-y

K% - 010411

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA DE TECHOLOGIA MEDICA

LABORATORIO CLINICO

EL LABORATORIO EN EL ESTUDIO DE LA COAGULACION

SEMINARIO DE GRADUACION
Presentado por:

MARTA ANGELA RODRIGUEZ HERNANDEZ
VICTORIA RUGENIA VARGAS BARNEOND

Previa a la Opcion del Titulo de:

LICENCIADO EN LABORATORIO CLINICO

//;;:::::\\
/b BIBIIUTE”A AN
[[5 PR

%\3 SM; GALis 'n'na f/

"n.

,!-\"
&

.vdi

o’*('
%

CIUDAD UNIVERSITARIA, OCTUBRE DE 1987

SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRC AMERICA



UES BIBLIOTECA CENTRAL

(12015 I

ReIe
3 Py INVENTARIO: 10117671

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTOR : LIC, LUIS ARGUETA ANTILLON

SECRETARIO : ING. MAURICIO MEJIA

FACULTAD DE MEDICINA

DECANO : EN FUNCION DR. RAFAEL MONTERROSA ROGEL
SECRETARIO : T.M. MARTA ANTONIA TOBAR DE INTERIANO

DIRECTOR DE ESCUELA
DE TECNOLOGIA MEDICA
LABORATORIO CLINICO : LIC. ALCIRA DE RIANO

JURADO

DRA. GRACIELA ECHEGOYEN DE HERNANDEZ
DR. ROMULO SOGA

DR. GERMAN CEA CERROB



AQRADECIMIENTO

A DIOS TODOPODEROSO, POR HABERNOS PERMITIDO REALIZAR ESTE TRABAJO.

A LA CASBA BOEHRINGER MANNHEIM <MBA DE LA  REPUBLICA FEDERAL DE
ALEMARNTIA, POR PROPORCIONARNOS LOS REACTIVOS.

AL INSTITUTO SALVADORERO DEL  SEGURO  SOCIAL, POR  HABERNOS
SUMINISTRADO EL EQUIPO Y MATERIAL NECESARIO PARA EL DESARROLLO DI
ERTE TRABAJO.

A LA DOCTORA GRACIELA ECHEGOYEN DE HERNANDEZ, POR SU DECISIVA
COLABORACION ¥ ORIENTACION.

A LA LICENCIADA ALCIRA DE RUANO, POR SU APOYO Y COMPRENSION.

AL DOCTOR ROMULO SOBA, POR LA ORIENTACION Y EL APOYO MORAL QUE NOS
BRINDO, ADEMAS DE FACILITARNOS LO5 MEDIOS Y DEMAS ELEMENTOS
INDIGPENSABLES FPARA HACER NUESTRA PRACTICA.

CON SINCERO  AGRADECIMIENTO Y DE MANERA MDY ESPECIAL A LA
LICEKNCIADA GUADALUPE Dl BARAHONA, POR EL APORTL DE SUS
CONOUTIMIENTOs CIENTIFICOS Y ©SU EXCELENTE PROFESIONALIGMO PARA
LOGRAR LA ELABORACION Y CULMINACION DE ESTE TRABAJO.

A NUESTRA  AMIGA  LICENCIADA EDITH HAMIREZ, FPOR 30U VALIOSA Y
DESINTERESADA COLABORACTON.

AL PERSONAL DE LA SECCION DE HEMATOLOGIA DEL INSTITOTO SALVADORENO
DEL BHBEGURO SOCIAL Y A TODAS LAS PERSONAS QUE EN UNA U OTRA FORMA
NOS AYUDARON A REALTZAR ESTE TRABAJO.



DEDICATORIA

A MI ESPQSO:
FRANCISCO JOSE MORALES ESTDPINTAN
A MIS HIJOS:

FRANCISCO JOOE Y MARTHA CELINA

& QUIENES TANTO QUIERO,
POR &1 AMOR Y COMPRENSION.

A MIS FADRES:
JOSE A. RODRIGUEZ

MARTA ALICTA HERNANDEZ DE RODRIGURZ

POR SU CARINO Y ESFUERZO
EN MI FORMACION PROFESIONAL

A MIS HERMANOS:

CLAUODIO, JOSE ALBERTO Y ANTONIO ALFREDO

CON CARINO FRATERNAL.

MARTA ANGELA



DEDICATORIA

DIOS TODOFODEROSO : POR DARME LA VIDA Y HERMOSOS MOTIVOS
PARA VIVIRLA, COMO MI CAERRERA
PROFESTONAL.

MIS PADRES : DR. JOKGE ALBEKTO VARGAS Y HAYDEE

BARNEOND DE VARGAS MI GRATITUD POR
Sl AMOLRR Y SACRIFICIO EN LA CORONACION
DE MI CARRERA.

MI ESPOSO : DR. JOSE DANIEL MARENCO ARDON, POR EL
REGALO DE 5U AMOR, COMUANIA Y APOYO.

MIS HIJOS : JOSE DANTEL Y LUGENIA BEATRIZ CON
ITNMENGO AMOR Y CARINO POR SER LA
INSPIRACION EN LA CULMINACION DE MI

CARRERA.

MI ABUELITA : CARMEN BARNEOWND CON PROFUNDO AMOR Y
CARING.

MIS TIAS : CARMEN Y ANA BARNEOND, MI AGRADECIMIENTO

CON ESPECTAL CARINO Y AFECTO.

MIS HERMANOS : JORGE ALBERTO, JUAN CARLOS Y ROCTO DEL
CABMEN, CON FRATERNAL CARINO.

