UNIVERSIDAD VERACRUZANA v

Facultad de Quimica Farmacéutica Biologica

(-—{-giv&"r s

GUIA DE LABORATORIO
DE HEMATOLOGIA

B =
ELABORARON:

Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez

M. en C. Ricardo Galan Zamora

Q.F.B. Isaac Zamora Bello



PRESENTACION

La presente Guia de Practicas de Laboratorio de Hematologia esta disefiada de acuerdo al
programa de teoria de Hematologia que forma parte del area de formacién a la disciplina del
plan de estudios vigente de la Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo de la
Universidad Veracruzana Region Xalapa. Las practicas de laboratorio propuestas en esta guia
tienen el propdsito de que los estudiantes desarrollen competencias en la ejecucion e
interpretacion de pruebas basicas de laboratorio de hematologia. EI contenido esta disefiado
para lograr su correlacion con el curso tedrico abarcando la metodologia analitica tanto
manual como semi-automatizada que permite el estudio de los distintos elementos formes de
la sangre y del sistema hemostatico. Las practicas estan divididas en tres secciones: serie roja,
serie blanca y hemostasia. Durante el desarrollo del curso los estudiantes aprenden y ponen
en préctica las medidas de bioseguridad y en el manejo de residuos bioldgico-infecciosos. La
metodologia promueve el desarrollo de habilidades de ejecucion y de pensamiento que
permitan al estudiante tener un buen desempefio en un laboratorio de hematologia; fomenta
tanto el trabajo individual como colectivo. En la evaluacion del aprendizaje se consideranla
realizacion de practicas, participacion, entrega de reportes por escrito, asi como examenes
tedricos y préacticos.

Finalmente, es importante que el estudiante mantenga un registro completo de sus
experimentos, por lo que los docentes que imparten esta experiencia educativa recomiendan
el uso de una bitacora, cuyo objetivo es que el alumno conozca y aprenda la forma en que se
realizé el desarrollo experimental, ademas en ella se deberan escribir los resultados, calculos,
conclusiones, etc. Este registro se hace al momento en que se realiza la practica y debe estar
escrito de manera clara para que cualquiera pueda entender como se realizé la préctica y

cudles fueron los resultados obtenidos.



JUSTIFICACION

El Laboratorio de Hematologia constituye una parte fundamental de la formacion del
Quimico Farmacéutico Bidlogo (Q.F.B.) en el rea clinica ya que esta enfocado al desarrollo
de habilidades en el estudiante para que éste sea capaz de dominar la metodologia analitica
utilizada, para la ejecucion de distintas pruebas indispensables para el diagnostico de diversos
trastornos hematoldgicos y que le permitiran, por lo tanto, su integracion al mercado laboral.
El Laboratorio de Hematologia pone de manifiesto en el estudiante la importancia de la
preparacion del paciente, las condiciones para la toma de muestra, asi como el adecuado
manejo de las mismas. La realizacién de las pruebas utilizando métodos manuales y semi-
automatizados permitira al estudiante comprender sus ventajas y desventajas. Es importante
resaltar, que si bien es cierto en la actualidad la gran mayoria de los laboratorios clinicos
utiliza equipos automatizados para procesar las muestras, y en caso de que éstos equipos
llegaran a sufrir una averia técnica, el Q.F.B., debera recurrir a los métodos manuales para
poder sacar adelante el trabajo, es por ello que se debe hacer énfasis en que aprendan
correctamente a ejecutar cada una de las técnicas que se les ensefia en cada préctica, y de esta
manera tener una preparacion holistica en el campo de la Hematologia, ademas de que esta
experiencia educativa fomenta en el alumno el trabajo en equipos inter y multidisciplinarios,

asi como el trato adecuado a los pacientes.
INTRODUCCION

La compilacion de la Guia de Practicas del Laboratorio de Hematologia se hizo con el
propdsito de brindar a los alumnos de la carrera de Quimico Farmacéutico Bidlogo de la
Universidad Veracruzana Region Xalapa, un auxiliar didactico en la ensefianza del
laboratorio de Hematologia, que permita a los docentes que imparten esta experiencia
educativa y a los alumnos que la cursan, un programa homogéneo de practicas para ser

utilizadas por las diferentes secciones del citado laboratorio.

Dicha guia esta integrada por 27 practicas de las cuales se describe su tiempo de
duracion, objetivo, fundamento, generalidades, equipo, material bioldgico y de laboratorio,
técnica y bibliografia. Al final se incluyen anexos que contienen alteraciones mas
comunes de la serie rojay su significado clinico, plan de manejo de residuos peligrosos,

medidas de seguridad y salud ocupacional, casos clinicos para las series roja, blanca y



hemostasia, ademas de 6 practicas complemento que en caso de contar con reactivos y
equipos asi como el tiempo extra para su realizacion, se llegarian a ejecutar. También
se cuenta con una seccion de automatizacion en hematologia y un altimo anexo para la
preparacion de reactivos. Es conveniente mencionar que en esta compilacion se incluyeron
casos clinicos, los cuales seran de mucha utilidad a los alumnos para poder relacionar sus
conocimientos teoricos con los practicos y asi ser capaces de establecer diagnosticos,
ayudando de esta manera a la comunidad medica. En Hematologia, como en otras disciplinas
de la medicina, se requiere combinar el estudio clinico minucioso del paciente y el empleo
de las pruebas especiales con objeto de ofrecer una atencién de calidad para los enfermos con
padecimientos hematoldgicos primarios y otros, que de manera secundaria, tienen afeccién
del tejido hematopoyético. EI empleo riguroso de dicha combinacion puede ser de gran
impacto para la deteccion temprana de algunas enfermedades que podrian repercutir en una

evolucion mas favorable e incluso la curacién.

La combinacion de la informacion clinica y del laboratorio en el estudio del paciente
es deficiente en paises como el nuestro por diversas razones, pero se puede inferir que
depende en gran parte de la falta de un buen curso de Hematologia durante la formacion
béasica de los alumnos en las ciencias biomédicas. A continuacién se cita un ejemplo de la
falta de preparacion de profesionales en el area de la Biomedicina: Un Quimico informa la
presencia de esquizocitos abundantes en sangre periférica en una paciente internada en
terapia intensiva con alteraciones neurolodgicas, falla renal, anemia y trombocitopenia. El
médico no conoce el significado diagnostico de dicha anormalidad y por tanto, la posibilidad
diagnostica de pdrpura trombocitopénica trombotica no se considera y la enferma recibe
tratamiento inadecuado y muere. Es por eso que, aprendiendo correctamente las técnicas y
conociendo la morfologia de las células sanguineas, se puede contribuir a un buen diagnéstico
que sin lugar a dudas, impactara de manera positiva en el seguimiento y tratamiento del

paciente.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 1
“PREPARACION DE ANTICOAGULANTES”

DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a preparar correctamente los principales anticoagulantes de
importancia en hematologia, asi como también seleccionar el més adecuado para cada
determinacion.

FUNDAMENTO:

Debido a que en hematologia se requiere estudiar a la sangre con sus elementos formes, asi
como hacer recuentos de células y revisiones morfologicas, es indispensable obtener la
sangre con un anticoagulante que sea capaz no solo de mantener la sangre sin coagularse,
sino que preserve, de la mejor manera posible, la morfologia celular. Para esto, existen
diversos anticoagulantes, que acttan de diferentes modos: la heparina es un inactivador de la
trombina y de la tromboplastina; los citratos, oxalatos y EDTA remueven el calcio, ya sea
precipitandolo como sal (oxalatos) o fijandolo en forma no ionizada (citratos y EDTA). La
desfibrinacion es un método alterno para obtener sangre liquida mediante la remocion de la
fibrina formada al coagularse la sangre. Sin embargo, de esta manera no se evita la
coagulacién y, por lo tanto, la sangre pierde diversos factores de coagulacion, pudiendo sufrir
alteraciones morfoldgicas y volumétricas. Por ello, su uso se restringe a algunos estudios
especiales.

No debemos olvidar que una cantidad insuficiente de anticoagulante puede provocar una
coagulacidn parcial y que el exceso del mismo diluye la muestra, con los consecuentes errores
de medicion. Por otro lado, un anticoagulante inadecuado puede ocasionar distorsién de las
células. Por lo anterior, resulta obvia la importancia que tiene la eleccion y dosificacion
correcta del anticoagulante.

Cuando requerimos estudiar los factores de la coagulacion, es conveniente utilizar,
adicionalmente, material siliconizado, con la finalidad de retrasar la activacion del Factor X1I
y la adherencia de las plaquetas a las paredes del tubo.

GENERALIDADES:

El oxalato de sodio puede interferir con los puntos fotodpticos en los instrumentos
automaticos de coagulacién ya que se forman precipitados de complejos de calcio. La sangre
se coloca en tubos que contienen citrato de sodio a 3.8% con una relacion final de nueve
partes de sangre por una de anticoagulante. Si el hematdcrito es superior a 55% o menor de
20%, la cantidad de citrato de sodio debe ajustarse de acuerdo a esto, ya que la proporcion
del calcio en el plasma con el citrato es importante para obtener resultados precisos. Un
exceso de citrato en el plasma puede dar un tiempo de coagulacion prolongado en las pruebas
de protrombina, mientras que un exceso de calcio puede promover la coagulacién y dar lugar
a un tiempo de coagulacion acortado con estas pruebas.

El uso de una concentracién menor de citrato, 3.2%, en la misma sangre para una preparacion
de anticoagulante ha sido adoptado por el international Committe for
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Standarization in Hematology y parece superar los problemas de las pruebas vinculados con
muestras que presentan aumento del hematdcrito.

Una vez tomada la sangre para las pruebas, éstas deben completarse dentro de un limite de
tiempo de 30 minutos a 2 horas, ya que comienzan a producirse cambios tan pronto como se
obtiene la sangre. En la sangre vertida, los factores de contacto se activan al entrar en contacto
con la superficie del tubo. Por tanto, las muestras deficientes en los factores de contacto
pueden mostrar una coagulabilidad aumentada cuando las pruebas se retardan, especialmente
si el plasma se almacena en tubos de vidrio. Algunos tubos de vidrio para pruebas de
coagulacién estan siliconizados para reducir al minimo la activacién de estos factores.
Ademas el factor V y el factor VII son labiles y pueden comenzar a disminuir con el
almacenamiento prolongado.

Las pruebas para detectar la integridad del sistema de coagulacion requieren plasma escaso
en plaquetas, mismo que debe tener una cifra residual de plaguetas menor de 15 x 10%/L. Este
plasma se prepara mediante centrifugacion de la sangre a un minimo de RFC de 1000 xg
durante 10 a 15 minutos. El plasma se retira inmediatamente de las células y se coloca en
tubos de material plastico o siliconizado tapados en el refrigerador a 4° C. Los cambios
producidos en la muestra dentro de un lapso de dos horas son minimos. Si es necesaria la
congelacién del plasma esto debe hacerse répidamente a 70° C para evitar la
desnaturalizacion de las proteinas de la coagulacion. Cuando la prueba comienza, el plasma
debe congelarse rapidamente a 37° C.

Ademas de la preparacion cuidadosa de la muestra de sangre, los resultados precisos de la
prueba de coagulacion también dependen de las técnicas de puncion venosa sin traumatismo.
En las punciones traumatizantes puede penetrar tromboplastina tisular a la muestra y activar
la via extrinseca de la cascada de la coagulacion y producir resultados erréneos en la prueba
sobre un plasma preactivado. Para evitar la contaminacién de la muestra con tromboplastina
tisular algunos laboratorios obtienen regularmente dos tubos de sangre; descartan el primero
y usan el segundo para las pruebas de coagulacion.

La heparina es un mucopolisacarido sulfanato que tiene repetidas unidades des de disacaridos
que son &cidos idurénico y N acetil glucosamina. Hay dos o tres grupos sulfato unidos a la
unidad disacérido y, en la terminal reducida del azucar, las moléculas se unen in vivo a varios
residuos seril presentes en las proteinas de union especificas. Hay que hacer notar que las
moléculas son “polidispersas” con un peso molecular que va de 6000 a 14000. Se requiere
una secuencia de tretrasacéridos especifica con dos residuos de acido urénico no sulfonado,
para la actividad anticoagulante que es mediada a través de su unién a la antitrombina Ill. El
complejo heparina-antitrombina es un inhibidor potente e inmediato de las proteasas de
coagulacién activadas.

Las fracciones activadas de anticoagulantes de la heparina representan una porcién variable
y relativamente pequeria de las preparaciones comerciales. Los 6rganos o especies que le dan
origen, o el proceso de preparacion pueden producir heparinas de diferentes actividades
especificas, aunque no hay un beneficio terapéutico claro de ninguna de las preparaciones
sobre el tipo disponible de intestino porcino. En consecuencia, las dosis se estandarizan para
el efecto anticoagulante, esto es, las unidades se oponen al peso usando las pruebas de
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deteccidn de la coagulacion. Un efecto fisiologico de la heparina se manifiesta por la
inhibicion inmediata de las pruebas de coagulacion. El tiempo de trombina es el mas sensible
tal como esta muy prolongado incluso en 0.01 unidad por ml de heparina.

Hay un gran nimero de preparaciones de anticoagulantes con citratos disponibles en el
comercio preparados en tubos al vaci6. Hay que tener cuidado de usar el mismo
anticoagulante que en el control normal de plasma con el que se estan estandarizando las
pruebas de deteccion selectiva. EI EDTA también es un quelante muy fuerte del Ca*™" para
las pruebas de deteccion de coagulacion, y causa resultados dudosos. En algunas ocasiones,
la heparina contamina de manera inadvertida la muestra. Los resultados confiables de las
pruebas de coagulacién todavia pueden obtenerse usando una columna simple. Hay una
concentracion 6ptima de Ca™, y se pueden presentar problemas pro el exceso o demasiado
poco anticoagulante en casos de policitemia 0 anemia mas grave, respectivamente.

Hay que tomar precauciones para prevenir errores en el andlisis de las células sanguineas
como consecuencia de los cambios in vitro de la sangre mas EDTA. Las extensiones se deben
preparar inmediatamente. Si no se pueden realizar otras determinaciones en él termino de 2
0 3 horas, la sangre debe refrigerarse a 4° C. En la mantenida a temperatura ambiente de
laboratorio, la hinchazon de los eritrocitos entre las 6 y 24 horas aumenta el hematocrito y el
VCM, y disminuye la concentracion corpuscular media de hemoglobina (CCHM) vy la
velocidad de sedimentacién. Sin embargo, a las 24 horas, los recuentos de globulos blancos
y rojos, hemoglobina, hematocrito e indice eritrocitario no se ven modificados en sangre
almacenada con EDTA a 4° C. En tales condiciones también ocurre para el recuento de
reticulocitos y plaquetas. La velocidad de sedimentacion se debe calcular en el término de 2
horas. Antes de tomar una muestra de un tubo con sangre venosa para una determinacion
hematoldgica, es importante mezclar la sangre completamente. Si el tubo ha estado de pie,
debe invertirse al menos 60 veces o colocarlo durante 2 min. en un rotador mecanico, pues
de lo contrario la precision se veria inaceptablemente afectada.

EQUIPO:
Balanza Analitica

MATERIAL.:

a) Biologico : Ninguno

b) De laboratorio:
Oxalato de amonio
Oxalato de potasio
Citrato disddico
Dextrosa
Acido Etilen Diamino Tetraacético
Heparina
Tubos de ensayo de 13 x 100, con tapén
Agua destilada
Matraces aforados de 100 ml
Tubos de centrifuga graduados de 5 ml
Pipetas seroldgicas de 5 ml
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TECNICA:

OXALATOS

Se utiliza la mezcla de oxalatos de amonio y potasio en proporcion de 3:2, la que es conocida
como mezcla de Wintrobe o de Heller y Paul. La sal de amonio tiende a aumentar el
volumen eritrocitario en tanto que la de potasio lo disminuye. Con las proporciones
mencionadas, se logra mantener el volumen sin alteraciones.

Preparacion:

Oxalato de amonio. .........c.cceeu..e. 129
Oxalato de potasio. ............cecueee. 08¢
Aguadestilada ............ccceeivieinnnnn 100 ml

En tubos con tapdn, se coloca 0.1 ml de anticoagulante por cada ml de sangre que se vaya a
depositar, es decir, que si necesitamos 5 ml de sangre, deberemos colocar 0.5 ml de la mezcla
de oxalatos. Con la finalidad de evitar la dilucion, los tubos preparados se ponen en un
incubador hasta que se evapore el agua y quede Unicamente el polvo seco.

VENTAJAS:
1. Bajo Costo
2. No modifica el volumen eritrocitario y por lo tanto puede utilizarse para
determinaciones de hemoglobina, hematocrito y recuentos globulares.
3. El plasma obtenido se puede utilizar para otros exdmenes (como bioquimicos por
ejemplo), exceptuando aquellos en los que el nitrogeno contenido en el oxalato de
amonio pudiera ocasionar una interferencia, como en las determinaciones de urea.

DESVENTAJAS:

1. Puede producir hemolisis.

2. No se pueden hacer extendidos sanguineos después de algunos minutos, ya que se
producen alteraciones leucocitarias como: vacuolas en los neutréfilos, degeneracion
nuclear en los leucocitos, fagocitosis de cristales de oxalato.

3. Pueden producir formas dentadas en los eritrocitos.

CITRATOS:

A) Citrato de sodio
Se utiliza el citrato sddico en solucidn a 3.8%, que es isotonica.

PREPARACION:

Citrato disOdicCo. ...........ccccervenns 3.80.

Aguadestilada...........c.ccceenennn. 100 ml.
En tubos, de preferencia graduados, se colocan 0.5 ml de la solucion de citrato de sodio,
para aforar a 5 ml de sangre. Su uso se ha restringido al estudio de la coagulacion.
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VENTAJAS:

1. Esexcelente para realizar pruebas de coagulacion.
2. Bajo costo.
3. Evita la aglutinacion de plaquetas.

DESVENTAJAS:

1. No es muy util para estudios morfologicos pues altera la morfologia eritrocitariay
leucocitaria.

2. Debido a que ocasiona dilucion importante (1 a 10) no es Util para realizar otras
determinaciones cuantitativas.

B) ACD (Acido Citrico-Dextrosa):
Tiene su principal aplicacién en bancos de sangre pues preserva la sangre hasta por tres
semanas Yy se puede transfundir sin toxicidad. En el laboratorio de hematologia, se utiliza
para preservar los antigenos de los eritrocitos cuando éstos se requieren estudiar.

Preparacion:

Citrato disédico (monoacido).................. 209

DEXIrOSa ..o 3.0g

Agua destilada (libre de pirégenos). ....... 20 ml
Se usa en proporcion de 4 ml de sangre por uno de anticoagulante. La sangre asi obtenida se
conserva en refrigeracion a 4° C.

VENTAJAS:

1. Conserva las células viables durante tres semanas.
2. No es toxico, por lo que se puede transfundir.

DESVENTAJAS:

1. No es util para la mayoria de los estudios hematoldgicos cuantitativos porque
ocasiona gran dilucion.

EDTA:

El Acido Etilen Diamino Tetraacético se puede utilizar como sal disddica o tripotéasica. Tiene
una actividad anticoagulante muy intensa ya que impide que se ionice el calcio por quelacion
del mismo, ademas, conserva la morfologia celular durante muchas horas, por lo que es el
anticoagulante de mayor uso en hematologia. La sal tripotasica es mas soluble, razon por la
se usa preferentemente. En los contadores automaticos, que cuentan plaquetas, también
funciona mejor ya que no deja pequefias particulas que puedan ser contadas como plaquetas.
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Preparacion:

EDTA (disddico o tripotasico)........c.cceeveennne 209

Agua destilada...........cccooveveeiiiiienrccieenn, 100 ml
Se disuelve el EDTA en el agua, de preferencia 37 °C, y posteriormente se filtra; se deposita
en tubos a razon de 0.1 ml de anticoagulante para 5 ml de sangre. Se puede evaporar a
sequedad con lo que se evita totalmente la dilucién de la muestra.

VENTAJAS:

Es muy barato.

Fécil de preparar.

Tiene gran poder anticoagulante, por lo que requieren bajas concentraciones.
Conserva excelentemente la morfologia celular, hasta 24 horas después de obtenida
la muestra.

Evita la aglutinacion plaquetaria.

Se considera el mejor anticoagulante para la hematologia habitual.

7. No afecta el VGM, y por lo tanto puede usarse para determinaciones de
hemoglobina, hematocrito y recuentos globulares.

el

o o

DESVENTAJAS:
Ninguna.

HEPARINA:

Es un anticoagulante natural de gran potencia, se considera el mejor para prevenir la
hemolisis y las alteraciones morfoldgicas. Sin embargo, su uso se ha limitado debido a que
su costo es significativamente mayor que los anticoagulantes artificiales. La heparina se
puede obtener en sales de sodio, calcio 0 amonio.

Preparacion:

Heparina.........cccocevvvenenenencnnens 1000 Ul/ml
Colocar en un tubo una gota de la solucion de heparina y evaporar a sequedad. Esta cantidad
es suficiente para anticoagular 7 ml de sangre.
Un método alterno consiste en preparar la heparina con una jeringa y regresarla nuevamente
al recipiente; la cantidad que queda impregnada en las paredes de la aguja es suficiente para
10 ml de sangre la heparina actta inhibiendo la actividad de la trombina sobre el fibringeno,
por lo tanto el mecanismo de accion de este anticoagulante lo hace distinto de los otros antes
descritos.

VENTAJAS:

Tiene una gran actividad anticoagulante natural.

No ocasiona alteraciones morfoldgicas.

El plasma obtenido puede ser utilizado para otras pruebas bioguimicas.
Es ideal para gasometrias.

HpodpE
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DESVENTAJAS:
1. Su costo es més elevado que el de los demas anticoagulantes.

NOTA:
Es importante mencionar que, aun con el mejor anticoagulante, se pueden tener errores que
ocasionen defectos analiticos. Para minimizarlos, conviene tomar en cuenta lo siguiente:

1. Al obtener una muestra de sangre, hay que depositarla de inmediato en el tubo con
anticoagulante y mezclarla perfectamente por inversion del tubo o mediante un
mezclador mecanico rotatorio, nunca por agitacion, que podria hemolizarla.

2. Lo extendidos sanguineos deberan realizarse lo mas pronto posible para evitar que
la accidon del anticoagulante provoque alteraciones morfologicas.

3. Si en un lapso de 24 horas no se realizaran las determinaciones analiticas, es
conveniente refrigerar la muestra a 4 o 8°C.

4. Sise van a efectuar exdmenes en plasma, es conveniente separarlo por centrifugacion
lo més pronto posible.

Actualmente, para la obtencidn de muestras se utiliza un sistema de tubos al vacio, que
contienen el anticoagulante adecuado y que se identifican por el color del tapon:

TAPON ANTICOAGULANTE
Lavanda EDTA

Azul claro Citrato de sodio

Negro Oxalatos

Amarillo claro ACD

Verde Heparina

Rojo Sin anticoagulante
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 2
“OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS”

DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):
El Alumno aprendera a obtener correctamente muestras capilares y venosas, asi como
también la indicacion de los métodos de obtencién de dichas muestras.

FUNDAMENTO:

En todo laboratorio clinico, podemos afirmar que la calidad de un examen empieza con la
calidad de la muestra. El de hematologia no es la excepcion, por lo que resulta fundamental
conocer la metodologia correcta para la obtencion de las muestras, asi como las ventajas, las
desventajas, las indicaciones y los riesgos.

Para algunas determinaciones en las que se requiere una pequefia muestra es posible
obtenerla mediante puncion capilar, sin embargo, para la mayoria de examenes, se utiliza la
puncion venosa por las razones que mas adelante se mencionan.

Nunca debemos olvidar que todo el material que se use para obtener muestras debe ser estéril
y desechable. Los riesgos importantes de trasmision de enfermedades, como hepatitis y
SIDA, nos obligan a tomar estas medidas y a no poner al paciente en peligro de
contaminacion por reutilizar material, a pesar de que sea esterilizado. Por otro lado, es
importante considerar las medidas de bioseguridad para evitar que nosotros nos podamos
contaminar al obtener muestras de pacientes enfermos.

GENERALIDADES:

Los vasos sanguineos que se acercan o se alejan de los capilares se vuelven progresivamente
de diametro mayor al acercarse al corazén. Las venas que abandonan inmediatamente a los
capilares son las vénulas. Las vénulas tienen un didmetro de 20 a 200

um y representan después de las lesiones traumaticas un sitio importante de actividad
hemostatica. Las vénulas estan constituidas por endotelio y membrana basal rodeada por una
capa de tejido conjuntivo extracelular con unos cuantos fibroblastos y células vasculares lisas
integradas en su interior. El tejido conjuntivo contiene fibras de colagena del tipo I. En las
venas mas grandes hay unas cuantas fibras de elastina repartidas irregularmente, pero no
estan organizadas en una membrana. En algunas capas hay presencia de células cebadas. El
flujo sanguineo es lento en comparacion con el de las arterias, pero las valvulas de las venas
de tamafios mediano y grande evitan el flujo retrogrado y mantienen el flujo de la sangre
hacia el corazon.

Las venas se originan en la punta de los dedos y las podemos dividir en:

% Venas de miembros superiores: comprenden un sistema de venas superficiales o
subcutaneas, las cuales se encuentran situadas en el tejido celular subcutaneo
inmediatamente por debajo de la piel y, en venas profundas o subaponeurdticas las que
estan a nivel muscular.
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% Venas superficiales: se encuentran situadas en el tejido celular subcutaneo. Son mas
gruesas en los individuos cuyos musculos ejecutan contracciones méas frecuentes y
estdn menos desarrolladas en la mujer y en el nifio. No son satélites de arteria alguna
y presentan multiples anastomosis con las venas profundas.

Las venas superficiales de las manos tienen su origen en la red venosa subungueal y en el
plexo del pulpejo, cuyas pequefias eferentes se relinen en troncos cada vez mas gruesos y
terminan por formar las venas colaterales del dedo. Estas corren hacia el &ngulo interdigital,
y se anastomosan en su trayecto digital por medio de varios ramos transversales.

Las colaterales de los dedos convergen unas con otras. Las contiguas forman tres troncos que
corresponden a los tres ultimos espacios intermetacarpianos. Estos troncos, conocidos con el
nombre de venas interoseas superficiales, se anastomosan entre si por arcos transversales que
constituyen en conjunto el arco venoso dorsal, el cual se halla situado hacia el limite del
cuarto inferior con los tres cuartos superiores de los metacarpianos. La colateral interna del
mefique, independiente de los otras, va a formar la vena salvatela que més arriba se
anastomosa con el arco venoso dorsal y forma el tronco de la vena cubital superficial. La
colateral externa del indice y las colaterales del pulgar forman un tronco, origen de la vena
cefalica del pulgar, que se anastomosa con la porcion externa del arco dorsal para formar el
origen de la vena radial superficial. Las venas dorsales de la mano reciben toda la circulacion
venosa de los dedos y las venas marginales de la red palmar. La red palmar, menos importante
que la dorsal, se halla constituida por venas anastosomadas. Las de la region tenar se vierten
en la cefalica del pulgar; las de la hipotenar, en la salvatela, y las de la porcion central de la
palma convergen en la mufieca para formar la vena mediana del antebrazo.

Las venas superficiales del antebrazo y del pliegue del codo son tres: una mediana, otra
lateral interna o cubital superficial y otra externa o radial superficial. La vena mediana recoge
la sangre de la parte central de la red palmar y tiene su origen en la mufieca. Asciende luego
verticalmente por la cara anterior del antebrazo hasta el pliegue del codo, donde se divide en
dos ramas. La interna, llamada vena mediana basilica, corre por encima de la epitroclea y se
anastomosa con la cubital superficial para formar la vena basilica. La externa, denominada
mediana cefalica, se desliza por el borde externo del biceps y a la altura del epicondilo se une
con la radial superficial para formar la vena cefalica. En ocasiones, la mediana en vez de
bifurcarse, va a terminar a la cubital. Cuando se ramifica, del punto de bifurcacion emana un
ramo Ilamado vena perforante o comunicante del codo, que va unirse con el sistema venoso
profundo.

La vena radial superficial nace por la union del arco dorsal con la cefélica del pulgar.
Asciende en primer lugar por r el dorso del antebrazo y en su parte media rodea el borde
externo pasando a la cara anterior. Corre por esta cara hasta el epicondilo, donde se une con
la mediana cefalica del brazo. Recibe ramos venosos del dorso del antebrazo.

La vena cubital superficial tiene su origen en la union del arco dorsal con la salvatela en el
dorso de la mufieca. Da la vuelta por el borde interno del antebrazo en su tercio inferior, y se
vuelve anterior; asciende luego hasta la epitroclea y termina por unirse con la mediana
basilica para formar la basilica del brazo. En el pliegue del codo, las diversas venas
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superficiales dibujan una M mayuscula, cuyas dos ramas centrales son dependencia de la
mediana y cuyas ramas laterales estan formadas por la radial y la cubital superficiales. La
anastomosis de esta red superficial con sistema venoso profundo se realiza ya directamente a
partir de la mediana, o bien partiendo de la mediana basilica o de la mediana cefélica.

Las venas superficiales del brazo son la basilica y la cefélica. La vena basilica se halla
constituida por la unién de la mediana basilica con la cubital superficial y asciende a lo largo
del borde interno del biceps. En la parte media del brazo perfora la aponeurosis antebraquial
y sigue ascendiendo por debajo de la aponeurosis acompariada de ramos del braquial cutaneo
interno. Desemboca finalmente en la vena axilar o antes de llegar a ella, en las venas
humerales. La vena cefalica tiene su origen en la unién de la mediana cefalica y de la radial
superficial. Asciende a lo largo del borde externo del biceps hasta la insercion inferior del
deltoides, donde se dobla hacia dentro para seguir el surco deltopectoral, acompafiada por la
rama acromial de la arteria acromiotoracica. Una vez que ha alcanzado la fosita
infraclavicular de Gerdy o la base del tridngulo clavipectoral de Mohrenheim, perfora la
aponeurosis correspondiente y va a desembocar a la ven axilar. Terminan en ella, durante su
recorrido, venas del hombro, asi como la vena acromiotoracica, y se anastomosa en todo su
trayecto con la basilica. Las venas superficiales del miembro superior son las venas primitivas
del embrion, que posteriormente se unen con la circulacion profunda. Las anastomosis se
realizan sucesivamente por intermedio de la cefélica del pulgar y de las venas radiales
profundas, por las perforantes interéseas o metacarpianas, por las comunicantes del carpo y
por las comunicantes del codo.

Las venas profundas de la mano, del antebrazo y del brazo siguen el mismo trayecto de
las arterias y tienen sus mismos limites y las mismas relaciones. Existen dos por cada arteria,
a partir de la palma de la mano, donde se encuentran dos venas interGseas para cada arteria
inter6sea, dos arcos venosos para cada arco arterial, dos radiales, dos cubitales y dos
humerales. Solamente las colaterales de los dedos no son satélites de las arterias colaterales.
La vena axilar tiene su origen en la union de las dos venas humerales y de la basilica. Corre
por la region de la axilar hasta alcanzar la cara inferior de la clavicula, donde se continta con
la vena subclavia. Se relaciona con la arteria axilar por su cara externa, pero mas tarde se
halla colocada por delante de la arteria. Terminan en ella las venas acromiotorécicas, las
toracicas inferiores, las escapulares inferiores y cuatro circunflejas que, a su vez, son satélites
de las arterias homdnimas, ramas de la arteria axilar, y recoge sangre del hombro. Se
anastomosa, merced a las venas toracicas 0 mamarias externas, con las intercostales y con las
venas epigastricas, originandose de este modo vias suplementarias para cuando los grandes
troncos venosos se obstruyen. La vena subclavia es la prolongacién de la axilar y corre desde
la clavicula hasta la articulacion esternoclavicular. En este lugar forma, al unirse con la
yugular correspondiente, el tronco venoso braquicefalico. Todas las venas homonimas de las
colaterales de la arteria subclavia desembocan, en cambio, en las yugulares y en el tronco
venoso braquicefalico que junto con el tronco venoso del lado opuesto constituyen la vena
cava superior que desemboca en la auricula derecha del corazon.
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«» Venas de miembros superiores:

Venas superficiales: en la cara plantar existen numerosas venas superficiales dando la
apariencia de una malla a la cual algunos autores le llaman suela venosa por que cubre toda
la planta del pie. La malla poligonal converge hacia los espacios interdigitales y los bordes
del pie, terminando por delante en arcos a nivel del origen de los dedos. En los bordes del
pie, la red venosa termina por maltiples troncos que desembocan en la vena llamada marginal
interna y externa, las cuales son de mayor calibre y tienen su recorrido a lo largo de la piel
hasta llegar al calcaneo (hueso que esta por debajo del tobillo). Las venas del dorso del pie
constituyen el arco venoso dorsal, en cuya convexidad desembocan las venas dorsales de lo
ortejo y las venas plantares que emanan de los bordes del pie. A partir de este momento se
originan dos venas, la interna y la externa. Las venas dorsales externas, tienen su trayecto a
lo largo del piel hasta llegar al cuello del pie, donde cada vena se va a unir con su marginal
correspondiente con la union de estas dos venas se forman otras dos méas que son la safena
interna y externa. La safena interna pasa por delante del maleolo interno y asciende por la
cara interna de la pierna continuando su trayectoria por la cara anterior del muslo y el tercio
superior perfora la aponeurosis para desembocar en una vena profunda denominada femoral.
La vena safena externa asciende por la cara posterior de la pierna entre los dos muasculos
gemelos hacia el hueco popliteo, donde perfora la aponeurosis y desemboca en una vena
profunda denominada poplitea y después una por cada arteria.

Venas profundas: en el pie y en la pierna existen dos venas profundas para cada arteria,
siguiendo su mismo trayecto. Solamente la arteria poplitea y la femoral se acompafian de una
sola vena. Lavena poplitea tiene su trayecto a lo largo del hueco del mismo nombre y al salir
de él se transforma en vena femoral, la cual da origen a la vena hiliaca primitiva externa. Con
la unién de estas dos venas hiliacas se constituye la vena cava inferior que asciende por el
lado derecho de la aorta, la cual se considera su satélite. Las venas que desembocan en la
vena cava inferior son capsulares, renales, suprahepaticas, espermaticas y ovaricas. La vena
esplénica, mesentérica superior, mesentérica inferior y pancredtica constituyen la vena porta,
la cual llega al higado y sale del mismo con la suprahepatica.

La puncidn venosa es en la mayoria de los casos un procedimiento relativamente simple. Los
hematomas o las equimosis suelen poner de manifiesto una técnica o criterio deficiente de la
persona que la efectla. Unas pocas palabras bien elegidas serviran para tranquilizar al
enfermo. La autoconfianza y seguridad del técnico contribuiran a establecer la relacién
adecuada. El paciente debe estar en una posicion confortable, con el brazo accesible al
técnico. Los enfermos ambulatorios deben ser sentados comodamente, con preferencia en
una silla provista con un brazo que permita un apoyo firme. Hay que inspeccionar
cuidadosamente las venas. Un torniquete hace las venas mas prominentes y ayuda a eliminar
las inaceptables pruebas a ciegas.

EQUIPO:
Ninguno

MATERIAL.:
a) biolégico: Ninguno
b) De laboratorio:
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Torundas de algodon

Lancetas estériles

Tubos capilares con heparina

Tubos capilares sin heparina

Alcohol etilico al 70%

Jeringas de 10 ml desechables, con aguja de 21x32 mm
Tubos con anticoagulante

Ligadura de latex

Maneral y agujas Vacutainer desechables calibre 21x32 mm
Tubos Vacutainer tapon lavanda (EDTA)

Tubos Vacutainer tapon azul claro (Citrato de sodio)
Gradilla

TECNICA.

PUNCION CAPILAR.

La sangre de fluido directo es llamada comdnmente capilar o periférica y es la fluye después
de efectuar una puncién superficial cutanea, mas apropiado seria llamarla sangre arteriolar.
Esta puncidn se realiza cuando se requiere obtener cantidades muy pequefias de sangre y la
puncion venosa resulta dificil. La metodologia para realizarla es lasiguiente:

1 Seleccionar el sitio adecuado: Los sitios mas utilizados son: el 16bulo de oreja, la
yema de un dedo y el talén. Este Gltimo es el de eleccion en recién nacidos. Es
importante asegurarse del sitio elegido se encuentre tibio, para garantizar que los
vasos sanguineos se encuentren dilatados y la sangre fluya libremente, de lo contrario,
se obtendra muy poca sangre.

2 Asepsia: Usando una torunda de algoddn impregnada con alcohol etilico al 70%,
frotar perfectamente el sitio elegido para la puncion mediante un barrido, sin pasar la
torunda nuevamente por el mismo sitio. Con esto, se eliminan suciedad y detritus
celulares y se evita la introduccion de gérmenes al puncionar. Antes de hacer esto,
dejar que el alcohol se evapore hasta sequedad.

