aminoacido 199 337 28 70 634
Doble sustitucién de aminoacidos 1 18 0 0 19
Eliminacioén, insercion o ambas 6 16 0 0| 22
Cadenas extendidas 7 6 0 0| 13
Fusiones 0 10 9 1 10
Totales* 213 387 37 71 698
*El nimero total de variantes de la Hb (698) esnighos que la suma de las primeras cuatro columnas
porque cada una de las 10 Hb de fusion se registidos columnas (9 entre las cadghass; 1 entre las
cadenag yy).

Las hemoglobinopatias estructurales se transmieadhariamente y son de caracter
autosoémico codominante. El estado homocigoto setaiza por la presencia exclusiva de
la hemoglobina mutada (No hay HbA). En el estaderbeigoto, si la mutacion afecta la
cadend, se observa un 50% de HbA y un 50% de Hb muta@gmtras que si la mutacion
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afecta la cadena se observa un 75% de HbA y sélo 25% de Hb mutiadeelacion entre
los genest y B son 2/1). Las alteraciones de las cadénag no son de importancia clinica
ya que dificilmente se detectan por la cantidaHlévolucrada.

Variantes inestables de la Hb

Existen alrededor de 200 variantes inestableslid & mayoria pertenecientes a la
cadenap; otras pocas pertenecientes a la cadenasolo algunas pertenecientes a las
cadenasy y 6. Solo alrededor del 25% de las hemoglobinas ibkstacausan anemia
hemolitica, la cual puede ir desde una anemiahegta una crisis hemolitica muy severa
con formacioén de cuerpos de Heinz. Se heredan demmautosomica dominante y de
condicion heterocigota, la condicion homocigotpaakcer es incompatible con la vida.

La inestabilidad de la molécula de hemoglobinapsesenta por alguna de las
siguientes causas:

Sustitucion de un bolsillo polar por uno no polare¢interior de la molécula de Hb.
Sustitucion de aminoacidos alrededor del bolsiébhetmo.

Sustitucion de las cadenay B en el punto de contacto.

El remplazo con prolina.

La elongacion o eliminacion de la estructura prienar

Al S

La enfermedad por hemoglobina inestable se presis@de la infancia primaria, con
ictericia y esplenomegalia. La gravedad de |la aaes@ determina por el grado de
inestabilidad de la molécula de Hb, pues esta pitadn vivo e in vitro al exponerse a
ciertos factores que no afectan a las Hb normales.

Debido al caracter hereditario de estos padectosesl tratamiento sélo consiste en
controlar y prevenir las crisis hemoliticas, y es tasos muy severos la esplenectomia
ayuda a que el secuestro y eliminacién de losoerits dafiados disminuya. El prondstico
de los individuos con hemoglobinas inestables egrto, ya que estos padecimientos son
raros.

Sindromes talasémicos

Las talasemias son un grupo polifacético de trastohereditarios, causados por
mutaciones genéticas que disminuyen o anulan fass$rde una o mas cadenas de globina,
inhibiendo la produccion adecuada de Hb por laadién en la estructura tetramerica de la
misma. Segun la naturaleza de estas, se clasditan

1. o-talasemia (disminucién de cadends
2. B-talasemia (disminucion de cadeffias
3. dp-talasemia (disminucion simultanea de cadenag)

El mecanismo molecular de las talasemias es mugbla, aunque destacan la
delecion genética en lastalasemias y los defectos de transcripcion efi-latasemias. En
ambos casos existe un exceso de las restantesasadierglobina, de forma que en [las
talasemias se observan precipitados de cadeeaslas células eritroides, y en el caso de
laso-talasemias, precipitados de cadehas

Los dos tipos de talasemia presentan diversasa®riinicas segun el caracter
homocigoto o heterocigoto del defecto moleculab(@®23). La expresividad clinica de la
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B-talasemia depende de la cantidad de sintesis dadienaf; la forma mas grave dg
talasemia es el estado homocigoto en el cual lesiénde cadena es minima o
inexistente [§-talasemia mayor). Al estado doble heterocigotolesélama p-talasemia
intermedia. La forma mas leve fldalasemia es el estado heterocigoto y se conaoe co
B-talasemia menor o rasgo talasémico.

La forma mas grave detalasemia es donde existe una ausencia totaldinasu
y se la llama anasarca fetoplacentartaydrops fetalisLa forma mas leve detalasemia
es totalmente asintomatica y solo se puede diagaoshediante estudio de ADN. Las
otras formas de-talasemias se caracterizan por presentar anemideatesidad variable y
la presencia de mayor o menor cantidad de hemagldthi

Tabla No. 2:. Designaciones genéticas en la talasemia

Cuadro Clinico Genoma

Beta talasemia menor B/R% PBIB*; BIoP

Beta talasemia intermedia BY IB*: SPISB

Beta talasemia mayor pop°; BB medi; B'Medid B Medit
SBLepore/SBLepore

Alfa talasemia-1 o’0®  Alfa talasemia con 100%
hemoglobina Bart

Alfa talasemia-2¢-talasemia menor) oo’

Alfa talasemia minima oo

Enfermedad por hemoglobina H oo’

a =2 genes normales

o' =1gennormaly 1 gen ausente

o = 0 genes normales

B = 1 gen normal

B°= 0 genes normales

B*=1 gen anormal (10 — 50% de cadeparmales)

Algunas pruebas de laboratorio uUtiles para detemias Hb inestables y talasemias
son:

* Andlisis de estabilidad molecular de la Hb (preéedn con isopropanol o
desnaturalizacion por calor a 50°C)

* Induccion de cuerpos de Heinz

» Analisis secuencial de aminoacidos

» Electroforesis de Hb

» Cuantificacion de la fraccion hemoglobinica HbA

» Cuantificacion de HbF

* Anadlisis de las cadenas de globina por cromatayié&juida de alto rendimiento
(HPLC) por intercambio ionico.

» Biologia molecular de, p y 6p-talasemia
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Fundamento

La estabilidad de la hemoglobina depende fundaaireehte de las fuerzas de
unién existentes en dos areas de la molécula: itmwap; y la unién del hemo con la
globina.

Las hemoglobinas normales dificilmente precip{tanompen sus fuerzas de union)
o lo hacen en menor grado cuando se calientan @ @0fante 30 minutos, mientras que
varias hemoglobinas inestables son desnaturalizemlapletamente a esta temperatura y
precipitan en forma de floculos.

Material e instrumento
» Sangre venosa con anticoagulante
* Pipetas Pasteur con bulbo
* Equipo para Bafio Maria
* TermoOmetro
» Centrifuga

Reactivos
* Amortiguador de fosfatos pH=7.4
* Solucion salina isotonica (0.85%)

Procedimiento

1. Recolectar 5mL de sangre venosa en un tubo con ERTAomogenizar por
inversion.
2. En un tubo de ensayo de 13 x 100 mm poner 0,5 ndadgre anticoagulada.
3. Lavar los eritrocitos 4 veces con solucion salgswdnica centrifugando a 3000 rpm
durante 5 minutos.
Lavado de eritrocitos: Colocar 0,5 mL de sangre totanticoagulada en el tubo de 13 x
100 mm, adicionarle solucidén salina fisiol6gica88®6) hasta las % partes del tubo,
colocar un tapon adecuado al tubo y mezclar imvido con cuidado hacia arriba y hacia
abajo. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutdimi&ar el sobrenadante, de preferencia,
con una pipeta Pasteuta indicacion de lavar 4 veces, representa repeét
procedimiento 4 veces.
El residuo de eritrocitos final, es lo que impopara cualquier procedimiento, después de
la indicacion de lavar los eritrocitos.
4. Desechar el sobrenadante del ultimo lavado y agrabaubo 2,5 mL de agua
destilada.
5. Al hemolizado se le agregan 2,5 mL de amortiguaddiosfatos (pH=7,4). Mezclar
y centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos.
6. En un tubo de ensayo de 13 x 100 mm poner 2 miLsateenadante e incubarlo
en Bafio Maria a 60°C durante 30 minutos o a 501Q@ipa hora.
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Interpretacion

La sangre normal no precipita o lo hace en foriperd. Un resultado positivo
(hemoglobina desnaturalizada presente) se cami@or una floculacion intensa.

Actividades
* Analizar cada 5 minutos la presencia de floculpréxipitado) hasta la culminacién

de los 30 6 60 minutos, segun sea el caso.
» Reportar en cruces la presencia del precipitado.
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INDUCCION DE DREPANOCITOS

La hemoglobinopatia estructural mejor conocidaleesibS, donde ocurre una
mutacién de la caderfi por la sustitucién del acido glutdmico de la pidgsi 6 con una
valina. Estd mutacion en la caddhaaltera la solubilidad de la Hb, cuando la cékda
desoxigena adopta la forma falciforme caractedstiwor la formacién de tactoides o
cristales de HbS (Figura 34), el eritrocito regrassau forma discoidea cuando vuelve a un
medio oxigenado. En el estado falciforme la céadasuelve rigida por la polimerizacion
de las moléculas de Hb, provocando la hemolisidadecélulas normales. El constante
cambio del estado discoideo al estado falciformmdypee un cambio irreversible en la
membrana del eritrocito con una tendencia a perosaren la forma drepanocitica.

°.o% \ La anemia de células

] .

Z ﬁ e— 1% o | «—— HbS oxigenada faI_C|formes se observo por
g %00 primera vez en 1910 por

v )
S
James Herrick. Pero la base
i\’ol patologica y su relacion con
la molécula de Hb fue
o descrita por Hahn y Gillespie
en 1927. A pesar de ser un
l padecimiento comun en todo

HbS desoxigenada

el mundo, tiene una mayor
incidencia en Africa. Es un
trastorno de caracter
autosémico dominante, con
un gen procedente de cada
padre. Puede ser de caracter
homocigoto o0 heterocigoto
con mezclas de otras
hemoglobinopatias (HbSC o

Polimernizacion HbS

l HbSp-tal). El  estado
homocigoto es el tipo mas
Moléculas de Hh Tactomero Fritrocito grave, con una incidencia de
Fig. No. 34 Formacién de las células falciformes poft POr cada 375 nacimientos
polimerizacién de la HbS afroamericanos vivos.

Las manifestaciones
clinicas de la enfermedad por HbS pueden varidiaderma asintomatica a un cuadro
potencialmente fatal, por crisis hemoliticas seveka anemia hemolitica no se manifiesta
en los recién nacidos ya que estan protegidosapgran cantidad de HbF circulante, pero
esta comienza a aparecer a partir de la segundal bl primer afio. A medida que las
cadena$ de la HbS remplazan las cadenade la HbF, los eritrocitos con HbS se hacen
susceptibles a la hemolisis, la cual es progresagia desembocar en una esplenomegalia.
La vida media de los pacientes con HbS (homocigesojle cerca de 45 afos y para los
pacientes con HbSC de 65 afios.

La mayoria de las personas con anemia de céhll@®fmes cursan con episodios
de dolor, denominadosrisis. Hay diversos tipos de crisis: vasooclusivas oomdas,
aplasicas, megaloblasticas, de atrapamiento y ligcaslcronicas. Los episodios oclusivos
vasculares son los que originan la mayoria denigiesos hospitalarios, porque estos estan
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ligados a distintos procesos, como, la acidosikidaxia, la deshidratacion, las infecciones
y la fiebre, o por la simple exposicion al frio.sLdrganos que se dafian con mayor
frecuencia son los pulmones, higado, bazo, pews, tjs huesos y el sistema nervioso
central. La frecuencia de los episodios doloros$avde ninguno hasta seis por afio. En
promedio persisten durante 4 a 5 dias, pero putstgar a durar semanas. La frecuencia de
los infartos esplénicos reduce el tamafio del bar@ipatrizacion (autoesplenectomia).

El diagnostico de la anemia falciforme se estableasta que se comprueba la
solubilidad de la HbS en su forma desoxigenada ycaafirma su presencia por
electroforesis. Sin embargo la prueba mas senudta establecer un diagnostico inicial
para la presencia de HbS es la induccion de drefiaso

Mas que un tratamiento para eliminar las céluddsiformes se dan tratamientos
preventivos para evitar en la medida de lo podddecomplicaciones de la enfermedad por
células falciformes. Sin embargo estan en desartetapéuticas promisorias que pueden
modificar la patogenia genética de la enfermedath de estas terapéuticas es la de
aumentar la cantidad de HbF en los eritrocitosguoion de la hidroxiurea o butirato, ya
gue la HbF no polimeriza junto con la HbS.

Electroforesis

La electroforesis es una técnica para la separat@dmoléculas segun la movilidad
de estas en un campo eléctrico a través de un#&rpatosa (soporte), la cual finalmente
separa las moléculas por tamafios y carga eléctte@endiendo de la técnica que se
emplee.

La técnica clasica utiliza una tira recubiertauda sustancia porosa (gel de agarosa,
poliacrilamida, etc.) impregnada de un electroliBus extremos se sumergen en dos
depositos independientes que contienen ambosdt@i® y estan unidos a los electrodos
del generador de corriente. La muestra se depesitdéorma de un pequefio trazo
transversal en la tira. La distancia de migracémgde en relacion a un marcador interno.
Las placas son reveladas con sales de plata, aftbomassie, o reactivos en particular.

Las diferentes hemoglobinas, al igual que lasgmas del plasma, cuando se
colocan en un medio a un determinado pH, presatitarente carga eléctrica, por lo que
pueden ser separadas debido a su distinta movéildagolicar un campo eléctrico.

Para la electroforesis de hemoglobina se empleadigalmente dos técnicas:

1. Electroforesis de hemoglobina a pH alcalino (8,6 Emplea un soporte de acetato
de celulosa y es util para separar las hemoglobinamales (A, Ay F), ademas
algunas hemoglobinas anormales, tales como, HbSE, HHbC y HbD.
Determinados tipos de hemoglobina, debido a quegmosna intensidad de carga
similar, migran practicamente al mismo nivel cuarsgoseparan por este tipo de
electroforesis.

2. Electroforesis de hemoglobina a pH acido (6): Emplea un soporte de gel de
poliacrilamida. Es especialmente util para separ&thS de la HbD y la HbC de la
HbE y permite diferenciar perfectamente la HbAalélbF.
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ENFERMEDAD ORIGEN C s F A
Normal I .
Rasgo de células falciformes I I

Anemia falciforme

A,
Enfermedad por HbSC I I | I
Rasgo de HbC I I

Talasemia mayor I
Talasemia menor I l
Enfermedad HbS-tal I I l
- E
Acetato de celulosa pH 8.4

Fig. No. 35.Electroforesis de hemoglobina en acetato de c&ubo medio alcalino, que
muestra el patron de corrimiento de algunas herbogdpatias.
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Fundamento

La caracteristica principal de la HbS es la dengtigir su solubilidad en medios
hipéxicos, por lo cual al colocar una gota de sangrun agente reductor como el
metabisulfito de sodio para generar un ambientéxXiip mediante el bloqueo de la entrada
de oxigeno sellando la preparacion, los eritrocjas poseen HbS adoptaran la forma
falciforme por la polimerizacion de las moléculasHb y su cristalizacién en tactomeros,
permitiendo que los drepanocitos sean identificapte medio del microscopio.

Material
» Sangre capilar o venosa anticoagulada
* Lancetas

* Portaobjetos

* Cubreobjetos

» Microscopio

» Parafina o vaselina

Reactivos
* Metabisulfito de sodio al 2% (recién preparada)
* Solucion Salina 0.85%

Procedimiento

Recolectar 3 ml de sangre venosa con EDTA aatisangre capilar.

Colocar una pequefia gota de sangre venosa o capilar portaobjetos.

Adicionarle 1 gota de metabisulfito de sodio al 2%.

Mezclar bien y colocar un cubre objetos, tratatlgue no se formen burbujas. El
exceso de sangre se elimina con un papel filtevcighdo una suave presion sobre
el cubreobjetos.

Sellar los bordes del cubreobjetos con vaselinarafima.

Montar otra preparacion semejante como se indiesdalel paso 3 al 5, pero en
lugar de agregar metabisulfito de sodio al 2% pawucion salina al 0.85%
(servira de control).

7. Observarlos inmediatamente al microscopio, después 15 y 30 minutos, hasta
llegar a las 2 horad?ara dar la prueba como negativa la observacionedeb
continuarse, observandose por periodos de tiempgomhasta completar las 24
horas.

PwnhE

o g

Interpretacion

Cuando la prueba es positiva, del 10 al 100% slestidrocitos adoptan disposicion
falciforme en 15 a 30 minutos.
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MODULO V

Hemostasia

136



FISIOLOGIA GENERAL DE LA HEMOSTASIA

La hemostasia es un conjunto de procesos biogo$micdependientes que al

interactuar entre si mantienen la integridad devés®s sanguineos para prevenir o detener
una hemorragia y asi conservar la fluidez de lgreacirculante.

Para que la hemostasia se lleve a cabo despuésad&esion, es necesario que

intervengan cuatro factores:

a)
b)
c)
d)

1)

Endotelio vascular

Plaguetas

Proteinas plasméticas (Factores e inhibidores dedgulacion)
Sistema fibrinolitico

Endotelio vascular

La integridad estructural de los vasos sanguieedsindamental para prevenir las

hemorragias. Cuando existe una lesion vasculgrakice una vasoconstriccion local que
contribuye al cese de la hemorragia y al exporarsabendotelio proporciona el principal
estimulo para la coagulacion, pues este sirve camtrato para la adhesion plaquetaria y
Su posterior agregacion. Las proteinas que se etmawen el subendotelio son: el colageno,
la fibronectina, la vitronectina, la trombosponditea laminina, factor tisular (FT) y el
factor de von Willebrand (FvW). Ademas el endotealiotetiza moléculas tales como: la
prostaciclina, el acido 13-hidroxioctadenoico yorido nitrico, que inhiben la agregacion
plagquetaria.

2)

Plaquetas

En condiciones normales las plaquetas circulangptuz de los vasos sanguineos

con su caracteristica forma de disco, sin embangadon ocurre una lesién en el endotelio
se desencadenan una serie de eventos bioquimicesdau inicio al proceso de
coagulacién. En este proceso de formacion del toosdd diferencian diversas etapas
secuenciales:

1.

2.

3)

Adhesion plaquetaria al coldgeno por accion deldaoproteina (GP) Ib/IX y el
FvW.

Activacién o cambio de forma de las plaquetas ddosma discoidea a esferas
grandes con multiples pseuddpodos. También saiildactividad intracelular.
Agregacion plaquetaria por union de las GPIlIb/Nlal fibrinbgeno de manera
intraplaquetaria.

Secrecion plaquetaria para el reclutamiento de phéguetas por accion de la
trombina, el tromboxano A2 y el ADP, principalmente

Formacion del tapon hemostasico primario por lasjyetas que sella la lesion y
evita la pérdida de sangre adicional.

Factores de la coagulacion

Son un grupo de proteinas plasmaticas (Tabla@&)rgervienen para estabilizar el

tapon hemostéasico primario. Estas proteinas soregléipos:
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Proteinas estructurales: Proteinas cuya funciga bela contraccion de la estructura
del trombo para estabilizarlo. Pertenecen a estpogel fibrinbgeno, el FYW vy el
factor tisular (FT).

Zimogenos: Proteinas inertes que requieren depattaina para su activacion y que
estas a su vez puedan activar otras proteinasu Estado inerte son solubles en el
plasma y cuando se activan se hacen insolubletenieeen a este grupo el factor
XIIl, factor XII, factor Xl, factor X, factor IXfactor VII, factor Il y proteina C.
Inhibidores de proteinas: Proteinas cuya funcidoewisr que una proteina pueda
actuar sobre otra. Pertenecen a este grupo laiqmot® activador tisular del
plasminogeno, antitrombina lIl.

Las proteinas que intervienen en la coagulaciGedgu clasificarse también en

funcion a sus caracteristicas y a su estabilidacd@non de la temperatura:

Factores dependientes de la vitamina K: Son pragesintetizadas Unicamente en el
higado y que requieren de la accién de la vitanin@ara su activacion al
carboxilar el carbono gamma de los residuos deodglatdmico en el extremo N-
terminal de la cadena polipeptidica. Sin esta caldmon no pueden unirse a los
fosfolipidos de las plaguetas mediante puentesidecPertenecen a este grupo los
factores X, IX, VIl y II.

Factores independientes de vitamina K: Proteinas apitan en ausencia de la
vitamina K, ya que no dependen del calcio parazaabu funcion. A este grupo
pertenecen los factores XIlil, XIlI, XI, VIII, V y I.