LA FAMILIA : MARENCO ARDON, COHN CARINO

VICTORIA EUGENIA



EL LABORATORIO EN EL ESTUDIC DE LA COAGULACION



INDICE

Pagin

I ORESUMEN. ... ..o,

IT  INTRODUCCION..................... 0
ITT  OBJETIVOS. ..o, 19

IV MATERIALES Y METODOS............. 20

V. RESULTADOS. . ... ..., 10

VI DISCUSION. ... ..., 46
VII RECOMENDACIONES Y CONCLUSIONES. . . 50

VIIT BIBLIOGRAFIA................. .... 52

i

sl



I. RESUMEN

Este trabajo se realizd con el objeto de establecer los
Rangos de Referencia del Tiempo de: Trombina, Tiempo de

Protrombiinag, Tiempo Tromboplastina Parcial y Cuantificacioén de

')
e
T

Fibrindgeno en una poblaclidn de personas  aparentemente  sanas
los afiliados al Instituto Salvadoreno del Seguro Social, para lo

cual se procesaron 297 muestras de plasma wtilizando para ello

reactivos comerciales de inarca reconocida y el sisteuma
semiavtomdtico "flbrosystem™. Los rangos obtenidos tfueron
comparados con les valores de los controles comsesrciales
liotilizados y con la soclucidon de plasmas normales frascos

humanos utilizados como un control normal.

Debido & la situacidn anormal que atravieza nuestro pals se

nos hizo imposible procesar un mavor nbmero de muestras por 1

\

scaser de reactivos.,



II. INTRODUCCTION

Hemostasia significa: paro de la pérdida de sangre a traves
de un vaso lesionade. Slempre que un vaso se corta o se desgarra,
se¢ logra hemostasia por medio de un mecanismo complejo que incluve
tendmenos flsicos vy bloguwimlicos ague  culminan en la produccldon

fisiologica de un coiagulo que repara 1 vaso lesionado. (10)

El progreso en el estudio de la hemostasia v la trombosis ha
tenido diferentes etapas. Los griegos y romanos conocieron los
principales componentes de la sangre, sQ forma liguids
intravascular y el stado sdlido del ecoagulo después de 1a
hemorragia. bBn 166, Malpighi observd haces de fibrina que
persistian después de  lavar &1 codgulo sangulneo. fin 1771, W.
Hewson descubrid la coagulacidn comoe una propiedad del plasma. En
1845, Buchanan observd que la fibrina se formaba después de unir
el plasma y &l suero reciente; descubrid asil, ls sustancia llamada
Trombina. En 1859, Denis demostrd gue en el plasma habia uan
material gue era el precursor soluble de la fibrina del caoigulo;
esta  protelna recibid el nombre de VFibrindgeno. ki 1874,
Hammersten aisld el f[ibrindgeno., En 1890, Arthus y VPauis
demostraron la importancia del calcio en la coagulacidn sl
apreciar el efecto anticoagulante del oxalato de calcio. Fue hasta
inicios del presente siglo gue Morawitz recopild la informacidn
disponible realizada por los investigadores de esa época v 1los

plasmd ean  un  esguema que ha gervido de base  para estudios

[y



posteriores. Segtn las observaciones de :5te investigador, los

axltractos de tejido (Tromboplastina) aceleran la coagulaciodon de la

sangre en presencia del idn caleio. (3, 5, 16, 2b) ( Ver eaguema

Los aportes al conocimiento de la hemostasia y la trombosis se
obtuvieron mediante al emplea de diferentes +técnicas v
conclusiones poco uniformes, por lo gque era dificil ordenar las
ideas. Fue en las conferencias anuales organizadas en Nueva York
por la Fundacioén Josiah Macy sobre coagulacion v problemas  atfines
(1949-1482), donde se  logrd ordenar los  conocimientos que se
tenian hasta la fecha sobre el estudlo de la coagulacidn. (3)

El concepto moderno de Coagulacidn consgidera a ésta  comoe  un
proceso enzimdltico, 1o cual s& puede obgservar en la llamada

"Teoria de la Cascada”™, que fue presentada simaltaneamente por

MacPFarlane vy Davie - Ratnoff. Segan dicha tecria, los factores de
la coagulacidn gue existen en 1 plasms - a excepeldn del
fibrindgeno - son precursores inertes que circeulan como proenzaimas

v se transforman en enzimas al ser activadas por el factor que los

antecede. (22)

La mayoria de los factores de la coagulacldn cirveulantes son

n

proteasas séricas o serinproteasas, que 5070 enzimas de

I

degradacion. Eni 1

[de]

57 se formd un Comite Internacional de

Nomenclatura de los Pactores de la Coagulacidn con €1 fin de



establacer una nomenclatura standard, asignando un nUmsSroe YOWMANRO a
cada factor conocido, dehiéndose ademids precisar las patologlas
asocliadas a ellas, las técnicas de dosaje v el estudio del
metabolismo (Ver tabla No. 1 de la Homenclatura de los Factores de

La Coagulacidn en paglna NHo. 11)

£l factor XI1 vy XI, ambos de alto peso molecular, son
proteinas plasmaticeas aue intervienen en las primeras fases de la
coagulacidn sangulnea. Por sa actlivacidn en contacto con &1 vidrio
y otras supertficies extrafias se les ha llamado TPFactores de
Contacto (otros factores de contacto son la precalicreina y ol

cinindgeno de alto peso melecular).

Los factores [1, VII, IX, X forman el complejo de la

Protrombina vy su slntesis depende de la vitamina K.

Los factores [, ¥V, VIII, X{Il se consumen durante el proceso

Lo

de la coagulacidn, por lo aus son factores gue no estan  presentes

L

en el suero.

Desde un punto de vista muy general, los mecanismos que participan
an  los complicados procesos de hemostasia se puaden agrupar en
tres sistemas: vascular, plaquetario v plasmatico. Loa dos

primeros pueden resumirse en los siguilentes pasos:

a) vasoespasmo reflejo, que se produce casi instantansauwsntsa como



respuesta a una lesidpn y gque puaede mantenerse por 15 minutos a 18
minutos; b aumeanto de la presion de los tejidos, como
consecuenclia de la acumulacidon de sangre gque salid de los  vasos

daniados; <¢) adosamliento de las paredes de capllares y vasos

[l

pequenos; d) adhesidn plaguetaria a la superficie lesloansda;
inicio del proceso de coagulacidn una vesz producida la agregacidn

plaquetaria. (5)

La formacidn de grumos de plaguetas se produce normalmente in
vivo después de una lesidn vascular., Comenzando con wuna adheaesidn

plaquetaria que 1induce una reaccidn de liberscidn vaclando el

contenido de sus granulocs al medlo externo. La liberacidn puedes
ser inducida por ADP, serotonina, Trombina, colagenos y otros

materiales. La liberacidn de ADE es ons sehal de  agregacidn  para
otras Pplagquetas, y de esta manera se Torma €l tapdn plaguetarlo.