3 Puncidn: Con una lanceta estéril y desechable, hacer la puncién insertandola de un
solo golpe en un angulo de 90° y verificando que se introduzca hasta el tope. De esta
manera, siempre se logra hacer una puncion uniforme en profundidad y amplitud.

4. Obtencion de la muestra: Desechar la primera gota de sangre que aparezca pues
contiene liquido tisular y diluye la sangre. Dejar que la sangre fluya libremente y
recogerla en un tubo capilar con o sin heparina, segun sea necesario. No hacer presion
del sitio de puncién ya que con ello se ocasiona la salida del liquido intersticial.
Existen en el mercado pequefios recipientes especiales para recibir la sangre capilar
(microtainer BD), con y sin anticoagulante, que permiten manejar la muestra de mejor
manera que con los tubos capilares. Una vez obtenida la sangre necesaria, se aplica
en el lugar del pinchazo una torunda con alcohol, haciendo presion para evitar que
siga sangrando.
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VENTAJAS:
1 Gran facilidad para obtener pequefas cantidades de sangre, aun en pacientes con
venas dificiles.
2. Es la forma preferida para la realizacion de frotis sanguineos.

DESVENTAJAS:

1. Solo se obtiene una pequefia cantidad de sangre. Se requiere mas muestra, es
necesario volver a puncionar.

2. Lamuestra facilmente se hemoliza.

3. Los valores obtenidos son diferentes a los de sangre venosa. Es necesario establecer
los valores de referencia.

4. No se debe usar en pacientes con riesgo de infeccion, pues se favoreceria con las
punciones repetidas.

PUNCION VENOSA:

Es la mas utilizada para obtener muestras de sangre. Es una forma sencilla y adecuada para
obtener la cantidad de sangre necesaria para realizar un gran nimero de pruebas, inclusive
grandes cantidades que se pueden distribuir en varios tubos, de acuerdo a necesidades
especificas. Las muestras de este tipo generalmente se obtienen por puncion de una de las
tres venas del pliegue del codo: Basilica, Cubital media y cefalica.

La metodologia es la siguiente:

1.Preparacion: Se informa al paciente del procedimiento que se realizard, con la finalidad de
calmarlo. Una puncidon siempre genera un cierto grado de tension nerviosa. El paciente debe
estar sentado comodamente o acostado.

2.Seleccionar el sitio adecuado: ElI mas usado es la fosa antecubital, en la vena mediana
cefalica, dado que es facil de localizar y palpar en casi todos los pacientes, con excepcion de
los obesos. Sin embargo, si esto no es posible, es necesario buscar otro sitio para la puncion.
Algunas veces se tienen que utilizar las venas del dorso de la mano, pero es necesario tener
un cuidado especial y experiencia para evitar la formacion de hematomas alrededor de estos
vasos maviles que carecen de fijacion. En general, las venas deben examinarse y evaluarse;
si son profundas y no logran palparse bien, no se debe intentar pincharlas, pues seria tanto
como actuar a ciegas. Para realizar la puncién en la yugular externa o en vasos profundos
como yugular interna, humeral y femorales es necesario poseer mucha experiencia, por el
riesgo que ello implica.

3. Asepsia: Usando una torunda de algodon impregnada con etanol al 70%, se frota
perfectamente el sitio elegido para la puncion mediante un barrido, sin pasar la torunda por
el mismo sitio. Con esto, se eliminan suciedad y detritus celulares y se evita la introduccion
de gérmenes al puncionar. Antes de hacer esto, dejar que el alcohol se evapore hasta
sequedad.

4. Torniquete: Mientras el alcohol se seca, se aplica un torniquete, unos 7 centimetros por
encima del sitio de puncion. No se debe dejar muy apretado pues se provocaria éstasis venosa
que podria modificar los valores hematicos. Desde luego que el torniquete no debe ser muy
apretado, pues podria ser molesto para el paciente. Se invita al paciente a apretar el pufio, con
lo que favorece la fijacidn de la vena ademas de que la compresién muscular aumenta el flujo
venoso con dilatacion de las venas.
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5. Venopuncion: Se fija la vena en posicion, sosteniendo el brazo del paciente con la mano
mientras se estiran y comprimen los tejidos blandos situados justo debajo de donde se va a
puncionar. Se toma la jeringa o el maneral del vacutainer y haciendo un angulo de 15° con el
brazo, se perfora la piel a lo largo de la cara lateral de la vena. Se hace avanzar la punta de la
aguja debajo de la piel de 0.5 a 1 cm y luego se perfora la pared de la vena. La introduccion
se hace con suavidad pero con suficiente rapidez para reducir las molestias.

6.  Obtencion de la muestra: Si se utiliza una jeringa, se tira hacia atras el émbolo de la
jeringa de manera suave, lenta y uniforme a medida que la sangre va fluyendo. Se debe
permitir el flujo de la sangre sin forzarlo, para evitar la hemolisis. Se utiliza un sistema de
tubos al vacio, en cuanto la aguja haya penetrado la vena, se introduce un tubo en el maneral
de sujecidn, el que se mantiene fijo con la otra mano, hasta el tapon del tubo sea atravesado
por la aguja situada dentro del maneral. Una vez que el tubo se llend, se extrae y se repite la
operacion con tantos tubos como sea necesario. Se invita al paciente a abrir su pufio. Laaguja
se retira en sentido inverso a como se introdujo también de manera suave pero con un solo
movimiento. De inmediato, se coloca una torunda de algoddn con alcohol en el sitio de la
puncion, ejerciendo presion sobre la zona y manteniéndola asi por lo menos de 3 a 4 minutos
para evitar la formacion de hematomas. Recordar que éstos seran considerados testimonios
elocuentes de la torpeza del operador.

7. Deposito e identificacion de las muestras: Inmediatamente después de extraida la aguja,
las muestras se deben de depositar en los tubos necesarios, con o sin anticoagulante, retirando
previamente la aguja y haciéndola resbalar suavemente por las paredes del tubo. De otra
manera, se puede ocasionar hemdlisis. En caso de haber usado sistema al vacio, la seleccion
de éstos se hizo previamente. No olvidar que, en cuanto se deposite una muestra en un tubo
con anticoagulante, es indispensable mezclarla por lo menos 5 minutos para garantizar una
correcta anticoagulacion. Asimismo, es de vital importancia la identificacion inmediata y
correcta de los tubos para evitar posibles confusiones de muestras que serian catastroficas.
8.  Orden de extraccion: Para evitar la activacion de la coagulacién con la consecuente
alteracion de las pruebas, asi como la contaminacion entre los diferentes aditivos de los tubos,
se recomienda seguir el siguiente orden en la extraccién de los tubos: citrato, heparina,
EDTA, oxalato y finalmente tubos sin aditivo.

9. Desecho de la aguja: La aguja se desprende de la jeringa o maneral usando, de
preferencia, un eliminador de agujas (BD), que al llenarse serd esterilizado antes de ser
eliminado en la basura. Si no se cuenta con éste, las agujas se deben depositar en una solucion
de hipoclorito de sodio para su inactivacion. Para esto, con una pinza se retira la aguja y se
deposita en la solucion de hipoclorito de sodio al 10%. En ningun caso se debe tapar la aguja
con su propio tapdn usando una pinza e inmediatamente retirar ambas y depositarlas en un
recipiente que posteriormente se incinerara. Recordar que las agujas mal manejadas o tiradas
irresponsablemente pueden ser via de transmision de hepatitis o de SIDA.

VENTAJAS:
1. Se pueden obtener grandes cantidades de sangre con la minima molestia.
Es posible hacer exdmenes multiples y repetidos con la misma muestra.
Las muestras no se hemolizan facilmente cuando se obtienen de manera adecuada.
Los valores obtenidos son reproducibles y estandarizados.
Se puede utilizar en la mayoria de los pacientes.

akrown
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DESVENTAJAS:
1. Dificil de ejecutar en pacientes que tienen venas muy delgadas.
2. Laéstasis venosa prolongada provoca hemoconcentracion.

PUNCION ARTERIAL:

Para obtener una muestra de sangre arterial se punza una de las tres siguientes arterias:
Braquial, Radial y Femoral. Este tipo de puncion puede ser dolorosa e ir seguida de
complicaciones. La mayor presion de la sangre arterial con respecto a la venosa hace el
émbolo de la jeringa practicamente se desplace por si mismo. Este tipo de puncién se
realiza en estudios de gases en sangre (gasometria).

NOTA:

No debemos olvidar que la obtencion de la muestra es nuestra imagen ante el paciente, por
ello, siempre lo debemaos tratar con la debida consideracion y respeto, tratando de ocasionarle
las menores molestias posibles. Por otro lado, se insiste en que la calidad de un andlisis
clinico empieza en la muestra.

Actualmente, tiene una gran importancia la bioseguridad y ella implica la seguridad, tanto
del paciente como del operador, en términos de transmision de enfermedades. Todas las
precauciones son indispensables para evitar contagios.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 3
“PREPARACION DE EXTENDIDOS SANGUINEOS”

DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a realizar correctamente los extendidos sanguineos usando diferentes
técnicas

FUNDAMENTO:

El examen microscépico de una extension de sangre periférica, sobre un porta o cubreobjetos
de vidrio, nos permite obtener una valiosa informacion acerca de los elementos formes de la
sangre, muchos de los cuales no puede ser evaluados mediante las mediciones cuantitativas
realizadas por otros métodos. En general, en un frotis podemos evaluar lo siguiente:

a) Morfologia eritrocitaria.

b) Concentracién y distribucién de hemoglobina.

c) Distribucion de los eritrocitos.

d) Inclusiones y artificios de los eritrocitos.

e) Morfologia y recuento diferencial de los leucocitos.

f) Inclusiones y artificios de los leucocitos.

g) Morfologia y apreciacion cualitativa del nimero de plaquetas.
h) Artificios y agrupacion de plaquetas.

Por lo anterior, se considera que la preparacion de un extendido de sangre periférica es una
técnica fundamental en hematologia. Todo profesional del laboratorio clinico debe ser capaz
de realizar preparaciones excelentes sin conformarse con resultados mediocres, ya que para
observar adecuadamente la morfologia sanguinea se necesita tener preparaciones de calidad.

GENERALIDADES:

El examen morfoldgico de las células hematopoyéticas con el microscopio de luz requiere la
preparacion de un frotis de sangre, bien tefiido, y la precision de la evaluacion morfolédgica
depende, en parte de su calidad. En la preparacion de un frotis de sangre se coloca una gota
de sangre venosa o capilar con anticoagulante EDTA, en un extremo de un portaobjetos de
vidrio. Un segundo portaobjetos para extenderla, que es mas estrecho que el portaobjetos de
vidrio del microscopio, se coloca sobre la gota de sangre y se permite que ésta se propague
en toda su anchura; debe hacer un angulo de 45° entre el portaobjetos de esparcimiento y el
del microscopio. En un movimiento controlado, se tira de la sangre a lo largo del portaobjetos
de vidrio del microscopio y el frotis de sangre se seca de inmediato mediante el agitado suave
del portaobjetos. La falla en el secado del frotis de sangre en un tiempo oportuno da lugar a
artificios de contraccion de las células, especialmente por el aumento de la humedad.
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Un frotis de sangre Optimo tiene las siguientes caracteristicas:

Longitud minima de 2.5 cm

Transicion gradual de un frotis grueso a uno delgado

Borde cuadrado o recto

Margenes lisos y continuos

Margenes mas estrechos que el portaobjetos del microscopio
Ausencia de estrias, ondas o interrupciones

X/ /7 X/ /7 X/ 7
LI R X IR X G X I X

La presencia de ciertos trastornos fisioldgicos, como anemia, policitemia, mieloma mdaltiple
y enfermedad de aglutininas frias da lugar a frotis los cuales son menos éptimos. El espesor
o0 delgadez del frotis de sangre puede ser regulado al ajustar la cantidad de sangre de la gota,
al modificar la velocidad con la cual se esparce, o al cambiar el angulo en el cual se coloca
el portaobjetos de esparcimiento.

El examen de un frotis de sangre periférica bien tefiido es una de las pruebas solicitadas con
mayor frecuencia en el laboratorio de hematologia. EI examen minucioso de un frotis de
sangre periférica se puede usar: 1) como instrumento de deteccion para identificar una
enfermedad, 2) para diagnostico definitivo de ciertos trastornos hematicos y no hematicos, y
3) para vigilar la respuesta del paciente al tratamiento. EI examen del frotis de sangre
periférica incluye: un estimado de los leucocitos totales; la observacion de la presencia de
células anormales, de la distribucion anormal de eritrocitos y de la morfologia de los
eritrocitos y las plaquetas; un estimado de plaquetas totales, y un conteo diferencial de 100
células de leucocitos.

Con el aumento 100 x se rastrea el frotis de sangre periférica para asegurar una distribucion
regular de leucocitos y observar células inmaduras o anormales, agrupamientos de plaquetas
y patrones anormales, agrupamiento de plaquetas y patrones anormales de distribucion de los
eritrocitos como pilas de monedas o aglutinacion. El estimado de leucocitos se obtiene al
contar el numero de leucocitos en cada cinco campos visuales, determinar el ndmero
promedio de leucocitos dentro de estos cinco campos y multiplicar ese namero por 200. El
estimado de leucocitos debe correlacionarse con su conteo.

Con el aumento de 1000 se observa la morfologia de las plaquetas, se obtiene un estimado
de las plaquetas, se obtiene un estimado de las plaquetas al contar el nimero de éstasen 5 a
10 campos visuales, se determina su nimero promedio dentro de estos campos y se multiplica
este nimero por el factor de conversién apropiado. El estimado de plagquetas debe
correlacionarse con su conteo. La morfologia del eritrocito se evalGa por medio de una
observacién cuidadosa de su tamafio, forma, color y presencia de inclusiones. Los eritrocitos
normales se describen como normocitos y normocromicos. Cualquier cambio més alla de las
variaciones normales debe anotarse, ya que ciertas variaciones son caracteristicas de
trastornos hematicos especificos. El conteo diferencial de los leucocitos se practica al contar
100 células por preparacion con el uso de un método de seguimiento de muralla para realizar
el examen. Cada leucocito encontrado debe identificarse y colocarse en la categoria
apropiada; las células distorsionadas solo se incluyen si son claramente identificables. Los
eritrocitos nucleados no se incluyen dentro del diferencial, pero se cuentan por separado.
Las alteraciones morfoldgicas pueden resultar de un trastorno
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hematico subyacente, exceso de anticoagulante o de falta de preparacion de los frotis de
sangre dentro de las cuatro horas posteriores a la coleccion. Las alteraciones anticoagulantes
clasicas incluyen: vacuolizacion citoplasmica, desgranulacion, cariorrexis, caridlisis y
cambios en la forma nuclear.

En un frotis de sangre tefiido por Romanowsky, el eritrocito aparece como un disco 7 um con
area central de palidez que esta rodeada por un reborde de hemoglobina tefiido de rosa. El
area de palidez se produce por la cercania entre las dos porciones concavas de la membrana
cuando la célula se aplana sobre un portaobjetos de vidrio. Por lo regular, el &rea de palidez
ocupa cerca de la tercera parte del didmetro de la célula. Esta area no se aprecia en los
eritrocitos suspendidos en solucién salina o en plasma vistos con el microscopio de luz. La
morfologia normal del eritrocito se llega a modificar por varios trastornos patologicos
intrinsecos o extrinseco de la célula. EI examen cuidadoso de un frotis de sangre tefiido
revelard estas aberraciones morfoldgicas: Poiquilocitosis, anisocitosis, equinocitos,
estomatocitos, esferocitos, esquistocitos, leptocitos, codocitos, dacriocitos, drepanocitos,
eliptocitos, queratocitos, anisocitos, macrocitos, microcitos, células hipocraticas, eritrocitos
policromatdfilicos, inclusiones de los eritrocitos.

Tinciones de sangre: los colorantes de anilina, ampliamente usados en los estudios de la
sangre, son de dos tipos generales; los basicos, como el azul de metileno, y los &cidos como
la eosina. Los nucleos y algunas otras estructuras de la sangre se tifien con los basicos, por lo
que se denominan basofilos. Ciertas estructuras s6lo toman los colorantes acidos y se llaman
aciddfilas o eosindfilas. Otras estructuras se tifien por una combinacién de ambos y se
denominan neutrofilas. El azul de metileno policromo y la eosina son las tinciones derivadas
del método de Romanowsky original y se utilizan ampliamente. Tienen diferencialmente la
mayoria de las estructuras normales y anormales de la sangre. Los componentes basicos de
los colorantes de tipo Romanowsky son las tiacinas, mientras que los componentes acidicos
son eosinas; esta clase de colorantes se conoce, por tanto, por la designacion de eosinatos de
tiacina. Las tiacinas consisten en azul de metileno y diversas proporciones de sus analogos
producidos por desmetilacion oxidativa: azur B; azur A; dimetiltionina simétrica y azur C. El
componente acidico, eosina, se deriva de un esqueleto de xanteno. Muchas tinciones de
Romanowsky se disuelven en alcohol metilico y combinan la fijacion con la tincién. Entre
los método mas conocidos se encuentran los de Giemsa y Wright.

El proceso de tincion empieza con el paso de fijaciébn con metanol que resulta en la
adherencia de las proteinas celulares al portaobjetos de vidrio y evita que las células se
deslaven durante los pasos subsecuentes. La fijacion adicional se realiza cuando el frotis de
sangre cubre con el colorante de Wright. La tincién efectiva se inicia con la adicién de un
amortiguador al colorante de Wright que da lugar a la ionizacion de los colorantes. Después
del tiempo de tincién apropiado, se enjuaga copiosamente el frotis de sangre con agua
destilada y se permite su secado al aire. Un frotis de sangre tefiido de manera apropiada
satisface los siguientes criterios:
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Criterios para un frotis de sangre tefiido apropiadamente

Evaluacion microscépica
Evaluacion microscopica

El frotis de sangre es de color azul rosado
Las células sanguineas estan distribuidas de
manera regular.

Las porciones entre las células son claras
Los eritrocitos son de color rojo naranja
Los granulos neutrofilos son de color lila
Los granulos eosindfilos son de color rojo
naranja

Los granulos basdfilos son de color azul
oscuro o morado

El citoplasma de los linfocitos es de color
azul huevo de petirrojo

Los nucleos de los leucocitos son de color
azul a morado

Dentro de los ndcleos se distinguen la
cromatina y la paracromatina

En la tincidn el precipitado del colorante es
minimo o esta ausente.

Causas potenciales de frotis de sangre tefiidos de manera inapropiada

Si el frotis de sangre es:
Excesivamente azul u oscuro

Excesivamente rosado o claro

Hay presencia de precipitado

Causas potenciales

Tincion prolongada

Lavado inadecuado

Alcalinidad demasiado alta del colorante o
del amortiguador o ambos

Frotis de sangre grueso

Tincién insuficiente

Lavado prolongado

Acidez demasiado alta del colorante o del
amortiguador, o ambos

Portaobjetos no limpios

Desecacion durante el proceso de tincion
Filtrado inadecuado del colorante

Es critico obtener una muestra medular adecuada. Los mejores frotis por aspiracion
se realizan tomando varias particulas medulares de la muestra y dispersandolas sobre los
portaobjetos o seguido de cubreobjetos, tincion de Wright y Giemsa. Con una buena
preparacion se pueden observar tanto la estructura de las particulas del estoma como la

morfologia de los tipos individuales de células.

EQUIPO.
Ninguno
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MATERIAL:
a) Biologico. Sangre venosa obtenida con EDTA.
b) De laboratorio:

Portaobjetos
Cubreobjetos

TECNICA PARA EXTENDIDOS SANGUINEOS EN CUBREOBJETOS:

Esta técnica se prefiere para obtener la mejor definicion y distribucion celular posible. Se
realiza de la siguiente manera:

1. Colocar en el centro del cubreobjetos una gota de sangre de unos 2 mm de didmetro,
aprox.

2. Inmediatamente, colocar un segundo cubreobjetos sobre el primero, en una posicion
rotada de 90° respecto al primero, de tal modo que los angulos puedan ser facilmente
cogidos entre los dedos pulgar e indice de la mano libre. Los dos cubreobjetos estaran
formando una “estrella de ocho picos”. Véase figura 1.

3. La sangre se extendera de inmediato como una delgada pelicula uniforme; enseguida
que ha dejado de extenderse, los cubreobjetos se separan suavemente por un
movimiento de deslizamiento en el mismo plano, sin separar las superficies. Si no se
eleva ningun cubreobjetos, aparecera una fina y uniforme extension de sangre en cada
uno de ellos. El grosor de la extension dependera Gnicamente de la cantidad de sangre
aplicada, por lo que es muy importante calcularla bien.

4. Secar de inmediato soplando vigorosamente con un pedazo de cartdén o una secadora
eléctrica.

5. ldentificar la preparacion.

VENTAJAS:

1. Se obtiene una distribucion celular uniforme.

2. Los frotis tienen gran definicion.

3. Se pueden montar 2 6 3 en un portaobjetos, para su lectura.

DESVENTAJAS:

1. Son dificiles de rotular.

2. Esdificil manipularlos.

3. Se rompen con facilidad.

4. Su conservacion es problematica.

5. El proceso de tincion es dificil.

TECNICA PARA EXTENDIDOS SANGUINEOS EN PORTAOBJETOS:

FROTIS LONGITUDINAL.: Estas extensiones son preferidas a las anteriores porgue son mas
faciles de manipular, se rompen menos, se rotulan con facilidad y no requieren montaje. La
manera de hacerlas es la siguiente:

1.

Colocar una gota de sangre de 2 a 3 mm de diametro a 1 6 2 centimetros del borde
del portaobjetos, colocando éste en posicidn horizontal sobre la mesa de trabajo.
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2.

1

Colocar un segundo portaobjetos (extensor) de modo que forme un angulo de 30° con
el portaobjetos horizontal, con su eje mayor paralelo a €l. EI borde més abajo del
portaobjetos extensor, que debe ser liso y regular, se aplica firmemente sobre la
superficie del primero, de manera que la gota de sangre esté por debajo de él.
Entonces, el segundo portaobjetos se desliza lentamente hacia la sangre hasta que se
produzca el contacto, después del cual la sangre se deslizara uniformemente entre la
superficie de contacto de ambos portaobjetos.

El portaobjetos extensor es movido rapida y suavemente en direccion opuesta,
manteniendo el contacto y el &ngulo entre los dos portaobjetos. La extension formada
debe ser uniforme y de aproximadamente la mitad de la longitud de la laminilla. El
grosor de la extension y del angulo en que se sitla éste: a mayor angulo mayor grosor,
a mayor velocidad, menor grosor. Ver figura 2.

Una vez que la sangre se ha extendido, se procede a secar rapidamente el frotis,
soplando vigorosamente con un cartén o usando una secadora eléctrica. Esto se hace
con la finalidad de evitar el apilamiento de los eritrocitos (Rouleaux) y de que los
leucocitos permanezcan extendidos sobre el portaobjetos, de lo contrario, tienden a
regresar a su forma original dificultando su observacion. Nunca se debe secar
soplando con la boca pues el aire himedo ocasionaria alteraciones morfoldgicas.

VENTAJAS:

1

2.
3.
4.

Son féciles de manipular, tefiir y rotular.
Son los mas sencillos de realizar.

Su conservacion es sencilla.

Son muy utiles para examinar eritrocitos.

DESVENTAJAS:
1. La distribucién de leucocitos no es homogénea pues las células mas grandes, como

polimorfonucleares y monocitos, tienden a acumularse cerca de los extremos.

FROTIS TRANSVERSAL:

Son similares a los anteriores, con la ventaja de que la distribucion de las células es
homogénea. Se realizan de la siguiente forma:

1

Colocar una gota de sangre de 2 a 3 mm de diametro en la parte media y cerca del
extremo largo de un portaobjetos. Mantenerlo en posicion horizontal sujetandolo con
los dedos indice y pulgar de manera que se forme un “puente” con estos dedos sobre
el portaobjetos. Ver figura 3.

Se coloca un segundo portaobjetos (extensor) haciendo un angulo de 30° con el
primero y con su eje mayor perpendicular al portaobjetos horizontal, quedando la gota
de sangre debajo de él y apoyandolo firmemente. Se desliza el extensor hasta hacer
contacto con la sangre, la que difunde uniformemente en la superficie de contacto.
El portaobjetos extensor se mueve en direccion opuesta hasta llegar al extremo
contrario a aquel en el que se deposit6 la gota de sangre. En este momento, se deja
descansar sobre el horizontal formando los dos portaobjetos una T. Soltar unos
segundos el extensor para que la sangre se difunda uniformemente, entre ambas
superficies, en una capa fina.
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4. Cuando la sangre termine de extenderse, se separan los portaobjetos mediante un
rdpido movimiento, deslizandolos en el mismo plano horizontal y teniendo cuidado
de no elevar ni separar ninguno de los portaobjetos.

5. Secar inmediatamente el frotis en la forma descrita previamente.

6. ldentificar la preparacion.

VENTAJAS:
1. Faciles de manipular, tefiir y rotular.
2. Su conservacion es sencilla.
3. Se obtiene una excelente distribucion de eritrocitos, leucocitos y plaquetas.

DESVENTAJAS:
1. Es relativamente mas dificil dominar la técnica.

NOTA:

Para lograr frotis excelentes, es indispensable que los cubreobjetos o portaobjetos se
encuentren perfectamente limpios y libres de grasa. Es importante recordar que cuando se
practica una extension de sangre, se produce un trauma mecanico en las células durante el
proceso. Ademas, las células, al ser extendidas, se aplanan sobre la laminilla, permaneciendo
asi cuando se seca inmediatamente. El proceso de tincion puede ocasionar artificios que hay
que considerar cuando se valore la extensién. No olvidar que se debe utilizar sangre
recientemente extraida, ya que el anticoagulante puede ocasionar alteraciones morfolégicas.



» Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 23

Fig. 1. Frotis en cubreobjetos.

Fig. 2. Frotis en portaobjetos (longitudinal).

v

Fig. 3. Frotis en portaobjetos (transversal).

lovine, E y A.A Selva (1990). “El Laboratorio en la Clinica” 42 edicién. Editorial
Panamericana. Buenos Aires, Argentina.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 4
“ERITROSEDIMENTACION (VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR)”
DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno determine la velocidad de sedimentacion globular en muestras de sangre, asi
como también su utilidad clinica.

FUNDAMENTO:

Si se obtiene una muestra de sangre con anticoagulante y se deja en reposo en un tubo de
ensayo, en posicion vertical, los eritrocitos se depositaran gradualmente en el fondo. No todas
las muestras de sangre sedimentan con la misma velocidad, lo que depende de varios factores
como el tamafio de los eritrocitos, la densidad y viscosidad del plasma, estas ultimas influidas
por las concentraciones de proteinas. Con frecuencia, los eritrocitos se repelen entre si debido
a la presencia de cido sialico en su superficie, que tiene carga eléctrica negativa. El aumento
de proteinas, sobre todo de gran peso molecular, disminuye la fuerza repelente entre los
eritrocitos, permitiendo que se aglutinen (fendmeno de Rouleaux). Cuando esto sucede, los
eritrocitos aglutinados presentan un mayor volumen, por lo que sedimentan a mayor
velocidad.

La velocidad a la que sedimentan los eritrocitos la medimos en condiciones estandarizadas,
corrigiendo con las posibles variaciones dadas por los cambios en el hematdcrito.

GENERALIDADES:

Los niveles elevados de fibrindgeno y, en menor medida de alfa, beta y gammaglobulinas
favorecen una VSG acelerada. Estas moléculas asimétricas de proteina tienen un efecto
mayor que otras proteinas respecto a la disminucién de la carga negativa de los eritrocitos
(potencial zeta) que tiende a mantenerlos apartados. La disminucion de este potencial
promueve la formacion de apilamientos que sedimentan mas rapidamente que las células
aisladas. La eliminacion del fibrin6geno absoluta entre VSG y cualquiera de las fracciones
proteicas del plasma. La albumina y lecitina retrasan la sedimentacion y el colesterol la
acelera.

La anemia es responsable de una mayor VSG, ya que la variacion de la relacion eritrocito-
plasma favorece la formacion de apilamientos, independientemente de las variaciones en la
concentracion de proteinas plasmaticas. En cualquier método de determinacion, la VSG es
muy sensible a las proteinas plasmaticas alteradas en el intervalo de valores del hematdcrito
de 0.30 a 0.40. La velocidad de sedimentacion es directamente proporcional al peso del
agregado celular e inversamente proporcional al area superficial. Los microcitos se
sedimentan con mayor lentitud que los macrocitos, que tienen un area superficial disminuida
en relacion con el volumen. Las pilas de monedas también tienen un area superficial
disminuida con relacién al volumen y aceleran la VSG. Los hematies con forma anormal o
irregular, tales como las células falciformes o los esferocitos, dificultan la formacion de pilas
y disminuyen la VSG.
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Se pueden observar 3 fases:

1) Enlos primeros 10 min hay poca sedimentacion en forma de pilas;

2) durante 40 min aproximadamente, la sedimentacion se reduce a unavelocidad
constante, y

3) Lasedimentacion se retrasa en los 10 min finales a medida que las células se apilan en
la parte inferior del tubo.

El valor de la VSG puede estar elevado si la concentracion del anticoagulante es mayor de lo
recomendado. El citrato sodico o el EDTA no afectan la VSG si se utilizan en la
concentracion adecuada. Sin embargo, la heparina altera el potencial zeta de la membrana y
no puede utilizarse como anticoagulante. La presencia de burbujas en el tubo, cuando se llena,
afectara la VSG. La hemolisis puede modificar la sedimentacion. La limpieza del tubo es
importante, y se deben eliminar todos los restos de alcohol y éter. La inclinacion del tubo
acelera la VSG. Los eritrocitos se agregan a lo largo del lado inferior, mientras que el plasma
aumenta por el superior. En consecuencia, la influencia retardadora del plasma ascendente es
menos efectiva. Por todo ello, una desviacion de solo 3° a partir de la vertical puede acelerar
el valor de la VSG en hasta un 30%. La temperatura deberia mantenerse entre 20 y 25° C ya
que las temperaturas inferiores o superiores en algunos casos alteran la VSG. Si la sangre se
ha guardado refrigerada, se deberia llevar a temperatura ambiente antes de realizar la prueba.
La prueba deberia prepararse antes de 2 horas después de haber obtenido la muestra de sangre;
de lo contrario, algunas muestras con VSG elevada daran valores falsamente bajos. Con el
tiempo, los eritrocitos tienden a adoptar una forma esférica con menor inclinacion a formar
apilamientos.

El valor de la VSG se usa para demostrar la presencia de inflamacion o destruccion tisular,
0 ambas afecciones. Es una prueba “no especifica” que indica destruccion de tejido, pero no
identifica la causa (o sea el trastorno patoldgico responsable).

Trastornos vinculados con aumento de la VSG

Padecimientos inflamatorios con aumento de reactantes de fase aguda
Lupus eritematoso sistémico

Artritis reumatoide

Infecciones agudas y crénicas
Tuberculosis pulmonar

Endocarditis bacteriana subaguda
Fiebre reumatica

Hepatitis

Infarto al miocardio

Mieloma multiple
Macroglobulinemia de Waldenstrom
Embarazo

Menstruacion

Anticonceptivos orales
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En la enfermedad de Hodking, la VSG puede ser una determinacion pronostica de mucha
utilidad en ausencia de sintomas sistémicos (fiebre, pérdida ponderal, diaforesis nocturna).
En un estudio un tercio de los pacientes asintomaticos presentaban una VSG inferior a 10
mm/hora y una excelente tasa de supervivencia, independientemente de la edad, el estadio y
la histopatologia. Los pacientes asintomaticos con una VSG de 60 mm/hora o mas tenian una
tasa de supervivencia tan mala como los enfermos con sintomas sistémicos.

EQUIPO:
Gradilla de Wintrobe

MATERIAL.:
a) Bioldgico. Sangre obtenida con EDTA.
b) De laboratorio: Gradilla
Cronémetro
Pipetas Pasteur de punta larga con bulbo.
Tubos de Wintrobe.

TECNICA:

1. Mezclar la sangre por inversion por lo menos durante 5 minutos.

2. Llenar un tubo de Wintrobe hasta la marca 0-10 usando una pipeta Pasteur. Es
importante vigilar que no se formen burbujas en la columna de sangre o en el fondo
del tubo al llenarlo. Esto se logra haciendo resbalar la sangre por las paredes del tubo,
iniciando en el fondo y sacando la punta de la pipeta a medida que se va llenando.

3. Colocar el tubo en la gradilla de Wintrobe, verificando que ésta se encuentre bien

nivelada.

Dejar en reposo en una mesa sin vibraciones, durante 60 minutos.

Leer la altura de la interfase plasma/eritrocitos y anotar la cifra.

Centrifugar el tubo durante 30 minutos a 3000 r.p.m. para obtener el hematocrito.
Corregir la lectura de la eritrosedimentacion con el hematdcrito usando la tabla de
Wintrobe-Landsberg. Ver figura 4.

No ok

INTERVALOS DE REFERENCIA:

MUJEres ......ccceevvevenee. 0-13 mm/hora
Hombres.......cccceeeeennn .. 0-5 mm/hora
NIAOS ... 1-15 mm/hora

NOTA:

Aunque la prueba no es especifica para ninguna patologia en especial, se utiliza como un
indice de presencia de proceso inflamatorio agudo. Sin embargo, su normalidad no excluye
la posibilidad de enfermedad.

Es necesario realizar la prueba dentro de las primeas tres horas después de obtenida la sangre.
Es importante verificar la verticalidad del tubo durante la prueba, pues, su inclinacién
conduce a resultados erroneos.
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CORRECCION DE LA VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR

1. Se busca la linea horizontal correspondiente a los mm de sedimentacion.

Se sigue la linea hasta interceptar la vertical correspondiente al Hto.

3. Desde este punto se sigue la linea curva mas proxima hacia abajo hasta cruzar la
linea triple del 42 si es mujer y del 47 si eshombre.

4. Este punto de interseccion leido sobre la linea horizontal representa la velocidad de
sedimentacion corregida.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 5
“DETERMINACION DEL HEMATOCRITO”

DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a ejecutar correctamente la determinacion del hematocrito usando
macro y micrométodo. Asi como también la importancia y utilidad clinica de dicha prueba.

FUNDAMENTO:

El hematdcrito o volumen globular porcentual mide el porcentaje del volumen total de sangre
ocupado por globulos rojos. Su determinacion se basa en la separacién de los eritrocitos y el
plasma mediante una centrifugacion capaz de “empacar” a los hematies en el menor volumen
posible; éste sera llevado a 100% con el total de sangre, por lo que el resultado se expresara
como un porcentaje. EI volumen del plasma que queda atrapado entre las células debe ser el
menor posible, para evitar mediciones erroneas. Es obvio que el anticoagulante utilizado para
realizar esta determinacion es capaz de mantener inalterado el volumen eritrocitario.

GENERALIDADES:

El hematocrito es una de las pruebas de laboratorio mas simples y mas reproducible. El
hematocrito es util en la deteccion de anemia y policitemia, y junto con el nimero total de
eritrocitos y la determinacion de la hemoglobina, se usa para calcular los indices
eritrocitarios, volumen corpuscular medio (VCM) y concentracion de la hemoglobina
corpuscular media (CHCM).

El hematdcrito se expresa como porcentaje o, preferiblemente, una fraccion decimal. Las
unidades (L/L) estan implicitas. EI hematocrito venosos coincide estrechamente con el
obtenido por puncién cutanea; ambos son mayores que el hematocrito corporal total.

El hematdcrito refleja la concentracion de eritrocitos, no su masa total. Es bajo en la hidremia
del embarazo, pero la cifra total de eritrocitos circulantes no esta reducida. EI hematdcrito
puede ser normal o incluso elevado en el shock acompafiado por hemoconcentracién, aunque
la masa total de eritrocitos puede estar considerablemente disminuida debido a la pérdida de
sangre. No es fiable como estimacion de anemia inmediatamente después de la pérdida de
sangre, aunque sea moderada, o de una transfusion.

Una duracién y velocidad de centrifugacion adecuadas son esenciales para el hematocrito
correcto. Los eritrocitos deben estar concentrados, ya que una centrifugacion adicional no
reduce valores del hematdcrito. En general, cuanto mas alto es el hematdcrito, mayor fuerza
de centrifugacion requiere. A causa del menor tiempo necesario para la centrifugacion y del
menor error debido al atrapamiento del plasma, se prefiere el micrométodo al macrométodo.
El incremento del hematocrito debido al plasma atrapado es algo mayor que él debido a los
leucocitos y plaquetas.
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La posicion, la actividad muscular y la éstasis debida a un torniquete mantenido pueden
provocar el mismo orden de alteraciones en el hematdcrito y concentraciones celulares que
en el caso de los constituyentes solubles no filtrables. Un error exclusivo para el hematdcrito
es el debido a exceso de EDTA ; el hematdcrito serd falsamente bajo debido a la
concentracion celular, mientras que la hemoglobina y los recuentos celulares no se veran
afectados.