Factores labiles: vW, VIl y V.

Factores estables: XIII, XII, XI, X, IX, VII, 11 y.

Mecanismo de la coagulacion

Existen varias teorias que tratan de explicareglanismo de la coagulacion:

Teoria de Seeger§ue una de las primeras teorias pero debidocarsplejidad se
abandono con rapidez.

Teoria de la cascada de Biggs, Douglas y McFarldRiggura 36): Esta teoria
sostiene que los factores de la coagulacion cimcefala sangre de forma inerte, y
gue cuando estos se activan desencadenan reacseogsnciales, donde cada
proteina activada sirve de cofactor para activieasgproteinas y asi sucesivamente
hasta lograr la estabilizacion del tapon hemostagista teoria es la mas empleada
para el estudio de la coagulacion en el laborat@niwitro), pues a partir de esta
teoria se establecié que existen dos vias paraagutacion, las cuales convergen
en una via comun:

0 Via extrinseca. Se denomina extrinseca porque eegjgara su inicio la
presencia del factor histico o tisular (proteirensmembranal), puesto de
manifiesto tras la lesion del endotelio. Se inican la formacion de un
complejo entre el factor tisular y el factor VII presencia de C§ lo cual
produce la activacion del factor X. Este, una ve@#ado (Xa), junto con el
factor V y Cd", transforman la protrombina (I1) en trombina (1).
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o Via intrinseca. Esta via fue denominada intringkdado a que no requiere
del factor tisular para generar actividad procoagi@. Su inicio tiene lugar
con la activacion parcial del factor XII en el morteeque la sangre entra en
contacto con alguna superficie de carga negatidigvy algunas otras
sustancias). Una vez activado el factor Xl (Xligerce una actividad
proteolitica sobre la precalicreina para transfotanan calicreina, la cual, a
su vez, tiene efecto proteolitico sobre el propgictdr Xlla. El factor Xlla
produce activacién inmediata del factor XI, el ceal presencia de Ca
activa el factor IX para que pueda formar un cojopten los fosfolipidos
plaquetarios, el factor VIIl y C3, capaz de activar el factor X. Este, una vez
activado (Xa), junto con el factor V y Catransforman la protrombina (FII)
en trombina (FI).

Esta teoria no explica la coagulacidén vivo.

» Teoria del “shunt’ Teoria que traté de demostrar que solo existéauvia para la
coagulacién sanguinea, al demostrar que parte delalaintrinseca se activa
mediante la via extrinseca, por lo cual solo exdsteecanismo intrinseco. Mas que
una teoria solo se trataba de demostrar una degnivatel mecanismo de la
coagulaciénn vivo.

» Teoria de los complejos 0 modelo celul&re reciente surgimiento explica la
coagulaciébn sanguinea en etapas. Mediante la fadmade complejos que
interactlan unos con otros se logra activar cada de los factores de la
coagulacion hasta conseguir la formacion de trombihodo este proceso se
desarrolla sobre la superficie de las células ganactivacion plasmatica lenta. Se
conocen cuatro complejos:

o Complejo tisular: Se integra por el FT y el FVlla (unido a los fagfidos
de las plaquetas) y activan al FX.

o Complejo tenaza Se forma por el FIXa y FX unidos a los fosfoligsdde
las plaquetas y el FVIII que no est4 unido a las$didpidos y que necesita
de la trombina para activarse.

o Complejo protrombinasa: Integrado por el FXa, el Fll unidos a los
fosfolipidos mediante puentes de calcio y el FVa.

o Complejo inhibidor: Constituido por la trombomodulina y la proteina S
para activar la proteina C.

La finalidad de todos los modelos para la coagbihaces explicar las
transformaciones bioquimicas que ocurren duranfertaacion de fibrina, siendo las dos
teorias mas importantes, el modelo de la cascags, gsta explica de manera practica la
coagulacion sanguinea k<vitro>>, y el modelo celular que logra explicar la coagidia
<<in vivo>>,
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Tabla No. 24.Caracteristicas de los factores de coagulacion

Factor Nombre Peso Actividad funcional | Vida media Sitio de Dependencia de Niveles
molecular biolégica sintesis vitamina K plasmaticos
(KDalton)
I Fibrindgeno 340 Estructural 90h Higado No 200-400 mg/dL
Il Protrombina 72 Proteasa de sering 60h Higado Si 10-15 mg/dL
\% Proacelerina 330 Cofactor 12-36h Higado No 0.5-1.0 mg/dL
Vi Proconvertina 48 Proteasa de sering 4-6h Higado Si 0.1 mg/dL
VIII:C Factor antihemofilico 70-240 Cofactor 12h Higado No 1-2 mg/dL
I1X Componente de 57 Proteasa de sering 20h Higado Si 4 pg/dL
tromboplastina
plasmatica
X Factor de Stuart- 58 Proteasa de sering 24h Higado Si 0.75 mg/dL
Prowe
XI Antecedente de 160 Proteasa de sering 40h Higado No 1.2 mg/dL
tromboplastina
plasmatica
XIl Factor de Hageman 80 Proteasa de sering  48-52h Higado No 0.1 mg/dL
XIII Factor estabilizador de 320 Transglutaminasa 48-52h Higado No 2.5 mg/dL
fibrina
Precalicreina 80 Proteasa de seringa 6.5 dias Higado No 0.29 mg/dL
Cininégeno de 120 Cofactor 3-5 dias Higado No 0.70 mg/dL
alto peso
molecular
Antitrombina 68 Inhibidor de 2.5 dias Higado Si 4 mg/dL
1 proteasa
Proteina C 62 Proteasa de serind 8-12h Higado Si 4-5 pg/dL
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Fig. No. 3¢€. Modelo de la cascada de la coagulacién e inhibglde la coagulacion.

La via extrinseca se inicia con la exposicién detdr tisular (FT) en el subendotelio y culmina dan
activacion del factor X (FX). La via intrinsecaisigia con la activaciéon del factor XI (FXI) por@on de

los cininégenos de alto peso molecular y la Preresha y termina con la activacion del factor 4. via

comun inicia con la activacion del FX y termina darformacion de fibrina. Como todos los factoreda

coagulacion se interrelacionan unos con otrosdantfinseca y extrinseca no pueden funcionar deeraa

independiente una de otra.
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4) Sistema fibrinolitico

La formacion de fibrina es el objetivo de la hetas®, por lo cual para evitar su
formacién excesiva es necesaria la activacion werea fibrinolitico mediada por la
plasmina. La plasmina fragmenta las cadenas dedilen productos de degradacion de la
fibrina o PDF (Figura 37). EI mecanismo fibrinal@i se desencadena una vez que se
estabiliza el coagulo a diferencia de los demasamismos de inhibicion que interaccionan
con los factores de coagulacion para regular elgzm
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Fig. No. 37.Sistema fibrinolitico
scuPA = prourocinasa tcuPA = urocinasa
tPA= activador del plasminégeno de tipo tisular PAI-1= inhibidor del activador de plasminogeipm 1.

Recomendaciones generales para el laboratorio deagulacion

Los buenos resultados en las pruebas de coaguldependen en su totalidad de la
calidad de la muestra, por lo cual es indispensatiteémizar el traumatismo durante la
flebotomia para prevenir la hemolisis. La sustdncde tubos de vidrio por tubos de
plastico disminuye la activacion de los factored XIVII al entrar en contacto con la
superficie del tubo.

El anticoagulante de eleccion para casi todaprlasbas de coagulacion es el citrato
de sodio a una concentracion de 3.2% y una prapoe un volumen de anticoagulante
por 9 volumenes de sangre, pues presenta ventajas ®s demas anticoagulantes, por
tener una osmolalidad mas cercana a la del plaspmaigue esta concentracion se emplea
como promedio del intervalo normal en el calculbiddice Normalizado Internacional o
Radio Normalizado Internacional (INR por sus sigiasngles).

Una vez que la sangre entra en contacto con eldabrren cambios bioquimicos
con los cuales el factor VIII comienza a degradawe rapidez, por lo cual el NCCLS
recomienda que el tiempo para determinar el tiedgprotrombina (TP) no exceda las 24
horas y que para determinar el tiempo de trombbpéaparcial activada (TTPa) el tiempo
no sea mayor a las 4 horas.

Si las muestras no se procesan inmediatamenteug@kespe su extraccion es
recomendable separar el plasma del paquete glolpaarcentrifugacion minimo 10

142



minutos a 3500 rpm y almacenarla por no mas de rasha 4°C, pues asi como a
temperatura ambiente se inactivan parcialmentefdores V y VI, la refrigeracion
prolongada activa el factor VII. Por lo cual pasata la inactivacion o activacion de
algunos factores es preferible congelar el plasmlanpacenar a -20°C hasta su analisis.

Al igual que para toda prueba analitica, la exadtty precision de los resultados se
controlan mediante el empleo de procedimientosseéguramiento de la calidad, como la
calibracién de nuevos lotes de reactivos y el ek controles comerciales (minimo 2
niveles), recordando que la repeticién de un estddicoagulacion no mejora la precision
ni la exactitud de la prueba.
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TIEMPO DE SANGRADO

Es una prueba sencilla que permite evaluar la B&si@ primaria < vivo>>.
Consiste en medir el tiempo transcurrido desdeeddizacion de una pequefa incision
cutanea hasta que cesa la hemorragia.

Esta técnica fue introducida por primera vez ed0Olpor Duke realizando la
incision en el I6bulo de la oreja; sin embargo @sopsensible y menos reproducible que el
método de Ivy.

En 1935 Ivy introdujo su propia técnica al emplearbaumanometro y realizando
la incision en la cara anterior del antebrazo, looque consiguié una mayor sensibilidad y
reproducibilidad de los resultados.

Fundamento
Esta prueba mide la habilidad de los pequefios yasasresponder a una lesion, lo

gue depende de la integridad de la pared vasaddaisu capacidad constrictora y del
numero y calidad de las plaquetas que formaraapéht hemostético.

Material
» Sangre capilar
e Lancetas
* Crondmetro
» Papelfiltro
Reactivos

* No son necesarios para esta prueba

Procedimiento
Método de Duke

1. Se limpia el I6bulo de la oreja con isopropanof@¥ sin presionar ni 0 masajear
vigorosamente.

2. Dejar secar perfectamente la region limpia.

3. Ell6bulo de la oreja debe de estar caliente atgda puncion.

4. Se hace una puncion en el area adecuada (Figuen3d)l6bulo de la oreja, a una
profundidad de unos 3 mm con una lanceta estérdusta.

5. Tan pronto como se realiza la puncidon y se obsgneaempieza a fluir la sangre,
se pone en marcha el cronémetro.

6. La sangre debe salir libremente y el I6bulo noedgdcomprimir.

7. Absorber la gota de sangre con un trozo de paped fcada 15 segundos,
procurando de no tocar la superficie del I6buldedereja o de manipular la lesion.

8. El cronémetro se detiene hasta que el papel fifrmo se manche con la sangre o
gue no sangre mas.
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Fig. No. 38.Zona de puncion para el método de Duke (zona. gris)
Valores de referencia
* 1 a3 minutos.
Interpretacién semiologica

Esta prueba suele ser prolongada en los estadosbdcitopénicos, en la
enfermedad de Von Willebrand, en algunas deficenchereditarias de factores
plasméticos como el V y el VIl (esto es variablpueden obtenerse valores normales) y
en trombopatias.

El tiempo de sangrado es normal en hemofilia A ¥ hipoprotrombinemia y en
general en la hipofibrinogenemia hereditaria.

Luego de la ingesta de aspirina el tiempo de $arsgr prolonga, por lo que debe
tenerse la certeza de que el paciente no la ingirio
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TIEMPO DE COAGULACION DE SANGRE TOTAL

El tiempo de la coagulacién sanguinea es una aroely poco sensible y nunca se
debe utilizar como prueba selectiva. Se usa a neemasta guiar la terapéutica con
heparina, pero los resultados obtenidos son a noemsgguros, por esto son preferibles
pruebas como el tiempo de tromboplastina parci@aada. A pesar de ello, el tiempo de
coagulacion sanguinea se realiza en la mayoriasdabboratorios a causa de que se pueden
obtener muchos datos de la inspeccién peridédicaadgjulo.

Fundamento

El tiempo necesario para que la sangre se coagula tubo de cristal es la medida
de la actividad total del sistema intrinseco dedagulacion. La inspeccion periodica del
coagulo permite la valoracion de las propiedadssa$ del mismo (tamafo, aspecto y
fuerza mecénica), su estabilidad, ritmo y extendi®su retraccion.

Material
e Sangre capilar
» Capilares sin heparina (orilla azul)
» Lancetas estériles
» Bafio Maria a 37°C
*  Termdmetro
* Crondmetro

Reactivos
* No son necesarios para esta prueba

Procedimiento

Método capilar
1. Limpiar la zona de puncion con una torunda coolait(de preferencia el pulpejo
del dedo anular).
Deja que el alcohol se seque.
Puncionar hasta una profundidad de 3mm con unatarmstéril. Poner en marcha
el cronometro.
4. Se desecha la primera gota
de sangre, a continuaciéon se
Zonas de puncion llena un capilar sin heparina
A hasta las dos terceras partes.
M 5. A partir del tercer minuto de
N la puncion, se invierte el
capilar constantemente hasta
observar gue no haya
desplazamiento de la sangre. Si es necesariongeerel capilar para observar el
tiempo en que se forman los hilos de fibrina o edefecto, tratar que una gota de

wn

e
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la punta caiga sobre un papel, para poder obseivee ve un hilo entre el capilar y
el papel (Figura 40).

6. Si ya no hay desplazamiento o se observan los meneilos de fibrina, es el
momento en que se detiene el cronémetro.

Fig. No. 40.Visualizacion del hilo de fibrina que se formarerdl papel y el capilar con
sangre.

Valores de referencia
» Los valores oscilan entre 3 a 5 minutos.
Interpretacién semiologica

Un tiempo de coagulacion normal no descarta latexcia de un trastorno de la
coagulacion, pero un tiempo prolongado es siemmpied de un defecto severo de la
misma, que puede deberse a una deficiencia deweigcde los factores que intervienen
en la formacion del coagulo de fibrina, con excépcde una deficiencia pura de los
factores VIl y XllI; pero el método es mucho masskle a los defectos de los factores
gue intervienen en la activacion por contacto yaeformacion del activador intrinseco de
la protrombina. Solo se prolonga cuando la defmge es muy grave, por ejemplo,
deficiencia de:

Fibrinbgeno (Factor 1)

Protrombina (Factor II)

Factor V

Factor VIII

Factor IX

También en presencia de anticoagulantes circianéxceso de heparina.

O O0OO0OO0OO0oOOo

Esta prueba no se ve influenciada por los niveédesctor VII.

En la hemofilia (A o B) se encuentra prolongandosniveles son suficientemente
bajos.

La prueba carece de valor para las insuficienggesas de distintos factores, por
gue basta una cantidad pequefia de trombina pattagirain codgulo de fibrina. Es menos
atil para las anomalias de las Ultimas etapas @edgulacion (factores V, X o 1l), pues
dichas etapas son rapidas en comparacion conifasrps. La trombocitopenia no afecta
en los tiempos de coagulacion ya que se requietm aiginimo de plaquetas para iniciar el
proceso de coagulacion.
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RETRACCION DEL COAGULO

Cuando se produce una lesibn en un vaso sanguseeqierde sangre,
inmediatamente se activa el proceso hemostasieofgamar un coagulo que tape la lesién
y limitar el sangrado. Durante este proceso, saddiibrina. Estas hebras se entrecruzan
(gracias a la trombina) para formar una red denffbque atrapa a las plaquetas y que a la
vez ayuda a mantener el coagulo que se formalagagl de la lesion. El tapon hemostasico
inicial o primario esta formado por plaquetas ytposrmente cuando el sistema de
coagulacion se activa; se forma el tapon hemost&scundario (coadgulo de fibrina) y
ocurre la retraccion del coagulo para formar udnapemostasico mas efectivo. Cuando
ocurre esta retraccion #xvivo>> el plasma que se encuentra atrapado entrelldascés
expulsado, dejando un tapon casi exclusivamenfrides plaquetas envuelto en una malla
de fibrina, por lo cual esta prueba se emplea @ahuar:

1. La concentracién de fibrindgeno.

2. Laformacion de fibrina y su estabilizacion.

3. La cantidad y capacidad contractil de las plaquetaa regresar a su forma original
por la accion de sus proteinas estructurales ggqpara compactar el coagulo.

4. La actividad fibrinolitica.

Este proceso ocurre en el organismo para queekidor en el flujo sanguineo se
normalice, pues el tapon plaquetario debe permamecel sitio hasta que los fibroblastos
reparen la lesion.

Fundamento

Cuando se deja coagular espontdneamente la sa@hgaggulo inicial se compone
de todos los elementos sanguineos. Con el trasdets@mpo, el coagulo reduce su masa
y exprime suero del mismo coagulo. Esto es debidmacion de las plaquetas sobre la red
de fibrina.

Material
* Sangre venosa
e Tubos conicos o tubos de centrifuga graduados aelL15
» Alambre enroscado (1mm de grosor)
» CronOmetro
» Bafio Maria a 37°C

Reactivos
* No son necesarios para esta prueba
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Procedimiento
Prueba clasica

1. Extraer 5 mL de sangre venosa.
2. Colocar la sangre en un tubo conico o un tubougrdd (5 mL o un volumen
exactamente medido).
3. Poner en marcha el cronémetro.
4. Colocar el alambre en el tubo con sangre. En meeioalambre colocar un
aplicador de madera para facilitar la adhesiorcdagulo.
5. Colocar el tubo en un bafio Maria a 37°C durantera.h
6. Después de transcurrido el tiempo se saca cuidaoga el alambre junto con el
aplicador, y se deja escurrir dentro del tubo é@godo unido al alambre durante 1 o
2 minutos.
7. Se lee el volumen del liquido que quedd en el tiste volumen se anota como
porcentaje del volumen inicial de sangre complatal@ubo.
8. Se calcula el porcentaje del volumen de suero queeld@ en el tubo conico con
relacion al volumen total inicial.
5 mL (volumen inicial) -------------=--------- 10046
Volumen de suero residual ------------------- K

Valores de referencia
s 48 — 64 % (promedio 55%)
Interpretacién semiologica

Esta prueba es dependiente de:

* El nimero de plagquetas y su actividad funcionaigae en algunas ocasiones no se
relaciona muy bien con el numero de plaquetas i@mtas condiciones da normal
aun con 30 000 plaquetas/uL).

» La concentracion de fibrinégeno. Un aumento impuaetale fibrindgeno reducira la
retraccion por efecto de volumen, mientras que pgaesto ocurre en casos de
hipofibrinogenemia.

Cuando la cantidad de fibrinbgeno esta reducidaco@gulo puede ser muy
pequefio.

En presencia de una actividad fibrinolitica actmaede disolverse el coéagulo:
choque, quemaduras, etc.

Con un valor bajo del hematocrito, la masa delgutma serd proporcionalmente
pequefio y puede dar valores muy elevados.

La retraccion del codgulo esta alterada si haylioxitopenia y trombastenia de
Glanzman (alteracion funcional). La eritrocitosénbién interfiere en la retraccion del
coagulo, asi como el aumento de la tasa de fibeimdglLa anemia facilita la retraccion.
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TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA (TTPa)

Constituye una medida del sistema intrinseco @guacion. EI TTPa depende de
la totalidad de factores de la coagulacion inva@dos en las fases, excepto calcio,
plaguetas y factores VIl y XIII.

Fundamento

Es un tiempo de recalcificacion del plasma simyédas al que se le agrega un
sustituto plaquetario (tromboplastina parcial).

El plasma del paciente provee todos los factoeegsahgulacion, excepto el ion
calcio y las plaquetas. El anticoagulante remuéwaleio de la sangre y la centrifugacion,
las plaquetas. La emulsion de fosfolipidos reem#la las plaguetas, la prueba resulta
normal en presencia de deficiencias plaquetariaktativas o cuantitativas.

En general el TTPa se emplea para detectar valierésactores de la primera fase
de coagulacion (XII, XI, IX, VIII) que para los da fase 2 y 3. También se usa para
detectar anticoagulantes circulantes.