(22) (Ver esquema 2)

El sistema hemostatico se halla implicado en la reparaclidn
rapida de las interrupciones de la circulacidn sangulnea, 3in
afectar con ella la respuesta de la sangre. Durante los primeros b
minutos de la lesidn vascular, el tapin inleial es  formado por
las plaquetas. Ademas se regulere de la membrana superficial
plagquetaria para iniciar v mantener la reaccidn énzim&tica de la

cascada de la coagulacion; de ahl la importancla de estas cé&lulas.

El tapdn plagnetario &5 bastante laxo vy 5

)
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rapldaments 3in &1 soporte estbructural de less bandas de fibrina.

Il coagulo sanguineo se desarrollard en 1 sitio de la lesidn
vascular, simultanesments  sobre una  superficlie  de plaquetasy

activadas.

La fibrindlisis &5 un  fenomeno qus depende de un slstema
enzimatico protecliticoe (plosmindgencplasminal) gracias al cual sc
disuelven los polimercs de fibrina formados, permiliendo rewmover
el codgulo ¥y cnalguler plaguets strapada dentro del colpgulo . ()

(Ver esqguema 3)

A partir de la lesidn de un vaso s3e activan los factores de

caagulacidn  sanguilnesn en forma asucesiva o onsy simul thnas

U

compardndolo  con  una cascada. Este sistema se divide baAslicamente

en tres vias:

1.- La via jptrinseca: de activacién del factor X

2.- La via extrinsecs: de activacidn del factaor X

J.- La vixg comiy: gue son los pasos que siguen a la activacidn del

fTactor X vy que terminan con la formaclan del coidpule de tibrina.

En 1a via Intrinseca la totalldsad de los  procoagulantas
necesarios para la formacidn del codgulo se hallan en la sangrs
circulante; por el contrario, la via extrinseca requiere de la

liberacion del factor histico a partir de células endotellales.



Via Intrinsecsa: comlenza lntravascularmente con la activacidn
del  factor AIT  a partir del contacto de éste con una superticie

extrana. El factor Xlla convierte el facto XI en XIa, uns:

et

serinproteasa, gque a su vez activa &l factor IX an praescencia de

icones calecio. El factor 1Xa activa el factor X en una reaccidn qgues

raegquicre  lones de Catcia, bosfolipidos (I'3F) v Factor VIIT (Ver

esquemns 4 )

Via mntrinse los tejidos conti enen 1l complejo

lipoproteica (Foaetor histico o tisuwlar) gque en contacto copn el

plasma activa riapidamente o] factor X, pero sdlo en presencia  del

tactor YIL =20 un medio con iones de Caleio. (Ver esquema 5)

Via  Comlinc: ce inleisn ocon la  activacidn del factor ¥ por

¥;

aualesquliera de  las  vias  anteriovres, El factor Xa  es &
serinproteasa  due al interaccionar con el factor V, fosfollipldo v
iones de calclio, determina la raplda oonversidn de  FProtrombinas
(TI) en Trombina (Ila). Aungue el Tactor Xa puede canvertir la
Protrombina en Trombina directamente, la reaccidn <8 muy lenta,
pero se acelera mil veces si el Tactor Xa se halla en presencia da
los elementos antes mencionados y con los cuales Torma el complejo
1lamada  "Protrombinasa”, que es ¢l que actéda como una enslas. (5,

IXs

22) (Ver esquema o)

La Trombina es una nzima proteolitics  que  aetdsa scobhre el

Tibrindgens ¥ Lo convierte en mondmero de fibripns; estos mondmeros



posteriorments 52 polimerizan para formar el coigulo de fibrinn,
que s& hace estable por la acaidn del factor XI1I, <l <oual  fue

activado por la wisma Trombina. (Ver esquema 7)

Existen dos tipos de lipidos biloldglicos que se mantlenan
disponibles al momento de la lesidn: a) el fosfolipido de 1a
membrana plaguetaria (F3P), gque se vuelve disponible sdlo en las

rlaquetas activada

wm

en el sitio de la lesidn y by el fosfolipido
tisular, que es el liberado de la membrana de la superficie

celular de los tejidos lesionados. (5)

Las maltiples Interrelaciones gue se conocen en la actualldad

v

de la hemostasia primaria - a través del P3P o fosfolipidos -  con
la hemostasia secundaria, asi como las comuniceaciones entre lus
vias extrinsecas & intrinsecas y el wecaniasmo fibrinolitico vy 1la
via de las kininas, hacen considerar que in vivo todo el mecanismo
es simultadnec vy  ésto permibe que sesan factibles v etccotivos los

controles de autorregulacidn positivos v negativos.

Las pruebas de laboratorio empleadas en el estudio de la
coagulacidn regulersn que sean rapidas, sensibles v reproducibles,
rermitiendo identitficar en el wmenor tiempo posible el mayvor namero

de praoblemas de los factores plasmaticos de la coagulacién.

Las pruebas de laboratorio mds especlficas se  pueden

investigar de acuerdo a la fase de la ceoagulacidn gine se  protende

'

o



astudiar, vy que individualizan cada paso o factor que interviens.

Asl se ha divido en:

FASE FRUEBA DE LABORATORIO

Recuento de Plaquetas.
Prueba de Torniguete.

- Vascular v Plaguetaria Tiempo de Sangrado.
Consumo de Protrombina.
Retraccion porcentusal del

Codgulo.

- Via Extrinseca v Comin Tiempo de Protrombina.

- Via Intrinsecn y Comdn Tiempo de Tromboplastina Parcial

activada.

Dosificacidn del Fibrindgeno.
- Fibrindlisis Ligis de Euglobulina.

Tiempo de Trombina.