Los errores técnicos incluyen la mezcla deficiente de la sangre antes de obtener la muestra,
una lectura inadecuada del nivel de células y plasma, y la inclusion del extracto leucocitario
como parte del volumen eritrocitico. La irregularidad del didmetro interior de los tubos puede
conducir también a un hematocrito inadecuado.

ANEMIA: El paciente que presenta anemia leve sin ninguna otra alteracion, por lo general,
es asintomatico; aunque puede presentarse con un aumento ligero de disnea, palpitaciones y
sudacion que en forma ordinaria acompafian al ejercicio, conforme la anemia se vuelve mas
grave estos sintomas son mas importantes y se reduce la capacidad para trabajar. Cuando la
alteracion es grave se relaciona con disnea importante, palpitaciones y cefalea pulsatil
durante el ejercicio. Otros signos y sintomas que parecen tener bases fisioldgicas incluyen:

1) retencién de sodio suficiente para producir edema en zonas declives,

2) pérdida del apetito e indigestion secundaria al suministro insuficiente de oxigeno
al intestino

3) debilidad generalizada, mareo y en ocasiones sincope relacionado con
regulacién vasomotora comprometida y

4) sintomas por hipoxia del sistema nervioso central que consisten eninsomnio,
incapacidad para concentrarse e incluso desorientacion.

En la exploracion fisica, el dato mas directo de anemia es la palidez, debido a que hay una
relacion general entre el color de piel y mucosas, y la concentracién de hemoglobina.

POLICITEMIA: La probabilidad de que un paciente tenga un incremento en la masa
eritrocitaria esta en funcion de que tanto rebasa la hemoglobina o el hematdcrito los valores
normales esperados. La policitemia al igual que la hipertensién produce algunos sintomas
importantes. Cuando la concentracion de hemoglobina excede de 18 g/dl (hematdcrito por
arriba de 54%), aumenta la viscosidad de la sangre entera, en especial donde la velocidad del
flujo es baja como en la microvasculatura. Esto representa un peligro para la oxigenacion
tisular. La circulacion cerebral y el suministro de oxigeno se afectan en forma importante, y
las concentraciones de lactato en los individuos que hacen ejercicio aumentan de manera
inadecuada. Esto es cierto incluso en pacientes con policitemia relativa, en los cuales el
incremento en el hematocrito sélo se debe a reduccion en el volumen plasmaético. Los
pacientes refieren cefalea, malestar general y fatiga facil. También pueden presentar
hipertensién leve. No siempre es claro si los sintomas se relacionan con el incremento de la
viscosidad o con el trastorno subyacente que produce la policitemia, pero la flebotomia con
frecuencia aporta mejoria sintomatica.
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Los signos fisicos en relacion con policitemia son variables y pueden no alertar al médico
sobre el diagnostico. Si la policitemia es secundaria a una desaturacion arterial marcada, la
cianosis puede ser muy notable. La historia clinica del paciente aporta indicios importantes
sobre la etiologia de la policitemia. Cuando se investigan los antecedentes, se debe poner
atencion especial a la altura en la que vive el paciente y a otros factores ambientales que
pueden afectar la saturacion de oxigeno, como disfuncién pulmonar, tabaquismo, o
exposicion cronica a mondxido de carbono. Al examinar la piel, las telangiectasias locales
son prominentes, debido a que pueden relacionarse con fistulas arterio venosas pulmonares
que causan desaturacion de oxigeno arterial. El estado cardiopulmonar se evalta con cuidado
y se palpa el abdomen en busca de organomegalias. Acrocianosis, prurito y esplenomegalia
tienen implicaciones especiales en el diagndstico de la policitemia vera.
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MATERIAL:
a) Biologico: Sangre obtenida con EDTA
b) De laboratorio: Tubos de Wintrobe

Pipetas Pasteur de punta larga con bulbo
Mechero Bunsen

Gradilla

Gradilla de Wintrobe

Regla de plastico

Tubos capilares sin heparina

Barra de plastilina

TECNICA PARA MACROMETODO DE WINTROBE:

1. Mezclar la sangre por inversion, por lo menos durante 5 minutos. No agitarla.

2. Llenar un tubo de Wintrobe hasta la marca 0-10 usando una pipeta Pasteur. Es
importante vigilar que no se formen burbujas en la columna de sangre o en el fondo
del tubo, al llenarlo. Esto se logra haciendo resbalar la sangre por las paredes del tubo,
iniciando en el fondo y sacando la pipeta a medida que se va llenando. Ver figura 5.

3. Centrifugar el tubo a 3,000 r.p.m. durante 30 minutos (para un radio de centrifuga de
22 c¢cm, que da una fuerza centrifuga relativa de 2,200 G). La velocidad de
centrifugacion se debera ajustar al radio de la centrifuga, considerando que siempre
se debera tener una fuerza centrifuga relativa mayor a 2,000 G.

4. Leer el limite superior de la columna de eritrocitos, inmediatamente por debajo de la
capa gris de leucocitos, en la columna de la derecha (escala ascendente de 1-10cm).

5. El resultado se informa en milimetros por ciento.

VENTAJAS:
1. Es un método estandarizado.
2. Sencillo de realizar y de facil lectura.
DESVENTAJAS:
1. El plasma atrapado entre células es alrededor de 3% del volumen.
2. Puede dar resultados inconstantes debido a que, cuando existen alteraciones

morfolégicas, el plasma que queda atrapado entre las células se incrementa.

TECNICA PARA EL MICROMETODO:
1 .Mezclar la sangre por inversion, por lo menos durante 5 minutos. No agitarla.
2. Llenar las dos terceras partes de un tubo capilar por el lado no marcado.

3.

&

Sellar el extremo opuesto (marcado con una banda azul) con la flama del mechero.
Esto se hace girando el tubo capilar para lograr el sellado uniforme y el fondo quede
redondeado y no en punta. Una alternativa mas préactica para el sellado es obturar el
extremo distal con plastilina. Ver figura 6.

Centrifugar en la microcentrifuga a 12,000 r.p.m. durante 5-8 minutos.

Se lee, usando una regla o lector para microhematocrito, las alturas del volumen de
eritrocitos y del volumen total de la muestra. Calcular el microhematécrito de la
siguiente manera:
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Hematocrito= Altura de eritrocitos (mm) X 100
Altura del volumen total (mm)

VENTAJAS:
1. El plasma atrapado entre las células es minimo (1%).
2. Resultados muy reproducibles.

DESVENTAJAS:
1. Relativamente mas dificil de realizar, sobre todo el sellado y dominar la lectura.

INTERVALOS DE REFERENCIA:

Al igual que con la hemoglobina y los eritrocitos, se modifican con la edad, el sexo y la altura
sobre el nivel del mar. En la Ciudad de Xalapa, Ver., a 1,400 metros sobre el nivel del mar
son los que se observan en la siguiente tabla:

EDAD SEXO INTERVALOS
Recién nacido FIM 44-62%
1 mes a 2 afios FIM 33-37%
3 a10 afios FIM 37-45%
11 a 60 anos Fem. 36-48%
11 a 60 anos Masc. 42-54%
Mas de 60 afios FIM 37-45%

En la siguiente tabla, se muestran los valores promedio de hematdcrito a diferentes alturas
sobre el nivel del mar:

A'I;/ITEUTFEQEN MUJERES % HOMBRES %
MEDIA RANGO MEDIA RANGO
Nivel del mar 3.9 37.5-50.2 293 45.4-56.2
1000 124 37.4-47.4 481 43.0-53.2
1860 15.0 39.1-50.9 51.3 451575
2220 446 39.2-50.0 515 46.3-56.7
2670 6.0 40.7-53.1 53.0 16,5505

NOTA:

Por su estandarizacion y por su reproducibilidad, el hematdcrito ha sido considerado el mejor
parametro para evaluar la anemia, cuando se hace por métodos manuales.
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“RECUENTO DE GLOBULOS ROJOS”
DURACION: 02 HR

5

OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda a efectuar correctamente el recuento de globulos rojos en muestras
de sangre por el método manual (hemacitdmetro), el cual es una determinacion basica en el
laboratorio de hematologia, asi como también que identifique la importancia y utilidad
clinica del recuento de eritrocitos.

FUNDAMENTO:

El recuento de eritrocitos consiste en diluir la sangre con un diluyente apropiado, el cual debe
ser isotonico para evitar la lisis y la estructura dentada de los eritrocitos, ademas debe
prevenir su aglutinacion, la dilucién debera hacerse en proporcidn exacta y posteriormente
se examinard al microscopio un volumen conocido de la muestra colocada en el
hemacitometro (Camara de Neubauer), contando el nimero de elementos que se encuentran
en la reticula de la camara y mediante una operacién matematica se obtiene la cifra total de
células.

GENERALIDADES:

Los eritrocitos constituyen cerca de 45% del volumen sanguineo. Las cuentas mas altas de
eritrocitos se presentan al nacer. La poblacion de eritrocitos neonatales es macrocitica y
contiene entre 2 y 6% de reticulocitos. Ademas, pueden observarse de 3 a 10 eritrocitos en la
sangre periférica durante la primera semana de vida; durante los dos meses siguientes se
produce una disminucion gradual de eritrocitos. Esta declinacion va seguida por un aumento
gradual hasta que se alcanzan los valores normales de adulto, hacia los 14 afios de edad.
Durante la pubertad se percibe una diferencia en el valor de los eritrocitos entre los sexos,
con valores mas bajos en las mujeres que en los varones. Esto se explica en parte por la teoria
de que la hormona masculina estimula la eritropoyesis. La cuenta de eritrocitos varia muy
poco en adultos normales de edad avanzada e incrementa un poco después de la menopausia.
En altitudes elevadas se nota un incremento fisioldgico compensador en los eritrocitos que
es proporcional con la disminucion de la saturacion de oxigeno arterial de la hemoglobina.
En los fumadores intensos también es posible compensar la disminucién en la saturacion de
oxigeno mediante un aumento en el nimero de eritrocitos.

Los recuentos de eritrocitos se expresan como concentraciones células por unidad de
volumen de sangre). La unidad de volumen para los recuentos celulares se expresa
originalmente como milimetros ctbicos (mm?) debido a las dimensiones lineales de la camara
hemacitométrica (recuento celular). El International Committe for Standardization in
hematology recomienda que la unidad de volumen sea el litro. Puesto que 1 mm?3= 1,00003
ul. Cualquier método de recuento de células incluye tres fases: dilucion de la sangre, toma
de muestra de la suspension diluida en un volumen determinado y recuento de las células en
este volumen.
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El hemacitométro es un grueso portaobjetos de cristal en cuyo tercio medio estan fijadas tres
plataformas paralelas que se extienden a lo largo de su superficie. La plataforma central esta
subdividida por una ranura transversal en dos mitades, cada una méas ancha que las dos
plataformas laterales y separadas de ellas y entre si por fosos. Las plataformas centrales o
piezas de fondo estan exactamente 0.1 mm mas bajas que las plataformas laterales y tienen
una regla de Neubauer mejorada que tiene 3 X 3 mm vy esté subdividida en nueve cuadrados
secundarios de 1 x 1 mm cada uno. Los cuatro cuadrados de las esquinas se utilizan en el
recuento de leucocitos y estan subdivididos en 16 cuadrados terciarios.

El cuadrado central milimetrado esta divido en 25 cuadrados terciarios, cada uno de los cuales
mide 0.2 x 0.2 mm. Cada uno de estos se divide de nuevo en 16 cuadrados mas pequefios.
Esta parte sirve para el recuento de globulos rojos. Un grueso cubreobjetos, que forma un
plano perfecto acompafia la camara de recuento. Por lo general, la cubierta de cristal tiene
superficies irregulares y no debe utilizarse. Cuando el cubreobjetos esta situado sobre la
plataforma de la camara de recuento, hay un espacio exacto de 0.1 mm de espesor entre aquel
y la plataforma rayada; por consiguiente, cada milimetro cuadrado del rayado forma la base
de un espacio que mide 0.1 mm?3. Las camaras de recuento y las cubiertas deben lavarse
inmediatamente después de su utilizacion con agua templada; se frotan con un pafio limpio
sin hilos y se dejan secar al aire. Las superficies no se deben tocar con gasa o trapo de lino,
debido a que los tejidos pueden arafiar las areas rayadas, y un arafiazo en la camara o en el
cubreobjetos echa a perder el dispositivo. La camara y el cubreobjetos son dificiles de quitar
y pueden originar errores. Antes de su utilizacién, las superficies deben estar absolutamente
limpias, secas y sin hilos ni marcas de agua. Después de limpiarse no se deben tocar excepto
los bordes.

Existen numerosas posibilidades de error en todos los recuentos celulares que utilizan el
hemacitdmetro. Los errores se pueden deber a la naturaleza de la muestra, a la técnica del
que realiza el examen y a la utilizacion de un instrumental inadecuado. Los errores que son
inherentes a la distribucion de las células en el volumen de recuento se denominan errores de
“campo” y se pueden reducir al maximo con solo contar mas células. El conteo de eritrocitos
sirve también como un indice para determinar si hay presencia de anemia o de policitemia.

La coagulacion parcial de la sangre venosa introduce errores por cambios en la distribucion
de las células o por disminucion de su nimero. Las influencias de la aplicacion prolongada
del torniquete, la posicién del paciente y la relacion de tiempo transcurrido al ejercicio y
comida y han sido expuestas anteriormente y afectan todos los recuentos celulares tanto como
el hematocrito. El fallo en la mezcla total de la sangre inmediatamente antes de succionar la
muestra con la pipeta introduce un error que depende del grado de sedimentacion durante el
intervalo transcurrido desde que se mezcl6 la sangre. Los errores causados por técnica
defectuosa pueden ocurrir cuando la sangre y el liquido disolvente se succionan con la pipeta,
cuando se llena la camara y cuando se levanta por la introduccion de un exceso de sangre
diluida, su movimiento después de llenar la camara de recuento o bien el rebosamiento de la
suspension en el foso. Las inexactitudes en las graduaciones de las pipetas y de las areas
rotuladas y en la profundidad de las cAmaras de recuento son causas frecuentes de error. Se
pueden disminuir utilizando pipetas y hemacitometros certificados por el U.S. Bureau of
Standards. Incluso en una muestra perfectamente
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mezclada se produce variacion en el nimero de células suspendidas que se distribuyen en un
volumen dado. Segun la ley de Poisson de la distribucion, la variacion entre los diferentes

cuadrados en la camara viene dada por la férmula DE= v m, donde m es el nimero medio
celulas por unidad de area y DE es la desviacion estandar de los recuentos en estas areas.

TRASTORNOS VINCULADOS COMUNMENTE CON CAMBIOS EN LAS
CONCENTRACIONES DE ERITROCITOS:

> CONCENTRACION AUMENTADA: policitemia, trastornos mieloproliferativos,

deshidratacion.
» CONCENTRACION DISMINUIDA: anemia, leucemia aguda, sindrom
mielodisplasicos, hemorragia, hemolisis.

EQUIPO:

Agitador eléctrico para pipetas de Thoma
Reloj de laboratorio

Microscopio

Contador de células

MATERIAL.:
a) Biologico: Sangre obtenida con EDTA
b) De laboratorio: Pipetas de Thoma para glébulos rojos con boquilla
Camara de Neubauer
Liquido diluyente de Gower
Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
Pipetas seroldgicas de 5 ml

TECNICA:
1. Mezclar la sangre por lo menos durante 5 minutos.
2. Llenar con sangre la pipeta de Thoma hasta la marca 0.5.

3. Diluir con el liquido diluyente de Gower, llenando hasta la marca 101; se debe evitar

la formacion de burbujas, que alterarian la dilucién. Para ello, se recomienda rotar
pipeta al aspirar y mantenerla en posicion vertical. EI exceso en la punta se elimi
con papel secante. Con esto, obtenemos una dilucién 1:200

4. Agitar durante un minuto en el agitador eléctrico.

5. Inmediatamente. Eliminar las cuatro primeras gotas y cargar la Cdmara de Neubauer

en sus cuadriculas. Dejar reposar un minuto a temperatura ambiente que permita
sedimentacion de las células.

6. Contar al microscopio con objetivo seco fuerte 40x, verificando primero que
distribucion de las celulas es homogénea; en caso contrario, se debera repetir
prueba. La cuenta se realiza en 80 cuadros pequefios del area central de la cama
seleccionando para ello un cuadro mediano central y cuatro angulares. Figura 7.
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7. Multiplicar el namero de eritrocitos contados por 10,000 para obtener el total de
gldbulos rojos por mm?3 de sangre.

La formula utilizada para realizar los célculos es la siguiente:

N X 200 X 10X 400 = N X 10,000
80

Donde:

N = Numero de eritrocitos contados

200 = Titulo de dilucion

10= Correccion de la profundidad de la camara para ajustar el volumen a 1 mm?®
400 = Total de cuadros pequefios del cuadro central de la cdmara

80 = Total de cuadros pequefios contados

INTERVALOS DE REFERENCIA:

Al igual que con la hemoglobina, se modifican con la edad, el sexo y la altura sobre el
nivel del mar. En la Ciudad de Xalapa, Ver., a 1,400 metros sobre el nivel del mar se
muestran en la siguiente tabla:

EDAD SEXO INTERVALOS X
108/MM3
Recién nacido FIM 4.5-6.5
1mes a 2 afios FIM 3.5-4.0
3 a 10 afios FIM 4.1-5.0
11 a 60 afos FEM 4.0-5.2
11 a 60 afos MASC 4.6-5.8
Mas de 60 afios FIM 4.1-5.0

En la siguiente tabla se muestran los valores promedio de eritrocitos a diferentes alturas
sobre el nivel del mar:

ALTURA EN MUJERES HOMBRES
METROS Eritrocitos x 108 /mm3 Eritrocitos x 108 / mm?
Media Rango Media Rango
Nivel del mar 4.65 3.88-5.42 5.15 4.39-5.91
1000 4.69 4.17-5.21 5.28 4.63-5.93
1860 4.92 4.33-5.51 5.76 4.94-6.58
2220 4.99 4.27-5.71 5.69 5.10-6.28
2670 4.95 4.31-5.59 5.63 4.95-6.31
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NOTA:

Debe tomarse en cuenta que aun en las mejores condiciones de trabajo, la cuenta de
eritrocitos en la camara de Neubauer tiene un error del 10 al 15%, por tal motivo su cuenta
manual no es de mucha confianza en la evaluacién de anemias, por lo que se ha optado
por el conteo en equipo automatizado.

Bk 19 B

T

I
l

Imm

L : Cuadros para leucocitos
E : Cuadros para eritrocitos y plaquetas

I Cubreobjetos Profundidad de la cdmara: 0.1 mm 1

B g =
vISTA LATERAL DE LA CA’MLL? A /

Figura 7
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 7
“CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA”

DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda a cuantificar con precision y exactitud la hemoglobina en muestras,
sanguineas por medio del método colorimétrico, asi como también su importancia y utilidad
clinica en las diferentes patologias.

FUNDAMENTO:

La sangre se hemoliza por agregado de un agente tensoactivo. Con el ferricianuro de potasio
se oxida el hierro ferroso de la hemoglobina para producir metahemoglobina. El cianuro de
potasio estabiliza la metahemoglobina como cianometahemoglobina. La coloracion
producida es directamente proporcional a la concentracion de la hemoglobina presente.

GENERALIDADES:

La hemoglobina es el principal componente de los glébulos rojos, es una proteina conjugada
que sirve de vehiculo para el transporte de O y de CO.. La masa de eritrocitos de un adulto
contiene unos 600 gr de hemoglobina, capaz de transportar 800 ml de oxigeno.

La hemoglobina ocupa cerca de 33% del volumen del eritrocito y participa en 90% del peso
seco total de la célula. Cada célula contiene entre 27 y 32 pg de hemoglobina. En estados
anémicos, la célula puede contener menos hemoglobina, por lo cual disminuye la capacidad
transportadora de oxigeno de la sangre. La membrana del eritrocito y sus vias metabdlicas
son responsables de proteger y mantener a la molécula de hemoglobina en su estado
funcional. Los trastornos en la membrana que alteran su permeabilidad o las alteraciones en
los sistemas enzimaticos celulares, pueden producir cambios en la estructura y funcion de la
molécula de hemoglobina o ambas cosas y afectar la capacidad de esta proteina para
suministrar oxigeno.

La estructura de la hemoglobina esta integrada por un grupo prostético ferroprotoporfirinico
Ilamado protohem o hem, y una fraccion proteica heterogénea llamada globina. La globina
esta constituida por 2 pares de cadenas polipeptidicas (2 oy 2 B ), dispuestas en forma
helicoidal espiral. Cada cadena peptidica posee mas de 140 aminoacidos situados uno a
continuacion de otro en forma de una serie de secuencias. Con cada cadena peptidica se
engarza a nivel de aminodcido histidina, el aomo de hierro del grupo prostético
ferroporfirinico. Dado que la molécula hemoglobinica posee 4 cadenas peptidicas, existen en
total 4 ferroprotoporfirinas.

La hemoglobina es una macromolécula integrada por un tetramero cuyo peso molecular es
de 68,000 disociable en 2 subunidades de 34,000 y 4 de 17,000. Los 4 mondmeros que
integran el tetrdmero de la hemoglobina del adulto estan unidos por fuerzas intermoleculares.
La secuencia de los diversos aminoacidos en las cadenas peptidicas
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integran la estructura primaria de la globina. La cadena o tiene 141 aminoéacidos y la § 146.
En las hemoglobinas patoldgicas la anormalidad estriba en un cambio y alteracién en la
secuencia de los aminoécidos, de forma que uno o varios de ellos son suplantados por otros.
O también debido a cambios o0 mutaciones en los locus determinantes de la informacion para
la biosintesis de la hemoglobina. Un glébulo rojo posee unos 280 millones de moléculas
hemoglobinicas. La hemoglobina es sintetizada en el ambito de médula 6sea. Cada molécula
hemoglobinica transporta 4 moléculas de oxigeno.

Se forman diferentes tipos de hemoglobina, de acuerdo con la composicion de las cadenas
tétradas de globina relacionadas. La composicion de estas cadenas de globina es responsable
de las distintas propiedades funcionales y fisicas de la hemoglobina. En los adultos normales
existen cuatro tipos de cadenas de globina: a,3,0 y y. Un par de cadenas o se combina con
un par de cadenas B, & o y para formar tres tipos de hemoglobinas: hemoglobina A,
hemoglobina Az y hemoglobina F, respectivamente.

La eritropoyesis intrauterina en el primer trimestre de gestacion esta relacionada con la
produccién de hemoglobinas embrionarias, Gower |, Gower Il y portland. Dichas
hemoglobinas embrionarias estan formadas por la combinacién de cadenas de globinas
embrionarias ,& y& en pares, o cadenas embrionarias en combinacion con a y t. Estas
hemoglobinas primitivas se descubren durante la hematopoyesis en el saco vitelino y por lo
comun no son detectables después de ocho semanas de gestacion, debido a que la produccion
de cadenas embrionarias termina en este momento. La hemoglobina F es la hemoglobina fetal
predominante formada durante la eritropoyesis del higado y médula dsea en el feto. HbF
constituye 90 a 95 % de la produccion total de hemoglobina en el feto hasta las 34 a 36
semanas de gestacion. En los adultos la hemoglobina A la cual consiste en dos cadenas o, y
dos cadenas B3, es la hemoglobina més importante.

Existen diversos métodos para calcular la cantidad de hemoglobina; los més sencillos son de
indole colorimétrica y estriban en deducir el color de una muestra de sangre, la cantidad de
pigmento hemoglobinico que contiene. La hemoglobinometria es la medida de la
concentracion de la hemoglobina en la sangre. La anemia una disminucion de la
concentracion en sangre de hemoglobina por debajo de los normal, del recuento eritrocitario
o del hematdcrito, constituyen una alteracion muy corriente y una frecuente compilacién de
otras enfermedades.

La concentracion de hemoglobina se puede realizar por el método de la
cianometahemoglobina, por el la oxihemoglobina y el que mide el contenido de hierro. El
método de la cianometahemoglobina presenta la ventaja de ser comodo, y de ser una solucion
estandar estable, facilmente disponible; ademas de que se miden la mayoria de las formas de
hemoglobina.

La produccion anormal de hemoglobina suele ser provocada por trastornos del hem o de la
sintesis de la globina. El resultado de este defecto de la maduracion citoplasmica es la anemia
hipocromica microcitica. La sintesis defectuosas del hem en ocasiones es producida por un
metabolismo defectuoso tanto del hierro como de la porfirina. Estas deleciones y defectos
son resultado de un trastorno hereditario conocido como talasemia. Las anemias
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que se forman por defectos en la sintesis del hem producidos por un metabolismo defectuoso
del hierro son: anemia sideropénica y anemia sideroacréstica. La anemia sideropénica se
caracteriza por una falta de hierro para la sintesis del hem debido a una ingestion reducida de
hierro, absorcion anormal o un incremento en la perdida de hierro. También se conoce como
anemia por deficiencia de hierro. Las anemias sideroacrésticas se caracterizan por tener
depositos adecuados o excesivos de éste, pero en ellas existe bloqueo para la insercion del
mismo en el anillo protoporfirina para formar el hem. Este bloqueo quiza se deba a un defecto
adquirido o hereditario de la sintesis de la porfirina (anemia sideroblasticas) o por inadecuada
reutilizacion del hierro a partir del macréfago (anemia de los padecimientos crénicos).

Las fases tempranas de la deficiencia de hierro habitualmente no dan manifestaciones
clinicas, pero una vez que la disminucion de los depdsitos de hierro es completa se desarrolla
la anemia y aparecen sintomas clinicos. Los sintomas como debilidad y letargo se considera
que se deben a hipoxia provocada por la disminucion de la hemoglobina. Dichas
anormalidades comprenden coiloniquia, glositis, anillo cricofaringeo, disfuncién muscular,
deterioro en la regulacién de la temperatura y gastritis.

La anemia sideroblasticas se presenta con diversas manifestaciones clinicas y bioquimicas
que reflejan la existencia de maltiples mecanismos patogénicos subyacentes. Sin embargo,
todos los tipos se caracterizan por: 1) un aumento del hierro corporal total, 2) presencia de
sideroblastos anillados en médula 6sea y 3) anemia hipocromica. En pacientes con anemias
sideroblasticas adquiridas, secundarias a drogas o neoplasias, predominan manifestaciones
de la enfermedad subyacente hereditaria 0 con ARSA, frecuentemente inician con signos y
sintomas de anemia. En las anemias sideroblésticas hereditarias por lo general aparecen los
signos que se acomparian de sobrecarga de hierro, incluyendo datos como hepatomegalia,
esplenomegalia y diabetes. En fases mas tardias de la enfermedad puede afectarse el
funcionamiento del corazdn. Laanemia de los padecimientos crénicos se define por lo regular
como aquella que aparece en pacientes con infecciones cronicas, trastornos inflamatorios, o
problemas neoplasicos y que no se deben a hemorragia o hemolisis o a falla de la médula
6sea y que se caracterizan por hipoferremia con depdsito de hierro normales. Las talasemias
se deben a mutaciones genéticas que disminuyen la velocidad de sintesis de uno de los
elementos constitutivos de las cadenas de globina, por lo general o 0

B, de la hemoglobina. La disminucion en la sintesis de las cadenas de globina puede deberse
a pérdidas del gen estructural o a mutaciones en los sitios de control entre genes, los cuales
perturban o evitan la expresion de los genes. La primera manifestacion de la presencia de
talasemia es en general alguna combinacion de anemia, microcitosis, hipocromia y células
blanco en la BH rutina. Los pacientes con talasemia en la categoria intermedia muestran una
anemia moderada con microcitosis marcada. La prevencion de las formas mas graves de
talasemia es posible ahora gracias a la deteccion en poblaciones de alto riesgo y por el
diagnostico prenatal.

EQUIPO:
Espectrofotometro
Reloj de laboratorio
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MATERIAL:

a) Biologico: Sangre obtenida con EDTA

b) De laboratorio: Pipetas de Sali con boquilla
Pipetas volumeétricas de 5 ml
Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
Celdas para espectrofotometro

TECNICA:

Gradilla
Papel milimetrico

Diluyente de Drabkin (sol. Cianometa)

Solucion patron de hemoglobina de 60mg/di

Pipetas seroldgicas de 1 ml
Pipetas serologicas de 5 ml

Debido a que la cuantificacion se realizara comparando lecturas fotométricas con las
obtenidas de una solucién patrén, primeros debemos realizar una curva de calibracion.

NOTA: Esta practica se podré llevar a cabo utilizando el kit que exista en el
laboratorio de hematologia en el momento actual para la cuantificacion de

hemoglobina

CURVA DE CALIBRACION:

1. Preparar una serie de tubos de la siguiente manera:

TUBO ESTANDAR DE SOLUCION DE |CONCENTRACION
HEMOGLOBINA DRABKIN DE HB(gr/dl)
1 5.0 ml 0.0 ml 15.0
2 4.0ml 1.0 ml 12.0
3 3.0ml 2.0 ml 9.0
4 2.0 ml 3.0 ml 6.0
5 1.0 ml 4.0 ml 3.0
6 0.0ml 5.0 ml 0.0

2. Mezclar cada tubo por inversién y dejar reposar durante 10 minutos.

3. Leer transmitancia a una longitud de onda de 540 nm ajustando a 100% con el tubo
n0. 6 (blanco de cianometa).

4. Hacer la curva en papel milimétrico graficando concentracidn contratransmitancia.
Una curva de calibracion correcta debe ser una linea uniendo todos los puntos.

5. Calculos: se utiliza la férmula siguiente:

S X D =g de hemoglobina/ di

1000
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Donde:

4

S = Concentracion del estandar (60mg/dl)

D = Factor de dilucion de la muestra (251)

La concentracion del estandar puede variar de lote a lote, por lo que es indispensable
verificarla y, en su caso, sustituirla en la formula.

En cuanto al factor de dilucion, se obtiene de la siguiente manera:

Sol. De cianometa .................... 5.0 ml
Muestra de sangre ..........cccce..... 0.02 ml
Volumentotal...........oooeeeeeee. 5.02 mi

Al dividir 5.02/ 0.02 = 251
La divisién entre 1000 transforma los miligramos del estandar en gramos. Sustituyendo en

la formula tenemos:

Tubono.l 60 x 251 =15.0 g de Hb/dI

1000

Tubono.2 (60/1.25) x 251 =12.0 g de Hb/dl
1000

Tubono. 3 (60/1.66) x 251 = 9.0 g de Hb/dl
1000

Tubono.4 (60/2.50) x 251 = 6.0 g deHb/dI
1000

Tubo no. 5 (60/5.00) x 251 = 3.0 g de Hb/dlI
1000

Tubono. 6 (60/0.00) x 251 = 0.0 g de Hb/dlI
1000

CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA:
Una vez obtenida la curva de calibracién., podemos proceder a medir la hemoglobina en
muestras de sangre, de la siguiente manera:
1. Usando pipeta volumétrica., pipetear 5.0 ml de la solucién de Drabkin en un tubo de
ensayo de 13 x 100mm.

ok

Agregar 0.02 ml de sangre con la pipeta de Sahli.

Mezclar por inversién y dejar reposar durante 10 minutos.

Leer transmitancia a 540 nm ajustando a 100% con blanco de cianometa.
Convertir el porcentaje de transmitancia en gramos de hemoglobina por decilitro,

usando la curva de calibracion.
6. Un método alterno para la cuantificacién, sin usar la curva de calibracion, puede ser
el uso de una solucion patrén para obtener el factor de calibracion.

Un factor de calibracion se obtiene de la siguiente manera:
Factor = Concentracion del estdndar

Absorbancia

Una vez obtenido éste, la concentracion de hemoglobina, en una muestra, se obtiene de la

siguiente manera:

Concentracion de Hemoglobina = Absorbancia x Factor
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INTERVALOS DE REFERENCIA:

Se modifican con la edad, el sexo y la altura sobre el nivel del mar. En la siguiente tabla, se
muestran los valores para la Ciudad de Xalapa, Ver., que tiene una altura media de 1400
metros sobre el nivel del mar:

EDAD SEXO INTERVALOS
Recién nacido FIM 12.8-18.0 g/dI
1 mes a 2 afios FIM 11.0-13.0 g/dI
3 a 10 afos FIM 12.0-14.5 g/dI
11 a 60 afios FEM. 12.0-16.0 g/dI
11 a 60 afios MASC. 14.0-18.0 g/dI
Més de 60 afios FIM 12.5-14.5 g/dI

En la siguiente tabla se muestran los valores promedio de hemoglobina a diferentes alturas
sobre el nivel del mar:

ALTURA EN MUJERES g/dl HOMBRES g/dl
METROS
Media Rango Media Rango

Nivel del mar 141 11.86-16.34 16.0 13.64-18.36
1000 13.8 11.90-15.70 15.8 13.96-17.64
1860 14.5 12.74-16.26 16.8 14.64-18.96
2220 14.6 12.64-16.56 17.4 15.56-19.24
2670 15.3 13.10-17.50 17.6 15.24-19.96
NOTA:

Es importante recordar que los intervalos mencionados solo son de “referencia” y que en
condiciones ideales, cada laboratorio debe establecer sus propios valores, con la finalidad de
que la evaluacién de los datos sea acorde con la realidad, pues un valor que para la Ciudad
de Veracruz sea normal, sera bajo para la Ciudad de México.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 8
“RECUENTO DE RETICULOCITOS”

DURACION: 02 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a identificar a los reticulocitos, realizando su recuento porcentual en
muestras de sangre, asi como también su interpretacién y utilidad clinica.

FUNDAMENTO:

El RNA residual de los hematies inmaduros (reticulocitos) es precipitado y tefiido con una
tincion supravital de azul de cresil brillante, lo cual permite identificarlos. Se preparan las
extensiones y se cuentan las células que contienen precipitados (reticulares) tefiidos. Los
resultados se expresan en porcentajes de los reticulocitos examinados y en cifras absolutas
por milimetro cubico.

GENERALIDADES:

Los reticulocitos son eritrocitos jovenes anucleados, pero que contienen RNA residual y
mitocondrias en el citoplasma. El RNA residual le da un tinte azuloso con la tincién de
WRIGHT. La célula puede describirse en forma méas apropiada como un eritrocito
policroméatofilo. Los reticulocitos son algo méas grandes que el eritrocito maduro y
constituyen alrededor del 1% de los glébulos rojos circulantes. Estas células pueden ser
identificadas por su reaccion con los colorantes supravitales, azul de metileno o azul de
cresilo brillante. Con este método los reticulocitos son identificados por la presencia de
inclusiones azul purpura.

Los reticulocitos suelen permanecer de 2 a 3 dias en la médula désea y un dia adicional en la
sangre periférica antes de convertirse en eritrocitos maduros. La cuenta de reticulocitos en la
sangre periférica indica el grado de eficacia de la actividad en la médula 6sea y es una de las
pruebas de laboratorio mas eficaces en relacién con el costo dentro de la clasificacion de la
fisiopatologia de la anemia. En la persona sana de edad avanzada parece disminuir el periodo
de vida del eritrocito. Esto se compensa por una médula 6sea activa, de tal modo que la
hemoglobinay el hematdcrito permanecen dentro de los limites de referencia de otros adultos.
No obstante, hay una ligera reticulocitosis que refleja el aumento en la produccion de
eritrocitos. EI numero de reticulocitos se expresa como porcentaje del numero total de
eritrocitos contados. Pueden producirse interpretaciones erroneas cuando solo se informa el
porcentaje de reticulocitos presentes en la sangre periférica, ya que estos resultados dependen
del niamero total de eritrocitos presentes en la sangre periférica. Si la cifra total de eritrocitos
estd disminuida, el porcentaje de reticulocitos no refleja de manera precisa la produccion de
nuevos eritrocitos por la médula dsea. Puede usarse la cifra de reticulocitos para evitar errores
de interpretacién debidos a la cifra total de eritrocitos y el aumento de la estimulacién de la
médula dsea.

En la anemia se necesita un indice de actividad eritropoyética méas preciso que la cuenta
relativa de reticulocitos. Cuando se comunica como porcentaje, no indica la relacion entre la
masa de eritrocitos de la sangre periférica y el nimero de reticulocitos que se encuentran
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en produccion de eritrocitos por la médula Gsea en respuesta a la anemia, una cuenta de
reticulocitos de 0.5 a 1.5% dentro de los limites de referencia nunca es normal para un
individuo anémico. Una cuenta de reticulocitos corregida supera este aspecto de dilucion y
es Util para evaluar la respuesta de la médula 6sea en la anemia. La correccion hace ajustes
proporcionales a la intensidad de la anemia. La correccion hace ajustes proporcionales a la
intensidad de la anemia. La correccion se conoce como indice de produccion de reticulocitos.