Material e instrumentos
* Sangre venosa con citrato de sodio
» Plasma citratado pobre en plaquetas
» Pipeta Pasteur con bulbo
* Pipeta seroldgica de 1 mL
* Micropipetas de 100 pL o de volumen variable
* Puntillas para micropipeta
» Asa bacteriologica limpia
* Vaso de precipitados de 100 mL
» Centrifuga
* Bafio Maria a 37°C
¢ TermoOmetro
* Crondmetro
* Tubos de ensayo de 13x100 mm

Reactivos
» Cefalina, caolin o cualquier emulsién comerciataigolipidos
* Cloruro de calcio 0,025 M

Procedimiento

1. Recolectar sangre venosa en un tubo Vacutaineas tazul celeste y mezclar la
sangre con el anticoagulante por inversion. La gmmpn de la sangre y el
anticoagulante deben ser exactos, por lo cuabel debe ser llenado hasta la marca
de drenado.

2. Centrifugar a 3000rpm por 20 minutos o 3500rpm wieral0 minutos. Es muy
importante que la centrifugacion elimine por cortipl@s plaquetas, es decir debe
obtenerse un plasma pobre en plaguetas.
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3. Extraer cuidadosamente el plasma de la muestr&rifagada mediante una pipeta
Pasteur y colocarlo en un tubo de ensayo de 13xt00

4. En tubos diferentes y perfectamente etiquetadasaokl plasma(s) problema(s), el
cloruro de calcio y el reactivo para TTP en un bisfdoia a 37°C.

5. En un tubo de 13x100 mm limpio, seco y etiquetadici@anar los reactivos en el
siguiente orden (un tubo para n-muestras que sedesedir):

Tabla No. 2t. Procedimiento para el TTPa

Reactivos Cantidad (uL)
Emulsién comercial de fosfolipidos 100
Plasma problema 100
Incubar la mezcla exactamente 2 minutos
CaCL 0.025 M 100
Poner en marcha el cronometro en el momento esajadiciona el calcio.
Agitar brevemente para homogeneizar el contenidmtemer en el bafio unos 25 segungdos.

6. Se examina la reaccion de la mezcla a intervalds @@ segundos para comprobar
la coagulacion; inclinando lentamente el(los) tshaje manera que la mezcla
alcance cerca de la mitad del tubo y con una astefadgica, perfectamente
limpia, tratar de jalar el plasma para poder oledevformacion de la fibrina.

7. Detener el crondbmetro.

8. El tiempo de coagulacion es el intervalo entredigién del calcio y la aparicion de
las primeras trazas de fibrina en la mezcla.

9. Es esencial por lo menos usar un control normaajizar todas las pruebas por
triplicadd".

Valores de referencia

El tiempo normal de TTPa es de 32-46 segundo®sBstlores deben corregirse
para cada laboratorio de acuerdo con los obtenmwsmezclas de plasmas frescos
normales y con los reactivos usados.

Interpretacién semiologica

El TTPa de 50 segundos superior al control nosealonsidera anormal. La prueba
esta prolongada en las deficiencias de uno o méssdeactores Xll, XI, X, VIII, V, Il y I.

Debido a que la prueba es mas sensible a la elefiei de los factores de contacto,
esta se hace especialmente dependiente de la tawo@m del FVIII, de manera que
elevaciones reactivas en este factor, pueden eanaasteficiencias moderadas de otros
factores.

<<In vivo>> la deficiencia de los factores de contacto rregentan un riesgo
hemorragico, sin embargo en el laboratorio estweseeflejado en la prolongacion del

* Este paso dependera de la carga de trabajo y Gaitarouando se trate de procedimientos manuales) en
proceso automatizado solo se repiten las muestrassglen de los valores de referencia y en bass a |
criterios del laboratorio.
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TTPa y cuya anomalia es un simple hallazgo de #&bo cuando el paciente no presenta
cuadros hemorragicos.

El TTPa es muy sensible a la presencia de hepaaneionada, por lo cual es la
prueba de eleccién para dar seguimiento a los masieen tratamiento con este
anticoagulante.

Las cinco causas mas comunes de un TTPa prolosgado

CID (coagulacion intravascular diseminada);

Hepatopatias;

Hemaferesis multiples con sangre almacenada;

Tratamiento con heparina;

Presencia de un anticoagulante o inhibidor cirdel#dcominmente anticoagulante
[Gpico).

Al A

Cuando los tiempos son anormales, es recomendsdizar pruebas de sustitucion
0 correccién para orientar al médico, en cuantbla alteracion es por la presencia de un
inhibidor circulante o por deficiencia de alguntéac sin embargo frecuentemente se
efectlan pruebas confirmatorias especificas pata feactor y se pasan por alto las pruebas
de correccion por que consumen mucho tiempo.

Pruebas de correccion de TTPay TP

La correccion de TTPa y TP implica mezclar el plagproblema con una serie de
derivados sanguineos con un contenido conocidfad&r. Los componentes sanguineos
comunmente usados son cuatro: plasma normal, splx@ma adsorbido con sulfato de
bario y plasma envejecido (Tabla 26).

Tabla No. 2¢. Derivados sanguineos para las pruebas de corredeidPa y TP y los
factores que contienen cada uno

Derivado Factores presentes Factores ausentes
Plasma normal L, 1L, 1V, VI VL IX, X, | Ninguno
Xl, XII, Xl
Suero VII, IX, X, XI, XII [, V, VIII, XII*, 11*
Plasma adsorbidg 1, V, VIII, XI, XII, Xl I, VII,IX, X
Plasma L0, 1L VI X, X, X, X, [V, VI
envejecido plll

*Puede estar presente, pero en concentraciones baja
En la tabla 27 se presentan los factores defesedetectados por las pruebas de

correccion. Las anormalidades detectadas debeguidas por pruebas especificas para la
deteccion de cada factor.
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Tabla No. 2i. Pruebas de correccion para el TTPay el TP

Deficiencia TP TTPa Plasma | Plasma Suero Plasma
del factor normal | envejecido adsorbido
X Anormal Anormal Corrige | Corrige Corrige | No corrige
TP TP TP TP
\Y Anormal Anormal Corrige | No corrige| No corrige| Corrige
TPy TTPal TPy TTPa| TPy TTPal TPy TTPa
Il Anormal Anormal Corrige Corrige | No corrige| No corrige
TPy TTPa] TPy TTPa| TPy TTPal TPy TTPa
I Anormal Anormal Corrige | Corrige | No corrige| Corrige
TPy TTPa] TPy TTPa| TPy TTPal TPy TTPa
Vi Anormal Normal Corrige Corrige Corrige | No corrige
TP TP TP TP
XIl Normal Anormal Corrige Corrige Corrige Corrige
TTPa TTPa TTPa TTPa
Xl Normal Anormal Corrige Corrige Corrige Corrige
TTPa TTPa TTPa TTPa
IX Normal Anormal Corrige Corrige Corrige | No corrige
TTPa TTPa TTPa TTPa
Vil Normal Anormal Corrige | No corrige| No corrige| Corrige
TTPa TTPa TTPa TTPa

Ejemplo: tomaremos como ejemplo la Tabla 27 yledue estd sombreada indicando que
el Factor VIl se encuentra deficiente. Se utilizbr informacion descrita en la Tabla 28.
Tabla Na. 2€. Ejemplo del factor VIl que se encuentre deficieah una muestra

PRUEBA FACTORES MEDIDOS
1) TP . # M X Vii Normal
2) TTPa - # M VIlI IX XI Xl Anormal

3) Hasta este punto se eliminan los factores que idengse encuentran tachadags),
guedando como factores sospecho%tl; 1X, X1 y XiII

siguiente al TTPa:

(los factores X y VIl se
encuentran aparentemente presentes ya que la pdee@ resulto normal
ademas, son factores que no coinciden con
problema se les adiciona plasma adsorbido y suvespectivamente, resultando

la araed TTPa). Al plasm

<]

o

4) Plasma
normal } v VIiI x+ xH Xl Corrige
adsorbido TTPa
5) Suero No
Normal MH | B x Xk X Xl corrige
TTPa

6) En el paso 4 estamos adicionando esos factorepryéda corrige, por o que n
indica que los factores sospechosos son: VIILXAX X1y Xl pero en el paso 5
estamos agregando el IX, XI, Xl y Xlll y la prwelno corrige, indicando asi, q
esos factores no son los deficientes. El Unicoofaque queda y que al s
adicionado corrige la prueba es\dll.

misma manera.

Los demas ejemplos se analizan de
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TIEMPO DE PROTROMBINA (TP)

El procedimiento del TP permite evaluar la geriérade trombina y la formacion

de fibrina en la via extrinseca. El TP es seng@bfgecialmente a las deficiencias del FVII 'y
a los factores involucrados en la via comun (FU, FX). En presencia de iones calcio, la
tromboplastina tisular forma complejos con el Fyllo activa, ofreciendo una superficie
para la activacion de los factores X, V y Il. Lesultados para esta prueba pueden variar
de laboratorio a laboratorio en funcién de la tropiastina comercial empleada, por tal
motivo la OMS disefio un método de estandarizaciéma @vitar discrepancias en los
resultados de un mismo paciente en tratamient@obooagulantes.

Fundamento

Cuando se afiade calcio y un extracto histicoaeldf VII reacciona con el Factor
histico y se forma un producto que convierte etdta en su forma activa, el Factor Xa;
este a su vez, reacciona con el Factor V, conlelocg con los fosfolipidos del Factor
histico para formar la protrombina extrinseca qoevierte la protrombina en trombina.
Entonces, la trombina convierte el fibrinbgenoakeFactores V, VII, X, protrombina () y
fibrinégeno (1), y esta prueba mide la actividathtde estos Factores.

Material e instrumentos
» Sangre venosa anticoagulada
» Plasma citratado pobre en plaquetas
» Pipeta Pasteur con bulbo
* Pipetas seroldgica de 1 ml
* Micropipetas de 100, 200 pL o de volumen variable
* Puntillas para micropipeta
» Asa bacteriologica limpia
* Vaso de precipitados de 100 ml
» Centrifuga
» Bafio Maria a 37°C
¢ TermoOmetro
* Cronometro

Reactivos
« Tromboplastina Histica Comerdial

Procedimiento
1. Recolectar 4,5 mL de sangre venosa en un tubo daeuntde tapon azul celeste. La

proporcion de sangre y anticoagulante deben setexa
2. Homogenizar perfectamente bien la sangre, medignversion del tubo.

> Existen en el comercio extractos liofilizados decphtas humanas. La adiccién de estabilizadoresiiga
una preparacion rapida de una suspensién estaébl& extractos liofilizados ya contiene al ialcio, que
esta adaptado a los requerimientos de la pruebaej@nplo: THROMBOREL S).
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3. Centrifugar 20 minutos a 3000 rpm o 10 minutos @03&pm. Es muy importante
gue la centrifugacion elimine por completo las pktgs, es decir, debe obtenerse
un plasma pobre en plaquetas.

4. Extraer el plasma de la muestra centrifugada dasEmente mediante una pipeta
Pasteur y verterlo en un tubo de 13x100 mm.

5. En tubos separados, limpios, secos y etiqguetadsggectvamente colocar en un
bafio maria el plasma y la mezcla de la tromboplastalcio a 37°C, en el siguiente
orden:

Tabla No. 28. Procedimiento para el TP

Reactivos Cantidad (pL)

Plasma problema 100

Incubar el plasma a 37°C durante 1 minuto

Mezcla de tromboplastina histica-cloruro |d200
calcio

Poner en marcha el cronémetro en el momento enuel $¢ coloca la mezcla
(tromboplastina histica-cloruro de calcio).

Agitar brevemente para homogeneizar el conteniémtemer en el bafio unos 5 segundgs.

7. Sacar el tubo del bafio, introducir el asa bactagioh en la mezcla.

8. Mover el asa bacteriologica hacia arriba y haciajathasta que se observe el
coagulo de fibrina en el asa.

9. Detener el crondbmetro.

10.Es esencial por lo menos usar un control normaajizar todas las pruebas por
triplicado.

TP como control en la terapia anticoagulante oral

Actualmente a muchos pacientes se les adminisitiaoagulantes orales en el
tratamiento y profilaxis de trastornos tromboticoEl monitoreo de pacientes
anticoagulados se hace en base en el Tiempo demloba.

Debido a que el TP es muy sensible a la deficgedel FVII, la respuesta de la
prueba a la cantidad de los factores involucradossea via dependera de la tromboplastina
comercial empleada, motivo por el cual la OMS de#larun método de estandarizacion
denominado INR (radio o razén normalizada inte ioaal).

Las fuentes tisulares tienen una procedencia marjada y esto trae como
consecuencia la variacion de la sensibilidad yddaeion del propio TP. Dadas estas
circunstancias se buscé una escala comun en lsequadiera reportar el TP:

« Elindice de Sensibilidad Internacional (ISI) Escala disefiada para reportar el TP
basado en un sistema de referencia primario.

Para cada lote de tromboplastina se determina alor \de ISI mediante una
calibracion frente a una preparacion de refereriegie dato lo tiene que especificar el
fabricante.

El ISI asignado a cada lote de reactivo para T¥ak®a contra una preparacion del
reactivo de referencia de trabajo. Esta referedeidrabajo se calibra a su vez contra un
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estandar (referencia primaria) de aceptacion iatéomal por poseer un ISl de 1,0. Por lo
cual, la tromboplastina mas sensible tiene un I&iande 1,0 y las menos sensibles tienen
un ISI mayor a 1,0.

El valor del ISI es crucial para el célculo deRINun minimo error en el ISI ejerce
un gran efecto en valor del INR, ya que el ISllesxponente en la férmula para obtener el
INR:

INR= RP®'
RP = Radio de protrombina
ISI = Asignado por cada fabricante

El RP es una relacion entre el TP del pacienteyPenormal (estandar o pool de

plasmas): P TP, iente
TPeontrol

La expresion de resultados puede expresarse tamégliante el empleo de la
formula derivada de la curva obtenida por Quick:

Actividad protrombinica _ K
(% del normal) B TP-a
TP = Tiempo de protrombina en segundos
K =330
a =8,7

Los valores de K son los logrados para trombapkstde 12 segundos. Para
tiempos de protrombina normales distintos de 12irsg¢gs debemos emplear la siguiente

formula: Actividad protrombinica _ TP normal en segundos — 8,7

(% del normal) ~ TP paciente en segundos — 8,7

En la actualidad el valor del INR es una refer@npara vigilar el uso de
anticoagulantes orales, por lo cual siempre detleirse en el informe de los estudios de
coagulacién, tomando en cuenta que solo es un utilgrara aquellos casos en que se esté
llevando un tratamiento con anticoagulante orabl@a0). Hoy en dia la obtencién del
valor del INR es mas sencillo, pues los coagulomseautomatizados calculan el valor al
momento de realizar la prueba.

Tabla No. 3(. Limites del INR en diversos tratamientos

INR Condicion

2,0—-2,5 | Profilaxis de trombosis venosa profunda.

2,0-3,0 | Tratamiento de trombosis venosa profurtdanboembolia pulmonar;
infarte de miocardio; estenosis mitral; fibrilacicewuricular; isquemia
cerebral transitoria.

3,0—-4,5 | Tratamiento de recurrencias de trombgsi®sa profunda; tromboembolia
pulmonar, injertos vasculares; valvulas cardiadificales.

156



Valores de referencia

Los valores de referencia para los procesos dguta@on deben ser establecidos
por cada laboratorio en base al tipo de poblacidm a&tienden. Para el caso del TP los
valores de referencia también van en relaciontt@iaboplastina empleada. En promedio el
tiempo es:

* 12 - 14 segundos (dependiendo de la trombopladtilizada)
« % actividad del paciente- 80%

« Expresado en Radio de ProtromBigal,2

* INR<5

Interpretacién semiologica

El TP se prolonga en los casos de deficienciecoddVIl y los factores de la via
comun.

La prueba es muy sensible a la hipo o disfibrineg@a y a cualquier trastorno de
polimerizacion de la fibrina.

Las deficiencias de vitamina K y la terapia ardgante oral con dicumarinicos
disminuyen los niveles de los factores dependietieela vitamina K (FII, FVII, FIX, FX,
proteina C y proteina S) prolongan el TP.

El TP también se prolonga en casos de coagulogati@, como en la coagulacion
intravascular diseminada (CID).

La presencia de anticoagulantes circulantes pgaldores del TP se describié en
casos de Lupus Eritematoso, leucemia y otras epfiades sistémicas.

Actividades

» Determinar el TP del paciente en segundos.

» Establecer el TP en segundos de la Tromboplastilimada (11 segundos).
» Calcular el Radio de Protrombina (RP)

» Establecer el ISI de la tromboplastina utilizada.

* Calcular el INR

® Método alternativo mas antiguo para reportar elSé°calcula multiplicando el cociente del TP deligate
y el TP control por 100.
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MODULO
VI

Inmunohematologia y
Banco de Sangre
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SISTEMA ABO

En 1899, Shattock informa sobre un fendmeno coriestre eritrocitos de una
persona y el suero de otra, sin embargo, no ea K880 cuando Karl Landstainguién
descubre las diferencias de la sangre entre grdpgsersonas y con su teoria sobre la
especificidad de las reacciones seroldgicas, dion&so a la era inmunoldgica de la
historia de la transfusién sanguinea. Este halldegd a Landstainer a establecer 3 grupos
sanguineos: A, B y O, al observar la aglutinaciérias eritrocitos de una persona con el
suero proveniente de otra. El descubrimiento deéésia ABO lo llevo a ser merecedor del
Premio Nobel de Medicina 30 afios mas tarde. Dos déspués de este hallazgo, Alfredo
VVon Decastello y Adriano Sturdi descubren un cugrtgpo sanguineo, el AB. Numerosos
descubrimientos surgieron a partir del sistema AB@n 1908 Ottenberg y Epstein
postulan la forma de herencia sin aportacion deelfas, en el mismo afio Emil von
Dungern y Ludwing Hirzfeld establecen que el tigoherencia corresponde a las leyes de
Mendel.

Una nueva y excitante fase en el estudio de lggogr sanguineos se inicio a partir
de 1939 con los trabajos de Levine, Landstainerign@f, quienes establecieron las bases
para el conocimiento de un nuevo sistema: el Rin yapel fundamental en la etiologia de
la enfermedad conocida contgitroblastosis fetalo Enfermedad hemolitica del recién
nacido(E. H. R. N.)

El estimulo cientifico desarrollado por estos dbsmientos fue de tal magnitud
que dio origen al nacimiento de una nueva espdaililalnmunohematologiade la cual
Landstainer fue su lider hasta 1943, cuando acaeciuerte. La rapida expansion de la
terapia transfusional y el desarrollo de métodaslégicos de mayor sensibilidad han
conducido al descubrimiento de una gran variedagtul@os sanguineos.

Se han descrito cerca de 400 antigenos de grsgroguineos, sin embargo el
sistema ABO fue el primero de los sistemas de grigamguineos y es el mas importante
en la medicina transfusional.

Landstainer demostré que los eritrocitos contergan lo menos dos factores,
designados como aglutinégenos A y B, con los cusdegodia explicar los cuatro grupos
gue existian y asi postuld que cada persona pexdia tino de ellos (A o B), ambos (AB) o
ninguno (O). Reconocié la presencia de anticuegrosel suero y sefiald la relacion
reciproca que habia entre ellos y los antigenaseptes en los eritrocitos, demostrando que
cuando un determinado antigeno estaba ausente,osasmondiente anticuerpo se
encontraba en el suero o plasma. Asi, ha quedaalolexsido que los antigenos del sistema
ABO son los Unicos para los cuales existe el cpardiente anticuerpo, siendo ello una
caracteristica constante y predecible en el suetogdindividuos normales (Tabla 31).

Tabla No. 31. Antigenos y anticuerpos del sistema ABO.

Grupo Antigenos Anticuerpos Genotipo
sanguineo/fenotipo|
6] H Anti-A y Anti-B 00
A(A10A) AA10 Ay Anti-B AO o AA
B B Anti-A BO o BB
AB AyB Ninguno AB
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La herencia del sistema ABO es controlada de douaras leyes de Mendel y se
integra de cuatro genes alélicos: AL @A), B y O de una serie de genes alélicos menos
frecuentes como son:3AA;, An, etc. En la mayoria de los casos la herenciarestdiy la
combinacion de los tres alelos, determinan losroug@upos sanguineos: A, B, ABy O. La
forma en que estos genes controlan la producciéentigenos ABO fue establecidos por
Bernstein en 1924, cuya teoria sefiala que cadeidndi hereda dos genes ABO, uno de
cada padre, y que estos genes determinaran lanpi@sge los antigenos ABO en los
eritrocitos de las personas.