El médico utiliza estas pruebas como un punbo de referencia
para decidir si los resultados de un paciente son naormales o
anormales. Por lo que es necesario e importante que cada

laborataorio de un centro hospitalario establezca  sus proplios



Rangos de KReferencin de las pruebas minimas de cosgulacidn: Tiempo
de Trombina, Tiempo de FProtrombina, Tiempo de Tromboplastina
Parcial y Cuantificacidn de Fibrindgeno, estableclendo asi
control de calidad dentro de lus condicionaes flzicas, saublentsales
¥ soclioccondyloas  de  puestro wedio,  slempre  comparande  los
rasultados con los plasmas controles comerciales para asegurar el

buen funciconamiente de las reactlvos.

Tn  wmuestro pals  asl como en &)l resto de palases del Area

centroamericana, ann e se han establecido Rangos de Referencia en
Pruebas de Coagulacion  (8). Este hecho nos motivd a  realizar el
prasente estudio con el objeto de establecer un Rango de

Referencia en nuestra  poblacidn que pueda ser utillzsdo como
control de calidad al hacer evaluaciones de las pruebas de

coagulacidn,
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IIT. OBJETI VOB

)

1. Establecer lous Rangos Normales de ieferencia para Tiempo de
Trombina, Tiempo de  Protrombina, Tiempo ez Tromboplastina
Parcial y Cuoantificacidn de Fibrindgeno en misstras obtaenidas

e personas aparentemente sanas, en ste caso afiliadas  al

[¢8]

Instituto Salvadoreno del Seguro Social.

Una ver establecidos, utilizar estos Rangos Normales de Refe-
rencia  para obtener RHangos Terapéuticos durante el tratamiento

dee  los paciantes anticoagulados cor heparina O con

anticoagulantes orales.

3. Establecer los Ranpgos Hormales de Referencia en base a las
condiciones sociecondmicas de nueatro medio, establecienda
dichos Rangos como un control de calidad dentro del area de

coagulacidn en el Laboralorio Clinlaa.



IV, MATERIALEB Y METODOS

Poblaoidn Bsatadiads

S estudiaron dosclientas noventa y siele maestras de plasma
obtenidas de personas aseguradas, aparentemente  sanas, las
cuales fueron entrevistadas previamente anotando en una hoja de
ancuesta los datos personales y familiares que nos sirvieran
para afirmar que no  tenian manifestaciones clinicas de
problemas  de sangrado o descartar causas agregadas como uso de
moedicamentos que influven en los mecanismos de la hemostasia o
gstudios fisloldgicos como ewmbarazo. (Se adjunta modalo en

paclng Ho, 31)

Caleceidn v Procesamienta de la Maostra

i

Las muestras sangulnesns Tueron colectadas en ayunas wediante
vanopuneidn, exlrayvéendose 4.0 ml. de sangre por cada sujeto an
tubos al vaclo conteniendo 0.0 wml. de antlicoagulante Cltrato de
sodico al 3.9%; teniendo samo cuidado de hacer una buena asepsia
en 21 sitic de venopuncidn y recolectando las maestrsas con la
menor estasis sangulnes  para evitar la hemnoconcentracidn, la

hemdlisls v mleorocodzalos con el obleto de disminuir 1 maxima

la posibilidad de abtener datos falsos por una muestra tomada

en condiciones no adecunadas.



Las muestras fueron centrifugadas inmedlatemente a 3,000 rpm
durante diez minutos para obtener el plasma; este fTue separado
de las cé&lulas inmediatamente v trasladado con pipetas pasteur
a tubos de ensaya de 12 x TH mm. Se sellaron los tubos con
papel parafilm para lusgo ser congelados y  almacenados a —30

Gy
C., hasta el momento de realizar las pruebas.

be tomaron musestras de sangre dos a tres veces por semana
hasta totalizar doscientas noventa v siete muestras. Cada
semana fueron procesadas de veilnticineo a cuarenla muestras,
usando la técnica correspondiente para cada prueba y utilizando

el tibrogyetro como eguipo. A todas las  susstras se 1

led)

=1
realizaron las sigulentes pruebas de coagulacidn: Tlempo de
Trombina, Tiempo de Protrombina, Tiempo Trombhoplastina Parcial

y Cuantificacidn d= Fibrindgena,

Materiales
- pangre total citratada

Material para extraccidn de sangre: agujas descartables para
racoleccidn de= sangre al vaclo, aguja No. 21 G x 1  1\2",
sastenedor o adaptador de tubos al vaclo Vacutainer, tubo sal
vaclo tapdn celeste 12 x 100 mm, con 0.5 ml. de santicoagulante

Citrato de Sodio al 3.9 %

1
—_
¥
r—J
—
o
ey
ct
o
i
wn
ol
=
O
—
o
B
[
-
w
O
DI
7

Yy O oo,

Ffﬁlﬂiﬁﬂ ERTEAL

| MEPRRWIDAL BHE WL [’ﬁk‘vuﬂﬂ%ﬂm 1




- Puntas plasticas terminales

- Copas plasticas  para fibrometro

- Tubos de ensayo 12 x 7% mm.

- Pipetas pasteur

- Gradillas para tubos

- Lapis graso

- Papeleria

- Fibrdmetra

- Centrifugs

- heactivo de TTP para la determinacion de Tiempo de
Tromboplastina Parcial.

- Cloruro de Calcio 0.027 Molar para TTFP

- Reactivo de Trombina para determinacidn del Tieupo de

Trombina
- Reactivo de Calcio Tromboplastina para Tiempo de Protrombina
- Reactivo de Fibrindgeno para la Cuantificacidn de Fibrindgeno

- Apgua bidestilads

- Papel Parafilm

Matodaos

Tiempo de Trombinac:

Al mezclar el plasma con el reactivoe de trombina se

transforma el fibrindgeno en fibrina. E1 tiempo de Troubins



)

depende de la concentraciapn de trombins v ademas de la cantidad
de fibrindgenos vy de  las  antitrombinas  presentes. (6) Bata
prucha mide el paso final de la Via Cowbhn, 1A cantidad v la

calidad del fibrindpgeno existente. (5)
- Reactivos:

Reactivo de Trombina (Boehringer Mannheim)
Nota: Kl contenido de un frasco de trombina debe disolverse con

2 ml. de agua bidestilada 10 minutos antes de sa uso.