La anemia suele clasificarse segun sus causas 0 por sus caracteristicas morfologicas. Ambas
clasificaciones son importantes, pues ninguna de ellas resulta completamente satisfactoria.
La anemia puede ser causada por perdida cronica de sangre; la pérdida de sangre puede
depender de varias causas, como hemorragia vaginal excesiva o pérdida de sangre
hemorroidal. Cada uno de estos tipos de hemorragia puede depender de una 0 mas causas,
como hemorragia funcional o tumor maligno del Gtero, en un caso, y hemorroides simples o
hemorroides acompafiando a cirrosis del higado en otro.

Cuando la anemia depende de disminucion en la produccién de sangre, el estudio de la sangre
periférica suele demostrar anemia normocitica 0 macrocitica acompafiada de un nimero
normal o bajo de reticulocitos. La produccién de sangre puede ser inadecuada por dos
motivos: deficiencia de factores esenciales para la eritropoyesis, o incapacidad de la médula
Gsea para utilizar las substancias esenciales, aunque estan disponibles. La pérdida aguda de
sangre suele ocasionar anemia de tipo normocitico y normocrémico. Aunque el volumen total
de sangre cae inmediatamente después de la hemorragia, el hematdcrito puede no reflejar el
grado de pérdida sanguinea hasta que han transcurrido 48 horas. En personas con médula
6sea que responde bien, la hemorragia aguda, que brinda un estimulo bien conocido para la
eritropoyesis, suele ir seguida de aumento de plaquetas, leucocitos y reticulocitos. La pérdida
cronica de sangre es causa frecuente de anemia. La hemorragia de este tipo casi siempre
origina deficiencia de hierro que, si es intensa, se caracteriza por anemia microcitica
hipocromica acompafiada de eritropoyesis normobléstica en la médula 6sea. En grados
ligeros de anemia causados por falta de hierro, puede no haber hipocromia ni microcitosis.

La eritropoyetina inicia la proliferacion y la maduracién de los eritroblastos inmaduros; la
hiperplasia eritroide comienza a muy breve plazo en la médula désea y puede identificarse
facilmente en muestras de ella obtenidas a los cinco dias. La EPO puede ocasionar la
liberacion prematura de reticulocitos en la circulaciéon. Seis a 12 horas después de la
hemorragia se detecta un aumento en el nimero de reticulocitos y se producen otros mas en
los siguientes dias. Con base en el nimero absoluto de reticulocitos, es posible estimar la
produccion diaria de eritrocitos, después de la correccién que incorpore la liberacion
prematura de reticulocitos al dividir el nimero absoluto de ellos entre dos. La administracion
de eritropoyetina se ha utilizado para acelerar la recuperacion de la anemia postoperatoria y
facilitar las dominaciones de sangre autologa para transfusion. En la bartonelosis que es una
enfermedad transmitida por la mosca de la arena, ocasiona una anemia hemolitica, y en la
sangre se puede observar un gran nimero de eritrocitos nucleados y también reticulocitos.
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Utilidad clinica
El recuento de reticulocitos se utiliza para medir la actividad eritropoyética de la médula 6sea
en anemias y en otras condiciones hematoldgicas.

Variables por enfermedad:

Aumentado: Anemias hemoliticas, anemias posthemorrégicas y anemias carenciales en
tratamiento, hepatitis viral, tripanosomiasis, histoplasmosis, enfermedad de Hodgkin,
leucemia, policitemia vera, déficit de vitamina C, abetalipoproteinemia, talasemia mayor y
menor, enfermedad de HbC, enfermedad de HbH, mielofibrosis, eritroblastosis fetal.
Disminuido: Aplasias medulares, anemias carenciales y diseritropoyéticas, hipo- tiroidismo,
septicemia, hipofuncion testicular, linfoma no Hodgkin.

Variables por drogas:

Aumentado: Alopurinol, aminopirina, antipiréticos, antipirina, arseniales, aspirina,
corticotropina, plomo, levodopa, metildopa, naproxeno, nitrofuranos, penicilina,
procainamida, quinidina, sulfonas.

Disminuido: Cloramfenicol, clorpropamida, citaralina, datinomicina, metotrexato,
rinblastina.

Variables preanaliticas:
Aumentado: Donacion de sangre. Plomo. Alcohol. Ejercicio.

EQUIPO:

Bafio mariaa 37° C
Microscopio
Agitador de pipetas

MATERIAL.:

a) Bioldgico: Sangre obtenida con EDTA.

b) De laboratorio: Tubos de ensayo de 10 X 75 mm
Pipetas Pasteur con bulbo de hule
Portaobjetos
Puentes de vidrio para tincién
Solucioén colorante de nuevo azul de metileno
Solucién de azul de cresil brillante
Gradilla
Aceite de inmersion
Camara de Neubauer
Pipeta de Thoma para globulos rojos con boquilla

TECNICA:
Con ambos colorantes se sigue la misma técnica.
1. Usando la pipeta Pasteur, colocar dos gotas de sangre perfectamente mezclada en un
tubo de ensayo de 10 x 75 mm.
2. Agregar dos gotas del colorante (azul de cresil brillante o nuevo azul de metileno).
3. Mezclar suavemente e incubar a 37° C durante 15 6 20 minutos.
4. Resuspender los eritrocitos mediante mezclado suave y hacer extensiones delgadas.
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5. Cuando el frotis esté seco, leer al microscopio. Contar 500 eritrocitos, anotando el
namero de reticulocitos encontrados durante esa cuenta.
6. Obtener el porcentaje de reticulocitos mediante la siguiente férmula:

% de reticulocitos = No. De reticulocitos x 100
500 eritrocitos

7. Para obtener la cantidad de reticulocitos por mm?® de sangre, se requiere realizar una
cuenta de eritrocitos, como se describidé en la practica no. 6, posteriormente se
calculan usando la siguiente formula:

Reticulocitos/mm? = % de Reticulocitos x Eritrocitos/mm?
100

INTERVALOS DE REFERENCIA:

Porcentual = 0.5 a 2%
Absolutos = 20,000 a 120,000/mm?

NOTA:

El recuento de reticulocitos es un excelente método indirecto para evaluar la eritropoyesis,
ya gque cuando hay respuesta eritropoyética, se incrementan; sin embargo, cuando la médula
6sea no responde, los reticulocitos se encontrardn normales o disminuidos. Es de mayor
utilidad, aun, como un indice de la magnitud de la eritropoyesis, al realizar una “Correccioén
de la cuenta de reticulocitos”, es decir, obtener una “Cuenta corregida de reticulocitos” (CCR)
de la siguiente manera:

CCR = reticulocitos % x hematécrito del paciente
Hematdcrito normal (45)

Es recomendable usar el indice de reticulocitos para conocer la eficiencia de la eritropoyesis;
éste se obtiene dividiendo el CCR entre dos (vida media del eritrocito). El valor normal de
este indice es de 1 a 2, que nos indica que conforme hay destruccion de una célula, se produce
otra, es decir, que la eritropoyesis es eficaz. Un valor mayor indica que la médula 6sea tiene
un aumento en su produccién (hemorragia, hemolisis, respuesta a tratamiento), en tanto que
un valor disminuido sugiere una produccion minima, o sea, eritropoyesis ineficaz (anemia
aplasica, aplasia pura de serie roja, anemias megaloblésticas).
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 09
“DETERMINACION DE HIERRO SERICO”

DURACION: 01 HR

OBJETIVO:

Que el alumno aprenda el método colorimétrico para la determinacion de hierro sérico, asi
como su interpretacion y correlaciones clinico-patolégicas.

FUNDAMENTO:

En el suero, el hierro esta unido a la proteina transferrina. En un amortiguador de fosfato
débilmente &cido es escindido el hierro, quedando las proteinas séricas en solucion. Tras la
reduccién con ascorbato de sodio se transforma el hierro con un reactivo especifico
(batofenantrolinasulfonada) en un compuesto de color rojo y se determina fotométricamente.

GENERALIDADES:

Una vez que el hierro se encuentra en las células mucosas, puede combinarse con la
apoferritina para formar ferritina, o bien, logra cruzar hacia el plasma y combinarse en forma
férrica con la proteina transportadora, la transferrina. Esta es una proteina plasmatica genuina
mediadora del intercambio de hierro en los tejidos. No se pierde al transportar el hierro a las
células, sino que regresa al plasma y vuelve a usarse. La transferrina, una globulina 1 es una
cadena polipeptidica, la cual tiene una vida media de cerca de 8 dias. Se sintetiza en el higado.
Esta compuesta de 2 partes homdlogas, cada una de las cuales se divide a su vez en 2 distintos
dominios. Cada parte contiene un sitio Unico del hierro, situado en una hendidura entre los
dominios. La union del hierro férrico a uno u otro dominio es fortuito. Si s6lo un lébulo de
transferrina se une a una molécula de hierro, se le llama transferrina monoférrica, mientras
que si ambos sitios quedan ocupados se conoce como transferrina diférrica. La concentracion
del hierro sérico es mas o0 menos de 70 a 201 mg/dl y casi todo este hierro (95%) se combina
con la transferrina; por tanto, la transferrina se encuentra saturada en una tercera parte con
hierro.

Las pruebas de laboratorio para determinar el estado del hierro comprenden la cuantificacion
del hierro sérico y con frecuencia el calculo del porcentaje de saturacion de la transferrina.
Esta se logra medir directamente y se puede calcular la saturacion de transferrina como hierro
sérico/transferrina x 2/100%. La transferrina también suele medirse desde el punto de vista
funcional como la maxima cantidad de hierro capaz de unirse a una muestra de suero. A
medida que aumentan los depdsitos de hierro se incrementa también el hierro sérico,
disminuye la CTFH y aumenta la saturacion de transferrina; por el contrario, si los depésitos
de hierro disminuyen o no existen, el hierro sérico baja, la CTFH aumenta y la saturacién de
transferrina disminuye. Una saturacion de transferrina por debajo de 15% es un indicador de
deficiencia de hierro, mientras que una saturacién por arriba de 55% permite diagnosticar
sobrecarga de hierro o hemocromatosis. En los pacientes con deficiencias congénitas de la
transferrina, el hierro se acumula en el higado y el bazo, y en cambio,
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existe poco hierro en los normoblastos en desarrollo. Estos datos destacan la importancia de
la transferrina en el transporte del hierro.

La deficiencia de hierro suele presentarse por hemorragia, demanda excesiva de hierro,
absorcion deficiente o por dieta inadecuada. Cuando existe hemorragia 0 un aumento en la
demanda, la disminucién de hierro se produce mas rapidamente. La anemia por deficiencia
de hierro frecuentemente se acompafia de gastritis atrofica de aclorhidria. Los sintomas que
se han descrito en nifios con deficiencia de hierro son: irritabilidad, pérdida de la memoria y
dificultad en el aprendizaje. Las deficiencias del sistema inmune se han atribuido a trastornos
del mecanismo de defensa del huésped debido a alteraciones del hierro; entre éstos se
encuentra la respuesta mitética disminuida de los linfocitos a la estimulacion antigénica. Con
la ausencia de hierro en el intestino, otros metales se absorben en cantidades mayores. En
casos de deficiencia de hierro avanzada la sangre es tipicamente con anemia microcitica,
hipocromica. Puede aparecer trombocitopenia en los pacientes con anemia grave o de larga
duracion, sobre todo si se acomparia deficiencia de folatos; la deficiencia de hierro con
frecuencia se acompafia de trombocitosis. Debido a que la eritropoyesis con deficiencia de
hierro es el tipo mas frecuente de anemia, su evaluacion con frecuencia es un componente
indispensable en el trabajo con el paciente anémico.

El riesgo de desarrollar deficiencia de hierro es influido por edad, sexo y estado de salud. El
contenido corporal de hierro al nacimiento es de alrededor de 300 mg, aumenta después de
alcanzar los requerimientos del crecimiento para al final estabilizarse es de 2 a 4 gr en la edad
adulta.

Causas de anemia por deficiencia de hierro:

e Insuficiente hierro en la dieta

e Hemorragia cronica en el tracto gastrointestinal o genitourinario

Ulcera péptica, hernia hiatal, neoplasia, gastritis, consumo excesivo desalicilatos,
infestacion por parasitos y hemorroides.

Hemodlisis intravascular

Hemoglobinuria

Lactancia, mujer menstruando o embarazada

Mal absorcion: posgastrectomia

Perdida de hemosiderina: siderosis pulmonar, hemosiderina

Donaciones repetidas o perdidas quirargicas.

Durante toda la vida, especialmente durante sus afios fértiles, la mujer padece un equilibrio
precario de hierro y por lo general sus reservas estan disminuidas en comparacion con el
varon, haciéndola mas vulnerable a la anemia en caso de cualquier carencia de hierro en la
alimentacion o por pérdidas excesivas. La leche es mala fuente de hierro y puede producir
deficiencia en los lactantes alimentados por tiempo prolongado s6lo con leche. Los recién
nacidos a término tienen una reserva de hierro que emplean durante tres meses si no se dan
suplementos. Los gemelos y los prematuros tienen sus reservas de hierro disminuidas. En los
adultos, una dieta pobre Unica es causa poco comun de deficiencia de hierro, pero a menudo
contribuye a la anemia, debida primordialmente a algun otro factor. La alimentacion de los
ancianos que viven solos y que hacen dietas raras, y la de algunos regimenes terapéuticos
pueden carecer de hierro. En algunas enfermedades raras el hierro puede acumularse en
ciertos drganos y no estar disponible para la sintesis de la hemoglobina. En la hemosiderosis
pulmonar el hierro se acumula en el pulmoén causando anemia por deficiencia de hierro, y
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puede ocurrir una situacién semejante en el sindrome de Goodpasture.

En los casos precoces o leves por deficiencia de hierro los eritrocitos pueden ser
relativamente normales en tamafio (normocitosis) y namero, pero ser hipocromicos. La
concentracion media de hemoglobina y la hemoglobina corpuscular media de cada eritrocito
estan disminuidos, la CMHC es menor de 320 g/lt y la HCM es inferior a 27 pg. En enfermos
con el padecimiento mas avanzado y grave, los eritrocitos también son de menor tamafio
(microcitos) y tienen un VCM reducido. Los frotis tefiidos muestran poiquilocitosis,
anisocitosis, microcitosis e hipocromasia. La concentracion de hemoglobina es menor que
lo normal, pero rara vez millones y el hematocrito es de 0.25 a

0.40. Los eritrocitos pueden mostrar resistencia disminuida a la lisis por solucion salina o
estd algo aumentada; puede haber una cantidad elevada de reticulocitos si ha ocurrido
hemorragia. La médula dsea muestra hiperplasia eritroide si la causa de la deficiencia de
hierro es la hemorragia; los normoblastos son de menor tamafio que lo normal, con
citoplasma mal tefiido y de forma irregular. Las reservas de hierro de la médula 6sea estan
ausentes.

La anemia por deficiencia de hierro se diagnostica con frecuencia sobre bases clinicas; por
administracién de una preparacion de hierro por la respuesta terapéutica aceptada que
confirma el diagnostico. Sin embargo, resulta preferible la confirmacion del diagnéstico
clinico por el laboratorio y debe determinarse la concentracién de hemoglobina y hacer
examen del frotis de sangre. Si hay dudas en relacion con el diagndstico, o si la respuesta al
tratamiento es inadecuada, debe determinarse el hematocrito y la CMHC; valores inferiores
a 300 gr/lt sugieren deficiencia de hierro. Pueden requerirse, pruebas ulteriores y éstas
incluyen niveles séricos del hierro, capacidad de captacion y examen de la médula dsea para
estudio citoldgico y distribucion de reservas de hierro por tincion. Estas pruebas ayudaran a
diferenciar una deficiencia simple de hierro de las talasemias y de las anemias sideroblasticas,
en las cuales la hipocromasia se combina con una cifra normal o elevada de hierro sérico y
reservas adecuadas de hierro en la médula 6sea. Puede ser Gtil una prueba de absorcién del
hierro si se sospecha absorcion defectuosa.

Debe corregirse la causa subyacente de la anemia tan pronto como sea posible, administrando
una preparacion de hierro. El hierro por via bucal es la mejor, pero puede administrarse por
via parenteral si hay indicaciones especiales.

EQUIPO:

Centrifuga
Espectrofotémetro
Bario de agua a 37°C.
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MATERIAL:

a) Biologico: Sangre obtenida con tubo de tapa roja sin anticoagulante.

b) De laboratorio: 5 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm con tapon de hule
1 Pipeta Pasteur con bulbo de hule
2 Pipetas graduadas de 2 ml
2 Pipetas graduadas de 1 ml
Amortiguador (fosfato de sodio 400mmol/l a pH 5.5)
Reactivo de coloracion (&cido batofenantrolindisulfonico, sal
disodica 0.68 mmol/l, fosfato de sodio 400 mmol/l a pH 5.5)
Ascorbato de sodio

Solucion patron de hierro (1.0microgramos/ml = 17.91 micromol/l)

TECNICA:

=

Obtener 6 ml de sangre que se dejara coagular para obtener suero.

2. Todo el material deberéa estar perfectamente limpio, enjuagado con agua destiladay
seco.

3. Montar la prueba de acuerdo al siguiente esquema:

Pipetear en tubos de ensaye:

PROBLEMA BLANCO DE BLANCO DE
SUERO REACTIVOS
Ascorbato de sodio | Aprox. 5 mgs. Aprox. 5 mgs. Aprox. 5 mgs
Amortiguador | ----m-mmemem e 1.0m |
Reactivo de 1.0 ml e - |1.0ml
coloracion
Aguadestilada | 1.0 ml

Disolver el ascorbato de sodio agitando despacio

| Suero

1.0 ml

1.0ml

Mezclar, tapar los tubos de ensayo y dejarlos 10 minutos en bafio maria a 37°C o

guardarlos durante 30 minutos a temperatura entre 15 y 25°C. Después de enfriar a

temperatura entre 15 y 25°C. Medir las extinciones de los problemas contra el blanco de

reactivos y la extincion del blanco de suero contra agua destilada, a 535 nm ¢ 546 nm

e Lapunta colmada de la microespatula adjunta equivale a aproximadamente 5 mg. De
ascorbato de sodio. La determinacion no queda alterada por un exceso de ascorbato
de sodio.
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CALCULOS:

Para calcular la concentracion de hierro a partir de las extinciones medidas a 535nm 6 546
nm se aplican las siguientes ecuaciones:

Concentracion de hierro = ( Epr(535) — EB (535)) x 526 microgramos/100 ml
Concentracion de hierro = ( Epr(546) — EB(546)) X 568 microgramos/100 ml

Epr = Extincion del problema
EB = extincion del blanco de suero

INTERVALOS DE REFERENCIA:

HOMBRES = 59 — 158 microgramos/100 ml de suero
MUJERES = 37 — 145 microgramos / 100 ml de suero

NOTA: Esta practica se podra llevar a cabo utilizando el kit que exista en el laboratorio de
hematologia en el momento actual para la determinar la concentracion de hierro.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 10
“DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE FIJACION DE HIERRO”
DURACION: 01 HR

5

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda el método colorimétrico para la determinacion de la capacidad de
fijacion del hierro, asi como su interpretacion y correlaciones clinico-patolégicas.

FUNDAMENTO:

En el suero, el hierro estd unido a la proteina transferrina. Normalmente esta proteina se
combina con el hierro en aproximadamente 1/3 de su capacidad de fijacién (hierro sérico).
La cantidad de hierro con que la transferrina puede combinarse adicionalmente se denomina
capacidad libre de fijacion de hierro. La cantidad total de hierro contenida en el suero tras
saturacion de éste es la capacidad total de fijacion de hierro. Para determinar la capacidad
libre de fijacion de hierro se afiade al suero una cantidad excesiva de hierro. Bajo condiciones
favorables (pH 8.3) se produce al cabo de breve tiempo una saturacion de la transferrina con
hierro. El hierro no ligado se transforma tras reduccion con un reactivo especifico del hierro
(batofenantrolina sulfonada) en un compuesto de color rojo y es determinado
fotométricamente. La diferencia entre el suero afiadido y el hierro no ligado indica la
capacidad libre de fijacion de hierro.

De la suma de la capacidad de fijacion de hierro y la concentracién de hierro en el suero,
resulta la capacidad total de fijacion de hierro.

GENERALIDADES:

La produccion anormal de hemoglobina suele ser provocada por trastornos del hem o de la
sintesis de la globina. El resultado de este defecto de la maduracion citoplasmica es la anemia
hipocromica microcitica. La sintesis defectuosa del hem en ocasiones es producida por un
metabolismo defectuoso tanto del hierro como de la porfirina. Las anemias por defectos de
la sintesis del hem producidos por un metabolismo defectuoso del hierro son: anemia
sideropénica y anemia sideriacréstica. La anemia sideropénica se caracteriza por una falta de
hierro para la sintesis del hem debido a una ingestion reducida de hierro, absorcion anormal
0 un incremento en la pérdida de hierro. Las anemias sideroacrésticas se caracterizan por
tener depositos adecuados o excesivos de éste, pero en ellas existe bloqueo para formar el
hem. Este bloqueo quiza se deba a un defecto adquirido o hereditario de la sintesis de la
porfirina o por inadecuada reutilizacion del hierro a partir del macréfago.

El hierro es un componente esencial de la hemoglobina, de la mioglobina y de ciertas
enzimas. Las dos terceras partes 0 mas de la cantidad total del hierro corporal estan en el
eritron; cada mililitro de eritrocitos contiene aproximadamente 1 mg de hierro. Lareserva de
hierro esta contenida en los macréfagos del sistema reticuloendotelial en forma de ferritina 'y
de hemosiderina, una forma de almacenamiento mas compleja con menor proporcion de
proteina que la ferritina.
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En el plasma, el nivel total de hierro da un promedio de 110 ug/dl. La mayor parte de esta
cantidad esta unidad a la transferrina, que tiene capacidad para ligar 330 ug de hierro/dl y
por tanto, se halla aproximadamente saturada en una tercera parte. Una cantidad del hierro
plasmético est4 unida a la ferritina. La ferritina plasmatica da un promedio aproximado de
100 ug/l en los varones.

La secuencia de acontecimientos de la anemia por deficiencia de hierro suele ser la siguiente:
cuando la pérdida de sangre excede la absorcién, existe un balance negativo de hierro. Se
moviliza el hierro por almacenamiento, disminuyen los depdsitos de hierro, se reduce la
ferritina plasmatica, aumenta la absorcién de hierro y se incrementa la capacidad de fijacion
del hierro plasmatico (transferrina). Esta fase se conoce como depleccion de hierro. Después
de que el almacenamiento de hierro se vacie, la concentracion de hierro plasmatico desciende,
la saturacion de hierro plasmatico se reduce por debajo del 15% y el porcentaje de
sideroblastos disminuye en la médula. Como resultado de la falta de hierro para la sintesis de
hem, la protoporfirina eritrocitaria aumenta. Esta segunda fase es la eritropoyesis ferropénica;
es posible que no exista anemia. La tercera fase es la anemia ferropénica; ademas de las
anteriores anomalias, resulta detectable la anemia. Esta es primero normocromica y
normocitica, gradualmente se vuelve microcitica y por fin resulta microcitica e hipocromica.

Los datos clinicos pueden ser consecuencia de la causa subyacente de la propia pérdida de
sangre, de las manifestaciones generales de la anemia o de la deficiencia de hierro. Los datos
atribuibles probablemente a la ausencia de hierro histico incluyen: parestesias, tales como
entumecimiento y hormigueo: atrofia del epitelio de la lengua con sensacion de quemazoén o
dolor; fisuras o Ulceras en las comisuras de la boca; gastritis cronica, que provoca
disminucion de las secreciones gastricas, pero pocos sintomas; pica, que representa el deseo
excesivo de comer sustancias anormales tales como polvo o hielo; ufias céncavas o en forma
de cuchara, y dificultad de deglucion debida a membranas de tejido o estenosis parciales en
la union del eséfago y la hipofaringe. Estas dos Ultimas caracteristicas son relativamente
infrecuentes. Asi mismo, también puede producirse esplenomegalia, aunque no es normal.

Capacidad de fijacion de hierro en el suero: el intervalo de referencia para los adultos es de
250 a 400 ug/dl. En la anemia ferropénica, la capacidad de fijacion de hierro total en el suero
se incrementa. Es normal o reducida en la anemia por enfermedad cronica. Si la infeccion
cronica coexiste con perdida hematica cronica, la CFHT es posible que no aumente, incluso
si el paciente se muestra ferropénico.

La relacién entre el nivel sérico del hierro y la CFHT es el porcentaje de saturacién de esta
ltima. Normalmente esto representa entre un 20 y un 55% los valores inferiores al 15%
indican eritropoyesis ferropénica. Normalmente se produce una intensa variacion diurna en
el nivel sérico del hierro; los niveles mas altos se observan por la mafiana y los mas bajos a
ultimas horas del dia. En consecuencia, para el diagnostico de la ferropenia es mejor utilizar
muestras de sangre obtenidas en ayunas y por la mafiana. En recién nacidos con niveles
suficientes de hierro son normales desde el segundo al duodécimo mes los intervalos de
referencia algo inferiores del nivel sérico del hierro.
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La anemia ferropénica normalmente debe distinguirse de otras anemias microciticas o
hipocrémicas, las cuales incluyen los rasgos de la talasemia, la anemia prolongada de
enfermedad croénica y las anemias sideroblésticas. El hierro almacenado en la médula ésea y
la ferritina sérica disminuyen en los casos de ferropenia y presentan valores normales o
elevados en los demas casos.

El primer principio de la terapéutica es la identificacion y correccion de la causa subyacente.
Se administra hierro en su forma ferrosa por via oral y en dosis aproximada de 200 mg al dia,
fraccionada en tres veces, lo cual aportara una absorcion de 20 a 40 mg de hierro al dia, y
junto con el hierro producido por el recambio de los eritrocitos envejecidos resultara
suficiente para incrementar la produccion hasta un nivel superior a dos a tres veces lo normal.

Preparaciones bucales:

La preparacion de eleccion es el sulfato ferroso. Cada tableta de 200 mg de la sal en polvo y
cada tableta de 300 mg de la sal hidratada proporciona alrededor de 60 mg de hierro
elemental. Para la mayoria de los pacientes con anemia por deficiencia de hierro, una dosis
diaria de hierro elemental es de 100-200 mg, que la proporciona una tableta tres veces al dia.
La absorcion de hierro aumenta si las tabletas se ingieren en ayunas y en lapsos mayores de
4 horas. Las reacciones al hierro incluyen nauseas y vomito, calambres abdominales, diarrea,
constipacion 'y ocasionalmente sudacion y sincope. Los efectos colaterales casi
invariablemente estan relacionados con la dosis y no se deben a su preparacion.

EQUIPO:
Centrifuga
Espectrofotometro
Bario de agua a 45°C

MATERIAL.:
a) Biologico: Sangre obtenida en tubo Vacutainer de tapa roja sin anticoagulante
b) De laboratorio: 5 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm con tapon de hule
1 Pipeta Pasteur con bulbo de hule
2 Pipetas graduadas de 2 ml
4 Pipetas graduadas de 1 ml
Amortiguador (tris-hidroximetil)aminometano 1.0 M a pH 8.3
Solucion  reductora  (sulfato de metilaminofenol  30mM,
hidrogenosulfito de sodio 162 Mm).
Reactivo de coloracion (acido batofenantrolindisulfénico, sal
disodica 1.7 Mm)
Solucién Patron de hierro (2.5 mg/100ml)



TECNICA:

' Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 58

1. Obtener 6 ml de sangre que se dejara coagular para obtener suero.
2. Todo el material deber estar perfectamente limpio, enjuagado con agua destiladay

Seco.

3. Montar la prueba de acuerdo al siguiente esquema:
Pipetear en tubos de ensayo:

BLANCO DE PROBLEMA BLANCO DE
SUERO REACTIVOS
Suero 1.0 ml L e ——
Amortiguador 0.5ml 0.5 mi 0.5ml
Solucioén patrén 0.2 ml 02ml |

Mezclar, tapar los tubos de ensaye y dejarlos en bafio de agua durante 10 minutos a

37°C 6 45°C.

Solucion reductora | 0.2 ml 0.2ml 0.2ml
Agua bidestilada 0.2ml | 1.0ml
Reactivode | ----mmmmmmmmeeee- 0.2ml 0.2ml
coloracion

Mezclar, tapar nuevamente los tubos de ensaye y dejarlos en bafio de agua 180 minutos
a 37°C 6 90 minutos a 45°C. Después de enfriar a temperatura ambiente, medir las
extinciones de los problemas frente al blanco de reactivos y las extinciones de los
blancos de suero frente a agua bidestilada, a 535nm 6 546 nm.

CALCULOS:

Capacidad libre de fijacion de hierro = (535 nm) = (0.905 - Epr + EB ) X

552microgramos/100ml

Capacidad libre de fijacion de hierro (546 nm) = (0.838 — Epr + EB ) X 596

microgramos/100 ml

Epr = Extincion del problema
EB= Extincion del blanco de suero

CAPACIDAD TOTAL DE FIJACION DE HIERRO = Capacidad libre de fijacion de
hierro + concentracién de hierro sérico

NOTA: Esta préctica se podré llevar a cabo utilizando el kit que exista en el laboratorio de

hematologia en el momento actual para la capacidad de fijacion de hierro.

INTERVALOS DE REFERENCIA:

HOMBRES:

Capacidad libre de fijacion de hierro = 200-300 microgramos/100 ml
Capacidad total de fijacion de hierro = 300- 400 microgramos /100 ml

MUJERES:

Capacidad libre de fijacion de hierro = 150- 250 microgramos/100 ml
Capacidad total de fijacion de hierro = 250- 350 microgramos/100 ml
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 11
“FRAGILIDAD OSMOTICA DE LOS ERITROCITOS (FOE)”

DURACION: 02 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a realizar la determinacion de la fragilidad osmética de los eritrocitos,
asi como también su interpretacion y correlaciones clinico-patologicas.

FUNDAMENTO:

La forma de disco bicdncavo del eritrocito normal, implica un exceso de extension superficial
con relacion a su volumen, lo que le proporciona una gran capacidad de deformabilidad.
Como la membrana eritrocitaria es semipermeable, cuando los eritrocitos son colocados en
una solucién hipotonica, el agua entra osméticamente haciendo que aumente de volumen y
toma la forma esférica. Con ello, la superficie disminuye respecto a su volumen dando a la
célula cierto grado de rigidez que interfiere con el paso de la misma a través de pequefias
aberturas, por lo que féacilmente se rompe. Otro fenémeno adicional es la salida de
hemoglobina, que es permitida por el estiramiento de la membrana eritrocitaria. En esta
préctica se haran una serie de diluciones de cloruro de sodio, de concentracion progresiva, en
las que los eritrocitos problema se someteran a diferentes concentraciones y se valorara la
concentracion de cloruro de sodio que produce la hemolisis en comparacion con una sangre
normal.

GENERALIDADES:

La prueba de fragilidad osmotica es la prueba principal de confirmacion del diagnéstico de
esferocitosis hereditaria. Esta prueba es una medida de la resistencia del eritrocito, a la
hemodlisis por estrés osmotico, la cual depende principalmente del volumen de la célula, del
area de su superficie y de la funcién de su membrana. Los eritrocitos se incuban en solucion
hipotonica de NaCl de concentraciones variables. Al disminuir la concentracion de NaCl, los
eritrocitos absorben agua en un esfuerzo para conservar o para lograr el equilibrio osmético,
y las células se hinchan hasta que se forma un esferocito. La captacion adicional de agua
produce una membrana porosa que permite la liberacion de hemoglobina (hemdlisis). Las
células normales comienzan a hemolizar a concentraciones de NaCl cercanas a 0.50% y la
hemdlisis es completa a una concentracion aproximadamente de 0.30% de NaCl. Debido a la
disminucion en la proporcién de superficie a volumen, los esferocitos son incapaces de
expandirse tanto como las células normales de forma discoide. Se necesita absorber muy
poco liquido antes que las células se hemolicen. Los esferocitos también tienen aumento en
la permeabilidad de la membrana, la cual contribuye al aumento de su fragilidad. Por tanto
la lisis de los eritrocitos de la esferocitosis hereditaria comienza a concentraciones de NaCl
mayores y se completa entre las de 0.5 a 0.4%.

La prueba de fragilidad osmética es normal a menos que los esferocitos constituyen de 1 a
2% de la poblacion de eritrocitos; por tanto, es posible que los pacientes con EH leve tengan
una fragilidad osmética normal. No obstante estas células muestran una hemolisis anormal
muy notable cuando la sangre se incuba durante la noche (24 hrs) a 37° C antes de
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agregarse a la solucion de NaCl. Debido al aumento en su sensibilidad, esta prueba de
fragilidad osmotica incubada es la prueba més confiable de la esferocitosis hereditaria.

En la mayor parte de los laboratorios los resultados de la prueba de fragilidad osmética se
presentan en grafica para mostrar el grado de fragilidad en comparacion con lo normal. Un
desplazamiento a la izquierda del normal en la curva indica aumento en la fragilidad
osmotica, mientras que cuando es a la derecha sefiala disminucion.

Se produce disminucion de la fragilidad osmotica en la talasemia, en la anemia de las células
falciformes y en los padecimientos vinculados con células blanco.

ESFEROCITOSIS HEREDITARIA: es un trastorno hereditario comdn de la membrana que
afecta a uno de 5000 europeos del norte. Suele heredarse de manera autosémica dominante,
aunque, raramente puede ser autosomica recesiva. Es un trastorno clinicamente heterogéneo
caracterizado por hemdlisis de leve a moderada. El defecto de la membrana es un trastorno
de la interaccion de proteina vertical que se caracteriza con mayor frecuencia por una
deficiencia de espectrina. La deficiencia de espectrina puede ser una deficiencia primaria o
una deficiencia secundaria a causa de adhesion defectuosa del esqueleto a la capa lipidica
doble.

La intensidad de la hemdlisis se correlaciona directamente con el grado de deficiencia de la
espectrina. La membrana del eritrocito en la Esferocitosis Hereditaria tiene una disminucién
en los lipidos totales tanto antes como después de la esplenectomia. Los esferocitos carecen
de la flexibilidad de las células normales, lo cual hace que queden atrapados en los cordones
esplénicos. La gravedad clinica de la esferocitosis hereditaria varia entre las familias y aun
entre pacientes en la misma familia. Cerca de 25% de los pacientes tiene enfermedad
hemolitica compensada, no presenta anemia, la ictericia es reducida o esta ausente y solo
esplenomegalia leve. En contraste, unos cuantos pacientes son intensamente anémicos; la
ictericia neonatal es comln en este grupo. La ictericia se presenta especialmente con
infecciones virales. Los pacientes de mas edad no tratados comunmente desarrollan célculos
biliares pigmentados como consecuencia de un exceso en el catabolismo de la bilirrubina. En
frotis los esferocitos presentan policromasia. También pueden encontrarse esferocitos en la
anemia hemolitica inmunitaria adquirida. Con frecuencia el folato se agota en los estados
hemoliticos crdnicos. La hemdlisis eritrocitaria refleja el trastorno adquirido en la expresion
de las proteinas reguladoras del complemento sobre la membrana celular.

Los hallazgos de laboratorio son los de un proceso hemolitico extravascular crénica:
evidencia de un aumento del catabolismo del pigmento, hiperplasia eritroide y reticulocitosis.
La prueba directa de Coombs es negativa. Los eritrocitos poseen una caracteristica fragilidad
osmotica aumentada. En la extension sanguinea, los esferocitosis tienen un didmetro mas
pequefio y estdn mas intensamente tefiidos que las células normales. Su palidez central esta
reducida o ausente, y si esta presente puede ser excéntrica. EIl VCM es normal y la CHCM
esta a menudo aumentada, lo cual refleja una disminucion de la superficie celular.
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El aumento de la fragilidad osmoética de la sangre recién extraida es caracteristico, pero
inespecifico; puede ocurrir en las anemias esferociticas adquiridas. En las células de la
esferocitosis hereditaria se produce una diferencia mayor en la fragilidad mediana que en las
células controles normales. Se trata de una caracteristica diagnostica importante en la
esferocitosis hereditaria.