Cuando los antigenos de los glébulos rojos esiastituidos por proteinas (Ej. Rh
y K) son, presumiblemente, los productos directek gén; pero cuando aquéllos son
carbohidratos (Ej. A y L%, son determinados indirectamente por enzimassfesasas)
gue son los productos del gen; estas enzimas igeersiel azlcar apropiado, determinando
especificidad sobre una estructura cuya sintessl@ser determinada por uno o mas
genes no relacionados entre si. Algunos alelosnqueroducen algun efecto reconocible,
son denominados “amorfos”.

En casi todos los sistemas heredados en los cmoéss los alelos son co-
dominantes. El Unico grupo sanguineo en el quering es portado en un autosoma es el
Sistema Xg, el cual es portado en el cromosoma X.

Los genes del sistema ABO, ubicados en el cromasomero 9, estan
estrechamente relacionados, con los de otros sistem grupos sanguineos, como son el
Hh, li, Lewis y P, ya que la conformacion de laslénalas de carbohidratos de sus
determinantes antigénicos (inmunodominantes) eatfa ¢por la interaccion entre los
productos génicos de estos sistemas (cromosomaTa®bién se relacionan con la
condicion de secretor ubicada asimismo en el cromasimero 19.

Bioquimica de los antigenos

Gran parte del conocimiento que se tiene acerda bmquimica de los antigenos
ABH provienen de los estudios realizados en lasasugs A, B y H presentes en las
secreciones. La razon para ello es que estas siastase encuentran en muy pequefias
cantidades en los eritrocitos, en cambio su coreennh es superior en las secreciones. Las
investigaciones en estos productos establecienom,la) especificidad de estas sustancias
ABH era debida a estructuras de carbohidratos sradmlipéptidos.

La purificacién de las glicoproteinas especifidados grupos sanguineos demostro
gue estan formados por carbohidratos en un 80-96P4§-20% restantes por aminoacidos
(15 aa), los cuales estos ultimos aparentemenjeegan ningun papel en la especificidad
del grupo sanguineo de la molécula.

La informacion genética que tiene cada individgenptipo) condiciona la sintesis
de enzimas que transfieren a la cadena de carbtdsdel azicar que le confiere la
determinante antigénica especifica (inmunodominandesi, tenemos inicialmente la
fucosiltransferasa, que trasforma la sustanciaupseca fundamental en sustancia H; a la
N-galactosaminiltransferasa que trasforma a laasg& H en sustancia A y a la
galactosiltransferasa que transforma la sustan@a Blistancia B. Las diferencias entre las
enzimas para grupo A y B son puntuales; los indivgddel grupo O sintetizan una proteina
sin actividad enzimatica que, por tanto, no esiza@ agregar ningun azucar a la sustancia
H (Figura 41). Se han definidos seis alelos deo@y4 ellos sin actividad enzimatica.
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Los antigenos ABH estan presentes en la mayoriaseélulas del organismo,
incluyendo plaquetas y leucocitos. Un 80% de lalgmbn poseen un gen secretor
dominante (Se). Estas personas presentan antigelutdes ABH en los tejidos y liquidos
corporales, por ejemplo, plasma, saliva, semeglasive en el sudor.

Lipido o

proteina Antigeno A

GalMAc
transferasa

Lipido o .
i Gal G Gal Antigeno O
proteina _._< (Sustancia H)
transferasa

;Irglti?ng —.—<Gal>—émﬁ>-<Gal>—<Gal> Antigeno B

Gle - Glucosa

Gal - Galactosa

GleMac - N- acetilglucosamina
GalMNac - N- acetilgalactosamina
Fuc- Fucosa

Fig. No. 41.Representacion esquematica de la sintesis biocuidgclos antigenos del
sistema ABO. Existe una cadena principal de azécaréa cual se le denomina sustancia
precursora y se compone de Glc-Gal-GlcNAc-Gal. laeacia de fucosa expone esta
cadena precursora en el fenotipo Bombay.(O

Anticuerpos del Sistema ABO

Los anticuerpos del Sistema ABO son principalmégité e 19G (Tabla 32) y muy
raramente IgA. Los primeros (IgM) también son demawmios naturales, aglutinantes o
completos se desarrollan regularmente después que el thaivha sido expuesto a la
inmunizacion ambiental; en su aparicion no ha adormingin evento inmunizante
reconocible. Individuos con anticuerpos anti-A \ti-81en su suero y que tienen un
estimulo inmunizante especifico pueden produciricaatpos inmunes de la misma
especificidad pero con diferente comportamientddgico. La inmunizacion puede ser
secundaria a un embarazo ABO incompatible, tramfude eritrocitos incompatibles, de
plasma conteniendo sustancias de grupo sanguingeccion de sustancias A y B
purificadas con la intencion de producir antisuedes altos titulos, o inoculacién con
productos virales o bacterianos que contienen itiss activas de grupo sanguineo.
Después del estimulo inmunizante, el titulo y ladex de los anticuerpos aumenta,
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desarrollando propiedades hemoliticas y se hace difésl su neutralizacion con
sustancias solubles de grupo sanguineo; tambidéaan activos a 37°C. Estos cambios
son frecuentes en personas de grupo O, pero oeasi@mie pueden observarse en las de
grupo Ay B.

Los segundos (IgG e IgA) se conocen también comt@uerpos incompletos
porque son capaces de adherirse al eritrocito pergeneran aglutinacion y Unicamente
aparecen después de una estimulacion antigénica.

Tabla. No. 3. Caracteristicas serologicas de los anticuerpoSidegma ABO

Caracteristica IgM IgG
Temperatura Optima de reaccion < 37°C (4° - 20°C) 7°C3
Tipo de reaccion Enzimética Antiglobulina
Neutralizacion por sustancias de Completa Parcial
grupo sanguineo
Presente en fenotipo AyB o]
Capacidad para atravesar placenta No Si(BEG)
Causan enfermedad hemoliticg No Si
Especificidad Anti-A y Anti-B Anti- AB
Tipo de respuesta inmune Primaria Secundaria
Mecanismo de produccion Natural (completos Inmiimsompletos)
Capacidad para activar Si Si
complemento
Fijacibn a monocitos/macrofagos No Si
Hemolisis <4n vitro>> No Si
Reaccion en solucion salina Si No
Aglutinacion directa Si No

Determinacion del Sistema ABO

La determinacion del grupo ABO es la prueba mgsmante del banco de sangre
ya que es la base fundamental para determinamipatibilidad de la sangre. El Sistema
ABO se integra de dos partes: Antigenos presemedaemembrana eritrocitaria y
anticuerpos correspondientes presentes en el pl&ajacondiciones normales, todos los
individuos poseen anticuerpos contra los antiggpu@sno estén presentes en sus propias
células. De esta manera se establece una intédrelaonstante y predecible entre los
antigenos y anticuerpos del sistema, lo cual doystila base fundamental para que en la
determinacion del Sistema ABO, se realicen doshasie

1. Prueba celular para determinar los antigenos pressen la membrana eritrocitaria.
2. Prueba sérica o inversa, para determinar los anpos presentes.

Las dos pruebas son complementarias entre si yop@nto se realizan al mismo
tiempo, pues una verificara los resultados de fa. dDeben realizarse a temperatura
ambiente (20 a 24°C), la incubacién a 37°C debiétaeaccion. En caso de que exista
discrepancia entre ambas pruebas debe hacersewaséigacion adicional para detectar la
fuente de la misma, ya que esta revelara una dondgue podria ser de importancia
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clinica (Ej. Crioaglutininas, leucemias, linfomascarcinoma de estomago,
inmunodeficiencias) o un error analitico.

Reactivos para la tipificacion del sistema ABO

Los reactivos empleados en la clasificacion dealttsgenos se preparaban a partir
de anticuerpos policlonales naturales o inmunesatigre humana y en ocasiones animal.
Ahora se preparan con anticuerpos monoclonalesvatiers de cultivos de células
secretoras o hibridomas. Estos anticuerpos somaiiie especificos por lo cual ofrecen
resultados confiables y definitivos bajo condice®neormales. Estos reactivos deben
cumplir con lo establecido en la Norma Oficial M=atia NOM-017-SSA1-1993.

Para la clasificacion del suero, se deben empégalyp posible células fenotipadas
A1y Az B Rh positivo y O Rh positivo. Esta prueba noalplacticarse en placa, porque
generalmente la concentracion de los anticuerpassro suficientemente alta para causar
la aglutinacion de los eritrocitos sin centrifugar.

Técnicas para la determinacion de grupos sanguineos

Existen 3 técnicas para la determinacion de grgpoguineos: La primera técnica
empleada fue la prueba en placa; posteriormenggdsiar prueba en tubo, representando un
avance técnico sobre la prueba en placa, adematipdengama de pruebas realizadas en
el laboratorio de inmunohematologia que siguen eamulose hasta hoy en dia en la
mayoria de los laboratorios clinicos y bancos dgrea Actualmente, dentro de las técnicas
mas recientes se encuentra la técnica llamadaegéifagacion desarrollada por el Dr.
Yves Lapierre, la cual emplea una matriz de ggbHadex) en microtubos para atrapar
aglutinados de eritrocitos producidos por una riéac@antigeno-anticuerpo. Existen 3
formulaciones basicas del gel:

1. Gel neutro: Solo contiene gel, para determinariglpa inversa ABO, investigacion
de anticuerpos frios y pruebas enzimaticas.

2. Gel especifico: Es una mezcla de gel con un amtsespecifico. Se emplea para la
tipificacion de grupo sanguineo.

3. Gel antiglobulina: Es una mezcla de gel con antiglima humana y/o fracciones de
complemento. Se utiliza en las pruebas de Coombs.

La técnica de gel-centrifugacién representa umewdécnico sobre el uso de la
técnica en tubo, por ser un método que ofrece il e interpretacion de resultados de
manera estandarizada. Emplea volumenes bajos detrenmiicrotécnica), las reacciones
son estables permitiendo lecturas posteriores yrpas de un analista. Ademas las
reacciones pueden ser fotocopiadas y leidas pdpej@automatizados eliminando los
aspectos subjetivos.
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Fundamento

La membrana eritrocitaria posee una gran cantidad antigenos de grupo
sanguineo, pertenecientes a distintos sistemas.

La tipificacibn ABO por norma debe hacerse dedog8genos eritrocitarios (prueba
directa) y de los anticuerpos presentes en el sieela misma muestra de sangre (prueba
inversa)

La ausencia o presencia de los antigenos de uridad del sistema ABO solo se
logra a través de la exposicion de los eritroditelsindividuo con antisueros monoclonales
conocidos comerciales (Anti-A, Anti-B o Anti-AB) mediante la exposicion del suero del
individuo contra eritrocitos fenotipados j(AA,;, B y O), debido a que en el suero se
encuentran los anticuerpo reciprocos de este sistem

La presencia de los antigenos o de los anticua@evidencia por la formacion de
aglutinados macroscopicos de una reaccion simpigesro-anticuerpo.

Material e instrumentos
» Sangre venosa anticoagulada
» Suspension de eritrocitos al 5%
* Suero
* Pipeta Pasteur con bulbo
» Aplicadores de madera
» Centrifuga clinica

Reactivos
* Solucion salina fisiologica (SSF) al 0.85%
» Suero comercial anti-A monoclonal (color azul)
» Suero comercial anti-B monoclonal (color amarillo)
» Suero comercial anti-AB policlonal (incoloro)
» Eritrocitos fenotipados A A,, B y O suspendidos

Procedimiento:
PRUEBA CELULAR EN TUBO

1. Lavado de eritrocitos: Colocar 0,5 ml de sangre totahticoagulada en el tubo de
13 x 100 mm, adicionarle solucién salina fisioti&g{0,85%) hasta las ¥ partes del
tubo, colocar un tapén adecuado al tubo y mezohartiendo con cuidado hacia
arriba y hacia abajo. Centrifugar a 3000 rpm derarb minutos. Eliminar el
sobrenadante, de preferencia, con una pipeta Pasteu

2. Eliminar el sobrenadante y preparar una susperggonritrocitos al 5% en SSF
(por ejemplo: 0,25 mL de eritrocitos en 4,75 mLSE&F).

3. Seleccionar 3 tubos de 13 x 100 mm e identificactws marcador como A, B y AB
respectivamente.

4. Colocar en el tubo marcado A, una gota de suerePa(dzul); en el tubo B, una
gota de anti-B (amarillo) y en el tubo marcado ABc@loro) una gota de suero
Anti-AB.
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No o

7.

8.
9. Observar el sobrenadante contra un fondo blanco iieninado para detectar

Agregar a cada tubo una gota de la suspensiéntdeitos al 5% y mezclar.
Centrifugar a 3400 rpm por 15 segundos 0 1000 ri. pinuto.

Desprender el boton de células del fondo del tgitdrdolo suavemente; inclinarlo
hasta la posicion horizontal para apreciar completde la aglutinacion y
cuantificarla en cruces.

Anotar inmediatamente, tubo en mano, los resultdéda aglutinacion (Ver figura
42).

PRUEBA SERICA EN TUBO

El tubo de muestra colectada sin anticoagulanie ¢aso esta desde que se vacio
en el tubo) se centrifuga a 3000 rpm durante 5 togiu

En caso de que aun se vea la fibrina después ti&fogar y no se pueda extraer el
suero, ésta se despegara de las paredes del tulbo eplicador de madera (0 en su
defecto con la punta de una pipeta Pasteur) emgnighimacia el fondo y sin sacar
nada del tubo; se vuelve a centrifugar (si se remye se saca el coagulo, éste
atrapa suero y en ocasiones no se logra obteseesd deseado. Es recomendable
desechar el concepto de que para obtener suesbseamover el coagulo).

Se separa el suero de los eritrocitos. El suelme dmlocarse en otro tubo
debidamente identificado.

Identificar apropiadamente 4 tubos de 13x100 mniadgguiente manera: A,;AB

y O.

Colocar 2 gotas de suero en estudio en cada tubo.

Agregar una gota de eritrocitos fenotipados comalAubo marcado como;Auna
gota de eritrocitos identificados coma Al tubo marcado conAuna gota de
eritrocitos B en el tubo marcado como B y una gigaeritrocitos O en el tubo
marcado como O.

Mezclar agitando los tubos. Si desea potenciagliatinacion, los tubos pueden ser
incubados durante 5 minutos 0 mas a la temperdaiiaboratorio.

Centrifugar a 3400 rpm 15 segundos 6 a 1000 rprmfitm

hemolisis.

10.Desprender el botén de células del fondo del tutwo movimientos giratorios

suaves, inclinarlo hasta la posicion horizontal egrllo contra un fondo bien
iluminado para apreciar completamente los agldtealispersos (Tabla 33)

11.Anotar inmediatamente, tubo en mano, los resultddda aglutinacion.
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3+

Fig. No. 42.Interpretacion de la aglutinacion

4+ Aglutinacion tofal de [os erifrocitos en un adagrande en un fondo claro.
3+ Dos o tres aglutinados grandes en un fondo.clar

2+ Aglutinados pequefios, de igual tamafio, en ndd@ojo.

1+ Aglutinados muy pequefios, pero definidos, efoado rojo.

0 No hay aglutinacién.

Tabla No. 33. Procedimiento para la determinacion de antigeabsistema sanguineo
ABO

Prueba celular en tubo Prueba sérica en tubo phetaicion
Tubos de 1 2 3 4 5 6 7
13x100 mm
Antisuero | Anti-A | Anti-B | Anti- / / / /
comercial | 1 gota | 1 gota| AB

lgota

Eritrocitos | 1 gota| 1gota 1 gota / / / /
del paciente
al 5%
Eritrocitos / / / A A1 B @)
fenotipados
iy S%F’ lgota| 1gota| 1gota| 1 gota
Suero del / / / 2 2 2 2
paciente gotas | gotas | gotas | gotas
Centrifugar a 3400 rpm por 15 segundos o0 a 1008luennes por un minuto.
Interpretar aglutinacion

Interpretacion de los resultados

En la tabla 34 se expresan los resultados derieb@s realizadas. Discrepancias
entre la prueba celular y la sérica causan diidd@s en la interpretacion del grupo ABO. Si
ello ocurre cada resultado debe ser anotado espak® correspondiente de la hoja de
resultados, pero el espacio designado para lgpmetacion debe dejarse en blanco hasta
gue el problema sea debidamente aclarado.
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Tabla No. 34. Interpretacion de los resultados en la determimagel sistema ABO

Prueba celular (Eritrocitos conocidos/sueros Prueba sérica (suero | Interpretacion
conocidos) desconocido/Eritrocitos del grupo
conocidos) sanguineo
Anti-A Anti-B Anti-AB A, B
- - - + + (@)
+ - + - + A
- + + + - B
+ + + - - AB
- - + - + Subgrupo A
- - + + + Subgrupo A
mas
anticuerpo

+ = aglutinacion

- = No hay aglutinacién

Discrepancias entre la prueba celular y la pruebaésica

Los resultados de las pruebas con eritrocitosny st@ro pueden

debido a:

* Los problemas intrinsecos de los eritrocitos csdelo.
» Problemas relacionados con la prueba.
» Errores técnicos.

Falsos negativos

Pueden tener lugar debido a:

No agregar reactivo o suero a un tubo.

No identificar la hemolisis como una reaccién peait
Uso de una relacion inapropiada entre suero yidiv@acon los eritrocitos
No centrifugar suficientemente las pruebas.

No incubar las pruebas a temperaturas de 20-24A€nores.
Interpretacion @egistros incorrectogle los resultados de las pruebas.

ogkwnE

Falsos positivos
Pueden ocurrir por:
1. Centrifugacion excesiva de los tubos.
2. Uso de reactivos, eritrocitos o solucion salinataonados.
3. Uso de material de vidrio sucio.
4. Autoaglutinacion de los eritrocitos del pacienteeglizacion sélo del grupo directo
sin autotestigo.
5. Interpretacion segistros incorrectogle los resultados de las pruebas.

ser discrepantes

Toda discrepancia debe investigarse y resolverdes ade emitir un resultado

definitivo. Si se trata de una unidad de sangreadanésta debe conservarse aparte y no
transfundirse hasta que no se haya resuelto leegeacia. El primer paso debe ser repetir
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la prueba con la misma muestra, si la discrepancia persiste se debe realizar en una muestra
nueva y verificar que los reactivos no estén contaminados.
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SISTEMA Rh

El sistema Rh es después del ABO el mas impor@datos sistemas de grupos
sanguineos, por sus implicaciones clinicas eratestusion sanguinea y en la etiopatogenia
de la enfermedad hemolitica del recién nacido.

En su descubrimiento ocurrieron dos hallazgosvaeles. EI primero de ellos
acaecio en 1930, por la publicacion de Levine ysStede su histérico trabajo describiendo
como una madre que terminaba de dar a luz a unrfeterto y macerado, habia
desarrollado una severa reaccion hemolitica ptratesfusion de sangre proveniente de su
esposo. Ellos descubrieron que el suero de la nagluéinaba los eritrocitos de su esposo
y el 85% de las sangres humanas ABO compatibleantigeno responsable demostro ser
independiente de los ya conocidos ABO, MN y P.

En la interpretacion de estos hallazgos, postolagoe la madre habia sido
inmunizada, desarrollando anticuerpos contra ufgamd del cual ella carecia pero que
estaba presente en los eritrocitos del feto, aeguheredado del padre. Cuando la paciente
fue transfundida con la sangre de su esposo, Euarpo reacciond con dicho antigeno
causando la reaccion hemolitica.

Un segundo hallazgo, esta vez experimental, stupsoen 1940, como resultado de
las experiencias en animales, de Landstainer y &¥ieBllos inmunizaron conejos Yy
cobayos inyectandoles eritrocitos d®lacacus rhesysaislaron un anticuerpo que,
convenientemente diluido por ser un heteroantiayegglutinaba los eritrocitos de los
monosrhesusy también el 85% de las sangre humanas. Los suigos eritrocitos
aglutinaban con el suero amiesusfueron denominados Rh positivos, y el 15% restante
Rh negativos.

El siguiente paso fue la demostracion de WienderPeque el anticuerpo Rh,
aparentemente el mismo que habia sido elaboradmiemales contra los eritrocitos del
mono rhesus podia ser encontrado en el suero de algunas narsquienes habian
presentado alguna reaccion hemolitica después lslr hecibido transfusiones de sangre
ABO compatibles. Hasta el momento todo sugeriaefj@mtigeno presente en el eritrocito
del Macacus rhesuy el hallado en los humanos era el mismo, por igarente, los
correspondientes anticuerpos deberian poseeregpetificidad.