- Conposicidg del RBeachivas

La solucidn de Trowbina poses uana  actividad de 4 £+ 1

unidades NIH (National Institute of Health) por frasco.

- Procedimiento:

Atemperar el reactivo de Trombina en su  envase original o
envase plastico a 37
Pipaetear en una copa plastica:

b e o e e e b e o o o e e e e e !
H i 1
' Incubar 2 minutos a 37 °C '
b e
' Reactivo de Trombina 379C ! 0.2 ml ,
R
' Coagulacidn '
b o e o e e e et et e et et o e e e e —— e T — —t = e e e ——— — —— {
1 ]
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Con la adicidn del veactivoe de Trombilna, disparvar el crondmetro

y determinar el comienzo de la coagulacion. (6)

Lectura de los Resultados

]l resultado es 1a lectura del crondmetro obtenida en sepuandos,

Tiempo de Protrombina:

- Principio:

El plasma citratado se mezcla con tromboplastina tisular. El
tiempo entre la adicidn del reactivo y la formacidn del codgulo
es la medida del contenido en factor I1II, V, VII, X vy
fibrindgeno. (6) El tiempo de Protrombina sirve para evaluar la

Via Extrinseca v la Via Coman. {(5)

-~ Keactivos:

Calcio Tromboplastina (Boehringer Mannheim)

- Composicidn del Reasctivo:

El Calecio Tromboplastina se compone de tromboplastina de
cervebro de mono y iones calcio. Mediante la adicion de un

inhibidor de heparina gqueda asegurado que ésta no influyve en la



prueba hasta 2 U / ml de plaswa.

- Tacndoa:

Altemperar el Calcio Tromboplastina a 37°C

Pipetear en una copa plastics:

0.1 ml

Pilasma Cltratado
. . . yrp G
Tucubar 2 minatos a 37°C
t

!
]
]
i
]
]
J
b

f
1
|

0.2 wml

- 1 - m . Ay O
Calcio Troumboplastina 37 C

1
1
t
i
b Coagualacidn

Con la  adicidon e &l Calceia Troomboplastins, disparar <l

croadmetes v o detormlnary ol comlenzo Jde la coagulacida., (b))

= Leatnra de los Hesullbados:

Il resaltado es la lectura del crondmetro obitenida

e sagundos,

o Tromboplasting Poaveial (PP

Bl plasma citratado se neszcla con reactivos dae  Tiempo

Tromboplastina Parcial. FEl tlempo de coagulacidn depande de



todos los factores de coagulacidn del Bistema Intrinseco. (6)

El Reactivo de Tiempo de Tromboplastina Parcial (Boehringer

Mannheim) Cloruro do Calcio 0.027 Molar.

- Composicidn dal Resctivo:

La cefalina contenida en el reactiveo de Tiempo Tromboplastina

v
4
ey
—
jaY
L"\

Parcial pos propiedades del Factor 3 Plagquetario. EL
Caolin afiadido activa dptimamente el factor XII  proporcionanda

asl un tiempo de medida breve y faclilmente reproducible,

- Procedimiento

Atemperar el Cloruro de Calecio 0.027 Molar a 37 °C.

Pipetear en una copa plastica:

' Plasma Citratado ! 0.1 ml '
b o o o L e e e e b o o o e e e e e e e et e e v o 1
] ] ]
' Reactivo de TTP X 0.1 ml '

' Incubar 3 minutos a 37 °C '

Con la adicidn del Cloraroe Caleico, disparar al crondmetro y



determinar €l comienzo de la coagulacidn. (6)

- Lectura de lous Resultados:

Bl resultado es la lectura del crondmatro obtenida

en sagundos.,

Determinacidy Cuantitativa del Fibrindgena.

Con wun exceso de trombina, el tiempo de coagulacidn depende
anleoamente  del ocontenido de Tibrindgena del plasma diluldo en
una razéon determinads  (wétodo segin Clauss)., La  ourva de
calibracidn sirve para calcular el contenido de fibrindgeno en

meg/100 a partir del tiempo redondeado. (6) El1 nivel de

fibrindgeno es otbtra prueba para evaluar la Via Comdn., (5H)

Reactlive de Fibrindgeno (Boehringer Mannheim)

Solucidn Tampdn pH: 7.35

- Composicidn del BReseotivo:




El rcecactivo de

actividad de aproximadamente 20 micras NIH por
Obtencidn de la Solucidn lista para el uso:

Disolver el contenido de un frasco

dos ml de

fibrinogeno (Solucién Trombinica) pos

S5&e UN&
frasco

de reactivo de Fibrindgeno

can agua bidestilada y conservarlo en €l f{rasco
original.
- Dilucidn de] wplasmas

Se diluye el plasma cltratado 1:10 con  solucidn  tampdn pH:
7.35

Procedimiento:

Pipatear en una copa plastion:
il i |
1 Dilucidn del plasma citratada . 0.2 ml :
I"—‘"‘""‘—"“—"""'“‘“‘;““"““‘““‘“‘“—“i —————————————— i
' ITncubar 1 minuto a 37 °C |
e il
¢ Reactivo de Fibrindgeno (20 - 25 20y | 0.2 ml X
T T T T T T T T T s s s s — e m s [T T e e :
i Coagulacidn ,
b o e o o o o e o e e o o o e e et et e e e e — e o — —  — — — m —— ]

Anadir o<l reactivo de fibrindgeno,

determinar el comienzo de la coaguls

e segundos se lleva a una tabla va

resaltado en ner/100 ml. (Ver tabla 23

disparar <1

21071,

La

Lectura

crondmetro

¥

obtenlda

aestablecida para dar el
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Be ntilizaron como conlroles, un Pool de plasma  normal (que
era  obtenido al combinar plasmas de paclentes cuyvos resullados
de las cualro pruebas en estudio eran normales) y  controles
comaerclales normales, los  cuales se  procesaban de la wmisma

manera que los plasmas citratados de la poblacid estudlada,

Estos controles eran corridos cada vez gue so verificaba  una
de las pruebas, para ocomprobar la sensibilidad, especificidad y

reproducibilidad de las pruchas en estudio.
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HOLA DE EHTREVISTA

Pecha 0 e Hara

WNownb e

lesr. Apellido “do. Apellido Nombre
Ocapaci din e

Fdad  Afus. Haexo: I3 M
TI. HIsTORIA FAMILLAR

Epistaxis _Sangrado de encilas

Egulmosis rtros Hematomas en btejidos Blandos ..