La esferocitosis hereditaria es también llamada anemia hemolitica congénita e ictericia
acolurica familiar; el defecto se encuentra en el eritrocito, que es pequefio y redondeado. Se
desconoce la lesion bioquimica exacta de los eritrocitos, pero se han descrito anormalidades
de la fosforilacion intracelular y fosfolipidos anormales en la membrana provocando defecto
de la bomba cationica. Pude ocurrir anemia mas grave en “crisis” frecuentemente asociada
con infecciones, originando exacerbacion de la hemolisis o hemdlisis con aplasia
sobreafiadida de la médula 6sea. A menudo hay antecedentes de ataques periddicos de
ictericia. El bazo, por lo general, esta crecido y la ictericia puede detectarse clinicamente. El
dolor de vesicula debido a calculos por pigmentos es relativamente frecuente. La
concentracion de hemoglobina por lo general es normal o esta ligeramente reducida, pero
descendera mucho mas durante una crisis. Hay microesferocitos en los frotis tefiidos con el
colorante panoptico; pueden distinguirse de otros microcitos por la mayor intensidad de su
tincion debido a la mayor profundidad de hemoglobina en las células. También se encuentran
macrocitos y células policromaticas y la cuenta de reticulocitos por lo general es del orden
de 5 a 20%. La CMHC puede estar levemente aumentada. Los microesferocitos tienen
fragilidad osmdtica anormal aumentada; empiezan sus lisis en mayor concentracion de
solucion salina que las células normales y la hemolisis se termina en una concentracion mas
alta.

El tratamiento estara indicado si la anemia es de gravedad suficiente como para interferir con
la vida normal o si hay sintomas debidos a célculos pigmentarios vesiculares. La
esplenectomia por lo general resulta en curacion clinica. No se ha encontrado ningun otro
tipo de tratamiento que sea de beneficio duradero.

EQUIPO:
Centrifuga

MATERIAL.:
a) Bioldgico: Sangre obtenida con EDTA o de preferencia con Heparina
b) De laboratorio: 16 Tubos de ensaye de 13 x 100 mm
2 Pipetas graduadas de 5 ml
1 Pipeta graduada de 0.2 ml
Gradilla
Solucién salina al 1% tamponada, pH 7.4
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TECNICA:

1. Se obtienen 5 ml de sangre venosa y se mezclan perfectamente.
2. Se colocan 16 tubos de ensaye en una gradilla y se numeran de izquierda a derecha.
3. Montar la prueba de la siguiente manera:

NUMERO DE ML. DE ML. DE AGUA |CONCENTRACION
TUBO SOLUCION DESTILADA DE LA SOLUCION
SALINA AL 1% (%)
TAMPONADA
1 38 1.2 0.76
2 3.6 1.4 0.72
3 34 1.6 0.68
4 3.2 1.8 0.64
5 3.0 2.0 0.60
6 2.8 2.2 0.56
7 2.6 2.4 0.52
8 2.4 2.6 0.48
9 2.2 2.8 0.44
10 2.0 3.0 0.40
11 1.8 3.2 0.36
12 1.6 3.4 0.32
13 1.4 3.6 0.28
14 1.2 3.8 0.24
15 1.0 4.0 0.20
16 0.8 4.2 0.16

4. Mezclar el contenido de los tubos.
5. Agregar a cada tubo 0.2 ml de sangre. Invertir cuidadosamente cada tubo con papel

parafilm, para asegurar la mezcla.
6. Las gradillas que contienen los tubos se dejan reposar a temperatura ambiente durante

30 minutos.

7. Transcurrido el tiempo indicado se mezcla cuidadosamente su contenido y se
centrifugan los tubos a 2,000 r.p.m. durante 5 minutos.
8. Examinar los tubos observando en qué punto comienza la hemolisis y en qué punto
es completa. EI menor indicio de color rojo en el liquido sobrenadante indica el inicio
de la hemolisis de los glébulos menos resistentes; la hemdlisis completa queda
indicada por una solucion rojo claro y ausencia de eritrocitos residuales en el fondo
del tubo o enturbiamiento al agitar el tubo ligeramente.

INTERVALOS DE REFERENCIA:

Hemb6lisis inicial = 0.40-0.44%

Hemdlisis total = 0.28-0.32%
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INTERPRETACION:

Una fragilidad osmatica aumentada se encuentra en la esferocitosis hereditaria y en anemias
hemoliticas idiopaticas adquiridas, en las cuales existe una tendencia a la esferocitosis . Por
el contrario, una fragilidad osmoética disminuida o resistencia aumentada denota un
aplanamiento excesivo de los hematies; esto se observa en la talasemia, anemia de células
falciformes, policitemia vera, hepatopatias, después de esplenectomia, anemia sideropénica,

ictericia y en varias anemias en las que se encuentran codocitos.

FRAGILIDAD OSMOTICA EN DIVERSAS PATOLOGIAS

PATOLOGIA HEMOLISIS INICIAL HEMOLISIS TOTAL
Esferocitosis hereditaria 0.68 + 0.14 0.46 +0.10
Eritroblastosis fetal (Rh) 0.60 + 0.06 0.40 + 0.04

Anemia hemolitica adquirida 0.52 + 0.04 0.42 +0.04
Eritroblastosis fetal (ABO) 0.50 +0.02 0.40 +0.02
Téxicos quimicos 0.50 + 0.04 0.40 + 0.04
Quemaduras 0.50 + 0.04 0.40 +0.04
Policitemia vera 0.40 + 0.02 0.28+ 0.02
Anemia por deficiencia de 0.38+0.04 0.28+ 0.02
hierro
Talasemia 0.38+0.04 0.20+ 0.06
Drepanocitosis 0.36+0.02 0.20 + 0.04
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 12
“OBSERVACION DE CUERPOS DE HEINZ”

DURACION: 04 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a identificar correctamente los Cuerpos de Heinz, asi como la utilidad
diagndstica en la interpretacion de la prueba.

FUNDAMENTO:

Los globulos rojos deficientes en glucosa 6-fosfato deshidrogenasa o que contienen
hemoglobinas inestables desarrollan numerosas inclusiones intraeritrociticas de hemoglobina
desnaturalizada, llamas Cuerpos de Heinz, cuando se exponen a acetilfenilhidrazina. Los
Cuerpos de Heinz se tifien de color parpura cuando son expuestos a ciertos colorantes basicos
como el cristal violeta. Se ven méas facilmente cuando los hematies estan ligeramente
distendidos por suspension en solucion hipoténica.

GENERALIDADES:

Cuando se desnaturaliza la hemoglobina forma precipitados conocidos como corpusculos de
Heinz. Estos precipitados no se pueden detectar en los frotis secados al aire ambiental y
tefiidos con la técnica de Romanowsky, pero si con la tincidn vital con violeta de metilo o
violeta de cresil, apareciendo los corpusculos de Heinz de color pdrpura intenso. Su tamafio
varia entre 1 y 4 um de didmetro y a menudo se fija a la membrana eritrocitaria. Se tifien
también, aunque menos intensamente, como inclusiones de color azul palido con las tinciones
reticulocitarias, como por ejemplo, el nuevo azul de metileno.

La presencia de corplsculos de Heinz en una muestra de sangre recién extraida indica:

A) que se ha ingerido un medicamento o sustancia quimica oxidante en cantidades
suficientes para superar los mecanismos protectores normales del eritrocito y
desnaturalizar la hemoglobina.

B) Que se ha ingerido un medicamento como la primaquina por un sujeto con
deficiencia de G6PD, por lo que la hemoglobina no se protege de la
desnaturalizacion oxidativa, o

C) Que el sujeto tiene una hemoglobina inestable o talasemia.

Las variantes capaces de producir sintomas se conocen colectivamente como anemias
hemoliticas congénitas con cuerpos de Heinz. La hemoglobina inestable se desnaturaliza y
precipita bajo la forma de cuerpos de Heinz; éstos se fijan a la superficie interior de la
membrana y disminuyen de esa manera la deformabilidad celular. La anemia de la anemia
hemolitica congénita con cuerpos de Heinz suele ser normocitica y normocrémica. Puede
presentarse una ligera disminucion de la HCM y de la CHCM debido a la eliminacion de
hemoglobina de los eritrocitos como cuerpos de Heinz en el bazo. De manera clasica aumenta
el nimero de reticulocitos. El frotis de sangre puede mostrar punteado baséfilo, células
fragmentadas y pequefias células contraidas. La fragilidad osmotica suele ser anormal
después de 24 horas de incubacion. Pueden demostrarse cuerpos de Heinz
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formados in vivo en la sangre periférica después de la esplenectomia; sin embargo, este
hallazgo no es especifico de los trastornos de hemoglobina inestable. Los cuerpos de Heinz
también pueden demostrarse en las alteraciones de las enzimas eritrociticas, que permiten la
oxidacion de la hemoglobina, en la talasemia, y después de la administracion de farmacos
oxidantes a personas normales. Los cuerpos de Heinz de las hemoglobinas anormales pueden
generarse in vitro por incubacion de los eritrocitos con azul de cresil brillante u otro agente
reductor. Estas inclusiones intracelulares no se pueden demostrar con la tincion de Wright.

Las talasemias constituyen un grupo de padecimientos en los cuales hay un defecto heredado
de la sintesis de hemoglobina. Los eritrocitos tienen acortada en forma moderada su vida
media y por esta razon los trastornos se clasifican como anemias hemoliticas. Se caracterizan
por una anemia hipocrémica con valor normal o elevado de hierro en el suero. LaHCM vy la
CMHC son bajas y en ocasiones se observan cuerpos de Heinz. El defecto primario es en la
sintesis de la cadena de globina, el cual puede ser de dos tipos principales,

ay B.

EQUIPO:
Microscopio
Bario de agua a 37°C

MATERIAL.:
a) Biologico: Sangre fresca obtenida con EDTA o heparinizada.
b) De laboratorio: 2 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
Pipetas graduadas de 0.1y 2 ml
2 Portaobjetos
1 Curbreobjetos
Aceite de inmersion
Buffer de fosfatos 0.067 M , pH 7.6
Solucion de Acetilfenilhidrazina
Solucién de cristal violeta

TECNICA:

1. Para esta prueba se debe utilizar sangre fresca de menos de 1 hora de extraida, ya sea
con EDTA o heparina, o bien sin anticoagulante.

2. Afadir 0.1 ml de sangre a 2 ml de solucion de acetilfenilhidrazina. Mezclar
inmediatamente y ventilar 2 6 3 veces soplando a través de la pipeta.

3. Incubar la mezcla destapada en un bafio de agua a 37°C durante 2 horas. Repetir la
aireacion y continuar la incubacion durante 2 horas, o sea 4 horas en total.

4. Colocar una gota en solucion de cristal violeta sobre un portaobjetos limpio, agregar
una gota pequeiia de la mezcla previamente incubada, mezclar y colocarle un
cubreobjetos. Dejar reposar durante 5 6 10 minutos.

5. Examinar la preparacion humeda con objetivo de inmersion en aceite y contar el
porcentaje de eritrocitos que contienen 5 0 mas Cuerpos de Heinz, los cuales se tifien
de color morado.
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INTERPRETACION:
En las personas normales el 30% o menos de los eritrocitos contienen 5 0 mas
Cuerpos de Heinz.

FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 13
“PREPARACION DE HEMOLISADOS”

DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a preparar hemolisados a partir de sangre total y conozca su utilidad
en el laboratorio.

FUNDAMENTO:

Para muchas pruebas del laboratorio de hematologia, en las que el producto que se va a
analizar es la pura hemoglobina contenida en los eritrocitos, sin interferencia de plasma,
leucocitos, plaquetas o membranas celulares eritrocitarias, es indispensable preparar una
solucion de dicha hemoglobina en agua, eliminando los “contaminantes” mencionados. Para
ello, se lavan los eritrocitos y posteriormente se lisan con sustancias que por densidad nos
permitan separar los restos celulares de la solucion de hemoglobina, a esta solucion se le
denomina hemolisado.

EQUIPO:
Centrifuga
Mezclador tipo Vortex

MATERIAL.:
a) Bioldgico: Sangre obtenida con EDTA
b) De laboratorio: Gradilla
Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
Pipetas Pasteur
Pipetas seroldgicas de 5 ml
Agua destilada
Solucion salina isotonica
Tetracloruro de carbono
TECNICA:

1. Centrifugar la sangre obtenida con EDTA durante 5 minutos, a 3,000 r.p.m. y retirar
el sobrenadante.

2. Lavar el paquete de eritrocitos, tres veces, con solucién salina isoténica.

3. Despues del ultimo lavado, retirar el sobrenadante.

4. Agregar una cantidad de agua destilada igual al volumen del paquete eritrocitario y
1 ml de tetracloruro de carbono.

5. Agitar en el Vortex o vigorosamente en forma manual, para producir la hemolisis.

6. Centrifugar por 10 minutos, a 1,000 r.p.m.

7. Con pipeta Pasteur, separar y conservar el hemolisado que queda como sobrenadante,
teniendo cuidado de no tocar el estroma que queda en la interfase
hemoglobina/tetracloruro.

8. El hemolisado obtenido puede conservarse en congelacién por mucho tiempo.
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INTERVALOS DE REFERENCIA:
No existen.

NOTA:

Existen diversos métodos para preparar hemolisados, sin embargo, se considera que éste es
el més préctico, ya que es facil y rapido de realizar y permite separar facilmente la solucion
de hemoglobina sin contaminarse con el estroma, ya que con este método queda en la
interfase y no en la superficie, como sucede con otros métodos.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 14
“CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA FETAL”

DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a medir correctamente los niveles de hemoglobina fetal en muestras
de sangre, asi como también conocer la utilidad diagndstica de la medicion de la misma.

FUNDAMENTO:

La hemoglobina fetal (hemoglobina F), principal hemoglobina del feto y del recién nacido,
resiste a la desnaturalizacion por alcalis; la hemoglobina del adulto, asi como la mayoria de
las hemoglobinas humanas lo hacen. Una muestra de hemolisado problema se alcaliniza y
después se neutraliza. La hemoglobina desnaturalizada puede ser extraida de la solucion por
filtracion, después de la adicion de sulfato amdnico acidificado saturado a la mitad. Al
filtrarse, se obtiene una solucion que contendra solo la hemoglobina resistente a la accién del
alcali y que puede ser medida fotocolorimétricamente a 540 nm y expresada como un
porcentaje del total de hemoglobina.

GENERALIDADES:

La hemoglobina F se encuentra en los eritrocitos del feto y persiste en cantidades
decrecientes durante los primeros meses de la vida. Difiere de la Hb A en que contiene
cadenas y en lugar de cadenas . La diferencia en sus propiedades fisicas consiste en que
tiene mayor afinidad para el oxigeno, menos carga positiva en soluciones a pH a 8.6 y en su
resistencia a la desnaturalizacion por los alcalis.

La mayor parte de pacientes con talasemia 3 menor tienen una cantidad de Hb F normal o
solo ligeramente aumentada. La persistencia hereditaria de Hb fetal, es un trastorno que no
representa una variedad de talasemia ni ocasiona anemia hemolitica pero puede confundirse
con la talasemia beta cuando coexiste con una anemia debida a otra causa, puede distinguirse
de aquellas entidades por el hecho de que los glébulos rojos de todos estos pacientes
contienen Hb fetal, mientras que en los sindromes de talasemia, y en algunos otros tipos de
stress hematoldgicos, solo una pequefia proporcion de la poblacion total de globulos rojos
contiene dicha Hb. La Hb F se distribuye en forma heterogénea entre los eritrocitos en la
talasemia B, segun se determina por técnica citologica. Algunos hematies contienen
cantidades relativamente altas de HbF y otros sélo cantidades pequefias.

TALASEMIA MAYOR: con ausencia o disminucién de la produccion de la cadena beta, la
produccion de la cadena y se mantiene alta (el nivel de la Hb F es elevado), y se produce un
exceso de cadenas a. Los agregados de cadenas alfa son inestables y precipitan en el
normoblasto o globulo rojo, lesionado las células. Como consecuencia, se eliminan
precipitados y células, lo cual provoca una anemia hemolitica grave. Los hallazgos clinicos
incluyen ictericia y esplenomegalia, que se hace evidente en la primera infancia. Los huesos
faciales prominentes y los o0jos oblicuos producen un aspecto mongoloide. Estos cambios y
los hallazgos roentgenograficos de un adelgazamiento del cortex de los huesos
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son largos y planos y de un craneo engrosado y con osteoporosis reflejan la hiperplasia
extrema de la médula dsea en respuesta al proceso hemolitico. La pubertad se retrasa y el
individuo crece achaparrado. La mayoria de los pacientes requieren transfusiones regulares
y experimentan problemas debidos a la sobrecarga de hierro. Normalmente se desarrolla
hemocromomatosis y el fallo cardiaco por siderosis del miocardio es la causa principal de
muerte hacia el final de la tercera decada.

En las talasemias B, la HB F esta presente en un 60 a 95%, con HbA. Aunque la HbA: puede
estar o no aumentada, la relacion de Az a A esta siempre elevada. En los negros con talasemia
B los hallazgos clinicos son menos graves y la transfusion no suele ser necesaria: la Hb F es
de un 20 a 40%.

A diferencia de la mayoria de las enfermedades hemoliticas, esta anemia es hipocromica y
microcitica. Esto probablemente se debe al defecto de la sintesis de la hemoglobina. También
se aprecia poiquilocitosis, con formas extrafas, células diana, ovalocitosis, anillos de cabot,
corpusculos de Howell-Jolly, fragmentos nucleares, siderocitos, anisocromia, anisocitosis y
a menudo normoblastosis extrema. La poiquilocitosis es mas llamativa en pacientes con el
bazo intacto; la normoblastosis es mas importante después de la esplenoctomia. Los
normoblastos tienen un citoplasma hipocromico y, especialmente después de esplenoctomia,
agregados de hemoglobina de tincion muy densa que probablemente representa cadenas o
precipitadas.

En la talasemia menor la Hb F se halla ligeramente elevada en cerca de la mitad de los casos.
Si la HbF excede del 5% es probable que exista también una persistencia hereditaria del gen
de la hemoglobina fetal.

EQUIPO:
Centrifuga
Cronémetro
Espectrofotémetro

MATERIAL.:

a) Bioldgico: Hemolisado de la muestra problema

b) De laboratorio: Gradilla
Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
Pipetas Pasteur
Pipetas seroldgicas de 1 ml
Pipetas serologicas de 5 ml
Pipeta automatica de 0.1 ml
Pipeta de Sahli con boquilla
Pipeta automatica de 0.1 ml
Papel filtro Whatman No. 42 ¢ 44
Embudos de 5 a 7 cm de didmetro
Solucion saturada de sulfato de amonio al 50%
Hidroxido de sodio N/12
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TECNICA:

1. Colocar en un tubo de ensayo de 13 x 100 mm, 1.6 ml de KOH N/12.

2. Agregar 0.1 ml del hemolisado, echando a andar el cronémetro al mismo tiempo.

3. De inmediato, agitar continua y vigorosamente el tubo, durante 20 segundos.

4. Exactamente un minuto después de haber agregado el hemolisado, afiadir 3.4 mlde
la solucién de sulfato de amonio saturado.

5. Agitar enérgicamente y filtrar con papel Whatman. El filtrado obtenido contendréla
hemoglobina fetal.

6. Preparar una solucion de “hemoglobina total” poniendo en un tubo 5 ml de agua
destilada, y con pipeta Sahli agregarle 0.02 ml del mismo hemolisado.

7. En espectrofotdmetro a 540 nm, leer las densidades Opticas de cada tubo usando
agua destilada como blanco.

8. Realizar los célculos de la siguiente forma:

% de Hemoglobina Fetal = D.O. del “filtrado” = x .203 x 100
D.O. de hemoglobina total

INTERVALOS DE REFERENCIA:
En la siguiente tabla se muestran los intervalos de referencia de acuerdo con la edad.

EDAD HEMOGLOBINA FETAL
Recién nacido 70-90%
1 mes 50-75%
2 meses 25-60%
3 meses 10-35%
6 meses 6-8%
1 afo 1-2%
Adulto 0-2%

NOTA:

La medicion de la hemoglobina fetal es importante en la diferenciacion de hemoglobinopatias
o0 para evaluar las condiciones de estrés medular. Otra posible utilidad es en la valoracion del
paso de sangre fetal a la circulacion materna en el postparto inmediato, que pudiera ser causa
de isoinmunizacién cuando hay incompatibilidad de grupos.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 15
“RECUENTO DE LEUCOCITOS”

DURACION: 02 HR

OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda a efectuar el recuento de leucocitos utilizando el método manual o
del hemacitémetro, el cual es una determinacion bésica en el laboratorio de hematologia, asi
como también interpretar los resultados obtenidos.

FUNDAMENTO:

Los estudios cuantitativos de los elementos formes de la sangre se refieren a la concentracion
de cada uno de ellos en un microlitro (milimetro cubico) de sangre. Para el recuento de
leucocitos se efectla la dilucion exacta de la sangre con una solucion hipotdnica de acido
acético que destruye a los eritrocitos. El azul de metileno o violeta de genciana permite
reconocer facilmente el liquido y observar mejor a los glébulos blancos, a los que tifie
ligeramente. Los eritroblastos no se destruyen por lo que se deben tomar en cuenta para
corregir los resultados. El recuento se lleva a cabo en un volumen determinado de la muestra
utilizando la cdmara de Neubauer y posteriormente se hacen los célculos.

GENERALIDADES:

En la sangre humana que se encuentra en estado normal pueden distinguirse, en orden de
frecuencia los siguientes tipos de leucocitos: neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y
baséfilos. La produccion de linfocitos se realiza en diferentes sitios, pero la de neutrofilos,
monocitos, eosindfilos y basofilos ocurre exclusivamente en la médula 6sea del ser humano
normal. Tambien se observan otros tipos leucocitarios como las células plasmaticas y los
macrofagos en la médula dsea y en otros sitios.

La funcion principal de todo el sistema leucocitario es defender al organismo en contra de lo
que es “ajeno”. No obstante, cada uno de estos tipos de células, tiene funciones diferentes y
se comporta como un sistema independiente aunque relacionado con lo demas. El sistema
leucocitario difiere del de eritrocitos y plaquetas en varios aspectos. La funcion de los dos
altimos se realiza en la sangre, en tanto que las funciones de los leucocitos se efecttan en el
espacio extravascular. Es por ello que la sangre s6lo sirve como un medio para que los
leucocitos puedan ir de un lugar a otro.

La cuenta total de leucocitos generalmente se mide en el hemacitométro después de diluir la
sangre total con un liquido especial, el cual separa los eritrocitos. Pueden emplearse
contadores electronicos. Las cuentas visuales son relativamente inexactas, hasta con 20% de
error, pero los contadores electronicos por lo general son precisos dentro de 1 a 2%.
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TRASTORNOS VINCULADOS COMUNMENTE CON CAMBIOS EN LAS
CONCENTRACIONES DE LEUCOCITOS

CONCENTRACION CONCENTRACION

AUMENTADA DISMINUIDA
LEUCOCITOS Infecciones bacterianas Infecciones virales

Inflamacion Anemia aplasica

Intoxicacién metabolica Anemia megaloblastica

Hemdlisis Leucpenia  inducida  por

Hemorragia Farmacos

Necrosis tisular Sindromes mielodisplasicos

Después de ejercicio

Extenuante

Ansiedad o estrés
Leucemia aguda
Trastornos
mieloproliferativos

VARIACIONES SANGUINEAS DE LOS LEUCOCITOS

A Factores que la afectan: especie, edad, sexo, raza, estado fisioldgico, relacion
neutrdéfilo-linfocito.

La respuesta de los leucocitos sigue los mismos principios en todas las especies, sin embargo,
deben considerarse las particularidades de cada una de ellas. En general, las variaciones de
los leucocitos sanguineos ocurren rapidamente, por lo tanto, un examen de sangre representa
la situacién existente en el momento de extraer la muestra. La sangre es sélo una via de paso
de les leucocitos, especialmente de los granulocitos, hacia los tejidos, siendo los exdmenes
seriados la forma mas precisa de evaluar procesos agudos.

El nimero total y diferencial de leucocitos es diferente para cada especie, al igual que
la relacion Neutrofilo: Linfocito (N: L). Es asi como en el canino predominan los neutrofilos
(3,5:1), lo mismo en el felino (1,8:1), en tanto que en el equino es (1:1) y en el bovino lo
hacen los linfocitos (0,5:1).

En general las variaciones leucocitarias se clasifican en 3 grandes grupos:

Fisioldgicas: Por efecto de parto, posprandial, ejercicio.

Reactivas: Es la respuesta frente a una enfermedad, siendo transitoria en el tiempo,
asociada a la permanencia del patdgeno en el organismo. Ejemplo, respuesta frente a una
infeccion bacteriana.

Proliferativas: Se deben a una proliferacion anormal, generalmente espontanea y fuera de
los mecanismos del control normal de la produccion celular. Ejemplo, neoplasia
hemopoyética.
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B. Variaciones leucocitarias fisioldgicas.

Generalmente en todas las especies es el resultado de la liberacion de epinefrina, en
la cual el pool marginal de neutrofilos y o linfocitos se moviliza a la circulacion general,
aumentando la cuenta de leucocitos, neutréfilos y o linfocitos.

C. Variaciones leucocitarias reactivas.

Se manifiestan con una leucocitosis o una leucopenia, dependiendo del agente
etioldgico, de la magnitud de la respuesta y de la relacion neutréfilo-linfocito. Los leucocitos
son mucho mas frecuentes y las leucopenia generalmente se asocian a un mal pronaostico.

Mecanismos de neutrofilia. Existen tres causas principales de neutrofilia, la fisiologica
o0 seudo neutrofilia, la producida por estrés sistémico no inflamatorio y la desencadenada
por un proceso inflamatorio propiamente tal.

¢ Neutrofilia fisiologica o seudo neutrofilia: Se produce en condiciones de excitacion,
susto, ejercicio muscular, posprandial, o cualquier estado que produzca la liberacion de
catecolaminas (epinefrina y norepinefrina) y consecuentemente un aumento del flujo
sanguineo. Es un proceso de rapida aparicion y de corta duracién, donde ocurre una
liberacion de neutréfilos desde el “pool” marginal al circulante sanguineo
(demarginacion). Esta respuesta se debe al efecto beta adrenérgico de la epinefrina, que
causa aumento del AMP ciclico de las celulas endoteliales disminuyendo la adherencia
de los neutrofilos a las paredes de los vasos. Puede ir acompafiada de linfocitosis y muy
ocasionalmente de eosinofilia y monocitosis.

e Neutrofilia del estrés sistémico no inflamatorio: Se produce por la liberacion enddgena
de glucocorticoides, en estados de dolor, traumaticos, intervenciones quirdrgicas, o por
la administracion de corticoides exdgenos. En este Gltimo caso la respuesta ocurre entre
4 a 8 horas de la inyeccion y persiste por 12 a 24 horas. Si la liberacién enddgena o la
administracion se mantienen en el tiempo la respuesta también perdura. Los corticoides
aumentan la liberacion de neutrofilos desde el comportamiento de reserva de la médula
6sea hacia la circulacion, y por otra parte, disminuyen la adherencia y marginacion de los
neutrofilos al endotelio vascular, disminuyendo la salida de estas células hacia los tejidos.
Ello se traduce en un aumento del “pool” circulante de neutrdfilos y una disminucion de
la reserva de médula désea. Esta neutrofilia va acompafiada de linfopenia, eosinopenia y
monocitosis 0 monocitopenia dependiendo de la especie y el mecanismo de produccién
se verd més adelante.

e Neutrofilia de la inflamacidn: Los procesos inflamatorios, especialmente los de origen
bacteriano cursan con neutrofilia. La magnitud de la neutrofilia esta determinada por el
balance entre la tasa de liberacion desde médula y la demanda tisular. Al inicio del
proceso inflamatorio, hay salida de neutréfilos desde la reserva de médula 6sea; mas
adelante, aumenta la produccion de estas células bajo el estimulo del factor estimulador
de colonias granulociticas y otros factores estimuladores derivados de linfocitos y
macrofagos activados. A nivel medular, se produce un aumento del “pool” de
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proliferacion y maduracion. En la sangre ocurre ademas una desviacion a la izquierda o
presencia anormal de neutréfilos inmaduros, que puede ser leve (baciliformes), regular o
moderada (baciliformes y metamielocitos) y marcada (baciliformes, metamielocitos y
mielocitos 0 més inmaduros), dependiendo de la etiologia y la severidad del proceso
patoldgico. Si la desviacion a la izquierda va acompafada de una neutrofilia, siendo él
namero de células inmaduras inferior a las maduras, se interpreta como un proceso
regenerativo, donde la médula tiene el tiempo suficiente para producir el nimero de
celulas necesarias para cubrir las demandas tisulares de neutrdfilos. En esta situacion hay
un aumento de la granulopoyesis, con una hiperplasia mieloide con aumento de la
maduracion de neutrofilos. La desviacion a la izquierda es degenerativa, cuando ella va
acompariada de neutropenia, o el nimero de neutréfilos inmaduros supera a las células
maduras. Esto implica que la demanda tisular es mayor que la produccién medular, o
inhabilidad en la produccion y retardo en la maduracion de neutrofilos, liberandose
células inmaduras por la deplecién de neutréfilos segmentados. Neutrofilia también la
desencadenan procesos no infecciosos, ya sea porque se liberan corticoides endégenos o
porque existe un proceso inflamatorio o hay destruccion de tejidos, como ocurre en
neoplasias, hemorragias agudas, crisis hemoliticas y desérdenes metabdlicos como
acidosis y sindrome urémico.

Mecanismos de neutropenia.

Los mecanismos de neutropenia han sido menos estudiados y se presentan con menos

frecuencia. En general, los principales son:

Neutropenia por reduccion o secuestro de granulocitos sanguineos: Puede presentarse
con una distribucion igual o desigual de los compartimentos circulantes y marginales de
estas células. Esta situacién ocurre por ejemplo, en las etapas iniciales de la respuesta
inducida por endotoxinas de bacterias Gram-negativas en casos de sepsis y en el shock
anafilactico. Se produce una activacion del complemento y de otros mediadores
plasmaticos de la inflamacion, con marginacion masiva y secuestro de neutrofilos en
organos como pulmén, higado y bazo (aumento del pool sanguineo marginal).
Posteriormente ocurre una neutrofilia por liberacion de células desde médula 6sea.

Neutropenia por disminucion de la sobrevida de los neutrofilos: Este mecanismo
puede desencadenarse por una etiologia inmune o no inmune.

Neutropenia por salida repentina y excesiva de células a los tejidos: Ocurre en
infecciones severas sobreagudas, bacterianas. Debido a la excesiva demanda tisular, el
tiempo de permanencia de los neutrofilos en circulacion es corto y se produce un
desbalance entre la produccion y la utilizacion. Aparecen neutrofilos inmaduros en
circulacion (desviacion la izquierda degenerativa). Puede ocurrir eosinopenia, y el retorno
de estas células y de los linfocitos a la normalidad indica recuperacion del proceso.
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Neutropenia por granulopoyesis inefectiva o disminuida: en el humano ocurre en
deficiencias de vitaminas B12-folato; Intensidad de la respuesta de neutrofilos frente a la
severidad de un proceso patologico. La magnitud de la neutrofilia indica la intensidad de
la repuesta y la extension o el grado de desviacion a la izquierda representa la severidad
de la enfermedad, relacionada con la localizacion de la inflamacién y la virulencia del
agente patogeno. Inflamaciones localizadas purulentas (piometra) y necrosis tisular
(quemaduras severas, infartos, trombosis) producen un aumento mayor de neutréfilos
sanguineos que las generalizadas.

Reaccion leucemoide: En algunos procesos inflamatorios localizados, se observa esta
singular respuesta de los neutrofilos, que se caracteriza por leucocitosis extrema,
desviacion a la izquierda marcada y neutrofilia. El cuadro hematoldgico parece una
leucemia granulocitica, sin embargo, la causa es distinta, generalmente bacteriana. El
diagnostico diferencial se realiza por la anamnesis, los signos clinicos y hemogramas
seriados.

Cambios morfologicos en los neutrofilos: La severidad de una infeccion bacteriana con
liberacion de toxinas, residuos toxicos del metabolismo y productos de tejidos necrosados
producen alteraciones morfoldgicas o “cambios téxicos” en los neutrofilos, como
basofilia difusa del citoplasma, citoplasma vacuolado, granulaciones azurofilas o toxicas,
cuerpos de Dohle, y células gigantes y de formas bizarras. Ellos se deben a alteraciones
en la maduracién celular o a efectos toxicos degenerativos producidos por el agente
patdgeno.

Variaciones de los eosinofilos.

Eosinofilia: Ocurre generalmente en enfermedades cronicas de tejidos que contienen
gran cantidad de células cebadas como piel, pulmones, tracto gastrointestinal, Utero, las
cuales por diferentes estimulos (complejos Ag-IgE, componentes del complemento)
liberan histamina de sus granulos, ya que esta amina vasoactiva actuaria como
quimiotactica para los eosinofilos; ademas, se produce por el efecto de otras sustancias
quimiotacticas para eosinofilos. Por ejemplo, se manifiesta en dermatitis cronicas,
inflamaciones croénicas del aparato respiratorio y gastrointestinal. También se presenta
eosinofilia, asociada a algunas reacciones de hipersensibilidad tipo | o inmediata
(alergias), donde se produce gran cantidad de IgE, que interactua con receptores de las
células cebadas, liberandose grandes cantidades de histamina. Ciertos parasitismos
también cursan con eosinofilia, tales como infecciones con filarias, &scaris y triquinas,
siendo el mecanismo desencadenante la migracion del paréasito o la sensibilizacion a la
proteina extrafia con liberacion de histamina. Cuando este elemento pasa a la circulacion,
los eosindfilos son liberados desde la médula 6sea a la sangre y producidos en mayor
cantidad en ella.

Eosinopenia: De frecuente presentacion en enfermedades agudas y en el estrés no
inflamatorio, asociada a la liberacién de corticoides. Ellos actuarian probablemente
inhibiendo a la histamina (produccién como liberacion) y produciendo lisis celular
intravascular. También ocurre eosinopenia durante el proceso inflamatorio agudo,
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debido a la migracién de los eosindfilos a los tejidos atraidos por factores quimiotacticos,
unido a la escasa reserva medular y corta vida media de estas células en la circulacion.

Variaciones de los linfocitos

Considerando que los linfocitos recirculan, el nimero de ellos en la sangre es el reflejo del
balance de células que entran y salen de la circulacion, por lo tanto, una linfopenia o
linfocitosis no representa una alteracion de la linfopoyesis. Cambios en la tasa de
recirculacién, produccion o destruccion pueden o no afectar la cuenta de linfocitos
sanguineos en la sangre.

e Linfocitosis: Se observa linfocitosis fisiolégica de efecto pasajero en estados
emocionales y estrés fisico por el efecto de catecolaminas, junto a neutrofilia. Linfocitosis
reactivas son poco frecuentes y ocurren en enfermedades cronicas. En general, puede
observarse en el estado resolutivo de enfermedades infecciosas y en raras ocasiones,
luego de estimulos antigénicos como vacunaciones.

e Linfocitosis permanentes del tipo proliferativa se observan asociadas a neoplasias
linfoides.

e Linfopenias: el estrés no inflamatorio, con liberacién de corticoesteroides, cursa con
linfopenia, debido a que ellos producen, dependiendo de la especie, linfdlisis en sangre y
tejidos linfoides, redistribucion de linfocitos, con paso a los oOrganos linfoides y
alteraciones en la produccion. Los linfocitos tienen receptores para corticoides en su
citoplasma, los cuales actian alterando la produccion de estas células y su metabolismo.
Linfopenia con disminucidn de la linfopoyesis también se manifiesta por efecto de drogas
inmunosupresoras, irradiacion y quimioterapia y en algunas inmunodeficiencias, donde
estd alterada la produccion de estas células. Enfermedades crénicas, como nefritis
intersticial cronica con uremia, puede cursar con linfopenia, por depresion del tejido
linfoide. En el curso de ciertas enfermedades virales agudas como distemper, hepatitis
infecciosa y panleucopenia, se observa linfopenia debido a cambios en la superficie
celular con linfélisis y secuestro en los érganos linfoides. Una linfopenia persistente en
un individuo enfermo es de mal prondstico, ya que indica un estado de estrés permanente.

Variaciones de monocitos

El nimero de estas células en la sangre es bajo y es el resultado de la tasa de
produccién medular, mecanismos de regulacion, distribucion en los diferentes
compartimentos y utilizacion en los tejidos.

e Monocitosis: En general, la monocitosis reactiva se asocia a enfermedades subagudas o
cronicas También se aprecia en enfermedades hemoliticas, como piroplasmosis equina,
en enfermedades con necrosis tisular como piometra y en enfermedades granulomatosas
cronicas como la tuberculosis.
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e Monocitosis proliferativa se observan en las neoplasias monociticas con aparicion de

células anormales e inmaduras en la circulacion.

e Monocitopenia: Se observa en el estrés inflamatorio, por redistribucion de monocitos en
el “pool” marginal. Una administracion permanente de corticoesteroides puede producir
disminucion de la produccion.