Hasta 1961 no qued6 completamente aclarada laisionfentre el anticuerpo de
origen humano y el anticuerpo artiesusde origen animal. Sin embargo, ya para entonces
se habia generalizado tanto el término de Rh emalesfusion humana que resultaba
imposible modificarlo, aun cuando Levine habia sidgeque al anticuerpo antiresusde
conejo se le diera el nombre de anti-LW en horsusadescubridores.

Hoy en dia se sabe que se trata de dos sistemadicgs completamente
independientes, cuyos antigenos pueden ser recmsqudr anticuerpos diferentes.

Antigenos del sistema Rh

El Sistema Rh es codificado por dos genes ubiesdel cromosoma uno; el gen
RHD es responsable de la sintesis de una protematgaviesa la membrana lipidica del
eritrocito 12 a 13 veces y conforman los deterntegmoorrespondientes al antigeno D. Las
personas con D negativo no poseen la informacigregipondiente a este gen, por lo que se
considera deleido; en las personas con D negagvorigen africano y asiatico se ha
encontrado el gen en el locus correspondiente,Bues inactivo.
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El segundo gen, denominado RHC, comprende culaiasaCE, ce. Ce y cE. Estas
determinantes se encuentran ubicadas en una stédnar, que, al igual que la del antigeno
D, entra y sale a través de la membrana 12 vepesege 417 aminoacidos (Figura 43).

Polipéptido Rh Glucoproteina Rh
T 1

Fig. No. 43. Esquema de la ubicacion de los determinantes iispscpara los
antigenos del sistema RRhCE: contiene los antigenos C o ¢ (2° bucle) y E d°% (
bucle)RhD: expresa el antigeno D (aminoacidos D-especi#oo3°, 4° y 6° bucle)

El primer antigeno humano del sistema Rh fue #g@no D, si todos los individuos
fueran homocigotos para este antigeno (DD), notigais sujetos Rh negativos, sin
embargo, el hecho de que existan los Rh negatsugeria la existencia de un alelo,
denominado d, pero hasta ahora no ha podido comm®leste alelo. El sistema Rh es mas
complejo de lo que parece, pues se han encontradodm 48 antigenos, pero solo 5 se
consideran de importancia clinica: Existe el al2lg dos pares de alelos antitétic@ y
Ee). Los genes del sistema Rh se hallan en el cromsst, estan estrechamente
relacionados y se heredan de forma conjunta.

Desde el descubrimiento del sistema Rh en 194desen postulando varias teorias
acerca del modelo de herencia y la nomenclaturalgb& de emplearse para este sistema,
sin embargo, en 1977 la Organizacion Mundial deS&éud (OMS), para evitar las
divergencias en el sistema Rh recomend6 que seearagh nomenclatura de Fisher (Tabla
35). La nomenclatura de Fisher supone la existetheisres loci o genes separados pero
estrechamente ligados en haplotipos en el misnmoasoma. Los denomina por separado
y los haplotipos resultantes se expresan por lpigoidn de tres letras. Los haplotipos mas
comunmente heredados son CDe y cde, para los sugeto Rh positivo y Rh negativo
respectivamente.

El modelo genético mas reciente es el descritolgapett (1986). En €l se propone
dos locus estructurales estrechamente ligadosCPEe como base para la produccion del
antigeno Rh. Para los ocho fenotipos Rh mas consedsscriben dos alelos en el primer
locus: D y no D. En el segundo locus CcEe se nexesuatro alelos que incluyen: ce, Ce,
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cE y CE. En 1900, Colin y colaboradores secuengilo® dos genes descritos por Tippett
y demostraron que el locus Rh de los individuopBditivos estd compuesto por dos genes
diferentes. En los individuos D negativos uno desgenes se halla ausente. Se sugiere la
hipétesis de que uno de estos genes Rh codifipalipEéptido D y el otro gen codificara los
polipéptidos C/c y E/e. Estos hallazgos confirmagbmodelo de Tippett con la excepcion
de que el alelo no D parece no existir. Adicionaltee la Sociedad Internacional de
transfusion Sanguinea agrego la terminacién num@aca los antigenos del Rh, basandose
en la nomenclatura descrita por Rosenfield.

Tabla No. 35. Algunos de los genotipos probables del sistema Rdrtr de los fenotipos
mas frecuentes, segun la nomenclatura de Fisher.

Fenotipo Rh Genotipo probable Estatus Rh
DCcee DCel/dce (R) Positivo
DCCee DCe/DCe (RRY) Positivo
DccEe DcE/dce (R/r) Positivo
DccEE DcE/DcE (RIFY) Positivo
DCcEe DCe/DcE (R/R) Positivo
ddccee dce/dce (rr) Negativo

Nomenclatura de Rosenfield: R = Rh positivo, r =rielgativo, 1 =C, 2 = E
Anticuerpos del sistema Rh

A diferencia del sistema ABO, en donde existemncaatpos naturales, las personas
Rh negativos no contienen bajo condiciones normaleticuerpos anti-Rh. La formacion
de este anticuerpo es casi siempre el resultadia dxposiciéon del antigeno, sea por
transfusion o por el embarazo al tener contactoecitrocitos que contienen el antigeno D,
por lo tanto, la naturaleza de los antigenos esimemlLa antigenicidad del factor Rh es
mayor que la de cualquier otro grupo sanguineo, lAsadministracion de sangre de un
individuo Rh positivo a otro Rh negativo tiene u@%b de probabilidades de quedar
inmunizado (sensibilizado) y provocar la aparidi@hanticuerpo especifico.

Relativa importancia del antigeno D

El antigeno D, es hasta ahora el mas inmunogél@dos antigenos Rh, siendo por
lo menos 20 veces mas inmunogénico que el ¢, que siguiente mas potente del los
antigenos Rh.

Los anticuerpos contra antigenos del sistema RHuegran mayoria son del tipo
IgG, que no activan el complemento; es importané@aionar que anti-E frecuentemente
es considerado como natural regular.
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Fundamento

Para identificar el aglutindgeno Rh se usa ursaatd especifico y su presencia se
pone de manifiesto por la aglutinacion de los @eitos.

Material e instrumentos
» Sangre venosa anticoagulada
» Suspension de eritrocitos al 5%
* Pipeta pasteur
* Bulbo para pipeta pasteur
» Aplicadores de madera
» Centrifuga clinica

Reactivos
» Solucion Salina Fisiolégica (SSF) al 0,85%
* Suero anti-D monoclonal (Bh
e Suero D control

Procedimiento
PRUEBA CELULAR EN TUBO

1. Homogeneizar perfectamente bien el tubo de samgi@agulada por inversién del
tubo.

2. Lavar los eritrocitos una vez con SSF, centrifugad8000 rpm/5 minLavado de

eritrocitos: Colocar 0,5 ml de sangre totalnticoagulada en el tubo de 13 x 100

mm, adicionarle solucion salina fisiologica (0,85k&sta las % partes del tubo,

colocar un tapon adecuado al tubo y mezclar imvido con cuidado hacia arriba y

hacia abajo. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 tasilEliminar el sobrenadante,

de preferencia, con una pipeta Pasteur.

Eliminar el sobrenadante y preparar una suspeigdmitrocitos al 5% en SSF.

Identificar apropiadamente un tubo de vidrio dex130 mm, y agregar 1 gota de

antisuero-D (Rk) y 1 gota de suspension de eritrocitos al 5% ychaez

5. Identificar como tubo control un tubo de vidrio i&x 100 mm, y agregar 1 gota de
suero-D control y 1 gota de suspension de eriiect 5% y mezclar.

6. Centrifugar inmediatamente durante 1 minuto a 1806luciones.

7. Agitar cuidadosamente el sedimento, inclinar elotléntamente hasta la forma
horizontal y examinar la aglutinacion sobre fondare (En este tubo se puede
continuar la prueba D débil).

hw
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Tabla No. 36. Procedimiento de determinacion del Antigeno Rh.

Indicaciones Factor Rh Control Interpretacion
D
Tubos 13 x 100 mm 1 2
1 | Antisuero Comercial D 1gota Nada
(Rho)
Suero control D Nada 1 gota
2 | Suspension de eritrocitos del 1 gota Nada

paciente al 5%

3 Centrifugar el tubo No. 1 a 500 revoluci®per 1 minuto
4 | Interpretar aglutinacion: Nada
Si el resultado es positivo la  (+) » Rh positivo

prueba aqui termina.
)
Si el resultado es negativo
hay que continuar el
Coombs (D débil)

Interpretacion
Los resultados posibles se observan en el cugglrieste:

Tabla No. 37. Interpretacion del sistema Rh

Tubo con anti-Rh Tubo con control Rh Interpretacion
+ - Rh positivo
(+) débil - Posible D débil

Rh negativo; o posible D
- - debil (pra*cticar la prueba
Coombs)

Autoaglutinacion (Investigar
+ + dicha
situacion)

"Si la prueba se interpreta como Rh_positaayi termina el procedimiento en el paso 6 y nioese variante

D débil del antigeno D.

" Si la prueba se interpreta como posible D dglith negativose continGia con los mismos tubos de ensayo
del paso 7 del procedimiento antes descrito, ab Faslel procedimiento que se describe en la praeba
variante D débil del antigeno D.
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EXPRESIONES DEBILES DEL ANTIGENO D (D PARCIAL O DEB IL)

No todos los eritrocitos pueden ser clasificadom@ Rh positivo o negativo,
mediante las pruebas de aglutinacion directa censieros anti-Rh. La mayoria de las
muestras de sangre, de una reaccion de aglutinata@noscépica, muy definida y clara,
inmediatamente después de la centrifugacion; esatas que asi reaccionan pueden ser
facilmente clasificadas como Rh positivo. Otras, moestran aglutinacion directa; sin
embrago, no pueden ser clasificadas como Rh negatixque el antigeno D puede estar
presente en tales células pero débilmente expregaddo que se requiere de pruebas
adicionales como la de antiglobulina para podegimastrar. Estos tipos de reactividad son
debidos a variantes del antigeno D y los individuogos eritrocitos exhiben tal
comportamiento son clasificados como D parcial ldébi

Antiguamente el B (D débil) se consideraba como un antigeno ajenb, ain
embargo hoy se sabe que en realidad se trata @éelondébil del D; la mayoria de las
veces esta asociada a los antigenos C o E y eemala raza blanca. La importancia
practica del D débil radica en que puede sensiilez un receptor D negativo. Con la
utilizacion de reactivos monoclonales se detedamdyoria de alelos débiles del antigeno
D, sin embargo, cada laboratorio debe considemrptaebas mas apropiadas para la
deteccion de estos D debil, con el fin de evitatrémsfusion de sangre errbneamente
clasificada como Rh negativa.

Algunas variantes del antigeno D relacionadas presiones deébiles de este
antigeno, pueden ser las siguientes:

1. Efecto de posicién: DC en posicion trans, que dabd expresion del D.

2. Codificacién genética para menor nimero de sitiig@nicos R.

3. Antigeno D incompleto que se relaciona con losogelt que conforman el antigeno
Rh; se han descrito nueve epitopes identficadossaernos monoclonales anti-D,
gue permiten caracterizar siete categorias de asellEn la categoria seis, se
identifican epitopes D3, D4 y D9, mientras, endtegoria tres, se identifican nueve
epitopes.

La baja frecuencia de las variantes débiles dégemo D (D débil) explica su falta
de trascendencia clinica. Algunos de estos indosdoueden producir anticuerpos anti-D
contra el epitope que no tienen, lo que explicabdservacion de individuos con Rh D
positivo con anticuerpo anti-D en su suero.

Aparte de las variaciones de los antigenos D gumencionan arriba, y que son
mas 0 menos comunes, hay otros hallazgos queraltesamplicidad de la concepcién del
sistema Rh como un conjunto de tres haplotipogresnunidades de variacion:

» Antigenos de mas:
o Antigeno G.
0 Antigenos compuestos (cooperacion de de dos geoisos en el mismo
haplotipo, pero situados en posicids).
o Antigenos indiferenciados.
* Antigenos de menos (antigenos deprimidos o sileasjo
* Antigenos asociados
o Antigeno LW (confundido inicialmente con el deseautn por Levine y que
dio origen al Rh).
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LA PRUEBA DE ANTIGLOBULINA HUMANA O DE COOMBS

Prueba empleada para demostrar la presencia @erod o anticuerpos de grupos

sanguineos, asi como también en el diagnéstica admfermedad hemolitica del recién
nacido.

1.

El fundamento de la prueba de Coombs se basasesiguientes principios:

Los anticuerpos y el complemento humano son gloasly ademas son diferentes a
las de otras especies, por lo tanto, se compodiao @ntigenos cuando se inyectan
en otros organismos.

Si un animal (conejo, chivo, caballo) es inyectactim globulinas humanas
purificadas o con el suero total, este animal é®moce como extrafias y elabora
anticuerpos contra ellas; estos anticuerpos tenéspecificidad antiglobulina
humana.

El suero antiglobulina humana obtenido reaccionasgecificamente con las
globulinas humanas. Si moléculas de globulinas) sedicuerpos o complemento
se fijan en la membrana del eritrocito, el suerigkobulina se combinara con ellas
y causarad aglutinacion de las células. En cambidpss eritrocitos no estan
sensibilizados, no habra aglutinacion.

En resumen, se puede decir que el principio gedaba de antiglobulina humana o

de Coombs es muy simple: detectar inmunoglobuledadclase 1gG y/o fracciones de
complemento (C3d), unidos a la membrana eritraait&o se considera necesario incluir
alguna otra actividad contra las demas inmunoginasil(IgM, IgA), en este reactivo.

a)

b)

La sensibilizacidn de los eritrocitos se puede piden dos formas

<<In vive>>, es decir, cuando la reaccién del antigeno ycawespondiente
anticuerpo se efectta en el organismo, mientraoarestan circulando, como por
ejemplo, en casos de anemia hemolitica autoinmdsmenfermedad hemolitica del
recién nacido, etc.

<<In vitro>>, la sensibilizacion de los eritrocitos por eti@nerpo se realiza en un
tubo de ensayo en el laboratorio, donde se meeclaouban eritrocitos adecuados
con el suero en estudio. Si en el suero existeauampos contra antigenos presentes
en los eritrocitos, se producird la reaccion antigenticuerpo y los eritrocitos
guedaran sensibilizados.

Existen dos métodos para la prueba de la antifigbbhumana:
Prueba de Coombs directaSe emplea para detectar anticuerpos o fraccidees
complemento en la superficie del eritrocito cuahdoocurrido una sensibilizacion
<<in vive>> (Figura 44). Este tipo de sensibilizacién pupdesentarse en alguno
de los siguientes casos:
i. Enfermedad hemolitica del recién nacido.

il. Anemia hemolitica autoinmune.

iii. Anemia hemolitica medicamentosa.

iv. Reaccion hemolitica postransfusional.
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. ‘*‘ x 3 veces V

e Inmunoglobulina (Ac) antieritrocito ’ Eritrocito >—¢ Anti-lgG

Solucién salina

\/ vEritrocitos lavados

o
S

Suero de Coombs

‘,_< Aglutinacion

(prueba +)

Fig. No. 44.Esquema de la prueba de Coombs directa

b) Prueba de Coombs indirectaSe emplea para detectar anticuerpos incompletos e

el suero del paciente. Es un procedimiento de dmsas, pues requiere de una
sensibilizacion de eritrocitos #xvitro>>, y posteriormente la reaccion propia de la
antiglobulina (Figura 45). Se emplea para la déd@cde anticuerpos irregulares.

Interpretacion del resultado

La reaccion antigeno-anticuerpo mas importantdeadp en el banco de sangre es

la aglutinacion. En ella el anticuerpo reacciona & antigeno que es parte de una
estrcutura de mayor tamafio como son los eritrqditomandose masas o0 aglutinados que
pueden ser evidenciados a simple vista.

La reaccion de aglutinacion de los eritrocitos roewen dos fases o etapas: la

primera, representa la reaccion inmunoquimica éspeeconocida como la sensibilizacion
y en la cual el anticuerpo se une al antigenoTpjficacion de grupos sanguineos y RhO
(D)]. La segunda fase representa el proceso ftda aglutinacion, que resulta de la unién
de los eritrocitos mediante puentes de anticugiipp$rueba de Coombs).
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* @ O ’-

Suero fisiolégico + Suero de Coombs

‘ .‘ Q Aglutinaciéon
(prueba +)

Fig. No. 45.Esquema de la prueba de Coombs indirecta.

Si la primera y/o principalmente la segunda fagestran aglutinacion, se interpreta
positiva, la intensidad de la reaccion se debelae@a cruces, como se muestra en la
Figura 42. No debe olvidarse la posibilidad de resa@apaces de ocultar el resultado de la
prueba de Coombs (Tabla 38).
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Tabla No. 38. Causas de error en la prueba de Coombs

Falsos positivos

Sensibilizacion eritrocitaria vitro por anticuerpos naturales o complemento por manten
mucho tiempo la muestra a 4°C.

Lavado insuficiente de los eritrocitos.

Fijacion inadecuada del suero antiglobulina.

Reaccién con el recubrimiento de algunos tubosdtev

Reticulocitos elevados en la muestra analizada.

Falsos negativos

Tiempo insuficiente de incubacion.

Dilucion incorrecta del suero antiglobulina.

Suero antiglobulina de poca sensibilidad o caducado

Cuando el anticuerpo presente es anti-IgA.

Lavado inadecuado de los eritrocitos que conllelgereeutralizacion o eliminacion de los
anticuerpos fijados a su superficie.

Empleo de material sucio.

Reactivos antiglobulinicos humano

El reactivo antiglobulinico humano o suero de Chsnse obtiene al inmunizar
animales con globulinas del suero humano, estagepuser inmunoglobulinas purificadas
(IgG, IgM, IgA) ylo fracciones de complemento (C363d, etc.), produciéndose
antiproteinas humanas en el suero animal, lasepearican tras adsorcion con eritrocitos
humanos lavados que eliminan las aglutininas neatizs.

Los sueros antiglobulinicos se obtienen de fornediclpnal y mediante la
tecnologia de hibridomas, ambos pueden ser potifsqms o monoespecificos:

» Poliespecificos: Contienen anticuerpos anti-inmimimginas y anti-complemento.
» Monoespecificos: Contienen un Unico anticuerpo;i-Fg@®, Anti-IgA, o Anti-lgM

si no tienen actividad anti-complemento. Anti-C3dne tienen actividad anti-

inmunoglobulina.
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Fundamento

No todos los eritrocitos pueden ser clasificada®i@ Rh positivo o Rh negativo,
mediante las pruebas de aglutinacion directa commdisueros anti-D. El antigeno D puede
estar presente en tales células pero débilmentesaqo.

1°. <dn vitro>>, la sensibilizacion de los eritrocitos por efiamerpo se realiza en
un tubo de ensayo en el laboratorio, donde se areecincuban eritrocitos del paciente con
el anti-D. Si en los eritrocitos existen los amige correspondientes al antisuero-D, se
producira la reaccién antigeno-anticuerpo y logamitos quedaran sensibilizados. Si los
eritrocitos carecen del antigeno D, los eritrocitogjuedaran sensibilizados.

2°. El suero antiglobulina reaccionara con lapglioas humanas. Si las moléculas
de anti-D se fijan en la membrana del eritrocifosueero antiglobulina se combinara con
ellas y causara aglutinacion de las células. Enbmgnsi los eritrocitos no estan
sensibilizados (debido a la falta del antigeno @habra aglutinacion.

Material e instrumentos
» Sangre venosa anticoagulada
* Suspension de eritrocitos al 5%
* Pipeta Pasteur
* Bulbo para pipeta Pasteur
» Centrifuga
» Bafio Maria a 37°C

Reactivos
* Solucion Salina fisiologica (SSF) al 0,85%
* Suero anti-D (R§) monoclonal
» Antiglobulina humana &uero de Coombpgoliespecifico (Frasco gotero de color
verde)

Procedimiento

DETERMINACION DE LA AUSENCIA O DE EXPRESIONES DEBES DEL
ANTIGENO D

Para esta prueba, pueden ser usados los mismos tgbla determinacion del
antigeno D, a menos que las instrucciones deldafie sefialen otro método.