_ Cirupla Reciente y Sangraco

ITT. HISTORIA PERSONAL

1) Sangrados Anormales:
Nariz (Epistaxis)

Enclas

Piel (Edaulmosis o Peteguias)
Hematomas

2) Cirugla previa (31 habo o no sangrado)

3) Enfernedades previas: Rindn_

Higado__
4} Medicamentos gue Loma: Dasis: Tiempo:

Anlticoagulantes

Antibidticos e e e e e e
Ariticonceptivaos e - e e e e e e
Otros —_ . - -
5) Imugesta de Licor e . n . -
6) 91 es mujer, 51 estd o noe ewmbavasads
Notas:
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Y. RESULTADOS

Con el objato de establecer los Rangos de Hetfersncla de las
pruebas de Tiempo de Trombina, Tiempo de Protrombina, Tiempo de
Tromboplastina Farcial vy Cuantitficacidn e fibrindgencs, se&
cobundiaron 297 plasmas de adultos de ambas sexos aparentauente

sanus de la poblacion assepgurada del Tostituto  Salvadoreno  del

Segura Poelal, cuvas edades oscilan entre 18 v 69 anos.

Para expresay con claridad los rangos de referencia obtenidos
se calculd el promedio &1 cual define lo expresidon completn de
la poblacisn narmal, v A 50 ves e¥presa 1 centroe de
distribucidon norvmal . Lo desviacidn estandar (DR} indica 1a

dispersion alrededor deldl promedio. (21)

La Tédrmulsa nsads  para obtener los rangos  de  referencla  de

las cuatro pruchas an estudio fue la siguiente:

Deplosando la foymuls en 2 slLapas:

g .
Analisis

]

Btapa "A" Promsdio = Suma de lo

T

30



Btapa

™

I

X1

|

T

(%]

n = MNMiwero de Mediclones

Suma de 1os Cuoadrados de las diferencias del promedio

]

n - 1

sumatoria Jde cada una de las observaciones

Suma de lazn diferencias del promedio

Neime:yo e ohasrvacionas manos uno

A la ralz cunadrada de la samatoria de cada uno de
las observaciones (2 X1, menos la sumatorla de las
diferencias del promedio (Y X) al cuadrado, sobre
el nimero de observaclones menos uno (o -1)(21).
Los datos obtenidos s& sometieron a un procaesao
estadlstico, gque refleja la dizstribueidn  de
ismos ., (Ver cunadros v gratficas del pamero 1 al 49
Para establecer los rangos de raferencisa erl
segundos  en ¢l Tiempo de ‘'rombina, Tiempo de
Protrombins, Tiempo de Tramboplastina Parcial v los
meg % para la Cuantitficacion de  Filbrioddgeno as

vtilizd el intervalo:

¢ |
13
Do



Donde:

¥ = BFepresenta el promedio de los datos

Representa la desviaciéon standar de los datos

{( Esto indica la dispersidop o distribucidn de

los datas alrededor del prowedio). (21)

Tomando en cuenta el valor del promedio vy el valor de (DE) se

tiene que &1 rango de referencia para 1 Tiempo de Tronmbina eg:

>l
I+

Y

T

Doade @ X 21.13 Heg. =

Mo
—t
lop8
f(i
]

Luwpow @ Rango de Leferencia

i
[
—
—
[
L
[
1]
-+
ol
poy
=
-

n

Ranpgo de LReferencia = 21,13 Beg. + 4 34

Rango de Referencia = 16.79 ~ 25 .47 Seg.

Los cunadros 2, 3 y 4 represenltan la tabulacida de los dataos
abtenidos de lLas pruebas de Protrombina, Tromboplastina Parcial
y Cuantiticscidn de Fibrindgeno vy de  lgual manera que 36
calonld el rangoe de referenclia anterior se  ocaloulan los

siguientes rangos.



Ticmpo de Protbrombioa:

Rango
Rengo

Rango

Tiempo de Tromboplastina Pare

Rango
Rango

fﬁ&itlgfﬁl

Cuaniificacid

Rango
Rango

Ranpgo

de

d o

de

da

ez

Refercnela

Refererncia

Refesrancia

Kefersncia

Rk=tferenmia

Reterancia

= 13,24 Seg.

| +

-
LA
re
-
.
o5
l'|x
m
|+

= 11,13 - H.o12

ial:

= 30,79 peg. o+

= 3079 beg. *

o
=

(O]
o
-3
[

CHH -

Filbrindwerna:

Helerencla

Refersnoia

Keferencia

w323 Mg % o+
= 323 Mg % o+ o

i

= 253 - 343 Magn

1.

—

8
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e

w
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.
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Fov otra parte:

Ohservando el aresa de los grdficos odmerc: 1, R 3 0y o e ve
clarameate gue  la dispersion de los datos con respecto al valor
promedio se amplia;  esto <3 debido a que los  datos  aue fueron
somaelidos a dichuas pruebas se conslderan que provenlan de personas

SHOES .