EQUIPO:

Microscopio

Agitador de pipetas de Thoma
Contador de células

MATERIAL.:
a) Biologico: Sangre obtenida con EDTA
b) De laboratorio: Pipetas de Thoma para leucocitos con boquilla

Cémara de Neubauer

Solucion diluyente de Turk
Gradilla

Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
Pipetas serologicas de 5 ml

TECNICA:

1. Mezclar la sangre por lo menos 5 minutos.

2. Con la pipeta de Thoma para leucocitos, aspirar la sangre hasta la marca 0.5

3. Con la misma pipeta, y cuidando que no se salga la sangre, aspirar liquido de Turk
hasta la marca 11. Es recomendable rotar la pipeta y hacerlo manteniéndola en
posicidn vertical, para evitar la formacion de burbujas, que afectarian la dilucion que,
en este caso, es de 1:20.

4. Eliminar el exceso de diluyente secando la punta con papel absorbente.

5. Agitar la pipeta, durante 60 segundos, en el agitador eléctrico para conseguir una
suspension uniforme.

6. Desechar las 3 6 4 primeras gotas de la pipeta, limpiar la punta con papel absorbente
y llenar la cdmara de Neubauer.

7. Dejar reposar durante 2 minutos para permitir la sedimentacion de los leucocitos.

8. Contar los leucocitos encontrados en los cuatro cuadros grandes angulares, que
contienen cada uno 16 cuadros medianos, ver figura 8. Verificar que la distribucion
de las celulas sea homogénea con el objetivo de 10x, de lo contrario, repetir el
procedimiento.

9. Multiplicar el nimero de leucocitos contados por 50 para obtener el total de gldbulos

blancos por mm? de sangre.
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La formula utilizada para realizar los calculos es la siguiente:
N X20X10=NX50
4
DONDE:
N = Numero de leucocitos contados
20 = Titulo de dilucién
10 = Correccion de la profundidad de la cdmara para ajustar el volumen a Imm?
4 = Total de cuadros grandes contados

INTERVALOS DE REFERENCIA:
A continuacion se muestran en la siguiente tabla los valores de referencia de acuerdo con la
edad:

EDAD SEXO INTERVALOS
(LEUCOCITOS/MM3)
Recién nacidos FIM 9,000-30,000
1 a 2 afios FIM 6,000-18,000
3 a 10 afnos FIM 4,000-13,500
11 a 60 afios FIM 5,000-11,000
Mas de 60 afios FIM 5,000-10,000

NOTA:

A la existencia de cifras superiores a los intervalos de referencia se le denomina leucocitosis
y a la disminucion de los valores leucopenia. Se debe considerar que existen variaciones
dadas por el mismo ritmo circadiano, el peso, el tabaquismo, el embarazo, la menstruacion,
el ejercicio fisico y otras mas.



Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 79

—— Imm_
T ]
A
|
£ [T %
3 =T —
E= t S E =
= l
| T
‘ T ! ]
H S 151 SUN1 ROG) 418 1IN L S N A N S
. WSLITEE V) TN 1 | "
E |
L : Cuadros para leucocitos L
E : Cuadros para eritrocitos y plaquetas
| Cubreobjetos Profundidad de la cimara: 0.1 mm ]
PRTRSY |

I Y77,
VISTA LATERAL DE LA CAMMNZA /

Figura 8

FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 16
“RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS (HEMOGRAMA)”
DURACION: 02 HR
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OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda a diferenciar los distintos tipos de células sanguineas, ya que la
informacion que se obtiene de examinar los extendidos sanguineos puede ser inestimable
para la atencion del paciente, sugiriendo un diagnostico y servir de orientacion para el
tratamiento. La calidad de los extendidos sanguineos debe ser excelente.

FUNDAMENTO:

Los colorantes policromos de azul de metileno y eosina derivados del método original de
Romanowsky sirven para la tincion diferencial de la mayoria de las estructuras normales y
anormales de la sangre. La mayor parte se disuelven en alcohol metilico y combinan la
fijacion y la tincion. Se han ideado numerosos métodos para la preparacién y aplicacion de
estos colorantes siendo los méas conocidos los de Giemsa y Wright.

El colorante de Wright, es policromatico porque produce varios colores. Es una solucion de
alcohol metilico de un colorante acido (eosina) y otro basico (azul de metileno). Los nicleos
y algunas otras estructuras de las células se tifien con el colorante basico, por lo que se
denominan basofilas; ciertas estructuras solo toman el colorante &cido y se llaman aciddfilas,
oxifilas o eosindfilas. Algunas otras estructuras se tifien por una combinacién de ambos y se
denominan neutréfilas. El colorante de Wright es uno de los mejores y mas empleados,
permitiendo la identificacion de los diferentes tipos de células sanguineas.

GENERALIDADES:

Al preparar sangre para microscopia se extiende primero una gota pequefia sobre una
laminilla de vidrio y se deja que seque. Se requiere mucha practica y cuidado para obtener
un buen frotis. Después del secado, se fijan las células y se tifien. Se emplea metanol como
fijador seguido de tincion con uno de los colorantes de Romanowsky. Estas tinciones se
preparan a partir de mezclas de azul de metileno y eosina por métodos que involucran la
produccion de colorantes purpura (azur), que son productos de la oxidacién del azul de
metileno. El colorante Leishman se emplea cominmente en Inglaterra y el colorante de
Wright en E.U.A.

Una vez diferenciados los linfoblastos en linfocitos, los monoblastos en monocitos, y los
mieloblastos en polimorfonucleares o granulocitos (basoéfilos, neutréfilos y eosinofilos), la
concentracion de leucocitos totales en sangre se encuentra entre los 4500 y 11000 unidades
por milimetro cubico. En la médula 6sea hay una gran reserva, de modo que puede triplicar
este numero. Esta reserva se moviliza (y se multiplica) en situaciones de estrés o en una
infeccion. La division principal, los deja de la siguiente manera:
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Basofilos ) N
— Con sus respectivos colorantes se tifien y
Neutrofilos .

s presentan un citoplasma granulado.
Eosinofilos
Linfocitos
Monocitos

LEUCOCITOS: se dividen en tres grupos: granulocitos, linfocitos y monocitos, por su
aspecto en los frotis tefiidos con el pandptico. Los granulocitos se subdividen en tres tipos:
neutréfilos, eosindfilos y basofilos, dependiendo de la naturaleza de los granulos en su
citoplasma.

Leucocitos
Granulocitos

Leucocitos
Agranulocitos

NEUTROFILOS: el Neutrdfilo es el leucocito mas abundante en la sangre periférica del
adulto, de 54 a 62%. Al nacer la concentracion de Neutréfilo es de cerca de 60%; este
nivel desciende a 30% hacia los 4 a 6 meses de edad. Después de los cuatro afios de vida,
la concentracion de neutrofilos aumenta de manera gradual hasta los valores adultos, los
cuales se alcanzan a los seis afios de edad.

Una buena parte de las variaciones en el recuento total de leucocitos se debe a aumento o
disminucion en los neutrdfilos.

El neutrofilo pasa por seis etapas morfologicamente identificables en el proceso de
maduracion desde la célula progenitora unipotencial hasta el neutrofilo segmentado
funcional: 1) mieloblasto, 2)promielocito, 3) mielocito, 4) metamielocito, 5) granulocito
en banda o no segmentado y 6) granulocito segmentado o neutréfilo polimorfonuclear
(PMN). Aungue de tamafio semejante a la forma en banda, el neutréfilo polimorfonuclear
es reconocido, como su nombre lo indica, por un nucleo segmentado con dos 0 méas
I6bulos conectados por un filamento nuclear delgado. La cromatina esta condensada y se
tifie de color negro morado oscuro. Una gran parte de los neutrdfilos tiene de 2 a 4 I6bulos
nucleares. La presencia de mas de cinco Iébulos es anormal y la célula se clasifica como
PMN hipersegmentado. Con frecuencia los I6bulos se tocan o superponen entre si, lo cual
en ocasiones dificulta diferenciar entre célula en banda o PMN. El citoplasma del PMN
maduro contiene muchos granulos secundarios y se tifie de color rosado. Pueden existir
granulos primarios pero debido a su escasez y pérdida en la calidad de tincion quiza no
sean identificados con facilidad. La granulocitopenia define una disminucién de todos los
tipos de granulocitos, en tanto, la neutropenia es un término mas especifico que denota
s6lo una disminucién de neutréfilos. Existe neutropenia cuando el recuento absoluto de
neutr6filos cae por debajo de 2.0 x 10%/L. En cambio cuando el recuento de neutréfilos
cae por debajo de 0.5 x 10°%L, el trastorno se llama agranulocitosis y el paciente se
encuentra en alto riesgo de desarrollar una infeccion si no se aisla del ambiente normal.
Neutrofilia es un término mas especifico que indica Unicamente un aumento de
neutr6filos y que se presenta cuando el recuento absoluto de neutréfilos excede 7x10%/L.
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PADECIMIENTOS VINCULADOS CON TRANSTORNOS DE LOS NEUTROFILOS

NEUTROPENIA 1. Ciertas infecciones

2. Todos los tipos de infecciones agobiantes

3. Efecto de agentes fisicos, sustancias
quimicas y farmacos

4. Ciertos transtornos hematoldgicos y otros
padecimientos de etiologia desconocida o
pobremente definida

5. Caquexia y estados debilitantes
(alcoholismo)

6. En el choque anafilactico

7. Algunas son hereditarias

NEUTROFILIA 1. Infecciones  agudas, locales o
generalizadas: especialmente por cocos.

2. Otras inflamaciones: lesiones tisulares
causadas por quemaduras o después de
operaciones.

3. Intoxicacion metabdlica, incluso uremia,

acidosis  diabética 'y  eclampsia.

Envenenamiento por sustancias quimicas

y farmacos.

Hemorragia aguda, interna o externa

Hemodlisis aguda

Neoplasias malignas

Neutrofilia fisioldgica: durante ejercicio

extenuante

8 Leucemia mielocitica

N o ok~

EOSINOFILOS: generalmente se parecen a los neutrofilos, pero son algo mayores. El
nacleo contiene 2 1ébulos y el citoplasma estd apretujado con granulos relativamente
grandes de color rojizo-pardusco. Las concentraciones de eosinofilos se mantienen en 1
a 3% durante toda la vida. Es posible que no se aprecien eosinofilos en una cuenta
diferencial de 100 células; sin embargo, el rastreo cuidadoso de la totalidad del frotis debe
revelar la presencia de un eosindfilo ocasional. El eosindfilo maduro tiene un didametro
de 12 a 17 um. Por lo regular, el nucleo no tiene méas de 2 o 3 l6bulos, y el citoplasma
estd completamente lleno de granulos. Los granulos se hallan limitados por una
membrana fosfolipidica y tiene una porcién central cristaloide rodeada por una matriz.
Estos granulos contienen cuatro proteinas principales: proteina basica principal, proteina
catidnica eosinofila, peroxidasa eosinofilia y neurotoxina derivada de eosindfilo.
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Los eosindfilos tienen multiples funciones bioldgicas y contribuyen a una diversidad de
mecanismos de defensa inmunitaria. La eosinofilia se refiere a un aumento en los
eosindfilos por encima de 0.45 x 10%L. Durante los primeros tres meses de vida se
produce una ligera eosinofilia fisiologica. La eosinofilia reactiva parece ser inducida por
sustancias secretadas por los linfocitos T. Haya diversos padecimientos vinculados con
eosinofilia:

PADECIMIENTOS VINCULADOS CON EOSINOFILIA

Infeccion parasitaria

Trastornos alérgicos

Infecciones

Dermatitis

Malignidades

Enfermedad de la colagena

Sindromes hipereosinofilicos idiopaticos
Leucemia

Trastornos gastrointestinales

BASOFILOS: los basofilos son las células menos abundantes en la sangre periférica, en
cantidad de 0 a 1%. Es comdn no encontrar basofilos en un recuento diferencial de 100
células; sin embargo, el hallazgo de una basofilia absoluta es muy importante, ya que con
frecuencia indica la presencia de malignidad hematica. Los basofilos son los granulocitos
mas pequefios. Los basofilos constituyen menos de 0.2 x 10°%/L de los leucocitos totales.
Aungue son escasos, no son dificiles de identificar en un frotis de sangre. aun cuando los
granulos se deslavan, los pocos granulos restantes que se tifien profundamente son
marcadores ciertos de identificacion de esta célula. El basofilo y la célula cebada
funcionan como mediadores de las respuestas inflamatorias, en especial de las de
hipersensibilidad. Los baso6filos se caracterizan porque liberan aminas bioldgicas
(serotonina, histamina, etc.), de modo que promueven la vasodilatacién y permeabilidad
capilar. Los basofilos tienen un nucleo "arrifionado", aunque esta caracteristica no les
diferencia demasiado, y suelen distinguirse por la presencia de granulos de color muy
oscuro, en el citoplasma, tras una coloracién con colorantes basicos.

La basofilia se refiere a un incremento de los baséfilos por encima de 0.15 x10%L. La
basofilia se vincula con reacciones de hipersensibilidad inmediata. Los baséfilos
tienen receptores para IgE, la principal inmunoglobulina de los estados de
hipersensibilidad. La basofilia se vincula con trastornos:
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Trastornos vinculados con basofilia

Trastornos mieloproliferativos cronicos
Mielofibrosis con mataplasia mieloide
Policitemia vera

Leucemia mieldgena

La basofilopenia, disminucion de los basofilos es aun més dificil de establecer que la
eosinopenia. Las disminuciones de basdfilos se ven en las leucocitosis por infeccion,
urticaria, inmediatamente después de la anafilaxia, en los estados inflamatorios, en las
reacciones inmunitarias, alas neoplasias, la hemorragia y la terapéutica glucocorticoide.

MONOCITOS: Son los precursores de los macrofagos, se sintetizan en la medula 6sea,
y estan en circulacion durante aproximadamente 60 horas, tras las cuales pasan a los
tejidos y se diferencias en los macréfagos. Tienen un tamafio parecido a los neutréfilos y
en nucleo es grande, pero no cubre todo el contenido celular. Son los leucocitos de mayor
tamafio en sangre; varia de 15 a 25 micras de diametro. El nicleo tiene algunas muescas,
lo dividen dos o tres l6bulos, pero puede tener otras formas. Posee una red de cromatina
abierta y adquiere un color parpura claro. El citoplasma es de color azul luminoso difuso
y por lo general contiene pocos granulos. A menudo la célula tiene forma irregular.

Se produce monocitosis cuando la cifra absoluta de monocitosis excede 0.8 x 10%L.
Cuando se examina a un paciente con relacion a monocitosis, es importante tomar en
consideracion su edad. Los monocitosis desempefian una funcion importante en la
inflamacion y en las reacciones inmunitarias; por tanto, puede notarse un aumento en
estas células en una amplia variedad de trastornos.

Trastornos vinculados con monocitosis

Sindromes mieloproliferativos
Enfermedades mieloproliferativas
Policitemia vera

Leucemia mielogena crénica
Leucemias agudas

Tumores linfoides

Anemia hemolitica

Pdrpura trombocitopenia idiopatica
Neutropenia cronica

Estado posesplenoctomia
Trastornos inflamatorios
Malignidades no hematicas
Trastornos del sistema monocito-macréfago
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Una concentracion de monocitos por debajo de 0.2 x 10%L se conoce como
monocitopenia. Se encuentra monocitopenia en los trastornos de la célula progenitora
como la anemia aplasica. Tambien se ve disminucion en las cifras de monocitos en la
leucemia de células peludas y después de la terapéutica con glucocorticoides.

LINFOCITOS: Son responsables de la inmunidad adquirida o especifica. Hay varios
tipos, pero destacan:

Linfocitos B Sintetizan anticuerpos

Linfocitos T helper

Linfocitos T m—
citoliticos

Los linfocitos tienen el ndcleo rico en RNA, de modo que su tincién es un poco mas oscura.
Son un poco mas pequerios que los neutrofilos, y en general el nlcleo ocupa casi toda la
extension celular. Las concentraciones anormales de linfocitos o la presencia de linfocitos
anormales o reactivos proporcionan frecuentemente al clinico informacion importante para
el diagnostico, para dirigir los estudios subsecuentes o para iniciar la terapéutica apropiada,
0 varias de estas cosas. Los trastornos no malignos del linfocito o los cambios linfociticos
reactivos pueden ser adquiridos o congeénitos y pueden afectar tanto a los linfocitos T como
a los linfocitos B, 0 ambas poblaciones celulares.

En la mayor parte de los trastornos linfociticos cuantitativos adquiridos, los linfocitos
aumentan en cantidad. Existe linfocitosis en adultos cuando la cifra absoluta de linfocitos
excede 4 x 10°%/L, y en nifios cuando excede 9 x 10%/L. Los linfocitos T constituyen de 60
a 80% de los linfocitos de la sangre periférica. Por tanto, los cambios en la concentracién
de estos linfocitos es mas probable que causen aumentos o disminuciones en la cifra
relativa de linfocitos que los cambios en los linfocitos B. La linfocitosis absoluta no suele
acompariarse con leucocitosis, excepto en la mononucleosis infecciosa, linfocitosis
infecciosas, infecciosa por Bordetella pertussis, citomegalovirus y leucemia linfocitica.
La linfocitosis relativa secundaria a neutropenia es mas comudn que la linfocitosis
absoluta, y se presenta en una diversidad de infecciones virales. Es importante diferenciar
los trastornos benignos vinculados con linfocitosis de los trastornos benignos vinculados
con linfocitosis de los trastornos linfoproliferativos neoplasicos.
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Trastornos vinculados con linfocitosis

Trastornos no neoplasicos Trastornos neoplasicos
Mononucleosis infecciosa Leucemia linfoblastica aguda
Infeccion por Bordetella pertussis Leucemia linfocitica crénica
Linfocitosis infecciosa Leucemia de células peludas
Infeccion por citomegalovirus Linfoma

Toxoplasmosis Enfermedad de la cadena pesada

Linfocitosis de célula B policlonal
Persistente

Infeccidn viral

Varicela

Sarampion

Paperas

Rubéola infantil

Hepatitis infecciosa

Infecciones crénicas

Sifilis terciaria

Sifilis congénita

Brucelosis

Trastornos endocrinos
Convalecencia de infecciones agudas
Reacciones inmunitarias
Enfermedades inflamatorias

La linfocitopenia o disminucidn en el namero de linfocitos, es una entidad mas rara que la
linfocitosis y no se ha estudiado de manera extensa. Se presenta linfocitopenia en adulto
cuando la cifra de linfocitos es inferior a 1.5 x 10°%/L y en el nifio cuando es menor de 2
x10%/L. La linfocitopenia puede resultar de la disminucion en la produccion, del aumento
en la destruccién, de los cambios en la circulacion del linfocito o de otras causas
desconocidas.

Trastornos vinculados con linfocitopenia

Desnutricion

Neoplasias diseminadas

Enfermedades del tejido conjuntivo
Quimioterapia

Radioterapia

Corticosteroides

Trastornos inflamatorios agudos

Infeccion cronica

Enfermedades por inmunodeficiencia congénita
Enfermedades por inmunodeficiencia adquirida
Enfermedad renal aguda y crénica

Estrés




» Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 87

EQUIPO:

Microscopio

Contador de células

Agitador mecanico de pipetas

MATERIAL.:
a) Bioldgico: Sangre obtenida con EDTA para hacer extendidos sanguineos.
b) De laboratorio: Aceite de inmersion
Portaobjetos
Puente de tincion
Pipeta de Thoma para globulos blancos con boquilla
Camara de Neubauer
Colorante de Wright
Solucioén amortiguadora de fosfatos
Liquido de Turk
TECNICA:

1. Preparar frotis sanguineos en portaobjetos.

2. Colocar el frotis con la extension secada al aire hacia arriba en un puente de tincion.

3. Cubrir la extension con liquido colorante mediante un gotero. Empléese suficiente
cantidad de colorante con el fin de evitar la evaporacion excesiva y la precipitacion
consiguiente, sin embargo tampoco debe ser tan abundante que rebose y se derrame.

4. Dejar reposar durante 5 minutos y afiadir sobre el liquido colorante en la extension
una cantidad méas o menos igual de solucion amortiguadora con un segundo gotero.
Para conseguir la mezcla del colorante con el diluyente se sopla con suavidad en
varios puntos de la placa para establecer corrientes suaves igualando asi la
distribucion. Dejar reposar 15 minutos, esperando la aparicion de una capa metalica
verdosa.

5. Quitar el colorante con un chorro de agua destilada, primero suave y luego mas fuerte
hasta que haya desaparecido todo exceso de aquel, manteniendo siempre horizontal
la placa. El lavado tardara de 5 a 30 segundos.

6. Después del lavado, quitar el exceso de agua inclinando la placa y tocando con un
papel secante el borde inferior. Limpiar la parte posterior del portaobjetos.

7. Secar las preparaciones al aire.

8. Si se utilizan cubreobjetos, montarlos con la extension hacia abajo sobre un
portaobjetos con balsamo de Canada o bien con una gota de aceite de inmersion.

9. Examinar minuciosamente la extension con objetivo de inmersién en aceite.
Clasificar cada leucocito y anotarlo ya sea con el contador o manualmente, hasta
Ilegar a 100 celulas, obteniendo el porcentaje de cada tipo de células. Es indispensable
observar los leucocitos en todas las zonas de extensién, ya que las diferentes clases
pueden estar desigualmente distribuidas.

10. Efectuar un recuento total de leucocitos en la Camara de Neubauer.

11. Calcular el valor absoluto(cifra absoluta) de cada variedad de leucocitos (No. De

células/mm?®), a partir del recuento total de leucocitos (el cual representara el 100%)
y los porcentajes de cada tipo de leucocitos (valor relativo).
Cifra Absoluta = Total de leucocitos x Porcentaje
100
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INTERVALOS DE REFERENCIA:
Pueden existir grandes variaciones de acuerdo con la edad y el sexo, en la siguiente
tabla se muestran los intervalos de referencia en adultos:

TIPO DE LEUCOCITO INTERVALOS INTERVALOS
O CIFRAS O CIFRAS

PORCENTUALES (%) ABSOLUTOS/MM?
Linfocitos 20-45 1,500-4,500
Monocitos 4-9 200-800
Basofilos 0-1 0-100
Eosindfilos 1-4 40-440
Neutrofilos segmentados 40-65 2,500-7,000
Neutrofilos en banda 0-7 0-700
NOTA:

Se insiste en la importancia que tiene el reporte de cifras absolutas, pues de otra manera,
la interpretacion de un diferencial puede ser errénea; por ejemplo, si un paciente tiene
1,500 leucocitos/mm? de sangre y su diferencial muestra 50% de neutrdfilos, la cifra
porcentual aislada nos indicaria un valor normal de neutréfilos; sin embargo, al obtener
la cifra absoluta, podemos apreciar que ese paciente tiene 750 neutréfilos/mm?, que es
una cifra disminuida.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICABIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 17
“CITOMETRIA HEMATICA COMPLETA”
(BIOMETRIA HEMATICA COMPLETA)

DURACION: 03 HR

OBJETIVO(S):

Que el alumno practique en conjunto todas las técnicas para efectuar una Citometria
Hematica Completa, ya que ésta es una prueba fundamental en el laboratorio de hematologia
por la valiosa informacién que nos brinda sobre el estado general del paciente.

FUNDAMENTO:
Los descritos para cada determinacion en practicas anteriores.

GENERALIDADES:

Si bien la presencia de anemia en algunas ocasiones se sospecha por los antecedentes o la
exploracion fisica, la biometria hematica de rutina es en mucho la medida definitiva para
conocer el estado del eritrocito. Incluso si se sospecha de anemia, es esencial la evaluacion
completa de laboratorio para validar el diagnéstico, determinar su gravedad y definir su
naturaleza. El laboratorio de hematologia ofrece un proceso de rutina o estandar relevante
para el didgnostico de anemia. El méas importante de éstos es la biometria hematica completa
que se lleva a cabo con un contador automatico, la morfologia de frotis sanguineo, el indice
de produccion de recitulocitos y la evaluacion del suministro de hierro. Por lo general, la
biometria hematica completa y el frotis son de rutina, el indice de reticulocitos y el estudio
de hierro se ordenan si se demuestra la anemia y su causa no es obvia.

La biometria hematica completa se lleva a cabo mejor con un contador automatico capaz de
hacer mediciones simultdneas de hemoglobina, nimero de eritrocitos, volumen de estos,
cuenta plaquetaria, cuenta de leucocitos y cuenta diferencial de los leucocitos en 3 0 5 partes.

Una "Biometria Hematica" completa tiene por objeto corroborar los datos encontrados en la
Historia Clinica, pudiendo detectar algun tipo de Anemia, ya sea intrinseca o por deficiencia
en el aporte nutricional de hierro, acido folico, etc.

La biometria Hematica también denominada Hemograma, es uno de los estudios de rutina de
mayor importancia, ya que la informacion que de aqui se deriva nos proporciona una idea
muy confiable del estado general de la salud del paciente, consta de 2 bloques:

o Formula Roja: Determina los parametros relacionados con el eritrocito.
o Formula Blanca: Determina los parametros relacionados con los leucocitos.
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Formula Roja:
La determinacion de la formula roja se compone de los siguientes parametros:

A. Hematdcrito (Ht): Es el porcentaje de la sangre que estd compuesta por eritrocitos.

B. Hemoglobina(Hb): Es determinada la cantidad de esta proteina expresada en g./dl.

C. Conteo eritrocitico(Eri): Es la cantidad total de eritrocitos circulantes por microlitro
de sangre.

Algunos factores que afectan hematdcrito, hemoglobina y conteo eritrocitico son:
1. Cambios que inciden directamente en la circulacion de eritrocitos:

Valor disminuido: Se denomina anemia, los tres parametros disminuyen aunque este
decremento puede ser desproporcionado cuando existen cambios en el tamafio eritrocitico
y/o la cantidad de hemoglobina contenida en ellos, por lo que el calculo e interpretacién
de los indices de la formula roja son de ayuda en estos casos.

Valor aumentado: Denominado policitemia, donde aumente el nimero de eritrocitos
circulantes denominado policitemia absoluta, también puede darse un aumento transitorio
en los eritrocitos circulantes denominado policitemia relativa (descritos posteriormente).

2. Cambios en el volumen plasmatico:

Valor aumentado: Se presenta en estados de deshidratacion.

Valor disminuido: Se presentan en sobrehidratacion con fluidos administrados
parenteralmente dando una lectura que simula anemia.

D. Indices eritrociticos: Determinados mediante calculos matematicos.

1. Volumen Globular Medio (VGM): (Ht. x 10/ Eri), Es el tamafio eritrocitico expresado
en fentolitros y se comporta de la siguiente forma:

Valor aumentado: Se presenta en anemia macrocitica en la que la interferencia en la
sintesis del ADN causa inhibicion de la division celular y la resultante es la aparicién de
eritrocitos de gran tamafio (como ocurre en los casos de deficiencia de vitamina B12 y
acido félico). También aumenta transitoriamente en los casos de reticulocitosis (anemia
regenerativa).

Valor disminuido: Se presenta en casos de deficiencia de hierro

2. Hemoglobina Globular Media (HGM): (Hb. x 10/ Eri.), Se refiere a la cantidad de
hemoglobina depositada en el eritrocitos expresada en picogramos.
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Valor aumentado: En los casos de hemolisis tanto in vivo como in vitro; la hemoglobina
extracelular también estd implicita, aunque el indice asume que toda la hemoglobina es
intracelular por lo que se debe interpretar con reservas. Durante la reticulocitosis
permanece normal o ligeramente elevado.

Valor disminuido: En los casos de deficiencia de hierro.

3. Concentracion de Hemoglobina Globular Media (CHGM): (Hb x 100 / Ht) Es la cantidad
de hemoglobina que esta relacionada directamente con el eritrocito. Es el indice mas preciso,
ya que no requiere del conteo total de eritrocitos circulantes.

Valor aumentado: En los casos de hemdlisis tanto in vivo como in vitro, asi mismo
puede incrementarse en los casos de esferocitosis marcada.

Valor disminuido: En los casos de reticulocitosis y deficiencias de hierro.

E. Morfologia eritrocitica: Es determinada en el frotis sanguineo.

1. Rouleaux: Es el agrupamiento de eritrocitos a manera de monedas amontonadas, es
debido a una tendencia de sedimentacion en forma paralela, trastorno que se relaciona
con el incremento en la concentracion de fibrindgeno y/o el cambio en las
concentraciones de globulinas. En caninos y felinos puede presentarse en condiciones
normales en un grado moderado y es muy marcada en casos de enfermedad inflamatoria
y neoplasias. En equinos sanos es comun desapareciendo en casos de anemia.

2. Aaglutinacién eritrocitica: Cuando se forma un acumulo de eritrocitos, ocurre
generalmente en los casos de anemias inmunomediadas, puede ser observada en las
paredes del tubo colector como pequefios grumos.

3. Anisocitosis: Es la variacion en el tamafio de los eritrocitos donde aparecen
macrocitos y/o microcitos a lado de células de tamafio normales, se presenta como
respuesta en anemias de tipo regenerativo.

Macrocitos: Son eritrocitos de gran tamafio que provocan incremento en el VGM,
(reticulocitos) aparecen generalmente en anemias regenerativas.
Microcitos: Son pequefios eritrocitos con un VGM disminuido que son observados en
casos de anemias dadas por deficiencia de hierro y piridoxina generalmente.

4. Esferocitos: Son considerados microcitos que cuentan con una membrana celular
reducida, lo que incrementa la permeabilidad hacia el sodio, son casi exclusivos de
caninos y se presentan generalmente en anemias de tipo autoinmune y en anemias
hemoliticas isoinmunes asi como despueés de una transfusion. Son removidas rapidamente
de la circulacién por los macréfagos esplénicos, debido a su falta de elasticidad y a que
no estan habilitadas para traspasar los poros capilares esplénicos.
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5. Policromasia: Es una variacion en la afinidad eritrocitica hacia el colorante, donde
existe un tono azuloso en las células que contienen residuos de ARN, eritrocitos que
generalmente son grandes y se consideran reticulocitos. La presencia de policromasia esta
asociada con el incremento de la actividad eritropoyetica como respuesta a una anemia,
catalogada como regenerativa cuando esta presente.

6. Hipocromia: Se refiere a la presencia de palidez marcada en la region central del
eritrocito dado por la disminucion en la concentracion de hemoglobina dentro de la célula,
la causa mas comun en la que se presenta es la deficiencia de hierro.

7. _Poiquilocitosis: Son células anormales en su forma comdnmente encontradas en
anemias debidas a la pérdida cronica de sangre o a enfermedades caracterizadas por
fragmentacion eritrocitica, células que son retiradas prematuramente de la circulacion
agudizando el estado anémico. Los acantocitos, son un tipo de poiquilocitosis.

8. Leptocitos: Son células delgadas que cuentan con una membrana celular grande
observadas en enfermedades cronicas debilitantes que producen anemia.

9. Estomatocitos: Son eritrocitos con una forma oval hacia el centro que se observa en la
estomatocitosis hereditaria del Alaska malamut y en enfermedades hepéticas.

10. Células en diana: Son células con forma de tiro al blanco que se presentan en anemias
de tipo regenerativo junto con policromasia, aunque cuando se presentan y no existe
policromasia se pueden relacionar con enfermedad renal, hepética o esplénica.

11. _Cuerpos de Howell-Jolly: Son remanentes nucleares observados frecuentemente
como consecuencia de un estado anémico en procesos regenerativos, no obstante si son
numerosos pueden indicar hipoesplenismo.

12. Cuerpos de Heinz: Son estructuras localizadas en la membrana eritrocitica producto
de la desnaturalizacién de la hemoglobina causada por la accion oxidante de ciertas
drogas o quimicos, estos cuerpos desorganizan la membrana eritrocitica y se asocian con
hemolisis intravascular.

13. Cuerpos eritrociticos refractiles: Se localizan en estados normales en
aproximadamente el 10% de los eritrocitos del gato, se incrementan en la presencia de
diversas enfermedades, en muchas ocasiones juegan un papel importante en el desarrollo
de la anemia.

14. Eritrocitos nucleados (Rubrocitos y Metarrubrocitos): Se deben a la liberacion de
células eritroides inmaduras hacia la circulacién sanguinea en los casos de anemia,
aunque pueden ser observadas en casos de enfermedad de la médula 6sea donde existe
dafio en el parénquima que afecta la barrera capilar, asi como en casos de leucemia.

F. Velocidad de Sedimentacion globular media (Wintrobe): Es la precipitacion de los
eritrocitos en un lapso de tiempo estandarizado (1 hora), se relaciona directamente con la
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tendencia eritrocitica hacia la formacion de Rouleaux asi como a la concentracion plasmatica
de globulinas y fibrindgeno.

G. Determinacion de plaquetas:

Son estructuras producidas por los megacarioicitos en la médula 6sea mediante el proceso de
fragmentacion citoplasmatica, juegan un papel muy importante en la hemostasis, su variacion
puede ser:

1. Trombocitopenia: Disminucién en el nimero de plaquetas circulantes, generalmente
acompariada con severos problemas de coagulacion, se puede deber a:

e Destruccion plaquetaria que excede la produccion ocurrida en trombocitopenias
inmunomediadas (autoinmunes, isoinmunes o inducidas por drogas), Lupus Eritematoso,
hiperestrogenismo, Afecciones por Ehrlichia, enfermedad causada por Riketsia, o
secuestro esplénico, asi como neoplasias como hemangiosarcoma.

e Fallas en la produccion plaquetaria que ocurre en anemias aplasticas, enfermedad de la
médula 6sea y quimioterapia citotoxica. Ademas la trombocitopenia puede dar un cuadro
de coagulacién intravascular diseminada, un sindrome que casi siempre acompafia a una
enfermedad sistémica.

2. Trombocitosis: Incremento del nimero plaquetario.

e Ocurre en procesos parasitarios donde intervienen parasitos succionadores de sangrey
en casos de neoplasia.

e Usualmente acompafia a anemias por deficiencias de hierro.

e Siempre que existan trastornos en la cuenta plaquetaria se debe considerar la
determinacion de parametros que intervienen en la coagulacion sanguinea.®
La alta frecuencia con la que se solicita y se realiza este estudio, hace olvidar en ocasiones

la gran cantidad de informacion que se puede obtener de él, y que puede dividirse en

informacion cuantitativa y cualitativa.

Las determinaciones cuantitativas obtenidas en una biometria hematica son:
Hemaoglobina en g/dL (Hb),

Hematdcrito (Ht);
NUm. de eritrocitos/pL,
Volumen globular medio (VGM) en fl,

Concentracion media de hemoglobina corpuscular (CMHC) en (g de Hb) /dL
de eritrocitos),

Hemoglobina corpuscular media (HCM) en pg de Hb/eritrocito,
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% de reticulocitos y num. absoluto de reticulocitos /L,
NUm. de leucocitos totales/pL,

% y num. absoluto de cada tipo de leucocito/uL y
NUm. de plaquetas/pL.

La llamada serie blanca o leucocitaria es constituida por los glébulos blancos o leucocitos.
Dentro de esa serie se evalla el nimero de leucocitos, ademas de eso, se hace la
diferenciacion celular.

El cuadro hemaético permite sospechar cuadros agudos infecciosos y/o inflamatorios,
problemas especificos de la sangre como las anemias y/o también procesos graves como las
fallas del sistema de defensa o los procesos cancerosos tipo leucemias, y asi, su utilidad
clinica resulta invaluable.

EQUIPO:

Microscopio

Agitador mecanico de pipetas
Contador para células
Espectrofotémetro con celdas
Microcentrifuga

Lector para microhematocrito

MATERIAL.:

a) Bioldgico: Sangre obtenida con EDTA

b) De laboratorio: 1 Pipeta de Thoma para glébulos rojos con boquilla
1 Pipeta de Thoma para globulos blancos con boquilla
1 Pipeta de Sahli con boquilla
1 Pipeta graduada de 5 ml
1 Camara de Neubauer con cubreobjetos
1 Tubo de Wntrobe
Tubos capilares para microhematdcrito
1 Pipeta Pasteur con bulbo de hule
Portaobjetos
Puentes de tincion
Solucion de Gower
Liquido de Turk
Solucion Drabkin (Cianometa)
Solucion estandar de hemoglobina
Colorante de Wright
Solucién amortiguadora de fosfatos



» Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 95

TECNICA:

Para realizar una citometria heméatica completa deberan efectuarse 2 partes: la formula roja
y la formula blanca, las cuales comprenden las siguientes determinaciones, cuyas técnicas ya
fueron descritas en las préacticas anteriores.