Fase |

1. Homogenizar perfectamente bien el tubo de muestraatigre anticoagulada por
inversion del tubo.

2. Lavar los eritrocitos anticoagulados una vez corf,S&entrifugado a 3000
revoluciones durante 5 minutdsavado de eritrocitos: Colocar 0,5 mL de sangre
total anticoagulada en el tubo de 13x100 mm, adicionadkicion salina
fisiolégica (0,85%) hasta las % partes del tubtgaar un tapon adecuado al tubo y
mezclar invirtiendo con cuidado hacia arriba y aatajo. Centrifugar a 3000 rpm
durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante, deepracia, con una pipeta Pasteur.
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Eliminar el sobrenadante y preparar una suspeigdos eritrocitos al 5% en SSF.
Identificar apropiadamente un tubo de vidrio dex130 mm, y agregar 1 gota de
antisuero-D (R} y 1 gota de suspension de eritrocitos al 5% ychaez

Identificar como tubo control un tubo de vidrio & x 100 mm, y agregar 1 gota de
suero-D control y 1 gota de suspensién de eritvecit 5% y mezclar.

Centrifugar inmediatamente durante 1 minuto a IHof

Agitar cuidadosamente el sedimento, inclinar elotiéntamente hasta la forma
horizontal y examinar la aglutinacion sobre fondare (En este tubo se puede
continuar la prueba D débil).

Fase Il

1.

Agitar homogéneamente el contenido del tubo e iacat87°C durante 30 minutos.
Incorporar un segundo tubo que solo contenga Zgitgasuspension de eritrocitos
al 5% como control negativo e incubarlo también7ad8rante 30 minutosCada
muestra al que se le determine el factor Rh y came @ la Fase Il se le debe
incorporar un tubo Control (Ejemplo: Si se estaieado una muestra debe haber
2 tubos; si se estd determinando en 2 muestrag dlbber 4 tubos y asi
sucesivamente).

Centrifugar los 2 tubos (o los que se estén det@moio) durante 2 minutos a 3000
rpm. Decantar completamente toda la solucidn salina

Agregar unas gotas de sol. salina fresca a losfubsuspender las células y luego
agregar mas salina para realizar el segundo lavtetando el tubo hasta Idg
partes con sol. salina y homogenizar.

Centrifugar nuevamente y repetir el mismo proceelina hasta completar 4
lavados (Pasos 8, 9y 10).

Inmediatamente después del cuarto lavado, agreggotds de reactivo de
antiglobulina humana a cada uno de los dos tubosezglar.

Centrifugar a 3400 rpm por 15 segundos o0 a 1p@0por 1 minuto.

Resuspender suavemente el boton de células d# fimlos tubos y leer en cruces
la aglutinacion (Figura 42).
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Tabla No. 3S. Procedimiento analitico de la prueba de Coomhiseicich.

Fase |

INDICACIONES ANTIGENO | CONTROL | INTERPRETACION
D
Tubos 13x100 mm 1 2
1 | Antisuero comercial D (Rh 1 gota Nada
Suero control D Nada 1 gota
2 | Suspension de eritrocitos del 1 gota Nada

paciente al 5%

Centrifugar el tubo No. 1 a 1500 revoluciones poruto

AW

Interpretar aglutinacion Nada
Si el resultado esgsitivo la pruebe (+) » Rh positivo
aqui termina

)

Si el resultado es negativo hay que
continuar el Coombs

Fase Il v

5 | Suspensién de eritrocitos  deEste tubo
paciente al 5% ( la misma muestrdene del] 1 gota
que la utilizada en el paso 2) paso 4

Incubar a 37°C los tubos No. 1 y 2 durante 30 noisiut

Centrifugar ambos tubos a 3000 revoluciones pautui

Decantar el sobrenadante de ambos tubos

O |0 [(No

Resuspender los botones de ambos tubos Aaspmrtes cor
salina.

10 | Centrifugar ambos tubos a 3000 revoluciones pari2utos
(Repetir del paso 8 al 10 tres veces mas hasen@bambos
tubos finalmente decantados)

11 | Suero de Coombs (color verde) | 1 gotd 1 gota

12 | Centrifugar a 3400 revoluciones por 15 minutoslo@0
revoluciones por minuto.

13 | Interpretacion de aglutinacion ) ) Rh negativo

(+) () Rh positivo

Interpretacion de la prueba de Coombs

Si se observa aglutinacion positiva, indicararksencia de la variante D débil en la
membrana eritrocitaria, por lo que se clasificdraugeto como Rh positivo variante débil
(D débil).

Como control siempre debera practicarse una prubtecta de antiglobulina
mediante los eritrocitos problemas.
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Algunas normas de bancos de sangre establecenegjueecesario hacer la
determinacion del D débil cuando se trata de dasamto asi en los receptores, quienes
deben recibir sangre Rh negativo.

En la experiencia de algunos autores, considerguenlas normas de banco de
sangre deben requerir que:

1. Toda sangre con resultado negativo debe ser paggsara la prueba D débil,
mediante el método de la antiglobulina humana.

2. Si se trata de un donante que resulta ser D débitiyp, debe ser interpretado y
considerado como Rh positivo y la sangre deberaasfundida a un receptor Rh
positivo.

3. Cuando se trata de un receptor D débil positivbedr interpretado y considerado
como Rh positivo. Este paciente puede ser trangfarmbn sangre Rh positivo.

4. Es obligatorio en la realizacion de la prueba Dilgébcluir el procesamiento
simultaneo de un control por el método de Coombscti. En aquellos casos en
gue esta prueba control resulte positiva, la pru2labil se invalida y el receptor
deberé ser transfundié con sangre Rh negativaa ljast se esclarezca el resultado.

5. Las mujeres embarazadas D débil positivo, cuyo $&a Rh positivo, no genera
problema alguno con la inmunoglobulina anti-Rh.
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ANTICUERPOS IRREGULARES

Todas las células sanguineas poseen en su menghioteinas o glicolipidos
gue pueden actuar como antigenos (Ag) y provodarmaacion de anticuerpos (Ac) en las
personas que carecen de ellos, a este fendmer® dendbmina como aloinmunizacion.
Desde el punto de vista de la medicina transfusidoa anticuerpos contra antigenos
sanguineos se clasifican de la siguiente forma:

* Anticuerpos contra aloantigernofs producidos contra antigenos de eritrocitos,
leucocitos y plaquetas.

» Anticuerpos contra los propios antigenos del indlia autoanticuerpos producidos
contra antigenos de eritrocitos y plaquetas, yquiet anticuerpo derivado de las
enfermedades autoinmunes. En este contexto podecoosiderar a los
autoanticuerpos como regulares e irregulares, ylidig los aloanticuerpos como
sigue (Tabla 40):

0 Regulares naturalesos producidos contra el sistema ABO.

o Irregulares naturales Anti-Al, Anti-M, Anti-N, Anti-P1, Anti-E, entre
otros.

o Irregulares inmunesAnti-Rh-Hr (Anti-D, Anti-C, Anti-c, y otros), Ant
Kell, Anti-Duffy.

Tabla No. 4C. Clasificacion de los aloanticuerpos de los siseesaguineos

Regulares Ac presentes durante toda nuestra vida,|son
de tipo IgM y de amplio espectro térmico; |su
produccion inicial esta relacionada con la expésia
bacterias (sistema ABQO). Son espontaneamente
aglutinantes y no poseen capacidad hemolizante] No
Naturales pueden atravesar la barrera placentaria.

Anticuerpos Irregulares Ac que pueden producirse en cualqyier
etapa de nuestra vida, su periodo seroldgico esbla
y estan relacionados con alimentos y Ag bacterignhos
son de tipo IgM que acttan entre 4-27°C (H, I, j,NM
P, Le, Al E, etc.).

Irregulares Ac producidos por transfusiones | o
embarazos, su duracion serologica es variabldpel t
Inmunes  de Ac que los caracterizan son de tipo IgG queaagtu
normalmente a 37°C y que tiene capacidad paradijar
no complemento (sistema Rh-Hr, Diego, Duffy, Kell,
Kidd y otros). No siempre son espontaneamgnte
aglutinantes y poseen capacidad hemolizante. |Son
capaces de atravesar la barrera placentaria.

En base a lo anterior se establece entonces guaniicuerpos irregulares son
aquellos que no se encuentran de manera natutal grdividuo, pues son resultado de la
exposicion a un antigeno ajeno al organismo déVishab al momento de la transfusion o
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en las mujeres en el embarazo; estos anticuerpogisgidos contra antigenos fuera del
sistema ABO. Estos anticuerpos inmunes (adquiridos)regularmente inmunoglobulinas
G (lgG), las cuales producen hemolisis extravasanael bazo o en el higado mediante
fagocitosis de los complejos Ag-Ac.

Los aloanticuerpos irregulares mas comunes entestra poblacién son los que
involucran a los sistemas:

* Rh-Hr

e MNSs

e P1

» Kidd

* Duffy

o Kell

* Lewis

» Diego

e Lutheran

Rastreo 6 busqueda de anticuerpos irregulares

La inmunohematologia, junto con la medicina trasisinal, es una rama de la
patologia clinica que se ocupa de las siguientdsrias: transfusion de sangre y de sus
componentes; patogenia y diagnéstico, prevenciétratamiento de la inmunizacion
(sensibilizacion) relacionada con el embarazo elpas leucocitarias para el trasplante de
organos.

Se ha comprobado que existen distintos tipos de\base a su tamafio, peso,
temperatura Optima de reaccion, medio de reacaém, Sin embargo de todas estas
caracteristicas la mas importante es la temperaptiaa de reaccion, pues la temperatura
tiene efectos inversamente proporcionales con hataate de equilibrio y la velocidad de
reaccion si esta se aleja del rango ideal de waltsg acuerdo a la temperatura optima de
reaccion, estos Ac se dividen en dos grupos: arpas frios y anticuerpos calientes.

a) Anticuerpos friosreaccionan a temperaturas entre 4 y 27°C. Noirsportantes
desde el punto de vista transfusional, pues generdé no son activos a
temperatura corporal, sin embargo pueden influinterferir en la clasificacion
sanguinea de las personas y en las pruebas de tdwhoasal realizadas a
temperatura ambiente. Estos Ac son de tipo IgMpqugso molecular es de 950
KD y su mejor medio de reaccion es el salino. Ladrfos van dirigidos contra los
sistemas MN, Lewis y P1. Entre estos Ac s6lo M kda sido relacionados con la
enfermedad hemolitica del recién nacido, cuya sa@va de leve a moderada.

b) Anticuerpos calientesse han denominado asi porque su temperatura aptem
reaccion es 37°C. Estos Ac tienen una relevanteritapcia clinica ya que se les
asocia con reacciones transfusionales de intensndai®rada a severa, que pueden
llegar a ocasionar la muerte; son los principalassantes de la enfermedad
hemolitica del recién nacido. Estos Ac son de dgSe cuyo peso molecular es de
150 KD y reaccionan mejor en medio proteico (albiapi
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Banco de sangre y su objetividad

Un Banco de sangre es el establecimiento autarizsta obtener, recolectar,
conservar, aplicar y proveer sangre humana, asd gara analizar y conservar, aplicar y
proveer componentes de la misma.

La Norma Oficial Mexicana NOM-003-SSA2-1993, Paalisposicién de sangre
humana y sus componentes con fines terapéuticbsa dps siguientes definiciones para
los productos o componentes sanguineos:

* Unidad: Volumen de sangre o componente sanguineo recoteatadun solo
disponente en una bolsa o recipiente que contengeoagulante adecuado y
suficiente.

e Sangre fresca:Tejido hemético no fraccionado, de menos de se@shiespués de
su recoleccion.

» Sangre total: Tejido hematico no fraccionado, de mas de seisshdeapués de su
recoleccion.

» Componentes de la sangrefracciones separadas de una unidad de sangre u
obtenidas por aféresis.

o Concentrado de eritrocitos:Fraccion que contiene principalmente glébulos
rojos, como resultante de la remocion casi comuletgplasma de la sangre
recolectada.

o Concentrado de eritrocitos pobre en leucocitosGlobulos rojos en los que
se ha eliminado la mayor parte del plasma y des attdulas sanguineas por
remocion de la capa blanca sobrenadante.

o Concentrado de eritrocitos lavados:Globulos rojos de los que se han
removido en proporcion suficiente el plasma y otrakilas sanguineas,
mediante bafios sucesivos con solucion salina igaton

o Concentrado de eritrocitos congeladosGlébulos rojos en una solucion
criopreservadora, que permite incrementar su periatke vigencia
conservados a bajas temperaturas.

o Concentrado de leucocitosGlobulos blancos recolectados por aféresis o
preparados mediante fraccionamiento de unidadsartge fresca.

o Concentrado de plaquetas: Trombocitos recolectados por aféresis o
preparados mediante fraccionamiento de unidadsartge fresca.

o Plasma envejecidoEl que en cualquier momento después de la recolecci
ha permanecido seis horas 0 mas a temperaturasrjiia de menos 18° C.

o Plasma desprovisto de crioprecipitado:El remanente después de haber
separado algunos factores de coagulacién por t&cmie precipitacion en
frio.

o Plasma fresco:El que se encuentra en el lapso de las primerashseas
después de la recoleccion.

o Plasma fresco congeladcEl que se congela en el lapso de las primeras seis
horas, después de la recoleccion y asi se conserva.

o Crioprecipitado: Fraccion proteica del plasma fresco congelado que
precipita al descongelarse en condiciones contaslad
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Muestras piloto

Toda unidad de sangre siempre debe tener mugdives las cuales son muestras
sanguineas que acompafian a cada unidad de sadgreritrocitos. Estas muestras seran
tomadas en el momento de la donacion por la pergqaraextraiga la sangre y estaran
marcadas desde antes de la toma de la sangrendarar ique son idénticas al contenido de
la unidad de sangre total.

En el laboratorio de Banco de Sangre el objetieteminante es dar al paciente
donde se encuentre, el producto o productos tale®:cPaquete globular (concentrado de
eritrocitos), Plasma fresco, Plasma congelado,niRlasco en plaguetas, Concentrado
plaguetario, Concentrado leucocitario y Crioprdeiho; los cuales deben estar en cantidad
suficiente en el momento preciso y con los estugisnentes que avalen su inocuidad.

Dentro de estos estudios se encuentra un grupprwbas denominadas como
pruebas pretransfusionales. Este procedimiento uesegle manera adecuada la
compatibilidad eritrocitaria y plasmatica, por $aguientes pruebas:

1. Grupo sanguineo ABO (visto en la practica anterior)
2. Determinacion del factor RKD) (visto en la practica anterior). Ratificacidel Rhy

(D) del donador cuando el paciente esy RR) negativo (visto en la practica

anterior).

3. Investigacion de anticuerpos irregulares fuerssitéma ABO.
4. Pruebas cruzadas de compatibilidad.

Todos y cada uno de estos examenes deben estacddjol. Para este fin, el
empleo de un grupo de células de perfil fenotimionocido (panel) no es solo util sino
“indispensablé

La transfusion de componentes sanguineos se esasiéntonces como un
procedimiento relativamente seguro, inocuo y efi@a embrago, la terapia transfusional
conlleva riesgo de reacciones adversas, desde hasts muy severas que incluso pueden
provocar la muerte. Estas reacciones adversasenpge son registradas y reportadas en
forma adecuada, por lo tanto los riesgos de |Istuaion deben ponderarse en comparacion
con los beneficios terapéuticos esperados. Pordstioel personal de salud debe ser capaz
de reconocer y manejar las diferentes reaccionesrsas de la transfusion y emplear los
medios disponibles para eliminar o minimizar talesgos al paciente.

Anticuerpos irregulares

Las normas de Banco de Sangre establecen quepdstiiearse la investigacion de
anticuerpos irregulares en el suero de:

v" Donadores de sangre.

v Candidatos a recibir transfusion.

v' Mujeres embarazadas, para detectar anticuerpospgedan causar enfermedad
hemolitica del recién nacido o discrepancias eptiasbas cruzadas en el momento
del parto, en caso de que la paciente requiettassefundida.

Para aclarar discrepancias del sistema ABO.
En el estudio de reacciones hemoliticas transfastsn
En el estudio de anemia hemolitica autoinmune.

AN
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En los donanteda investigacion tiene por finalidad detectai@rdrpos irregulares
para prevenir su transferencia al receptor. Lasnasrde la Asociacion Americana de
Bancos de Sangre recomiendan especialmente, queresba debe realizarse en aquellos
donantes con historia de transfusiones anterioezslmrazos.

En los receptoredde sangre, la prueba cruzada, como prueba priiseorsal
completa, acorta y facilita la transfusion, dandobeyor seguridad.

El estudio pretransfusional de rastreo de antmseirregulares es habitual para
determinar la existencia de anticuerpos contra sotemtigenos diferentes a los
comprendidos en el sistema ABO. Para esto se astuaghiticuerpos contra eritrocitos de
grupo O, para los cuales no se espera aglutingapanticuerpos anti-A o anti-B, pero si
puede haber aglutinacion por otro tipo de anticogrp

A estas células O se les denomina “Células Pamel&s son una mezcla de
eritrocitos y antigenos conocidos. Al conjunto dactivos de eritrocitos con un fenotipo
conocido se le conoce como Panel de anticuerpagulares, los antigenos para los cuales
son tipados los eritrocitos de estos paneles ses®rindican en una Tabla de trabajo que
acompafa a cada lote de reactivo.

El empleo del Panel es para realizar una ideatifon de anticuerpos irregulares
presentes en un receptor y descubrir su espeaificitiras la identificacion del anticuerpo
irregular presente, se debe elegir para el paciemdeunidad de sangre negativa para el
antigeno correspondiente al anticuerpo inespedetdificado.
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Fundamento

En la membrana del eritrocito se encuentra una ggaedad de antigenos de grupo
sanguineo, pertenecientes a varios sistemas.

La determinacién de la presencia o ausencia deuanpos del receptor presentes en
su suero, dirigidos contra los antigenos eritraoisa del panel para determinar su
especificidad, se ponen en evidencia al formarseoehplejo Ag-Ac, el cual puede
observarse como aglutinacion o hemadlisis.

Material e instrumentos
» Gradilla para tubos de ensayo
» Centrifuga
* 10 - 15 tubos de ensayo de 13x100 mm preferentertisigios y “secos”
* Pipetas Pasteur
» Bafo maria a 37°C
» Carta control del panel de trabajo, la cual cambia 15 dias (Solicitar al asesor)

Reactivos
* LISS (Solucion de Baja Fuerza Iénica: NaCl 0,03 iligina 0,3 M)
* Reactivo de antiglobulina humana poliespecificodi@bs)
» Solucion salina fisiologica (0,85%)
» Panel de células de fenotipo conocido (Antigeno®cidos en los eritrocitos)
» Suero problema proporcionado por el asesor (&gidar desconocido)
» Eritrocitos sensibilizados para el control de Coemb

Procedimiento

1. Numerar 10 tubos de 13 x100 mm (1 al 10).

2. Colocar en cada tubo 2 gotas del suero problesaado una pipeta Pasteur.

3. Agregar en cada tubo una gota de eritrocitos dekspondiente frasco del panel.
Ejemplo: en el tubo 1, agregar una gota de célldhdrasco identificado como el
No. 1 (frasco de células) y asi sucesivamente leh§itzal.

4. Mezclar cada tubo (1 al 10) y centrifugar a 3408 gor 20 segundos.

5. Observar cada tubo para detectar hemdlisis erbetisadante. Leer la aglutinacion
en cruces y anotar los resultados, tubo en magar&i42).

Nota: Si algun tubo presenta aglutinacion o hemobsisalguno de los pasos, anotarlo y
eliminarlo; continuar el procedimiento con los desma

6. Incubar a 37°C durante 15 minutos.

7. Centrifugar a 3400 rpm por 20 segundos. Si hayodtisim o aglutinacién, anotar
tubo en mano los resultados en cruces.

8. Lavar todos los tubos restantes (los que contisiendo negativos) 4 veces con
solucion salina fisioldgica de la siguiente manégregar 3 mL de solucion salina
fisiologica, resuspender y centrifugar a 3000 rpimadte 5 minutos, eliminar el
sobrenadante, volver a agregar 3 mL de solu@adinasfisioldgica, repitiendo el
procedimiento 4 veces.
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9. Eliminando el ultimo sobrenadante y secando lasla®linvirtiendo el tubo
completamente vertical (sin miedo de perder laslaglrestantes) sobre un papel
absorbente. Agregar a cada tubo 2 gotas de read@vantiglobulina humana
poliespecifico (Coombs).