Para visualizar v evoaluar mejor los Rangos de Beferencia
obtenitdos de  las  pruebas efectuadas se  presantan los valores

Tinales en el cuadro No. 5 Fag. (45)

EmﬂJﬂT bﬂ PFNT#&
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«DRO No |
RARGOS DE TIEWPO DE TROMWBIHA

INTERVALOS DE TIEMPO DE
TROMBINA (SEGUNDOS ) FRECUENTCI & % DE FRECUENCIA
13.60 _ 14 .60 [ 0.34
14.60 — 15.60 0 0.00
15.60 — 16. 60 4 1.35
16.60 __ 17.60 6 2.02
1760 _ IB6&O 23 7.74
18.60 IS .60 3 10.44
19.60 — 20.60 EQ 19.87
2060 _ 21.860 € | 20.54
21.60 _ 22.60 50 16.83
2260 — 23.60 3 1043
2360 _ 24.60 16 5.39
2460 — 2560 6 2.02
2560 _ 26.60 o3 1.0 |
26.60 — 27.60 4 1.35
27.60 — 28.70 2 067

TOTAL DE CASOS . . . . . .|. .. ..278.. . . . |. . .100.00 %

ENM ESTE CUADRC SE OBSERVA QUE DE LAS 27% MUESTRAS PROCESADAS, HUBD UKA

VARIACIOK DE 1360 A 28.70 SECGUNDOS ENWN EL TIEWPD DE TROMBINA, PRESEKRTANDOSE
EL MAYOR PORCENTAJE (20.54 %) EN EL INTERVALO 20.60-21.60 SEG..EN 6! MUESTRAS.

Lo
~3
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INTERVALOS DE TIEMPO DE



CULDRO Ho2

RANGOS DE TIEEPC DE PROTROUBIKA.

INTERVALOS DE TIEMPO FRECUENCIA % DE FRECUENCIA

DE PROTROMBINA (SEGUNDOS)
10. 40 - 10.90 4 1. 34
10.80 - B 1 1.40 7 2.36
1. 40 - [1.80 Io 6.40
1. 50 - i2.40 43 |4 .48
12.40 - 12.80 54 16.18
12.90 — 1340 56 |8.86
13.40 - 13.80 45 1515
13.80 - 14.40 53 |7.85%
14.40 - 14.90 10 3.2¢6
1480 —_ 15.4C 3 LOI
15.40 - 15.80 3 1.0}
TOTAL DE CASOS . . . . ... 297 . . .. . . 10000 %

EN ESTE CUADRO SE OBSERVA QUE ODE., LAS 297 MUESTRAS ESTUD!ADAS HUBO UNA VARIACIOR
DE 106.40 A 15.80 SEGUNDOS EN EL TIEWPO DE PROTROMBINA, DAHDCSE UH PORCENTAJE WA _
YOR (I8.86 % ) EN EL IRTERVALO DE 12.80-1340 SEGUNDOS EN 58 MUESTRAS.
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"UADRO Hg3

RAKGO0S DE TIEWPO DE TROMEBOPLASTINA FPARCIAL.

INTERVALOS DE TIEMPO.TRONMBOPLAS]

FRECUENCI A

®% DE FRECUENCIA

TINA PARCIAL {SEGUNDOS)
2290 — 23 .50 I 0 .34
23.80 24.50 4 1.35
2480 — 25.50 2 1.0t
25.80 26.90 8 269
26.80 — 2 7.80 12 4,04
27.80 2850 38 i2.7¢
28.90 — 29.80 44 i4.81
29.50 — 30.90 66 2z.22
30.50 2 — 3.0 33 - N
31.90 — 32.90 28 843
3280 — 33.9C 2% 876
33,90 — 34 .80 14 4.71
3480 — 3590 10 237
3560 3650 a .35
1650 — 37.80 ! 0324
3780 — 38.90 2 067
TOTAL DE CASOS 287 100,00 %

EN ESTE CUADRO SE OBSERVA QUE DE LAS 297 MUESTRAS PROCESADAS,

DE 22.90 A 38.90 SEGUNRDOS EN EL TIEWMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL

MAYOR PORCENTAJE {2222 %)

HUBD UNA YARIACIGKN

yFRESENTAKNDO EL

ENM EL INTERVALO DE 29.90-30.90 SEG. EN 66 MUEST RAS.
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CUADRO Ko 4
Y&LOF EN Hg. % DE FIERINOGEHKGC.

INTERVALO DE Mo % FRECUENCIA °L DE FRECUENCIA

DE FIBRINOGENO
2383 - 259 3 .o
260 - 280 17 5. .72
281 - 301 33 P
302 - 322 8E 29 .64
323 - 343 63 | 2121
344 - 364 52 17.51
365 - 3ES5 35 11.78
3BE - 420 6 202
TOTAL DECASOS . . . . . |. . .297. . . .|. 10000 %

EN ESTE CUADRO SE OBSERVA QUE DE LAS 257 MUESTRAS PROCESADAS, HUBDO UNA VARIA_
RIACION DE 239 A 420 Mg%  DE FIBRINOGENGO, PRESENTANDOSE EL MAYOR FORCENTAJE

{29.64 %) EN EL INTERVALO DE 302 A 322W9 9% EN BB MUESTRAS.



CUADRO Ncb

RAHGOS DE REFEREKCIA FPARAL LAS PRUEBAS DE
TIELPO DE TROMWMBIWA, TIEHPO DE PROTROKEBIEA ,

TIEEPC DE TROMBOFPLASTIRA PARCIAL

Y CUAMTIFICACTIOK DE FIGBIHOSERO.

PR U E B A S

R & N G O 8

REFEREMKCI] A S

F 26
TIEMPO DE TROKEIKA iI6.79 — 25.47 SEG. 2i. 13 2.17
TIEKPO DE PROTROMBINA [1.02 — 14.78 SEG. 13,24 0.8+
TIEMPO DE TROKBOPLASTIKA PARCIAY 25.B5 — 3573 SEG. 30.79 2.47
CUANTIFICACION DE FIBRINOGEND 283 — 333 Wg% 323 38




VI. DISCUSION

En el prasente trubajo se  han  establecido  los  Rangos  de
Relerencia para el Tiewmpo de Tromblina, Tiewmpo de Protrombina,
Tiempo de Tromboplastina Parcial v Cuantificacidon de Fibrindeano

en la poblacidnm adoalis esbadiada.

ba  Coapulacion  de la  sangre 8 una  serie de reacciones
enzimablicas que iogvolucra: Frotelnas plasmaticss, Fostolipidos oy

lanes de  Caloio paca Lo Formacian de uns ved de fibrina, aue

detisne el sangrado. (24)

Las protelnas que Loman parte en el proceso de las coagulacidn
actiian comd un Sistema apmplitficador aque permite gue el way pegueno
producto iniciador de unas pocas moleculas, induzca una serio

completa de reaccionss proteoliticas, (24)