FORMULA ROJA:
A) Recuento de globulos rojos
B) Determinacion de hematocrito
C) Determinacién de hemoglobina
D) Calculo de los “indices eritrociticos”, que se lleva a cabo mediante las siguientes
formulas de Wintrobe:
1. VCM (Volumen Corpuscular Medio) = Hematocrito x 10
No. De eritrocitos (en millones por mmq)
Se expresa en micras cubicas o femtolitros (fl) y representan el volumen medio de los
hematies individuales. Es muy importante ya que determina el tamafio de los eritrocitos
y nos orienta sobre el tipo de anemia, pudiendo ser: normocitica, microcitica y
macrocitica, todo esto dependiendo de los intervalos de referencia que van de: 82-98 fl.

2. HCM (Hemoglobina Corpuscular Media) = Hemoglobina (g/dl) x10
No. De eritrocitos (en millones/mm?)
Se expresa en picogramos(pg) 0 micromicrogramos Yy representa el contenido medio en
peso de hemoglobina en un hematie individual. Intervalos de referencia: 27-33 pg.

3. CCMH (Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina)
CCMH = Hemoglobina (g/dl) x 100
Hematocrito

Este indice nos indica el color de los hematies, por lo que cuando estamos ante una
anemia, la podemos clasificar en: Normocromica, Hipocrémica e Hipercrémica,
dependiendo de los resultados obtenidos y en base a los valores de referencia. Se
expresa en % 6 en g/dl y representa la concentracion media de hemoglobina por 100 ml
de hematies concentrados. Intervalos de referencia: 31-35%.

FORMULA BLANCA:
A. Recuento de leucocitos
B. Recuento diferencial de células blancas o hemograma (valores relativosy
absolutos).

NOTA:

El mejor indice para evaluar la presencia de hipocromia , normocromia e hipercromia, es
usar contadores automaticos. No tiene gran valor, cuando se utilizan métodos manuales, por
la gran variabilidad existente en el recuento de eritrocitos efectuado en la Camara de
Neubauer, que como se comentd en anteriores practicas tiene un error del 10 al 15%.
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CELULAS SANGUINEAS NORMALES
EN SANGRE PERIFERICA

Figura 1. Monocito en la sangre periférica. Tincion de Wright. Figura2. Monocito enlasangre periférica. Tincién de May-Griinwald.

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (1999). “Hematologia para el Quimico y el Patologo
Clinicos” XIV. Maduracion de los monocitos. Laborat-acta 4. Archivos Mexicanos de Laboratorio.
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Figura 2. Mielocito eosindfilo mostrando granulos
azurofilos, granulos grises y granulos eosinofilos.

Figura 3. Eosindfilo segmentado, con un ndcleo
bilobulado, simétrico y granulos eosindfilos.

Figura 4. Eosindfilo segmentado mostrando granulos
de color azul, positivos con la tincién citoquimica para
mieloperoxidasa.

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (1999). “Hematologia para el Quimico y el Patélogo
Clinicos” XII. Maduracion de los Eosindfilos. Laborat-acta 2. Archivos Mexicanos de Laboratorio.
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Figura3. Metamielocito basdfilo, mostrando granulos baséfilos caracteristicos de contorno irregulary de tamao variable (médula ésea normal).

Figura 4. Célula cebada madura, con gran cantidad de granulos de tamafio uniforme y ndcleo claro, oval.

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (1999). “Hematologia para el Quimico y el Patdlogo
Clinicos” XIII. Maduracion de los Baséfilos y las células cebadas. Laborat-acta 3. Archivos
Mexicanos de Laboratorio.
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Figura 5. Linfocito pequefio en la sangre de un sujeto normal. La
célula es pequeina, con cromatina gruesa, sin nucleolos y con escaso
citoplasma baséfilo. No es posible decir si se trata de un linfocito B o

T (Wright, 1000x).

Figura 6. Linfocito pequefio en la sangre de un sujeto normal. Esta
célula corresponde a un linfocito B porque es positivo (color rojo) con
la tincion inmunocitoquimica para CD20 (Inmunofosfatasa alcalina,
1000x).

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (2000). “Hematologia para el Quimico y el Patdlogo
Clinicos” XV. Maduracién de los Linfocitos B. Laborat-acta 2. Archivos Mexicanos de Laboratorio.
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Figura 1. Mieloblasto normal en la médula 6sea. La célula es de
mediano tamano y muestra un citoplasma basofilo, sin granulos. La
cromatina es fina y se observan dos nucleolos bien demarcados.
Tecnica de Wright.

Figura 2. Promielocito neutréfilo y dos formas en banda. El
promielocito es una célula grande, con citoplasma basofilo que
muestra abundantes granulos azurdfilos. El nucleo tiene cromatina
fina y un nucleolo bien demarcado. Técnica de Wright.

1 .

Figura 3. Mielocito neutréfilo. Corresponde a la célula de mayor
tamano. El nicleo esta achatado y casi en su totalidad se encuentra
en el lado izquierdo de la célula. En el centro celular se observa una
zona clara que corresponde a los primeros granulos neutréfilos en
formacion. El resto del citoplasma es basoéfilo y muestra aiin granulos
azurdfilos. La célula mas pequena es un metamielocito. Técnica de
Wright.

Figura 4. Neutrdfilo segmentado. El citoplasma es de color rosa muy
palido y muestra exclusivamente granulos de color gris (neutrdfilos).
El nGcleo muestra tres segmentos de diferente tamano y forma,
unidos por filamentos muy delgados. Técnica de May-Grinwald-
Giemsa.

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (1999). “Hematologia para el Quimico y el Patologo
Clinicos” XI. Maduracion de los Neutrofilos. Laborat-acta 1. Archivos Mexicanos de Laboratorio.
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Ra" ] ’ Figura 5. Neutrdfilo segmentado tefido con la técnica citoquimica
§ - para mieloperoxidasa. Se observan numerosos granulos positivos
v tw .
oS Magd de color azul.
.

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (1999). “Hematologia para el Quimico y el Patologo
Clinicos” XI. Maduracion de los Neutrofilos. Laborat-acta 1. Archivos Mexicanos de Laboratorio.
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A: Promielocito.
B: Mielocito.

C: Metamielocito.

D: Segmentado.

%I‘QZ = 7)€7ycl

Figura 1. Esquema de maduracion de los granulos de los eosindfilos.

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (1999). “Hematologia para el Quimico y el Patélogo
Clinicos” XII. Maduracion de los Eosindfilos. Laborat-acta 2. Archivos Mexicanos de Laboratorio.
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Joaquin Carrillo-Farga y Sonia Pérez-Vega

A
A: Promielocito.
B: Promielocito tardio-mielocito.
C: Metamielocito.
D: Segmentado.
B

Figura 1. Esquema de maduracion de los granulos de los basdfilos.

Figura 2. Promielocito-mielocito basdéfilo mostrando
granulos azurdfilos en su transformacion a granulos
basoéfilos (médula 6sea normal).

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (1999). “Hematologia para el Quimico y el Patélogo
Clinicos” XIII. Maduracion de los Basofilos y las células cebadas. Laborat-acta 3. Archivos
Mexicanos de Laboratorio.
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HEMATOPATOLOGIAS

Wik

Figura 1. Leucemia granulocitica cronica. Figura 2. Leucemia mielomonocitica crénica, forma mieloproliferativa.

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (2000). “Hematologia para el Quimico y el Patologo
Clinicos”. Galeria de Neoplasias Hematopoyéticas. Laborat-acta 4. Archivos Mexicanos de Laboratorio.
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I J Carrillo-Farga y cols.

Figura 3. Leucemia de células peludas. Figura 5. Leucemia eosinofilica cronica (variedad neoplasica de
sindrome hipereosinofilico).

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (2000). “Hematologia para el Quimico y el Patologo
Clinicos”. Galeria de Neoplasias Hematopoyéticas. Laborat-acta 4. Archivos Mexicanos de Laboratorio.
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Figura 4. Leucemia aguda M5b.

Carrillo-Farga, Joaquin, Pérez-Vega, Sonia (2000). “Hematologia para el Quimico y el Patologo
Clinicos”. Galeria de Neoplasias Hematopoyéticas. Laborat-acta 4. Archivos Mexicanos de Laboratorio.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 18
“CITODIAGNOSTICO DEEXUDADOS”

DURACION: 02 HR

OBJETIVO(S):

Que el alumno conozca y practique la técnica para efectuar el citodiagnostico de exudados,
asi como la interpretacion de los resultados, ya que dicha prueba es sumamente Util para
diferenciar procesos infecciosos agudos o crénicos de los procesos de tipo alérgico.

FUNDAMENTO:

Esta prueba se basa en la observacién y diferenciacion de las células hematicas encontradas
en muestras de exudados bronquiales o nasales, utilizando para este fin sus propiedades
tintoriales con el colorante de Wright o Giemsa.

GENERALIDADES:

Los neutrdfilos predominan en los procesos infecciosos agudos, especialmente los
producidos por piogenos. Tambien pueden encontrarse en las fases iniciales agudas de los
exudados tuberculosos serosos. En los procesos crénicos dominan los linfocitos,
especialmente en los de naturaleza tuberculosa. Tambien predominan en algunas infecciones
cronicas no tuberculosas, en los transxudados cronicos y en los ocasionados por tumores. Los
eosinofilos en gran cantidad y a veces como unicas células apreciables caracterizan
tipicamente el esputo de asma.

EOSINOFILIA EN EXUDADO NASAL
Eosinofilia en exudado nasal: Presencia del 10% o mas de eosindfilos. Positiva en:
Rinitis alérgica
Rinitis intrinseca
De forma fisiologica en el 25-30% de lactantes (pero no en adultos).
Puede haber falsos negativos por:

Inadecuada recogida de la muestra.

Infeccion concomitante (los neutréfilos liberan un factor que inhibe la quimiotaxis y
migracion de los eosinofilos).

En tratamientos con esteroides sistémicos.
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RINITIS INFECCIOSA:

También denominada coriza o resfriado comun es una infeccion aguda, generalmente afebril,
que afecta principalmente a nariz y garganta aunque a menudo puede extenderse a laringe,
traquea y bronquios. Los causantes suelen ser en la gran mayoria, virus filtrables (rino y
adenovirus, influenza y parainfluenza, sincitial respiratorio y ciertos ECHO y Coxsackie). Si
bien las bacterias no suelen ser causantes, si a menudo alguna de las patégenas que habitan
normalmente en la nasofaringe, puede actuar como invasor secundario y dar lugar a
complicaciones como otitis media y sinusitis.

Manifestaciones Clinicas

El comienzo es tipicamente abrupto, tras un periodo de incubacion de 18 - 48 horas los
sintomas son agudos cesando espontaneamente al cabo de 5 - 14 dias. Suele comenzar con
sensacion de arafiazo o dolor en la garganta, seguido de estornudos, hidrorrea (que al cabo
de unos dias suele transformarse en rinorrea espesa de aspecto purulento), obstruccién nasal
y a veces ronquera y cefalea discreta. La fiebre es incomdn, excepto en los lactantes y nifios
pequefios. Puede haber una tos seca aunque si ésta se hace intensa y productiva
(mucopurulenta), sugiere una invasion bacteriana o micopldsmica primaria o secundaria.

En la rinoscopia se objetiva una mucosa marcadamente eritematosa y frecuentemente con
secreciones purulentas.

El hemograma es normal, y la presencia de una leucocitosis indica una complicacion
bacteriana (o bien gue se trata de otro proceso). En el frotis nasal se objetiva un aumentado
namero de polimorfonucleares y células epiteliales. Si por el contrario sélo se ven
eosinofilos, debe pensarse en una rinitis alérgica o intrinseca. Si existen ambas (células
inflamatorias y eosinofilia) sugiere que se trata de una rinitis alérgica o intrinseca complicada
con la infeccion.

RINITIS ALERGICA:

Es una enfermedad caracterizada por la presencia de sintomas nasales, debidos a una
inflamacién de la mucosa nasal, producida a su vez por una reaccion alérgica local. A
diferencia de la rinitis estacional los sintomas son recurrentes y casi continuos a lo largo de
todo el afio. Los alergenos responsables mas importantes son sustancias inhalantes
procedentes de los &caros del polvo doméstico, saliva, epitelios u orina de animales (gatos,
perros, hamsters) y algunas especies de hongos atmosféricos.

Menos frecuentemente puede ser debido a alergenos ocupacionales (Consultar Asma
Ocupacional en la opcion Enfermedades). Las infecciones respiratorias (que afectan con
mayor frecuencia a estos pacientes) y los irritantes (humo del tabaco) tienden a agravar el
cuadro. Algunos pacientes pueden, ademas, ser alérgicos a pdlenes produciéndose entonces
exacerbaciones estacionales de sus sintomas perennes.



» Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 109

Manifestaciones Clinicas

La edad de comienzo suele ser en la infancia y en la juventud. Los sintomas son perennes, en
general no muy severos debidos a una exposicion a un alergeno ambiental en concentraciones
bajas pero constante. La obstruccion nasal puede ser el Unico sintoma o el sintoma
predominante. También puede haber estornudos en salvas, prurito nasal ocular y 6tico,
hidrorrea y goteo postnasal que puede dar lugar a un continuo carraspeo y tos crénica. Pueden
presentarse también, aunque con menor frecuencia, cefaleas frontales, sinusitis, hipoacusia,
otitis media trasudativa, anosmia, ageusia y epistaxis recurrentes.

En el examen fisico puede encontrarse un ensanchamiento de la seccion media de la nariz,
una mucosa nasal edematosa y palida con secrecion acuosa y raramente polipos. Un pliegue
nasal transverso (patognomonico) debido al saludo alérgico (frotarse la nariz hacia arriba
para aliviar el prurito). Circulos oscuros bajo los ojos ojeras alérgicas. Hipertrofia de los
foliculos linfoides de la pared faringea posterior. La respiracion bucal produce sequedad de
lengua y garganta y cuando es persistente, puede dar lugar en nifios afectados desde muy
jovenes, paladar ojival y mal oclusion dental.

Clinicamente se observa una buena respuesta al CGDS y/o esteroides. Es frecuente la
presencia de antecedentes familiares y/o personales de atopia.

Diagndstico

Las pruebas cutaneas positivas concordantes con la historia clinica nos dan el diagndstico. Si
no se pueden realizar pruebas cutaneas puede utilizarse RAST o ELISA-CAP, para detectar
IgE sérica especificas contra el o los alergenos sospechosos. Una eosinofilia superior al 10%
en el frotis nasal apoya el diagnostico. Puede haber un engrosamiento de la mucosa maxilar
aunque en general las alteraciones radiologicas son ligeras. En casos dudosos se puede
corroborar el diagndstico mediante la realizacion de provocaciones nasales con el o los
antigenos incriminados.

ASMA EXTRINSECA ESTACIONAL:

También denominado asma polinico, es un tipo de asma (enfermedad pulmonar obstructiva
reversible) producido por una reaccion de hipersensibilidad de tipo inmediato a diferentes
alergenos (antigenos que causan reacciones alérgicas), que se encuentran dentro de algunas
especies de polenes.Para que el paciente presente sintomas es necesario que las especies de
polenes a las cuales esta sensibilizado, se encuentren en su medio ambiente (en la atmosfera)
en suficiente concentracion, lo cual solo se produce durante la floracion de las plantas que lo
producen).



» Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 110

Manifestaciones Clinicas

Suele afectar preferentemente a nifios y jovenes adultos, aunque puede afectar a cualquier
edad. Los sintomas son estacionales produciéndose solo durante la época de polinizacion de
aquellos pdlenes a los cuales esta sensibilizado, permaneciendo asintomaticos el resto del
afio. Estos consisten en episodios recortados de disnea, sibilancias, opresion torécica y tos
que ceden de forma espontanea o bien bajo la accion del tratamiento. Es frecuente que el
paciente presente prurito naso-ocular asi como otros sintomas de fiebre del heno, que en
muchos casos preceden al asma en una 0 mas estaciones. Durante este periodo los pacientes
empeoran con las salidas al campo, siendo frecuentes (como en los demas tipos de asma) las
exacerbaciones nocturnas.

Las tormentas y/o chaparrones de primavera-verano se asocian con dias epidémicos de asma
en estos pacientes, por el contrario la lluvia mantenida durante 2 o mas dias son beneficiosas
(barrido de pdlenes atmosféricos). Los alérgicos a las gramineas llegan a estar asintomaticos
en la playa (donde la incidencia de pélenes es baja).

Es comUn que tengan una historia personal y/o familiar de atopia (enfermedades alérgicas
como dermatitis atopica, rinitis alérgica, etc.). Los hallazgos fisicos no difieren de los de
otros tipos de asma. Si tiene rinitis asociada presentara sus signos caracteristicos.

Diagnostico

Una historia compatible junto con unas pruebas cutaneas positivas a polenes aerovagantes en
su lugar de residencia suele ser suficiente para obtener el diagndstico. Mediante RAST o
ELISA se puede detectar IgE sérica especifica contra los pélenes responsables. La IgE sérica
total suele estar elevada. Es comdn una eosinofilia tanto en esputo como periférica. Si en el
momento de la exploracion el paciente esta sintomético puede confirmarse el broncoespasmo
mediante un test de broncodilatadores. La radiologia de térax es en general normal o bien
puede presentar una hiperinsuflacion.

Su cardcter recidivante estacional permite facilmente diferenciarlo de los demaés tipos de
asma y de la bronquitis aguda.

En casos dudosos puede confirmarse el diagndstico mediante la realizacion de provocaciones
inhalativas bronquiales con los antigenos (pdlenes) incriminados (sélo por personal
entrenado y con medios de reanimacion disponibles).

ASPERGILOSIS PULMONAR ALERGICA:

La aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) es una enfermedad caracterizada por
obstruccion reversible de las vias respiratorias (es decir, asma), infiltrados pulmonares
transitorios, eosinofilia y fiebre, causados por la respuesta de hipersensibilidad contra los
antigenos de Aspergillius fumigatus (Af), que se encuentran presentes en el arbol bronquial.
En el huésped atopico, la colonizacion por Af (no la invasion histica real) de las vias
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respiratorias, constituye una poderosa fuente de antigenos hificos que inducen una
hipersensibilidad mediada por IgE.

Al ponerse en contacto los antigenos de los Af con la IgE especifica presente en los mastocitos
pulmonares, se produce una liberacion de mediadores que dan lugar a los sintomas
broncospésticos de la enfermedad. Ademas, éstos también facilitan la absorcién de los
antigenos aspergilares. Una vez absorbidos, éstos reaccionan con anticuerpos precipitantes
lgG, que también deben estar presentes para que se produzca laenfermedad.

La reaccion antigeno-1gG da lugar a una reaccion inflamatoria peribronquial, responsable de
las lesiones destructivas observadas en estos pacientes (bronquiectasias, fibrosis y retraccion
pulmonar). En Inglaterra se estima que afecta al 20% de la poblacion asmética ingresada en
los hospitales por afeccidn torécica crénica. En Espafia son pocos los casos publicados,
apareciendo como una entidad infrecuente (o0 poco reconocida).

Manifestaciones Clinicas

La ABPA es un trastorno episddico recurrente que posee una amplia gama de presentaciones
clinicas que dependen de la gravedad de la afeccion. Entre las manifestaciones mas tipicas
se incluyen el asma (tos, opresion toracica, disnea y sibilancias), niveles elevados de IgE,
eosinofilia, infiltrados pulmonares transitorios que cursan con fiebre moderada y la
expectoracion con la tos de tapones de esputo marrones. Los casos leves pueden confundirse
con asma extrinseca mientras que los cronicos pueden presentar sintomas mas compatibles
con bronquiectasias y afectacion pulmonar irreversible. En general se suele diagnosticar en
jovenes adultos (< 35 afios), no infrecuentemente con antecedentes de atopia (rinitis, eccema,
sensibilizacion a alimentos, inhalantes).

Los pacientes pueden presentar 5 estadios:

Estadio | (agudo) en el que presenta asma, respuesta cutdnea inmediata al Af, precipitinas
contra el Af, aumento de la IgE sérica total, eosinofilia periférica, infiltrados radioldgicos y
bronquiectasias proximales.

Estadio Il (remision) bajo tratamiento con prednisona se consigue aclaramiento de la
radiologia y descenso de la IgE durante al menos 6 meses. Ocasionalmente las remisiones
pueden durar varios afios.

Estadio Il (exacerbacion) el paciente desarrolla de nuevo infiltrados radioldgicos, elevacion
de la IgE y asma sintomatico.

Estadio IV (corticodependencia). En este estadio el paciente ya no puede prescindir de la
prednisona pues si se elimina la medicacion recidiva el asma severay los infiltrados. Ademas,
a pesar de los corticoides la IgE total permanece elevada, asi como las precipitinas e IgE
especifica contra Af.
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Estadio V (fibrético). El paciente ya presenta cambios fibroticos extensos y un grado de
obstruccion irreversible al flujo aéreo en las pruebas de funcion pulmonar. La muerte
sobreviene por fallo respiratorio y por fallas pulmonares.

No todos los pacientes evolucionan a estos ultimos estadios si son diagnosticados y tratados
antes de que se hayan producido cambios fibréticos. El diagndstico diferencial debe hacerse
con el asma extrinseco, neumonias, tuberculosis pulmonar, carcinoma y neumonitis por
hipersensibilidad.

Diagnostico

Para realizar el diagnostico de ABPA es necesario que el paciente presente al menos los
primeros 6 signos primarios descritos a continuacion:

Primarios:

Obstruccién bronquial episddica (asma)

Eosinofilia en sangre periférica

Reactividad cutdnea inmediata frente a los antigenos de Af
Precipitinas contra los antigenos de Af

Aumento de la IgE sérica total

Antecedentes de infiltrados (que suelen ser bilaterales y en LS)
Bronquiectasias proximales (centrales)

Secundarios:

Af en esputo

Antecedentes de expectoracion de tapones mucosos
Reactividad cutanea tardia frente a los antigenos de Af

Son consideradas por algunos autores como patognoménicas de ABPA,; en nifios y adultos
sospechosos, debe hacerse de forma inicial una Rx de térax y una tomografia; si es negativa
éstas se deben repetir al afio. Como procedimientos especiales puede utilizarse la
broncoscopia, y por Gltimo, la broncografia para determinar con mas eficacia la presencia de
bronquiectasias.

EQUIPO:
Microscopio
Centrifuga

MATERIAL.:
a) Bioldgico: Exudado nasal o bronquial
b) De laboratorio: Hisopos estériles
Portaobjetos
Puentes de tincion
Colorante de Wright
Solucion amortiguadora de fosfatos
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Solucidn de citrato de sodio al 3.8%

TECNICA:

1

B~ w

Centrifugar una muestra reciente del exudado (nasal o bronquial). Para evitar la
coagulacién se recoge el liquido mezclandolo con un poco de solucion de citrato de
sodio al 3.8%, aunque es preferible hacer el citodiagnostico prescindiendo del
anticoagulante.

Verter el liquido que sobrenada y hacer extensiones delgadas del sedimento del
portaobjetos. Es esencial que el sedimento esté bien centrifugado con el objeto de
conseguir suficiente numero de células en las extensiones. Si hay escasa secrecion y
no es posible centrifugar se hacen las extensiones tomando directamente el exudado
con un hisopo estéril.

Secar la preparacion al aire.

Tedir con el colorante de Wright o Giemsa y secar la preparacion al aire.

Observar con objetivo de inmersion; contar y clasificar 100 células. Pueden
encontrarse células de 4 clases: linfocitos, neutrdfilos, eosinofilos y células
endoteliales; también suelen encontrarse en las extensiones, hematies en nimero
variable.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

A. NEUTROFILOS: Predominan en los procesos infecciosos agudos,
especialmente los producidos por piégenos. También pueden encontrarse en
las fases iniciales agudas de los exudados serosos.

B. LINFOCITOS: Predominan en los procesos cronicos, especialmente de
naturaleza tuberculosa. También se encuentran en algunas pleuresias cronicas
no tuberculosas, en los transudados crénicos y en los ocasionados por
tumores.

C. EOSINOFILOS: En gran cantidad y a veces como Unicas células apreciables
caracterizan tipicamente el esputo del asma, pero también pueden aparecer en
otras afecciones alérgicas como catarro eosindéfilo, bronquitis alérgica, etc, asi
como también en infecciones serosas causadas por Neumococos.

D. Suelen encontrarse Células Endoteliales en gran cantidad junto a linfocitos y
hematies, procediendo de las grandes cavidades serosas. Estas células pueden
encontrarse aisladas o bien formando masas.

E. Los eritrocitos aparecen integros reconocibles como tales en la hemoptitis
recientes sobre todo si son altas. Los esputos hemoptiticos en los procesos
cronicos y de situacion profunda (gangrena y cancer), presenta a menudo los
hematies lisados y con hemoglobina libre.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 19
“TINCION DEL SUDAN NEGRO B”

DURACION: 02 HR

OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda a identificar la reaccion tanto positiva como negativa de las células
sanguineas a la tincion de Sudan Negro B, asi como la utilidad en el diagnostico de
enfermedades hematoldgicas.

FUNDAMENTO:

El Sudan Negro B es un colorante de la serie diazoica que tifie diversos lipidos, incluyendo
grasas neutras y en particular fosfolipidos. Los vapores de formaldehido (fijador) fijan las
grasas y fosfolipidos, los que al contactar con el colorante toman un color negro-azul que
contrasta con el colorante de Wright usado en la contratincién.

GENERALIDADES:

El sudan negro B es un colorante diazo que tifie fosfolipidos, grasas neutras y esteroles. La
tincion se produce porque el colorante sudan negro B es mas soluble en los lipidos
intracelulares que en el alcohol solvente de la tincion. Los componentes celulares que
contienen lipidos se tifien de color negro pardo con el colorante sudan negro B, el cual tifie
granulos primarios y secundarios de la linea celular granulocitica. Los bastones de Auer
tienen una membrana fosfolipidica abundante que se muestra con la tincion Sudan negro

B. Los neutroéfilos, los precursores de los neutréfilos y los eosinéfilos muestran granulacion
intracelular de color azul negro. Los monocitos se tifien con menor intensidad que los
neutrdéfilos, los linfocitos no se tifien con sudan negro B. La tincién con este colorante es
paralela a los resultados que se observan con la tincion de mieloperoxidasa, por lo cual es
atil en la diferenciacion entre las leucemias mieloblasticas agudas y las leucemias
linfoblasticas agudas.

Tincion Tipo de Componentes  Especificidad interpretacion
muestra celulares celular
tefidos
Sudéan negroB  Frotis, Gréanulos Neutrofilos y Es paralela a la
impresiones 0 primarios y precursores- tincion de
cortes por secundarios; positividad mieloperoxida.
congelacion bastones de Auer fuerte

Las tinciones para grasas suelen ser positivas con las técnica de Sudan negro B, Sudan IV,
Sudan 111y Oil Red O, se describe positividad en las vacuolas citoplasmaticas. Este material
es relativamente insoluble y la tincion resiste en tratamiento posterior de extraccion con
acetona, alcohol-cloroformo y piridina.

Las gotas lipidicas demostradas con el Sudan negro B han sido interpretadas como
mitocondrias, observandose positividad del citoplasma de las células granulares para las
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tinciones de mitocondrias (técnica de Altmann de acido fucsinico-acido picrico y método
adatado de tincidn en bloque de Swank-Davenport para las fibras mielinicas degeneradas).

ENFERMEDAD DE MASTOCITOS

DEFINICION: Enfermedad rara caracterizada por una proliferacion anormal de mastocitos.
Mas frecuentemente limitada a la piel (mastocitosis cutanea), 10-20% mastocitosis sistémica
con afectacion de médula 6sea, bazo, ganglios linféticos, higado o otros 6rganos con o sin
afectacion cutanea.

MORFOLOGIA: Mastocitos atipicos con citoplasma abundante, granulos escasos o
invisibles y nucleo lobulado o plegado. Acompafiado de fibrosis y eosinofilia. En la piel se
disponen como infiltrados dérmicos perivasculares. En la médula dsea se disponen en
agregados paratrabeculares o perivasculares acompafiados de fibrosis que puede ser intensa
y dar lugar a aspirados pobres. La leucemia es rara. El 30-40% de los casos se asocia a otra
neoplasia hematoldgica coexistente (sd. mieloproliferativos, sd. mielodisplasicos, leucemia
aguda y linfomas).

INMUNOFENOTIPO Y CITOQUIMICA: Granulos metacromaticos con azul de toluidina y
Giemsa; positivos con esterasa cloroacetato naftol-ASD y Sudan negro. CD45 +, CD33 +,
CD68 +, Vimentina +, Alfa-1-antitripsina y Alfa-1-antiquimotripsina +.

HALLAZGOS CLINICOS: Prurito, urticaria, dolor abdominal, diarrea, hipertension y
anafilaxia. En la enfermedad sistémica hay esplenomegalia, linfadenopatia o dolor éseo. La
mastocitosis cutdnea ocurre en nifios y una pequefia proporcién se convierten en sistémica de
curso indolente. Algunos pacientes, generalmente adultos desarrollan enfermedad sistémica
sin lesiones cutaneas, de curso agresivo con supervivencia de 2-4 afios. La leucemia de
mastocitos es muy agresiva.

Clasificacion, basada en la distribucion y morfologia de las lesiones:
Enfermedad de mastocitos no sistémica

Mastocitoma cutaneo localizado
Mastocitosis cutanea (urticaria pigmentosa)
Mastocitosis primaria de la médula dsea
Sarcoma maligno de mastocitos
Enfermedad sistémica de mastocitos

Indolente (benigna) con lesiones cutaneas
Agresiva (maligna)

Sin lesiones cutaneas
Asociada a otra enfermedades hematoldgicas
Leucemia de mastocitos

LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA:



» Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 116

Hay que decir primero que se trata de un grupo més heterogéneo de enfermedad, que afecta
a gente mas adulta (entre 15 y 39 afios), hay bastantes subtipos que no se consideraran. El
60% a 80% de los pacientes alcanza remision con quimioterapia intensiva pero recae dentro
de 12 a 18 meses. Largos periodos libres de enfermedad solamente se presentan en un 10%
a un 15% de los pacientes, entonces queda claro que el prondstico general es mas malo que
la leucemia linfoblastica aguda.

La leucemia mieloblastica aguda (LMA) representa sélo de 15 a 20% de las leucemias en los
nifios. Parece haber un aumento notable de incidencia en la LMA en adultos después de los
50 afios de edad. Este también es el tipo de leucemia que se ve con mayor frecuencia cuando
los sindromes mielddisplasicos se transforman en leucemia.

La leucemia es un trastorno clonal, lo cual significa que las células leucemicas se originan a
partir de una célula progenitora mutante Unica. La célula mutante retiene la capacidad de
proliferar, pero ha perdido la de diferenciarse y madurar. La enfermedad se origina de tejido
hematopoyetico de la médula 6sea, pero con la progresion pueden encontrarse células
malignas que infiltran multiples 6rganos. En algunos pacientes con LMA se encuentran
anormalidades citogeneticas similares en todos los descendientes de la célula progenitora
mieloide, incluso eritrocitos, granulocitos, monocitos y megacariocitos. En otros pacientes,
la anormalidad citogenética solo puede estar presente en granulocitos, lo cual sugiere que la
célula neoplasica blanco es una célula progenitora precursora mas madura, quiza la UFC-
GM.

Los signos y sintomas de presentacion de la enfermedad se relacionan con la supresion de la
hematopoyesis normal. En casi todos los pacientes se encuentra palidez, fatiga y debilidad
por la anemia. La presencia de hemorragias, equimosis y hemorragias petequiales causadas
por trombocitopenia también son manifestaciones constantes de la enfermedad. Es posible
que la infeccidn que no responde a la terapéutica apropiada sea el primer signo de leucemia.
La infeccion suele ser menor, pero en ocasiones puede ser mas grave (neumonia, meningitis).
Cuando hay fiebre presente ésta suele vincularse con una infeccion subyacente. El dolor de
los huesos en el examen fisico con aproximadamente dos terceras partes de los pacientes. Al
momento del diagnostico, en cerca de 50% de los pacientes hay esplenomegalia,
hepatomegalia y linfadenoparia. Los hallazgos clinicos del subgrupo M3, leucemia
promielocitica aguda, difieren de otros tipos de LMA. La presencia de un trastorno de la
coagulacién que pone en peligro la vida es un signo comun de presentacion. Los pacientes
son mas jovenes, se tienen cifras de leucocitos menores y la organomegalia no es coman.
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SANGRE PERIFERICA

Anemia normocrémica normocitica

Eritrocitos nucleados

Anisocitos y poilquilocitosis variable

Plaquetas generalmente disminuidas: formas hipogranulares y gigantes presentes
Cifra de leucocitos ordinariamente aumentada, pero puede ser normal o disminuida
Blastos (15-95%), puede haber bastones de Auer presentes

Monocitos

Neutropenia

Neutrofilos displasicos

Eosinofilia y basofilia variable

MEDULA OSEA

Hipercelular

Displésica

> 30% blastos

Otros hallazgos de laboratorio pueden reflejar proliferacion y el recambio celular crecientes.
La hiperuricemia y un aumento en la deshidrogenasa lactica son hallazgos comunes causados
por el aumento en el recambio celular. Se cree que la hipercalcemia, cuando esté presente, es
causada por aumento de la reabsorcidn 6sea vinculada con la proliferacién leucémica en la
médula 6sea. EI aumento de la muramidasa en el suero y en la orina es un hallazgo clasico
en las leucemias con un componentes monocitico.

Desde 1976, la asignacion a alguno de los principales grupos de leucemia y a subgrupos
dentro de cada grupo principal, se ha basado en caracteristicas morfoldgicas y citoquimicas
establecidas por el sistema clasificacion FAB. En el ultimo decenio, también se ha usado la
inmunofenotipificacion de células leucemicas y el analisis citogenetico de aberraciones
cromosomicas para complementar los datos morfoldgicos y citoquimicos. En la actualidad
es ampliamente aceptado que el mejor procedimiento para clasificar a la leucemia aguda usa
una combinacidn de criterios morfoldgicos, citoquimico, inmunologico y citogenetico.

La clasificacion inicial de las anemias agudas requiere la distincion entre la LMA 'y la LLA.
La tincion citoquimica con peroxidasa es el paramento usado mas ampliamente para hacer
esta diferenciacion. En la LMA, cuando menos 3% de los blastos es positivo a peroxidasa o
Sudéan negro B 0 a ambos, mientras que en la LLA los blastos son negativos. El hallazgo de
bastones de Auer o granulos en los blastos en frotis teflidos con Romanowsky tambien ayuda
a identificar blastos de linea celular mieloide. Las tinciones citoquimicas comunes, sin son
positivas, aportan solo evidencia negativa para la LLA. Sin son pruebas adicionales cuando
los blastos son negativos con mieloperoxidasa y sudan negro B.
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EQUIPO:
Microscopio

MATERIAL:
a) Bioldgico: Sangre obtenida con EDTA
b) De laboratorio: Portaobjetos

Puente de tincion

Cémara de fijacion

Recipiente de Coplin

Formaldehido al 37%

Solucion de Sudan Negro B

Solucion Tamponada

Solucion colorante

Etanol al 70%

Colorante de Wright

Solucién buffer de fosfatos para tincion de Wright

TECNICA:
1. Hacer un frotis sanguineo en la forma acostumbrada.
2. Fijar en vapores de formaldehido en la cdmara de fijacion durante 10 minutos.
Lavar y secar al aire.
3. Teifiir durante 60 minutos con la solucion colorante.
4. Lavar con etanol al 70% durante 2 6 3 minutos. Lavar y secar al aire.
5. Contratefiir con colorante de Wright.
6. Observar con objetivo de inmersion, clasificando 100 células como Sudan Negro B

positivas o negativas. Las células Sudan Negro B positivas presentan una coloracion
negra en su citoplasma.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

En la sangre normal, los granulocitos se tifien con el Sudan Negro B; los monocitos se tifien
débilmente o no se tifien, en cambio los linfocitos siempre son negativos a esta tincion.

Esta reaccion es de gran utilidad y especificidad en la identificacion de LAM (Leucemia
Mieloblastica Aguda), ya que en forma tipica los elementos granulociticos, desde
mieloblastos (incluyendo Cuerpos de Auer) hasta polisegmentados (incluso basoéfilos y
eosinofilos), presentan granulacion gruesa de color negro en su citoplasma.
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FACULTAD DE QUIMCA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 20
“RECUENTO DE PLAQUETAS”

DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda a realizar el recuento de plaquetas por el método manual con
suficiente precision y exactitud, asi como la interpretacion de los resultados obtenidos y sus
correlaciones con estados patologicos.