10.Mezclar, centrifugar a 3400 rpm durante 20 segankber la aglutinacion y anotar
tubo en mano los resultados en cruces (si algimvabresultando aglutinado o con
hemolisis anotarlo y eliminarlo).

11.Comprobar los resultados negativos, haciendo laharude control de Coombs
(consumo de Coombs) y anotar los resultados.

12.Control de Coombs. A los todos los tubos que rasudt negativos hasta la prueba
de Coombs, se apartan y se les agrega 1 gotatdeciens sensibilizados a cada
uno.

13.Mezclar, centrifugar a 3400 rpm durante 20 segsnbker la aglutinacion. Todos
los tubos deben de resultar positivos.

Es extremadamente importante leer cuidadosameu reaccion y registrarla en
cruces, pues ello puede ser de gran ayuda pamgelprietacion de una reaccion por efecto
de dosis o de multiples anticuerpos con titulosrdiftes (Figura 42).

Interpretacion de los resultados

Una forma rapida y sencilla para la interpretacd® panel es el estudio de
exclusion o descarte de posibles anticuerpos, basath no reactividad del anticuerpo con
aquellas células del panel que poseen determinagibgenos. Es decir, si el suero no
reacciona con una determinada célula del panebdmstlas fases de la prueba, significa
gue el o los Ac presentes en el suero no estagidtis contra los antigenos presentes en
esa determinada célula. En cambio, el anticuerpdrdeespecificidad contra el o los
antigenos que estén en las células que resultetinaglas.

El primer paso para la interpretacion del panebleservar el autocontrol, que son
las células del paciente suspendidas en su prapio § tratadas en la misma forma que el
resto de las células del panel. Si el autocongalegativo, sirve de comparacion para otras
células del panel que no reaccionen, o que reaatien forma muy débil. Si es positivo,
permite igualmente compararlo en diferentes fas®es las células que aglutinen. (El
autocontrol no se realizara ya que el asesor solmopcionara el suero problema).

Actividades
» Analizar los resultados en base al ejemplo predenta
* Reportar los resultados de igual manera que laaT4hl
* Anexar la carta control.

Ejemplo

Todos los paneles de eritrocitos conocidos tragex@ una carta en la que se
proporcionan los antigenos que contiene cada utasd=lulas que forman el panel. Para
este ejemplo se emplea una carta descriptiva dangbbs de DiaMed-ID® (Tabla 42).

La identificacion de un solo Ac puede realizaree gimple observacién de los
resultados positivos y negativos.
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Usando el panel, cuya carta descriptiva se daa€ehabla 42, se obtuvieron los
siguientes resultados para el suero problema: ilGagositiva en los tubos 3 y 5. En la
Tabla 43 se da un ejemplo de como anotar los eskdtobtenidos.

Tabla No.42. Carta control de DiaMed-ID para una prueba daubg.

Rh-Hr Kell | Duffy | Kidd | Lewis | P MNS Luteran

D [c [E |c |e [c* |k |k [Fe|r® |k |k [Led [Le® | Pl [M [N |S |s|Lu |LuP

L+ |+ |0 [0 [+ ]| + [Of+ 4]0 |04+ |0+ |0 4|0+ [+ 0 |+

10 0 0 0 + | + 0 0| + | + 0 + o] 0 + | + 0 + 0 |+ o] +

mmjofofo|+ |+ |0 |+|[+|[+]|+]|[+]|0]O0]|O0O|O0]+ [+ ]|+]|0 + |+

0 = Antigeno ausente  + = Antigeno presente

Tabla No. 43. Resultados del enfrentamiento del suero problemaetPanel de células de
la Tabla anterior.

DONAAON ... Fecha.............ooiiinnn,
Grupo sanguineoy Rh................... Interpretacién (anticuerpo encontrado)......
REVISO.. ...t i
Tubo Sol. salina o Coombs Consumo de| Resultados
LISS a Coombs
37°C/15’
1 0 0 0
2 0 0 0
3 + - + Positivo (37°c)
4 0 0 0
5 + - + Positivo (37°C)
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
0 = Antigeno ausente + = Antigeno presente
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Se compara este esquema de resultados, con kB descriptiva (Tabla 44)
buscando si hay alguna columna que tenga un esqaepadron igual. En este caso la
columna E tiene el mismo patrén que el suero prodl€Tabla 43).

Tabla No. 44.Carta control del Panel comparada con los resudtdél problema.

Rh-Hr Kell | Duffy | Kidd | Lewis | P MNS Luteran Problema
€ E (o ©v K |k Fy? | Fy? | Jk* | Jk* | Le? | LeP | P1 N S Lu® Lub
1 + 0 0 + 0| + | + 0 [ + 0 + [ 0 + ] + 0 [ [
2 + oo 0 [+l +lo|+|+]0]o] + ]|+ s o | + 0 0 0
3 0 + + 0 0| 4+ 0 + [ + 0 + | + + 0 0 + 0 + -
4 + 0 + 0 O + | + | + | + 0 0 0 + + 0 0 + 0 [ [
5 0 | + | + 0 (0| + |0 | + [+ |+ |+ |0+ + | + 0 + 0 + -
6 0 0 + 0 + | + 0 + [ + 0 + | + + 0 0 + 0 [ 0
7 oo | 4 o o] +lol 4+ 4+lofofo] 4+ o | 4+ o |+ o 0 0
8 0 0 + 0 0| 4+ 0 0 + + 0 0 + + 0 0 + 0 [ 0
9 0 0 + 0 0| + | + 0 [ + + 0 + + 0 ] + 0 [¢] [¢]
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11 oo |+ 0 |+| + |+l +|+|0o]ofo]o | t l+] o 0 0
TA/ | 37°C/ | Coombs
15’ 200

antigeno E, por lo cual formaron el anticuerpo-&nti

Para rectificar se hace reaccionar las célulabl@ma en suero anti-E; no debe
haber reaccidn, puesto que estas células deb&nrsagativas y por tanto no deben tener el

Presencia de varios anticuerpdiempre debe tenerse en mente que un suero puede
tener mas de un anticuerpo. Por ejemplo, es bastamhin encontrar sueros que tienen
anti-E y anti-c, o bien, anti-c y anti-e. En est@sos el patron del suero problema no
coincide con ninguno de los patrones sefaladosaecafta descriptiva. Se observan
reacciones de intensidad variable, independiententkst fendmeno de dosis.
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BANCO DE SANGRE Y LAS PRUEBAS CRUZADAS

La prueba de compatibilidad es un proceso de o que permite conocer si
existe compatibilidad seroldgica entre la sangrarddonante y la de un receptor.

La metodologia varia segun los recursos del seryita urgencia del caso, aunque
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-003-Sf®3) siempre debe incluirse la
técnica de la antiglobulina humana como minimagorgtedimiento debe ser lo mas simple
posible, sin comprometer la exactitud, porque agejidad aumenta el riesgo de cometer
errores.

Existen varios métodos, algunos de los cualesraonsensibles a ciertos tipos de
anticuerpos; sin embargo la prueba mas importasta erueba cruzada, pues incluye la
realizacion de una serie de procedimientos queri@mo finalidad asegurar al paciente
los mayores beneficios de la transfusion.

Tanto la prueba de compatibilidad como la prueheara mayor tienen como
objetivos:

a) Garantizar que los eritrocitos a transfundir sorOA®mpatibles con el receptor.
b) Detectar anticuerpos en el suero del receptor gtén alirigidos contra antigenos
presentes en los eritrocitos del donante.

Ambas pruebas tienen sus limitaciones y entre pltlaemos sefialar las siguientes:

* No garantizan la sobrevida normal de los eritrecitansfundidos.

* No previenen la inmunizacién del receptor.

* No detectan todos los errores en la clasificac@rsistema ABO.

* No detectan errores en la clasificacion del faRoren el donante o en el receptor, a
menos que el suero contenga anticuerpos anti-Rh.

* No previenen reacciones hemoliticas tardeas, sadasd respuestas anamneésticas
a antigenos contra los cuales el paciente habdapseliamente inmunizado, pero
cuyos anticuerpos no eran demostrables en el monwu se practicaron las
pruebas.

* No detectan anticuerpos antileucocitarios, antiysté@yios o contra proteinas del
suero (IgG, Gm, etc.).

* No previenen reacciones febriles o alérgicas pragas por la sangre transfundida.

* No detectan errores secretariales o administrativos

» Por ultimo, no detectaran anticuerpos a menos bpeoeedimiento sea practicado
correctamente y que el suero y las células haylnasiecuadamente preparados.

La prueba de compatibilidad es una prueba areliteclaboratorio que comprende
una serie de procedimientos que deben ser reatizadaladosamente para que la
transfusion de sangre sea segura. Internacionansmthan establecido los siguientes
procedimientos:

» Solicitud del producto y datos relevantes del paei¢receptor).

» Identificacion y recoleccion de las muestras samgas del receptor.
» Estudios y pruebas del donador.

» Determinacion de los antigenos ABO/Rh del receptor.

» Deteccion de anticuerpos irregulares en el receptor

» Seleccién de componentes ABO/Rh apropiados pasceptor.
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» Realizacién de pruebas cruzadas.

» Comparacion entre resultados actuales y el histdeidas pruebas transfusionales
realizadas con anterioridad (en caso de que existan

* Reidentificacion y control clinico del receptor.

Pruebas cruzadas

Antes de realizar esta prueba, se debe verifitalamuestra de sangre del receptor
y del donante estén correctamente identificadasifidadas y que los resultados estén
anotados en el registro de transfusiones.

Si en el estudio del receptor se identifican @gancias en la determinacion del
sistema ABO/Rh y Coombs directo, estas deben res@vantes de proceder a la prueba
cruzada. Cuando por razones clinicas es necedadar la transfusion antes de resolver
algun problema, debera seleccionarse el grupo ABRD gue no represente un riesgo para
el paciente. Por ejemplo, si existen dudas enteyménacion del antigeno D, debe usarse
sangre Rh negativo; pero si la discrepancia seeptascon el sistema ABO, la sangre
seleccionada debera ser del grupo O.

Vale la pena sefalar que si la prueba cruzada magoimportante para la
transfusion, no menos lo es la prueba de detec@nticuerpos.

Considerando que el 90% de los anticuerpos climécde significantes pueden ser
demostrados en los procedimientos de detecciomdcuéstos se realizan correctamente),
entonces, la prueba cruzada mayor tendria trefiaige

1. Confirmar una vez mas que existe compatibilidad AB@e receptor y donante.

2. Detectar un anticuerpo en el suero del pacientenquee demostré en la prueba de
deteccion, porque el correspondiente antigeno teb&spresente en las células
detectoras o células pantalla (Panel).

3. Cumplir con las regulaciones que establecen |laanargciones de banco de sangre
y las legislaciones de los diferentes paises.

Tradicionalmente, la prueba cruzada se ha realizad dos partes, sin embargo
consta de tres partes:

a) Prueba cruzada mayor Consiste en mezclar el suero del receptor con los
eritrocitos del donante.

b) Prueba cruzada menor Detecta anticuerpos irregulares en el suero oiehdor y
ratifica algun error de clasificacion ABO/Rh. Cateien mezclar suero del donante
con los eritrocitos del receptor.

c) Prueba autotestigo Permite detectar una prueba antiglobulina dirpotgitiva, asi
como la presencia de rouleaux y otras reaccionesnawnes. Se realiza con una
gota de eritrocitos lavados del receptor mas dtssgte suero del receptor.

Como su nombre lo expresa, la prueba cruzada mes/onucho mas importante
para la seguridad de la transfusion, que la proedyzor.
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Los Bancos de Sangre y los componentes de transfussanguinea

El servicio de Banco de Sangre asegura que laleaon, procesamiento y
transfusion de sangre y componentes sanguineosealicen de acuerdo a los
requerimientos especificados.

La valoracion riesgo/beneficio es la primera psandel Banco de Sangre. La mejor
manera de evitar riesgos transfusionales es neftraghr en situaciones no indicadas. Por
lo cual la responsabilidad del banco de sangrd esegurar la entrega de componentes
sanguineos idoneos para cada receptor, esta rebflaal implica el entregar unidades de
componentes con el minimo riesgo de inmunizaciéegarando de este modo que no
existe un riesgo de discrepancia y reaccion traiwfal importante.

Actualmente la medicina transfusional es posibéeigs a la donacion de sangre, la
cual puede emplearse como unidad total o fracd@mar sus diferentes componentes, los
principales componentes sanguineos se mencionamiawacion:

A. Sangre totat Una unidad de sangre total tiene un volumen aprado de 520 mL
(450 mL de sangre + 60-70 mL de solucion anticaagel conservadora). El
hematdcrito medio es de 36-40%. Su vida de aim@esade aproximadamente 35
dias a una temperatura de 1-6°C.

B. Concentrados de hematies Se preparan a partir de sangre total mediante
sedimentacion o centrifugacion. Deben tener commomai, una cantidad de Hb de
45¢g/unidad y un hematocrito del 70-80%, en un velunde 250-350 mL.
Habitualmente se conservan a 4°C (1-6°C) durante 83 dias dependiendo de la
sustancia conservadora empleada. Si se congemaeenan en glicerol a -40°C
durante 10 afios.

C. Concentrado de plaguetasConsisten en plasma rico en plaquetas separat de
sangre dentro de las 6 horas siguientes a su decd@ada unidad contiene 5.5X10
0 mas plaquetas, el volumen depende de la tempam@duconservacion, 50 mL si
se mantiene a 22°C y 20 mL si se conserva de 2-Bi@den conservarse durante 5
en agitacion constante.

D. Plasma fresco congeladdSe separa de la sangre total y se debe congaitnodie
las 6 horas posteriores a su recogida. El volunsetlee225-250 mL. Se almacena
congelado entre -30 a -70°C por un periodo de on af

E. Crioprecipitado: Debe prepararse dentro de las primeras 6 horgpude de la
extraccion. Contiene FVIII y FvW. Cada unidad timepromedio 80 Ul de factor
VIl 'y al menos 250 mg de fibrinégeno. El volumende 10-15 mL y se almacena
congelado entre -30 a -70°C durante un afio; degfmidsescongelado dura 4 horas.
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Fundamento

La prueba de compatibilidad permite conocer sstexcompatibilidad seroldgica

entre la sangre de un donante y la de un recelpsbe. procedimiento incluye la prueba

cruzada, que consiste en poner en contacto e sieéreceptor con eritrocitos del donante
(prueba cruzada mayor) y eritrocitos del receptor suero del donante (prueba cruzada
menor). Esta prueba es requerimiento fundamergadup es la mejor manera de detectar
anticuerpos que puedan dafar los eritrocitos twadgfios y causar una reaccion hemolitica
transfusional. La incompatibilidad de las sangreede provocar desde una simple

aglutinacion hasta una reaccion hemolitica, paoténseguridad del paciente depende no
solo de que las técnicas se realicen de forma ada¢cusino también de la debida

identificacion de grupos sanguineos de receptamgador.

Material e instrumentos

Sangre venosa anticoagulada de un donante y ceceptor
Suero del donante y del receptor

Suspension de eritrocitos al 5% del donante yetsdptor
Pipetas Pasteur con bulbo

Centrifuga

Bafio Maria a 37°C

Termometro

Reactivos

Solucion salina fisioldgica al 0,85%
Suero de Coombs
Eritrocitos sensibilizados

Procedimiento

1.

2.

3.

4.

Fase |
5.

6.

PRUEBA CRUZADA MAYOR

Seleccionar un donante y un receptor a los cuatesey les ha realizado la
verificacion de los antigenos ABO/Rh.

Recolectar sangre venosa en dos tubos, uno de lipgruno de tapon rojo para el
donante (D) y realizar el mismo procedimiento pareeceptor (R). Asegurarse de
identificar correctamente los cuatro tubos.

A partir de las muestras de tapoén lila del dond@)ry del receptor (R), preparar
una suspension de eritrocitos al 5% respectivamente

Centrifugar ambos tubos de tapon rojo para obtehsuero del donante (D) y del
receptor (R).

Identificar un tubo de 13x100mm como prueba maldi)(y colocar en el, 2 gotas
de suero del receptor (SR).

Agregar una gota de suspension de eritrocitos atl®donador (D) y centrifugar a
3400 rpm/15” 0 a 1000 rpm/1’ (asegurarse que lpstps empleadas para agregar
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Fase Il

las células y el suero sean del mismo calibre,etdim de mantener la proporcion
de suero a células en 2:1).

Observar el sobrenadante para detectar hemolissprBnder suavemente el tapon
de células del fondo del tubo para observar sidgytinacion. Anotar el resultado
tubo en mano.

Si el tubo resulta negativo, mezclar e incubamiffutos a 37°C.

Centrifugar segun las normas (centrifugar a 3400/1p” o a 1000 rpm/1’),
observar el sobrenadante para evidenciar la has)dtissprender suavemente el
tapon de células del fondo del tubo y anotar Iesltados, tubo en mano.

Fase Il
10.Si el tubo continla negativo, lavar los eritrocidlogeces con solucion salina. Afadir

solucion salina hasta % partes del tubo, mezctanyrifugar a 3000 rpm durante 2
minutos.

11.Después del cuarto lavado y habiendo desechadtireb (sobrenadante, agregar 2

gotas de reactivo de Coombs poliespecifico y mezcla

12.Centrifugar inmediatamente y leer desprendiendeesuante el boton de células.

Examinar si hay aglutinacion, emplear ayuda viglugda, microscopio u otro) en
caso de resultados negativos.

13.Anotar el resultado tubo en mano.
14.Si la prueba resulta negativa, afiadir al tubo wita de células control de Coombs,

centrifugar, leer y anotar los resultad&sta prueba debe ser positiva, de lo
contrario, los resultados no son validos y el prodéaniento debe repetirse por
completo.

PRUEBA CRUZADA MENOR
Identificar un tubo de 13x100mm como prueba meRam)(y colocar en el, 2 gotas
de suero del donador (SD) y 1 gota de suspensidnmitlecitos al 5% del receptor
(ER). Proceder de la misma forma que para la proetyeor.

AUTOCONTROL

Es una prueba adicional que se realiza paralel@meson las pruebas cruzadas.

Consiste en agregar en un tercer tubo debidangenéficado (AC):

1.
2.
3.

Dos gotas de suero del receptor (SR).

Una gota de suspension de eritrocitos al 5% deptec (ER).

Procesar simultdneamente con la prueba mayor (PN) prueba menor (Pm),
siguiendo el mismo procedimiento aplicado.

Este paso permite detectar una prueba de antighabdirecta positiva, asi como la

presencia de rouleaux y otras anormalidades ségwaspuedan causar problemas en la
prueba mayor. Algunos centros realizan como paeteestudio del receptor la prueba de
antiglobulina directa, suprimiendo el autocontrmol& prueba cruzada.
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Interpretacion

Se considera que existe compatibilidad si no sealiza hemolisis o aglutinacion
en ninguno de los pasos de la prueba. Sin embalrdeecho de que la prueba sea
compatible no garantiza que el suero del donaderesento de anticuerpos eritrocitarios
clinicamente significativos; sélo indica que noeseuentran anticuerpos reactivos contra
las células del receptor.

Cuando la prueba cruzada sea positiva (incompatitro exista aglutinacion o
hemodlisis en la prueba autocontrol, el problemaedsler identificado. Si existen
aloanticuerpos inesperados presentes en el suereceéptor estos deben ser identificados
para usar el antisuero correspondiente y asi coafirque los eritrocitos del donador
carecen del correspondiente antigeno.