Fl  proceso de comgulacidn se lleva a cabo a fraves de la via

intrinzica ¥y la via erxlripseen, Llas casnles  convergen o

foomr
g
<
e
P
=

final comin, donde la Trowmbina  ostalizca la conversidn  del

Fibrindggendo i Fibrina,

Bl liewpo de Trowhoplastinag Parcial se uwtbtiliza como  pruacha
selecliva  para  evaluar  la  dintegridad de la via lntriosica, =1
Tiempo de Probrombioa evalaa Lo 1o via extrinsics v el

=1 Tlemps  de

Trombina especificamente mide &1 cambio de Fibrindgeno en Fibrinsa.
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{L)

Estas pruebas nmlulaous son sencilllas v ode vran utilidad para
detactar basicaments los problemas de Lrastornos hamorrddloos
Pueden realizarse en todos los laboratorios vy no sdlo on sguellos
quée cuantaa  con aparatos  especializados ya que  también 58
verilican manualmern e, 0T b exactitud bajo personal

antranado.

En =ste brabaio los dates obtenidos se  compararsn  con o an
"pool” o mezcla de plasmas Yrescos de sujetos normales combinados
utilivados diariamente como contrel normal v con controles

novmales liotfilizadas de la casa Boehringer. Los rangos chtenidos

correlacionaron con los establecidos por esta casa comereial. Las
condiciones de Lrabajo para efectuar =staos analisis, faeron las

e
.

raecomsndadas por la Casa Manufanturera. Por lo tanto, consideramos

que  puestiros  resultados  son aceptables;  sin embargo, algunos

resultadus dieron fuera de los lipiltes normales  en ana  ocantidad
mlolma (10.7%); esbo e debe & varios factores talea oomo:

a) los pacientes al momento de encuestarlos no daban ana informa-
cidn Tidedigna sobre su  histeria clinica con upa patologia
comprobada, 1o cual los hubiera eliminado de este estudio,b) en
la toma v manejo de la muestra,c) una dilucidn incompleta  del
anticoagulante,d) error de Pipeteo, ) eondieidnes de

almacenamlento, ) cantaminacidn de las e sT T ARG,

ir2
—

preparacidn e los reacibives,h) calldad del agus atilizada, asid



como Las limitaciones de Tipo mecanico Jdel fibréwabro,

s de gran lmportancia ol reporbtar los resultados do estas

pruchas Joe coagulacidio,

coiparar el dato del Licmpo  en segundos,
abienidoe diariamente a1 "pool” de plaswas utilizados como caontrol

anormal pooca due s5e pieda conparar el resultade del paciente

f

LraLbado cn Las wlom .. condiclones vonunea se haga con los  rangos
e ratferencia on porcentajes o segundos que viencen o oen la
literatura qus acompana a cadoa scet, va gque €s5te rango  Gnicamenls
nos  todioea gque  los  valores obtenidos del "pool’ o mezcla del
plasma normal se salen del rango poraue hubo algdn problema copn 1
manejo  del reactivo al ser procesade o almaconado. El uso  de
plasmas  comerciales de  rangos nornales, Fundamentados on el
principio de que un produrcsto basado en plasoea hhunaonsg  y o preparado
bajo condiciones ocontroladas  de manmtactura, prodacicd valores
roprodociblos e rubineg cuando estos son usados como conburol  para
tns diferentos pruehas de coapgilacion, per lo qae =2e recomlends oo
uso. Lo desvenlaja del vgso de Los plasmas comerciales para naestro
meio  es  su oeoslo elevado ¥y no siempre estin dizponibles. (4, 7,

10, 1%)

Bs imperativeo que cada laboratorio al efectuar las pruebas de
coapgulacidn wutilice controles v establezcan sus propios ranzos de
referencia. bDe ahl gue el emnpleo constante de controles es
esencial 51 se desean obtener resultados fidedignos, clinicamente

significativos v establecer un monitoreo efectivo de la ejecuclidn

48



de las pruehas de coagulaciopn,

Para cstablecer susn  proplios rangos de referencia  cada
laboratorio debe obtensrlos utilizando un personal debidamente
cntrenado vy bajo  sns  proplas condiclones flsleas, auwblentales,
Ltécnicas v ode equipo, va qua estas  prushas  son utiliszadas  como

referencia =n el tratamlento de los paclentes anlicoagulados con

heparina o con anticoagulantes orales.

o cobte trabajo no se encontrd diferencia de sexo nl de adad.

J

-
)
g

reconoce gque en este estudio fue mlunlma la raoblacidn asedurada

estudiada debido a la escasaez de reastivas gue existia couando  so
estudilad lebid 1 A 1iwve L€ xisti wand 'S

1levd A o

el presente trabajo,



-]
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VII RECOMENDACIONES Y CONCLUSIONES

Eri &l procaeso de las pruasbas de coagulacidn para evitar alters-—

cliones en los resaltados es neccsario tener sumo culdado en:

a) Obtener vna extraccidn Limpla

b) T la preparacidn de los resactivos, con los
diluyentes aexactos v preservacidn estoubleolda,

) o doo dituclidn evseots del anticoapulante parva ls toma  de
mzstra,

d) fvitar la contaminacidn de las muestras,

we hace éenfasis que cada prueba de coagulacidn debe Tensr un
conbrol normal con respecto a la musstra del paclientes, por lo
Lantoe onda prucha de coagulacidn se hace por duplicado {(control

vy pacienie) para mayor cxactitud y sepguridad del examen.
s el punto de vista clinloeo se considera ques
a) il Tiempo de Protrombina vy ¢l Tiewmpo de  Tromblna, SReyet

normales  con respocto al control normal siono existe una

diferencia de mas de o segiindos.

TR I R R iy Y LN T AL
| DOIVRES AR BE ©o Babvabon ’




N

b)) Pava <i Viampo de Tromboplastina Parcial  ¢s  normal ~ 1 Flos

exdnbe uno diterencioe de mas e T sopimlos

) OB Fibrindgane s normal oon respacito al conbrol pocmal,

cribee )] ranpo doe 300 o 450 we. %
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