Las pruebas cruzadas también pueden presentampatibilidad cuando hay
presencia de autoanticuerpos, interacciones advewsareactivos o por la formacion de
rouleaux, en todos estos casos el problema del@eseificado y resuelto antes de entregar
la sangre para transfusion.
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861

Tabla No. 45. Diagrama de procedimientos en las pruebas cruzadas

Fase |

Fase Il

Fase lll

Resultado

Prueba mayor (PM):
Suero del receptor (SR)

eritrocitos del donador (ED

Tubo PM
y2 gotas SR + 1 gota ED
Aglutinacién y/o hemdlisis:

Al mismo tubo PM
agregar:

2 gotas albumina Aglutinacion y/o hemdlisis:

Al mismo tubo PM agregar:
2 gotas de Coombs

Si  no se Vvisualizg
hemdlisis o aglutinacion
en alguna de las fases:

¢ Negativo bovina / Incubar 15’ ¢ Negativo Compatibilidad
« Positivo: En estg a37°C o Positivo: En este
punto se termina la Aglutinacion  y/o punto se termina la
prueba hemodlisis: prueba.
* Negativo
e Positivo: En
este punto s
Prueba menor (Pm): Tubo Pm Al mismo tubo Pm

Eritrocitos  del
(ER) y suero del

recepto
donadarAglutinacion y/o hemdlisis:

2 gotas ER + 1 gota SD

agregar:
2 gotas albiming

Al mismo tubo Pm agregar:
2 gotas de Coombs
1 Aglutinacion y/o hemadlisis:

Si  no se Vvisualizg
hemdlisis o aglutinacion
en alguna de las fases:

(SD) + Negativo bovina / Incubar 15| « Negativo Compatibilidad
e Positivo: En estg a37°C « Positivo: En este
punto se termina la Aglutinacion  y/o punto se termina la
prueba hemodlisis: prueba.
* Negativo
e Positivo: En
este punto s
Autocontrol (AC): Tubo AC Al mismo tubo AC

Suero del receptor (SR)
eritrocitos receptor (ER)

y2 gotas SR + 1 gota ER

Aglutinacién y/o hemodlisis:
¢ Negativo
* Positivo:

En estg

prueba

punto se termina la Aglutinacion

agregar:

bovina / Incubar 15’
a37°C
ylo
hemodlisis:

* Negativo

e Positivo: En

2 gotas albumina Aglutinacion y/o hemdlisis:

Al mismo tubo AC agregar:
2 gotas de Coombs

¢ Negativo

e Positivo: En estg

prueba.

este punto s

punto se termina la reactivos o rouleaux.

Cuando la prueba ¢
positiva, permite detectg
una prueba de Coomh
directa positiva,
interaccién adversa con Id

n - n

"




Anexo |
Procedimiento para la operacion del sistema ADVIA 20

Inicio de dia

1.
2.

3.

Encender CPU y monitor del equipo ADVIA 120.
Iniciar sesion en Windows NT oprimiendo las tectaesl+alt+supr’ cuando la
computadora muestre la pantalla de inicio de sesién
Esperar a que cargue el software de ADVIA 120. @ada computadora termine
de cargar el software, mostrara la ventana IniCarar sesion. Un mensaje en la
linea de estado indica “Analizador no preparado”.
Encender el analizador oprimiendo el pulsador “©m’la pantalla tactil del equipo.
Un mensaje en la linea de estado indica “Preparaig@bsistema en marcha”.
Iniciar una sesion en el sistema ADVIA 120 ingrekaoperador y contrasefia.
Verificar el estado de proceso de arranque cuaedougstre la pantallastado del
sistema Esto se refiere a comprobar el estado de reacyivos conteos de fondo.
Si los conteos de fondo no estan dentro de logtdéminacer clic en el botdn
“Actualizar” para ejecutar otro ciclo de conteofdado. Si algin resultado sigue
siendo inaceptable, realizar un lavado del sist@oasultar la guia del operador
gue se encuentra dentro del mismo sistema).
Dar clic en la pantalla “Opciones de sistema’y actualizar la fecha para crear una
nueva carpeta en el archixew data
Dar clic en el icono de llave de tuercas que agaesecla parte derecha de la barra
de estado para desplegar la lista de mantenimpntgramado, proceder a realizar
cada opcién que aparezca y actualizar fecha deaeiin.
Procesar los controles para el sistema ADVIA 120,gd modo que mas se emplee
durante la jornada de trabajo (muestreador maneaubo abierto, muestreador
manual de tubo cerrado o automuestreador):

0 ADVIA TEST point Hematology Control Low

0 ADVIA TEST point Hematology Control Normal

0 ADVIA TEST point Hematology Control High

0 ADVIA TEST point Control Retic Low

0 ADVIA TEST point Control Retic High

10.Aceptar los controles si estos se encuentranaleetr +2SD (desviacion estandar)

con respecto a la media. Si los parametros deatatgrcalidad (CC) se encuentran
dentro de este rango las casillas del panel de €@nsde color verde, si los

parametros de CC son igual o mayor de +3SD corects@ la media las casillas

seran de color rojo (+3SD) o amarillo (-3SD). Botas controles cuando se salgan
del rango establecido.

Uso del automuestreador
Nota: Sélo si se cuenta con identificacién de nrasgtor cédigo de barras.

1.

2.

Insertar los tubos de muestra en una gradilla kb paca el sistema ADVIA 120 con
la etiqueta de codigo de barras mirando hacieeeltdr(frente es el que presenta los
codigos de barras que indican la posicion de asatay el numero de rack).

Colocar el o los racks en la bandeja de entradandestras con las etiquetas
mirando a la parte delante del equipo.

199



3.

Oprimir el pulsador “Comenzar/Detener” en la pdataéctil del equipo o en la
pantalla de rutina del monitor.

Uso del muestreador manual de tubo cerrado

1.

2.

3.

4.

Identificar la muestra con el lector externo deigdédde barras (si se cuenta con
identificacion de muestras por cédigo de barrasitroducir la identificacion de la
muestra con el teclado en la pantalla de “idestifién manual de muestra”.

Insertar y empujar el tubo que contiene la muebtemm mezclada dentro del
muestreador manual de tubo cerrado.

Sujetar el tubo hasta que la aguja de aspiraciémreeluzca en el tubo. La muestra
es aspirada automaticamente y el indicador de maegarpadea.

Retirar el tubo cuando se escuche un timbre o hgstael indicador deje de
parpadear.

Uso del muestreador de tubo abierto

1.

6.

7.

Identificar la muestra con el lector externo deigdédde barras (si se cuenta con
identificacion de muestras por cédigo de barrasitroducir la identificacion de la
muestra con el teclado en la pantalla de “idegtifiégn manual de muestra”.

Mezclar la muestra por inversion (minimo 10 veces).

Retirar el tapdn del tubo y colocar la muestra fietia la canula de aspiracion.
Subir el tubo hasta que la canula este sumergidia @wiestra, teniendo cuidado de
gue no toque el fondo del tubo.

Presionar la placa de aspiracion que se encuestir@dsdie la canula. La muestra es
aspirada automéaticamente y el indicador de mueptigzadea.

Retirar el tubo cuando se escuche un timbre o h@stael indicador deje de
parpadear.

Tapar nuevamente el tubo de la muestra.

Validacion de resultados

1.
2.

Hacer clic en el menu Admirn Revision/Edicion.
Revisar los resultados mostrados y de acuerdo arlteyios de aceptacion de
resultados que se empleen se asigna un estatystaAdeepetir o Borrar.

Apagado del equipo o fin de dia

1.

2.

Nookow

©

Ir al menu Personalizar Configuracion— Fin de dia.

Seleccionar la casilla de Cerrar Qgara transferir el archivo de CC diario al
archivo de CC acumulado.

Hacer clic en Ok para iniciar la depuracion dedaebde datos.

Hacer clic en salir y confirmar.

Ir al menu Operaciones de rutiralniciar/Cerrar sesion.

Hacer clic en la opcion “Apagar NT” y esperar a gaeierre el sistema.

Presionar el pulsador Off en la pantalla tactil @ehlizador cuando aparezca en el
monitor el mensaje “Ahora puede apagar el orderiador

Apagar el CPU y el monitor
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Anexo Il
PREPARACION DE SOLUCIONES

INDICACIONES : Estas soluciones se van a preparar al iniciocdedo, y se
dividiran en 2 tipos que son:

a) Aquellas que pesaran, disolveran y repartirdn a eagiipo (2 personas) el mismo
dia de su preparacion.

b) Aquellas que SOLAMENTE se pesaran y guardaran helstdia de su uso. Se
tomaran en cuenta las siguientes instrucciones,qaata una de las soluciones:

1. Pesar cada una de las sales de una solucién yada®en pequeiias bolsillas por
separado y bien selladas, indicando: Nombre dallg suanto se peso. Esto para
cada sal.

2. Juntar cuantas bolsitas se hayan pesado en ursadooida siguiente etiqueta:

NBRE DE LA SOLUCION

ENUE VOLUMEN SE VA A DISOLVER

CHA

NBRE DE LA PERSONA QUE PESO
3. Entregar al Asesor.

Todas las soluciones se preparan con agua destilad
1. EDTA (potéasico o sodico) al 10% (P/V).
Prepararla y repartir 15 ml/Equipo.

2. Alcohol al 70%.
Cada equipo prepara su alcohol.

3. Solucion diluyente de Drabkin.
Pesar, etiquetar y guardar (Determinacion de Héshow).

Ferricianuro de Potasio........ccoevuiieiiiiie it e e e 0,20 g
Cianuro de POtaSIO........ovuuieiieie s e e e 0,05¢
Bicarbonato de SOdi0.........cvvviiiiiii i e 1,009
(030 10 J 100@L

4. Liquido diluyente de Hayem.
Pesar, etiquetar y guardar (cuenta de eritrocitos)

Cloruro de MEeICUIO. .. ...t e e et e e e aeaas 0,25¢
Cloruro de SOI0. .. ...iv i e e 0,50 g
Sulfato de sodio anhidrido............covvi it iicie e 2,50¢9
(030 10 J 108L
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5. Liquido de Turk (Solucion de acido acético al 2%).
Prepararla y repartir 50 mL/Equipo.

Acido acético glacial.............coooeiiiiiiieii e, 10 mL
Solucién de violeta de Genciana al 1%..........cceeveeeeiiiiiiiiiieneeeeennenns i
o3 o 10 500 mL

6. Oxalato de amonio al 1%
Pesar, etiquetar y guardar (Cuenta de plaquetas).

Oxalato de amONIO.......c.uieie e e e e e 19
MErthiOlate. .. ...c. i dotas

7. Colorante de Wright para sangre.
Este reactivo lo preparan los asesores.

En un mortero tritirese 1 g del colorante en paledificado, agregando pequefias
cantidades de alcohol metilico absoluto (libre det@na). Agréguese un total de 600 mL
de alcohol. La evaporacion del alcohol producirapuecipitado en las laminillas; si esto
sucede, agréguense 20 mL de alcohol metilico p@rniD de solucion colorante. Déjese
madurar el tiempo ya establecido en su laborafmara sus tinciones.

8. Solucion amortiguadora de fosfato para la tincion d Wright ( pH de 6,8 a 7,2).
Este reactivo lo preparan los asesores.

Solucién concentrada :ASe disuelven 27,6 g de fosfato sddico monobasico
(NaH,P(O,.HO) en 1000 mL de agua destilada (0,2 M):

Solucion concentrada:BBe disuelven 28.39 g de fosfato sodico dibasiaHPO;;
06 53,62 g de N&lPQ,. 7 H O) en 1000 mL de agua destilada (solucioriMdtambién). Se
mezclan los volumenes de soluciones concentradasejmencionan en la Tabla A-1, y se
afora a 200 mL para obtener los valores correspotes de pH:

TABLA A-1 . Tabla de concentraciones.

mL de ml de c.b.p. .
Solucion A Solucion B 200 ml pH final
51 49 100 6,8
45 55 100 6,9
39 61 100 7,0
33 6.7 100 7,1
28 72 100 7,2

8. Colorante para reticulocitos.
Reactivos comerciales.
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Azul de cresilo brillante (hidrosoluble) o Nuevaibde metileno............ 1049
Citrato de SOUI0... ... enie e e e e e e 0,449
c.b.p de cloruro de sodio al 0,85 %0...ccccvvvuieeiiiiiiiiiiiiiiie e 100 mL

9. Solucion de depdsito al 10 % de cloruro de sodiok{=7.4).
Pesar, etiquetar y guardar (prueba de Fragilicaddiica).

Cloruro de SodiO.......ovviiii i e 9¢g
NBIPO ... 13749
NaPO4. 2HO....cciiie i 0,25¢g

10.Solucién al 1.2% de clorurode sodio.
Viene de la solucidn anterior.

Se prepara diluyendo 60 mL (sol. anterior No. d@)la solucion de depdsito de
cloruro de sodio al 10 % (pH=7,4), hasta 500 mL.

11.Amortiguador de fosfato pH=7,4
Pesar, etiquetar y guardar (Hemoglobinas inestable

NapHPO, 2 HyO e 0,9493 g
KHP Oy 0,1814 g
(o3 o Y o F PP 100Im

12.Solucién Salina Isotonica (0,85%).
Pesar, etiquetar y guardar.

13.Metabisulfito de sodio al 2%.
Pesar, etiquetar y guardar (Induccién de drep&rg)ci

Metabisulfito de SOdio..........cooiiiiiii 0,59
G D 25mL

14.Cloruro de calcio 0,025 M.
Reactivo comercial
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OTRAS SOLUCIONES ALTERNATIVAS
1. Oxalato de potasio al 30% (P/V)

Oxalato de potasio..........c.oeveiieiieannnnn. 30g
ChP .. 100 ML

2. Oxalato de amonio y de potasio
Oxalato de amonio...........ccovvevivinnnnn. 129
Oxalato de pobasi.........oevvveirinnnnns 0,8¢g
ChPei .. 100 ML
3. Citrato de sodio (sal trisodica) al 3.8% (P/V).

Citrato de sodio.........cccvvvviiviiiiiniienn. 3,89
ChP 100 mL

4. Liquido diluyente de Dacie.

Solucién de formaldehido al 40%.............cceeeeeecnnnnnns 10,0 mL
Solucion de citrato disodictrieddico 3% (p/v)........ 990 mL

5. Liquido diluyente de Gower.

Sulfato de sodio anhidrido.................coooiiiiiiin, 125¢g
Acido acético glacial.............coo oo iieiiimee e 33,3 mL
G P 200nL

6. Solucion diluyente para cuenta de plaquetas.

Azul de cresil brillante...........cooo i 100 mg
Citrato de SOAI0.......cuieiieie e e e e e 3,89
Formaldehido al 40%.........ccccoeiiiiiiiiiaeee e 0,2 mL
(o3 o 1Y o F PP 100L

7. Colorante Wright-Giemsa.

Colorante de Wright..........cooiiii e 9,049
Colorante de GIemSa........covvveiiiiiieiie e e vmese e 109
Glicerina Neutra.......c..coiiiiiiii i i, 90,0 mL
Alcohol MetiliCo.......covviiiii e 291L

Colocar en un mortero los colorantes de Wrightign@a. Tratar de disolver los
colorantes agregados poco a poco la glicerinamethnol, “triturando” con la mano del

7 Este anticoagulante en solucién se utiliza en wopgscion de 0,1 mL/mL de sangre.
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mortero y vertiendo lo ya disuelto en un frasco andgrande. Continuar asi hasta disolver
lo méas posible los colorantes y agotar la gliceyird metanol. Vaciar en el frasco ambar
lo que quede de los colorantes no disueltos enoelero, enjuagandolo con el metanol
restante. Dejar madurar el colorante 2 a 3 semag#ando diariamente. Filtrar antes de
usar.

8. Solucion Buffer para tincion de Wright (pH=6,4).

Fosfato disddico anhidrido.............ccovovviiiiiiinnnns 9,47 ¢
Fosfato monopotasiCo...........ovviveveeiiiiineanes 9,08 ¢g

9. Solucion de Nuevo Azul de Metileno para Reticuloaits.

Oxalato de potasio.......ccveveiiiieiie e e 1649
Colorante nuevo azul deil@gd........................... 0,59
C P 0D mL

10.Solucién al 1% en alcohol metilico de Azul de crdsi brillante.

En un matraz disolver 1g de azul de cresilo lrideen 90 mL de alcohol metilico y
completar hasta 100 mL.

205



Referencias:

1. Vives CJA, Aguilar BJLManual de Técnicas de Laboratorio en Hematolo@a
ed. Espafa: Elsevier-Masson, 2006

2. Ruiz RG.Fundamentos de interpretacion clinica de los ex&wate laboratorio.

México: Editorial Medica Panamericana; 2004.

Ruiz AGJ.Fundamentos de Hematolog# ed. México: Panamericana; 2003.

Miale JB.Hematologia medicina de laboratoriBspafna: Reverte, 1985.

Moran VL. Obtencion de muestras sanguineas de calidad arwlitmejora

continua de la calidad preanaliticéiéxico: AMBC-Panamericana; 2001.

6. Rodak BF.Hematologia. Fundamentos y aplicaciones cliniésed. Argentina:
Manual Moderno; 2002.

7. Lewis SM; Bain BJ; Bates Dacie y Lewis Hematologia practica0? ed. Espafia:
Elsevier; 2008.

8. McKenzie SBHematologia clinica2? ed. México: Manual Moderno; 2000.

9. Beutler E; Kipps TJ; Coller BS; Seligsohn U; Liclam MA. Williams

Hematologia6a ed. México: McGraw-Hill; 2000

10.Hoffbrand AV; Catovsky D; Tuddenham EGPostgraduate Haematologyifth
edition. USA: Blackwell Publishing Ltd; 2005.

11.Alcaraz LJL.Banco Central de Sangréviéxico: Centro Médico Nacional Siglo
XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social; 2005.

12.Moyano, HR.EI banco de sangre y la medicina transfunsiomdéxico: Medica
Panamericana; 2004.

13.Mollison, PL.Transfusion de sangre en medicina cliniEapafa: Reverte; 1987.

14.Romero RT... [et al.]Manual de Técnicas y Procedimientos en Banco dgr8an
22 Ed. México: Editorial Prado, 2003

15.Overfield J, Dawson M, Hamer Oirasnfusion Scienc&™ Edition. Malta: Scion
Publishing Ltd, 2008

16.Treseler, K. M.Laboratorio clinico y pruebas de diagnostiddéxico: Manual
Moderno; 1999.

17.Hillman RS; Boggs DR; Thomson ARManual de Hematologia2? ed. México:
Manual Moderno; 1998.

18.Turgeon ML. Hematologia clinica: teoria y procedimientoMéxico: Manual
Moderno, 2006.

19.De Matias LLa sangre y sus enfermedadEspafia: Edimat Libros; 2003.

20.Velez, OA.Introduccién a la Hematologia2® ed. México: Sociedad Mexicana de
Hematologia; 1998.

21.Jaime PJC; Gomez ADHematologia la sangre y sus enfermedaddsgxico:
McGraw-Hill/Interamericana, 2005.

22.Ulloa AC; Ulloa TJC.Hematologia Basica2? Ed. México: Ciencia y Cultura
Latinoamericana, S.A. de C.V. 1995

23.Borbolla EJR; Lopez HMA.Hematologia. Algoritmos diagnésticodviéxico:
McGraw-Hill/Interamericana; 2008.

24.McPhee SJ... [et al.JFisiopatologia médica: una introduccién a la medai
clinica. México: Manual Moderno; 2001.

25.Pfrundschuh M; Schoélmerich Fisiopatologia y BioquimicaMadrid, Espafia:
Elsevier Science; 2002.

o ks w

206



26.Gobnzalez de Buitrago AJM... [et alBioquimica clinica. Espafia: McGraw-
Hill/Interamericana; 1998.

27.Guizar VJJ. Genética clinica. Diagnostico y manejo de las enfmtades
hereditarias.3% Ed. México: Manual Moderno; 2001.

28.Balcells GA. La clinica y el laboratorio. Interpretacion de am$ y pruebas
funcionales (Exploracion de los Sindromes, cuadotobico de las enfermedades).
182 Ed. Barcelona, Espafia: Masson; 2001.

29.Handin RI; Lux SE; Stossel TBlood. Principles and practice of Hematolog!
Ed. USA: Lippincott Williams and Wilkins; 2003.

30.Tefferi A. Primary HematologyUSA: Humana Press; 2001.

31.Munker R; Hiller E; Paquette RModern Hematology. Biology and Clinical
ManagementUSA: Humana Press; 2000.

32.Mazza JJManual de Hematologia Clinic&spafia: Salvat Editores; 1990.

33.Hoffbrand AV; Pettit JEHematologia basicaMéxico: Editorial Limusa; 1991.

207



	Portada
	Índice
	Introducción   Marco Teórico
	Planteamiento del Problema
	Objetivos
	Diseño de Investigación
	Módulo I. Procedimientos Básicos en el Laboratorio de Hematología
	Módulo II. Fórmula Roja
	Módulo III. Hematopoyesis. El Origen de las Células Sanguíneas
	Módulo IV. Fórmula Blanca y Pruebas Especiales
	Módulo V. Hemostasia
	Módulo VI. Inmunoterapia y Banco de Sangre
	Anexos
	Referencias