FUNDAMENTO:

El recuento de plaquetas consiste en conocer el nimero de estos elementos que se encuentran
en un microlitro (milimetro cibico) de sangre. Para esto es necesario hacer una dilucion de
la sangre utilizando una pipeta de Thoma para glébulos blancos y un liquido diluyente
especial que hace visibles a las plaquetas a la vez que destruye a los eritrocitos.
Posteriormente se examinara al microscopio un volumen conocido de la muestra en la
Cémara de Neubauer, contando el nimero de plaquetas en la reticula y mediante un calculo
se obtiene el niamero de elementos por mm?,

GENERALIDADES:

Las plaquetas circulan como un disco citoplasmatico sin nicleo con un didmetro promedio
de 4 um y un volumen de 10 fl. La distribucion del tamafio de las plaquetas es muy amplia
comparada con otras células sanguineas. La forma discoide se mantiene en el estado de no
estimulacién debido a un citoesqueleto circundante de microtubulos. Los receptores de
glucoproteinas de la membrana regulan las reacciones de contacto de superficie como
adhesividad, cambio de forma, adhesion, contraccion interna y aglutinacién. La activacion
por contacto de las membranas de los fosfolipidos también genera actividad procoagulante y
acido araquiddnico. La superficie de la membrana es continua y con un sistema membranoso
canalicular abierto de tipo esponja, y se interdigital con un sistema tubular denso que no esta
conectado con la superficie. Los canales de los sitemas canalicular abierto y tubular denso en
las plaquetas forman complejos membranosos entretejidos, idénticos en su morfologia, al
conjunto de tubulos transversos y sarcotubulos en las células musculares embrionarias.

Las plaquetas son esenciales para la hemostasia normal y para desarrollar cuatro distintas
funciones en respuesta al dafio vascular: 1) mantenimiento continuo de la integridad vascular
al sellar las deficiencias menores del endotelio; 2) deteccién inicial de la hemorragia a través
de la formacidn de tapones plaquetarios; 3) estabilizacion del tapon hemostatico al contribuir
con la actividad procoagulante haciendo que la cascada de coagulacién forme fibrina y 4)
promocion de la curacion vascular al estimular la migracion de células endoteliales y la
migracion y proliferacion de células musculares lisas mediales.

Las plaquetas se pueden contar por métodos manuales o automatizados. Los métodos
manuales se practican al diluir una muestra de sangre entera y contar las plaquetas en una
alicuota para calcular el nimero por litro. Los procedimientos descritos comunmente son los
métodos de Rees y Ecker, y de Brecker-cronkite. El metodo de Rees y Ecker emplea un
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liquido diluyente que contiene azul de cresil brillante. La tincién ayuda a hacer mas visibles
las plaquetas. El conteo se realiza con el uso de un microscopio de luz. Para un conteo preciso
se sugiere un microscopio de fase y un hemacitometro plano especial. También puede usarse
un microscopio de luz y un hemacitometro sencillo. Se dispone de instrumentos
automatizados y semiautomatizados confiables para el conteo de las plaquetas y su uso se
prefiere sobre los métodos manuales debido a que son més precisos y se pueden controlar
con facilidad. Algunos instrumentos usan sangre entera anticoagulada y otros requieren
centrifugacion de la sangre para obtener plasma rico en plaquetas. Ya sea que se usen
métodos manuales o automatizados, es necesario correlacionar el conteo con la concentracion
de plaquetas en un frotis de sangre periférica bien preparado. Normalmente se ven de 8 a 20
plaquetas por campo a un aumento de 1000 Xx.

El nimero de plaquetas se puede estimar al multiplicar el nimero promedio encontrado en 5
a 10 campos por 20 000, si el frotis se hizo con la sangre capilar, debe usarse un factor de 15
000 si la sangre estaba anticoagulada. La morfologia de las plaquetas también se debe
observar y tomarse nota de la presencia de formas grandes granulosas y otras plaquetas
anormales.

Los trastornos de las plaquetas pueden causar la formacion defectuosa del tapon hemostatico
y hemorragia debido a la reducciéon del nimero de plaquetas (trombocitopenia) o a la
alteracion de su funcion a pesar de existir cifras normales de plaquetas (disfuncién
plaquetaria).

TROMBOCITOPENIA
Cantidad de plaquetas inferior al intervalo normal de 140.000-440.000/mm?3

El fracaso en la produccion de plaquetas, el secuestro esplénico de éstas, el aumento de su
destruccién o utilizacién, asi como su dilucién pueden originar trombocitopenia.
Independientemente de la causa, la trombocitopenia grave provoca un patron hemorragico
caracteristico: multiples petequias cutaneas, a menudo mas evidentes sobre la parte inferior
de las piernas, pequefias equimosis diseminadas en zonas expuestas a traumatismos menores,
hemorragias mucosas (epistaxis, hemorragias de los tractos Gl, GU y vaginal) y hemorragias
excesivas tras intervenciones quirurgicas. La hemorragia Gl intensa y las hemorragias en el
SNC pueden ser situaciones con riesgo vital. No obstante, la trombocitopenia no produce
hemorragias masivas en los tejidos (p. ej., hematomas viscerales profundos o hemartrosis),
lo cual es caracteristico de las hemorragias secundarias a trastornos de la coagulacion.

La trombocitopenia puede ser primaria (idiopatica) o secundaria a una gran variedad de
trastornos. Pueden distinguirse dos grupos generales a saber; aquellos en los cuales los
megacariocitos en la médula 6sea estan disminuidos con produccién disminuida de plaquetas
y aquellos en los que hay cantidades normales o aumentadas de megariocitos, lo que indica
una produccion normal o aumentada de plagquetas pero con destruccion periférica aumentada
o dilucion de las mismas.
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La trombocitopenia con produccion disminuida de plaquetas puede ser parte de una
depresion general de la médula dsea o presentarse por si misma. Se encuentra en
enfermedades difusas de la médula Osea, como leucemias, linfomas, mieloma,
carcinomatosis secundaria, envenenamiento por sustancias quimicas o medicamentos y como
consecuencia de radiacion ionizante. Personas alcoholicas a menudo se encuentra moderada
0 intensamente trombocitopénicas despues de una borrachera. La abstinencia de alcohol da
lugar a recuperacion rapida de la cuenta de plaquetas a lo normal. En algunos voluntarios
sanos se ha producido trombocitopenia administrandoles alcohol.

La trombocitopenia con produccion aumentada de plaquetas esta se observa cuando hay
destruccion o dilucion excesiva de las plaquetas en la circulacion. Es comun la hiperplasia
megacariocitica. En pacientes que reciben transfusion masiva por haber sufrido hemorragia
abundante o quienes reciben exsanguinotransfusion, la trombocitopenia, por lo general, se
debe a dilucion, especialmente si la sangre del donador no es fresca. La destruccion de
plaquetas puede ser debida a factores inmunitarios o de otra naturaleza. Los estados o
situaciones que producen este tipo de trombocitopenia incluyen transfusiones, sensibilidad a
medicamentos y toxinas, coagulacion intravascular diseminada, diversas infecciones,
trombocitopenia neonatal, lupus eritematoso generalizado e hiperesplenismo. También puede
asociarse a anemia hemolitica o a neutropenia. En muchos pacientes no hay causa evidente
y este grupo de enfermos se dice que tienen purpura trombocitopénicaidiopética.

En casos de sensibilidad, el medicamento, por lo general, apronal, quinina, quinidina,
digitoxina o un barbiturico, hace las veces de un hapteno e induce la produccion de un
anticuerpo contra el complejo plagueta-medicamento. El trastorno desaparece cuando se
suspende el medicamento. La sensibilidad al farmaco se puede demostrar mediante la prueba
del “parche”; en personas sensibles, el parche provoca purpura cutanea, la cual puede ser
debida a sensibilidad del capilar que comparte un antigeno comin con las plaquetas. Esta
prueba debe llevarse a cabo sélo después de tomarse las precauciones debidas en virtud de
que puede precipitar una trombocitopenia mas intensa.

En una gran variedad de infecciones puede ocurrir trombocitopenia durante las etapas agudas
0 de convalecencia. Entre las mas comunes figuran las virales e incluyen infecciones
respiratorias, sarampién, mononucleosis infecciosa, varicela, parotiditis y hepatitis. Cada vez
se reconoce con mas frecuencia el consumo de plaquetas que produce trombocitopenia en la
coagulacion intravascular diseminada asociada a infecciones graves.

En la trombocitopenia neonatal, la trombocitopenia del recién nacido es debida a los
anticuerpos maternos que se encuentran en la circulacion del lactante. Cede en forma
espontanea conforme el anticuerpo desaparece con el tiempo.

Las plaquetas a menudo se hallan deprimidas en trastornos del metabolismo del acido fdlico
y la cobalamina; por ejemplo, la anemia perniciosa a veces se manifiesta por sintomas
hemorragicos debidos a trombocitopenia. Los venenos de insectos y viboras también pueden
causar trombocitopenia. La uremia puede asociarse con funcion plaquetaria defectuosa y en
algunos casos aparece trombocitopenia. Hay algunas pruebas de que ocurre disfuncion
plaquetaria en la enfermedad de von Willebrand debido a deficiencia de un cofactor
plasmatico necesario que se ha llamado cofactor de von Willebrand.
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El paciente con trombocitopenia suele sufrir equimosis y sangrado debidos a defecto
plaquetario o sintomas originados por un trastorno subyacente. A veces el trastorno puede
diagnosticarse en forma incidental, con éxamenes de laboratorio, sin que produzca sintomas
0 signos. Puede producirse trombocitopenia en forma insidiosa o aguda; en general aparece
equimosis y sangrado si la concentracion plaquetaria es menor de 50 x 10%1t de sangre, pero
si no hay una correlacion exacta entre la concentracion de plaquetas y la hemorragia. El
sangrado suele manifestarse por petequias en la piel, las mucosas y las conjuntivas, y puede
producir hematuria, epistaxis y melena. El sangrado de tejidos profundos, pro lo general, es
mas grave; la hemorragia ocular conduce a perdida de la vision, y en el sistema nerviosos al
cuadro clinico de hemorragia cerebral, que es una causa comun de muerte en la
trombocitopenia.

El tratamiento de la trombocitopenia secundaria depende de la causa. Si con esto no se tiene
éxito o el trastorno es idiopético y la vida del paciente esta en peligro por sangrado, como
frecuentemente es el caso en la etapa aguda, deberan darse corticosteroides. Si no se observa
mejoria a las tres semanas o si no puede mantenerse cuando se reduce la dosificacion, como
suele ser el caso en pacientes con padecimiento cronico, se efectla esplenoctomia. En caso
de urgencia, pueden aplicarse transfusiones de plaquetas pero el anticuerpo presente en la
PTI, por lo general, da lugar a destruccion rapida de las plaquetas infundidas y por lo tanto
la falta de eficacia clinica.

EQUIPO:
Microscopio
Agitador mecanico de pipetas

MATERIAL.:
a) Bioldgico: Sangre obtenida con EDTA
b) De laboratorio: 1 Pipeta de Thoma para glébulos blancos con boquilla
1 Camara de Neubauer con cubreobjetos
1 Caja petri
1 Disco de papel filtro o un trozo de algoddn
Liquido diluyente (oxalato de amonio al 1%)

TECNICA:

1. Obtener 1 ml de sangre venosa en un tubo al vacio de tapa morada (EDTA). Mezclar
la muestra perfectamente.

2. Utilizando una pipeta de Thoma para globulos blancos, aspirar sangre hasta la sefial
0.5 y posteriormente llenar la pipeta con el liquido diluyente hasta la marca 11.

3. Mezclar inmediatamente el contenido de la pipeta durante 20 a 30 segundos a mano
y con el agitador mecanico de pipetas durante 2 6 3 minutos mas.

4. Llenar los dos lados de la camara de Neubauer, dejando sedimentar la muestra durante
10 6 15 minutos en una caja petri cuyo fondo esté cubierto por papel filtro o un trozo
de algodon humedos. La muestra no debe dejarse mucho tiempo en la pipeta antes de
[levarse a la cdmara de recuento.
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5. Contar las mismas superficies que para los glébulos rojos, sacando el promedio de
ambas cuadriculas. Las plaquetas se observan como pequefios cuerpos redondos de
gran indice de refraccidon (objetivo 40X). También pueden contarse los glébulos
blancos pues el liquido de dilucion no afecta.

CALCULOS:

Se efectian de la misma manera que para el recuento de globulos rojos, pero el factor de
dilucion es 20 (no 200), y por lo tanto el nimero de plaquetas contado se multiplica por 1000
para dar la cifra por mm? de sangre.

INTERVALOS DE REFERENCIA:
150,000-400,00 plaquetas /mm?
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 21
“DETERMINACION DE LA FRAGILIDAD CAPILAR”

DURACION: 30 minutos

OBJETIVO(S):
Que el alumno ejecute la técnica para la determinacion de la fragilidad capilar, identifique
las petequias y sea capaz de interpretar los resultados obtenidos.

FUNDAMENTO:

Al someter el brazo del paciente a una presion media, entre la sistélica y la diastélica, durante
un tiempo determinado, si existe fragilidad capilar en sus capilares, la presion sostenida
ocasionara extravasacion de sangre por ruptura de los mismos, manifestandose con petequias.
La prueba es también conocida como Prueba del Torniquete o Prueba de Rumpel-Leede.

GENERALIDADES:

Determinar la fragilidad de las paredes capilares, estima la tendencia a la hemorragia. Ayuda
a reconocer la trombocitopenia. Valores aumentados; pueden indicar coagulacion
intravascular difusa, disminucion del fibrindgeno, disminucién de la protrombina, deficiencia
de factor VII, trombocitopenia, tromboastenia, enfermedad de VVon Willebrand, deficiencia
de vitamina K. Y puede estar asociado a afecciones no relacionadas con los trastornos de la
coagulacién como: escarlatina, hipertension, diabetes, gripe, sarampion, escorbuto. Riesgos
del examen; si los capilares son muy fragiles puede haber magulladura.

Las enfermedades que pueden ocasionar fragilidad capilar son:

coagulacién intravascular diseminada (CID)
disproteinemia

policitemia vera

purpura senil

escorbuto

trombastenia

trombocitopenia

deficiencia de vitamina K
enfermedad de Von Willebrand
deficiencia de factor VI1I
deficiencia de fibrindgeno
deficiencia de protrombina
enfermedad renal cronica
diabetes

hipertension

influenza

sarampién

escarlatina



» Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 125

La CID es un padecimiento que se observa con frecuencia, en la cual, se consumen plaguetas
y fibrin6geno. También se conoce como “sindrome de desfibrinacion” o “coagulopatia por
consumo”. Es importante tenerla presente por su gravedad, debido a que en muchas
situaciones clinicas hay aumento de la utilizacion de estos componentes hemostaticos que
permanecen subclinicos. Puede ocurrir hemorragia anormal o generalizada en diversos
defectos graves.

En la patogenesis de la CID interviene la activacion del sistema de coagulacion, generacion
de trombina, e interaccion plaquetaria con consumo de éstas y de fibrindgeno. Como
fendmeno secundario, se degradan polimeros de fibrina, filamentos de fibrina pequefios e
incluso fibrindgeno por el mecanismo litico. El estimulo o “disparador” de la coagulacion
puede ser la activacion enzimatica directa de un factor de coagulacion o la liberacion de un
procoagulante activador como el factor tisular. Este Gltimo se observa in vitro con leucocitos
estimulados. Los mecanismos alternativos son la iniciacion del sistema de contacto a traves
de la proteasa celular endotelial que puede activar al factor XII, o la activacién directa de
factores intermedios de la coagulacion por proteasas neutrales de granulocitos. Es posible
que bajo diferentes circunstancias varien la reaccion o reacciones especificas de disparo.

Aunque la hemorragia es una complicacion mayor de los estados de consumo, se comenta
que el depdsito de fibrina en particular en vasos pequefios del rifion, puede dar origen a dafio
isquemico, analogo a la reaccién de Schwartzman en los conejos. Las complicaciones
tromboticas en la microcirculacion, se relacionan con mas frecuencia a alteraciones con
consumo de plaquetas predominante, si no es que de manera exclusiva, independiente de la
destruccion de fibrindgeno. Una ultima complicacién que rara vez tiene importancia clinica,
pero puede servir como ayuda diagndstica es la anemia hemolitica microangiopatica, o sea,
la aparicion de fragmentos de eritrocitos en frotis de sangre periférica.

El diagnostico de laboratorio requiere la demostracion de un incremento en la utilizacion de
plaquetas y fibrindgeno. Se puede observar un frotis microangiopatico en la vasculitis o
enfermedad primario por consumo plaquetario, asi como en individuos con hipertension.

En la eritremia hay aumento verdadero de la masa eritrocitaria. Tambien es frecuente
observar un incremento en los leucocitos y las plaquetas y por eso es que se le da el nombre
alternativo de policitemia vera. Se desconoce la etiologia y el trastorno generalmente se
considera como neoplasia benigna. Estd clasificado como uno de los trastornos
mieloproliferativos y es comudn la transformacion en mielofibrosis. Dicho padecimiento
también puede terminar en leucemia mieloblastica aguda, pero, por lo general, s6lo en
pacientes tratados con fosforo radiactivo. Es mas frecuente en hombres que en mujeres. La
concentracion elevada de hemoglobina se asocia a una viscosidad sanguinea elevada, con
estancamiento consiguiente y susceptibilidad a trombosis. No son raras las hemorragias, los
sintomas pueden ser: mal estado general, irritabilidad, disnea, palpitaciones, cefalea,
transtornos visuales y vertigo. La muerte puede ser por causas no relacionadas, pero muchos
pacientes finalmente sucumben como resultado de trombosis, hemorragia, insuficiencia
cardiaca o las complicaciones mielofibrosis. La cuenta plaquetaria frecuentemente se halla
arriba de lo normal y en los frotis sanguineos en ocasiones pueden
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observarse fragmentos megacariociticos. Los hallazgos de laboratorio a veces corresponden
a los de una mielofibrosis o una trombocitopenia idiopatica.

La trombastenia (enfermedad de Glanzmann) es un raro trastorno hemorréagico hereditario de
caracter autosdmico recesivo y se caracteriza por tiempo de sangrado prolongado, retraccion
deficiente del coagulo in vitro de las plaquetas para unirse cuando se afiaden ADP, colagena,
serotonina o adrenalina. Ademas hay incapacidad para liberar FP3.

Los trastornos de los vasos sanguineos generalmente producen purpura y sangrado de
mucosas 0 equimosis considerables postraumaticas en vez de hemorragias de articulaciones
y tejidos profundos. Se dividen en trastornos adquiridos y congénitos. En estos Gltimos a
menudo hay un antecedente de aparicion temprana y un antecedente familiar positivo. Los
defectos adquiridos pueden obedecer a vasculitis alérgica o ser secundarios a una variedad
de factores (infecciones, medicamentos, disproteinemias, deficiencia de &cido ascorbico y
edad avanzada).

Los métodos utilizados en el estudio de los vasos sanguineos y los capilares incluyen la
prueba de fragilidad capilar y el tiempo de sangrado. Es comun la prueba de la funcién
plaquetaria al mismo tiempo ya que algunos trastornos afectan a capilares y plaquetas y en
algunos otros también estan defectuosos los valores plasmaticos. Raras veces se requiere
biopsia de una porcion de piel o muasculo para que los vasos puedan examinarse
histol6gicamente.

La parpura anafilactoide es una arteriolitis generalizada y se debe a una reaccion de
hipersensibilidad. Es aumento resultante en la permeabilidad vascular produce hemorragias
y a la glomerulonefritis en que con frecuencia se presenta después de infeccion
estreptocdcica, pero a veces pueden encontrarse otros alergenos bacterianos. Este
padecimiento se halla con méas frecuencia en nifios y a menudo ocurre una dos 0 semanas
después de faringitis o de infeccion leve de vias respiratorias superiores. Se presentan una
erupcion purpurica a menudo con manchas hemorragicas mas grandes y zonas levantadas,
por lo general, sobre el dorso, y las extremidades. Las cuentas de plaquetas son normales o
solo levemente elevadas. La prueba de fragilidad capilar puede ser positiva, pero el tiempo
de sangrado suele ser normal. Es posible encontrar titulos elevados de anticuerpos
estreptococicos en el suero.

En las purpuras vasculares sintomaticas la cuenta de plaquetas suele ser normal aunque puede
haber trombocitopenia leve. La prueba del torniquete a menudo es positiva, pero el tiempo
de sangrado, por lo general, es normal.

La purpura senil se ve en personas ancianas. Aparecen equimosis espontaneamente o por
presion leve, particularmente en las partes del cuerpo que han estado expuestas a la luz solar.
Se desarrolla con el avance de la edad, por la degeneracion de las fibrillas de colagena de
soporte y la exposicion a la radiacién actinica. La falta de soporte causa estallamiento de los
vasos sanguineos pequefios y forma equimosis.
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El origen de las equimosis en el sindrome de Cushing es similar al de la purpura senil. Se
desconoce el mecanismo que conduce a la aparicion de las equimosis, pero es posible que
este vinculado con alteraciones del tejido conjuntivo de la pared del vaso sanguineo o con
anormalidades de los mucopolisacaridos en los tejidos de soporte.

La terapéutica con dosis grandes de corticosteroides produce equimosis similares a las
observadas en el sindrome de Cushing.

El escorbuto es una enfermedad causada por una deficiencia de vitamina C, la cual es
necesaria para la sintesis de la colagena. En su ausencia, la colagena es insuficiente o anormal
y se produce hemorragia debido a la falta de soporte subendotelial de los vasos. Es
caracteristica la presencia de encias hemorrégicas y de hemorragia alrededor de los foliculos
pilosos de brazos y muslos. Tambien se ven equimosis y hemorragias intramusculares. El
tiempo de hemorragia es normal. El tratamiento es con vitamina C por via oral.

La amiloidosis se presenta como un trastorno primario y de manera secundaria a
paraproteinemias como el mieloma mdultiple. Es un trastorno en el cual se forman los
depositos de amiloide en la piel, en los tejidos perivasculares y en las paredes de los vasos.
Conduce la fragilidad de los vasos y equimosis. También se puede presentar hemorragia en
drganos viscerales y la trombosis es comdn.

EQUIPO:
Esfigmomanometro
Crondmetro

MATERIAL.:
a) Biologico: Ninguno
b) De laboratorio: Ninguno

TECNICA:

1. Dibujar en la cara anterior del antebrazo del paciente, un circulo de unos 5 cm
de didmetro, aproximadamente a 5 cm por abajo del pliegue del codo.,
sefialando las marcas que puedan confundirse con petequias.

2. Colocar el esfigmomandmetro en el brazo e insuflar hasta el punto medio
entre la presion sistdlica y la diastdlica (80 mm de Hg en un sujeto normal).
Esta presion se mantiene durante 5 minutos, después de lo cual se retira el
esfigmomandmetro.

3. Transcurrido ese tiempo, examinar el area dentro del circulo y contar las
petequias que se hayan formado dentro de €l. Esto debe hacerse 5 a 15 minutos
después de haber quitado el esfigmomandmetro.

4. QOcasionalmente sucede que no aparecen petequias en el circulo, pero se
encuentran en toda la superficie del antebrazo, pliegue del codo y mano. En
este caso se da la prueba como positiva pero sin mencionar el nimero de
petequias, interpretando la intensidad de la respuesta en cruces de + a ++++.
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INTERPRETACION:

Cifras normales...........ccccceeveennne Hasta 10 petequias en el circulo.
Cifras dudosas.........cccceevereeriennnnn Hasta 15 petequias en el circulo.
Cifras anormales ...........c.ccocveeenne. Mas de 15 petequias en el circulo.

FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 22
“RETRACCION DEL COAGULO”

DURACION: 1 Hr 30 min

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a efectuar la determinacion de la retraccion del coagulo, su utilidad
clinica, asi como su interpretacion.

FUNDAMENTO:

La sangre que se ha dejado coagular de manera espontanea, después de un cierto tiempo
(aproximadamente 30 minutos), sufre una retraccion que depende fundamentalmente de la
contraccion de las proteinas fibrilares del citoesqueleto de las plaquetas y de las
glucoproteinas receptoras de membrana.

GENERALIDADES:

La disminucion en el tiempo de retraccion del coagulo puede indicar, entre otras causas:

e numero deficiente de plaquetas (trombocitopenia)
e enfermedad de Glanzmann
e enfermedad de VVon Willebrand

Otras condiciones para las cuales se puede realizar este examen:

e defecto adquirido en la funcion de las plaquetas
e defectos congénitos en la funcion de las plaquetas

La disminucién en la cantidad de las plaquetas que circulan en la sangre se define como
trombocitopenia. Las plagquetas son las células encargadas de agruparse para formar el
coagulo que detiene una hemorragia de sangre. Las causas que provocan esta disminucion en
la cantidad de plaquetas son variadas, presentaremos las mas frecuentes:

e Trombocitopenia por destruccion de plaquetas causada por una enfermedad del sistema
inmune. Por razones que afectan el sistema de defensa del organismo, este produce
anticuerpos que destruyen las plaquetas, provocando la enfermedad conocida como
purpura trombocitopénica; cuando se presenta en los nifios, entre los dos y los seis afios,
recibe el nombre de parpura trombitopénica idiopatica aguda y generalmente es
secundaria a una enfermedad causada por un virus que desencadena el proceso auto-
inmune de destrucciéon de las plagquetas. Dependiendo de la cantidad de plaquetas




» Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello 129

destruidas se presentan los sintomas: sangrado por la nariz, vejiga, 0jos, etc. en caso de
que la destruccion sea masiva. O la aparicion de pequefias hemorragias puntiformes en la
piel, que se conocen como petequias, y hemorragias un poco méas grandes, conocidas
como hematomas. En el examen de sangre se encuentra reduccién en el recuento de
plaquetas Es de anotar que NO se encuentra crecimiento del bazo (6rgano situado en la
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parte superior izquierda del abdomen, y que entre otras funciones tiene la de destruir las
células anormales que viajen en la sangre), en caso de encontrase crecido el bazo el
diagnostico posiblemente sea otro trastorno del sistema inmune, como el lupus
eritematoso sistémico. Este tipo de purpura en los nifios es transitorio, aunque en algunas
oportunidades es aconsejable suministrar corticoides, especialmente cuando el nimero
de plaquetas esta muy reducido. En los adultos se presenta un tipo de purpura
trombocitopenica idiopatica crénica, que no evoluciona tan favorablemente como la de
los nifios. Se utilizan corticoides y en caso que no mejore la situacion frecuentemente se
sugiere la extraccion del bazo (esplenectomia)

Existen otras variadas causas que llevan a la trombocitopenia.

e Trombocitopenia causada por drogas: la lista de medicamentos que en algin momento
pueden causar alteracion en la produccion o destruccion de las plaquetas es muy grande,
entre ellas hay que considerar algunas de uso cotidiano: los anti-malaricos, la
difenilhidantoina, la aspirina, el acetaminofén, la colchicina, la dipirona, las sales de oro,
el cloramfenicol, la cefalotina, las sulfas, el trimetropim, la estreptomicina, la
hidroclorotiazida, la cimetidina, el alopurinol, la digitoxina, etc.

La trombocitopenia es la causa mas comun de hemorragia grave. La alteracion resultante en
la formacion del tapon hemostatico primario es evidente por la relacion inversa en la cuenta
del tiempo de hemorragia; es importante la correlacién con la concentracién con la
concentracion plaquetaria para determinar la actividad funcional plaquetaria especifica. Se
puede calcular un estimado preliminar de la cuenta plaquetaria a partir del frotis de sangre,
pero son necesarias mediciones mas precisas.

La secuencia para evaluar el paciente con trombocitopenia grave incluye: 1) antecedentes y
examen fisico, 2) cuenta plaquetaria y evaluacion del frotis sanguineo, 3) tiempo de
hemorragia, 4) pruebas de coagulacion, 5) examen médula 6sea y 6) estudio de transfusion
de plaquetas, con cuenta plaquetaria seriada de seguimiento. El punto clave de la hemorragia
trombocitopénica es la aparicidn de petequias, y se deben buscar lesiones en las areas de facil
traumatismo y expuestas. En el examen fisico hay que poner especial atencién en la mucosa
bucal y en los tobillos en busca de petequias, adenopatias y organomegalias, también debe
llevarse a cabo el examen rectal con prueba de guayaco en evacuaciones. Se completa la
evolucion de deteccion con una biometria hematica completa, que incluye, cuenta plaquetaria
y examen de frotis sanguineo. Es importante confirmar la existencia de una cuenta plaquetaria
y examen de frotis sanguineo. Es importante confirmar la existencia de una cuenta plaguetaria
baja por medio del examen de frotis sanguineo bien preparado, ademas hay que observar el
tamafo y forma de las plaquetas. El enfoque clinico descrito por lo general es suficiente para
poder categorizar de manera provisional la trombocitopenia es por lo menos una de las tres
categorias fisiopatoldgicas principales - alteraciones de produccion, distribucion o
destruccion- y se puede establecer de manera especifica el diagnostico.
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TROMBOCITOPENIA

MECANISMO ALTERACIONES ESPECIFICAS
Desordenes de produccion Congénitas (anemia de fanconi, sindrome
Hipoplasia megacariocitica TAR, medicamentos intrauterinos 0
infecciones)
Adquiridas (radiaciones, quimicos,
insecticida, infecciones, lupus eritematoso)
Produccion ineficaz Hereditaria (tipos autosdmicos o ligados a
Sexo)
Adquiridas (deficiencia de vitamina Bi2)
Alteraciones de distribucion o dilucion Remanso esplénico
Remanso vascular
Alteraciones de destruccion Consumo combinado de CID

Consumo aislado de plaquetas

Destruccion de la inmunidad plaquetaria
Alteraciones multiples Produccion  disminuida y  desnutricién
aumentada

Remanso y destruccion aumentados
Produccion disminuida e ineficaz con
aumento de remanso y destruccion.

La tromboastenia de Glanzman es un trastorno hemorragico hereditario caracterizado por una
severa reduccion o ausencia de la respuesta de agregacion de las plaquetas a maultiples
estimulos fisioldgicos. Esta dado por una anormalidad cualitativa o cuantitativa del receptor
de la membrana plaquetaria GP Ilb/Illa. La trombastenia es un padecimiento autosémico
recesivo que resulta en una tendencia hemorragica de por vida, de cierta gravedad y es una
de las hemorragias congénitas mas raras. La cuenta plaquetaria es normal pero el tiempo de
hemorragia esta muy prolongado y la retraccion del coagulo es defectuosa. Las plaquetas no
logran la agregacién en respuesta a ADP, adrenalina, coldgeno o trombina. En contraste
directo con el sindrome de Bernard-soulier, las plaquetas trombastenicas se adhieren en
forma normal al subendotelio, pero no pueden agruparse para la formacion del tapén
hemostatico. Larazon por la cual las plaquetas trombasténicas no se agregan esta relacionada
con la alteracion en la union del fibrinbgeno a la membrana, que se manifiesta como
disminucion en las glicoproteinas Ilb y Illa de la membrana plaquetaria. La alteracion en la
unioén del fibrindgeno evita la formacion de puentes entre las plaquetas durante la agregacion.

El pediatra suizo E. Glanzman describio a un grupo de pacientes con sintomas hemorragicos
y plaquetas "débiles” en 1918. Estudios subsecuentes mostraron que las plaquetas de los
pacientes con trombastenia no se agregaban en respuesta a sus agonistas como son la
colagena, ADP, trombina y epinefrina, también se observd que la concentracion de
fibrindgeno era menor o casi nula al igual que la retraccién del coagulo.

Fue en 1970 cuando por fin Nurden y Caen descubrieron que las plaguetas de los pacientes
trombasténicos tenian una deficiencia de un complejo glucoproteico de la membrana
denominado GP Ilb/Illa. Mas adelante se identifico que este complejo era el responsable de
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que las plaquetas formaran puentes de fibrindgeno entre ellas y desde ahi y con las técnicas
de clonacion e identificacion de ADN se han ido encontrando los defectos especificos del
complejo y al mismo tiempo se descubre cada vez mas acerca de su funcion.

Esta enfermedad esta distribuida en todo el mundo y se ha descubierto que es un trastorno
que se hereda en un patrén autosdmico recesivo y que se ha encontrado con mayor frecuencia
en poblaciones en las que se acostumbran los matrimonios consanguineos. En las poblaciones
en las que se ha encontrado con mayor frecuencia esta enfermedad son: en el Sur de la India,
Israelitas descendientes de los judios-iraquis, arabes de Israel, Jordania y Arabia Saudita,
también se ha identificado en tres familias gitanas. Se ha identificado, después de un extenso
analisis de la historia de la poblacién iraqui-judia, que en el presente aproximadamente el
2.3% de dicha poblacion es portador heterocigoto del defecto.

EQUIPO:
Bario de agua a 37°C.

MATERIAL.:
a) Biologico: Sangre obtenida al momento, sin anticoagulante.
b) De laboratorio: 1 Tubo de centrifuga graduado de 15 ml o una probeta de 10 ml.
1 Alambre de cobre o de hierro de 1 a 1.5 mm de diametro, cuyos
altimos 5 cm formen un espiral con unas 10 vueltas aproximadamente.

TECNICA:

1. Enun tubo de centrifuga graduado o en una probeta de 10 ml, colocar 5 ml de
sangre venosa recientemente extraida.

2. Introducir el alambre de cobre en forma de espiral hasta el fondo del tubo

Incubar el tubo en bafio maria a 37°C durante una hora.

4. Transcurrido el tiempo, sacar cuidadosamente el alambre con el codgulo adherido,
permitiendo que el suero drene y las células.

5. Leer directamente el volumen de suero y de las células exprimidas del coagulo que
queda en el tubo, expresando el resultado como porcentaje del volumen inicial de 5
ml.

w

% de Retraccion = VVolumen del liguido exudado x 100
Volumen inicial

INTERVALOS DE REFERENCIA:
Entre 40 y 65%
NOTA:

Es una prueba gruesa para medir la capacidad de las plaquetas para retraer el coagulo,
aunque también es influida por el fibrindgeno y por el hematdcrito.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 23
“DETERMINACION DEL TIEMPO DE COAGULACION Y DEL TIEMPO DE
SANGRADO”
DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a realizar la determinacion del tiempo de coagulacion y del tiempo
de sangrado utilizando técnicas habituales, asi como sus correlaciones clinico-patologicas.

FUNDAMENTO DEL TIEMPO DE COAGULACION (METODO DE LEE Y WHITE):
Cuando la sangre entra en contacto con una superficie extrafia (en este caso, el vidrio del
tubo de ensaye) se desencadena la activacion del sistema de coagulacién. Bajo estas
condiciones, el tiempo necesario para que la sangre coagule es la medida de la actividad total
del sistema intrinseco de la coagulacion.

GENERALIDADES:

La prueba para determinar el tiempo de sangria se utiliza para evaluar los factores vasculares
(vasos sanguineos) y plaquetarios asociados con la hemostasia (formacion de coagulos de
sangre). Cuando ocurre una lesion vascular, la primera respuesta hemostatica es la
contraccion espastica de los vasos lacerados. A continuacion, las plaquetas se adhieren a la
pared del vaso en la zona lacerada en un intento de taponar el hueco. El fracaso de cualquiera
de los dos procesos se traduce en un tiempo de sangria prolongado.

El tiempo prolongado de sangrado puede indicar:

Defectos vasculares (vasos sanguineos)
Defectos en la funcion plaquetaria (ver agregacion de plaquetas)
Trombocitopenia

Las drogas que pueden aumentar los tiempos de duracion del sangrado son dextrano,
indometacina y salicilatos (incluyendo dosis altas de aspirina).

Condiciones adicionales para las cuales puede realizarse el examen:

Defectos adquiridos de la funcionplaquetaria
Defectos congénitos de la funcionplaquetaria
Deficiencia congénita de proteinaC 6 S
Hemorragia intracerebral profunda
Deficiencia del factor V

HemofiliaA

HemofiliaB

Shock hemorragico

Hemorragia intracerebral hipertensiva
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Hemorragia intracerebral
Hemorragia intracerebral lobar
Trombocitemia primaria
Enfermedad de VVon Willebrand

La hemostasia primaria se evalia mejor con el tiempo de hemorragia, la cual es una medicién
in vivo de la funcion de las plaquetas. Existen varios factores que afectan al tiempo de
hemorragia, los cuales incluyen el nimero de plaguetas, su funcidn y la integridad vascular.
Se ha usado varios métodos para practicar el tiempo de hemorragia. El método mas antiguo
“el tiempo de hemorragia de Duke”, usaba una lanceta para hacer una puncién en el 16bulo
de la oreja. En 1941, Ivy mejoré la técnica del tiempo de hemorragia al crear una presion
venosa constante con un manguito de presion arterial y practicar la prueba en el antebrazo
con una lanceta. El tiempo de hemorragia con “plantilla” que se usa en la actualidad es una
modificacion del tiempo de hemorragia de lvy; la incisién es consistente en longitud y
profundidad. En la actualidad se dispone de dispositivos desechables para determinar el
tiempo de hemorragia con el propdsito de realizarlo con una plantilla.

Para que sea un reflejo verdadero de la funcion plaquetaria in vivo, el paciente debe evitar el
uso de aspirina o farmacos similares durante siete dias antes de la practica de la prueba, ya
que su ingestion resulta en la prolongacion del tiempo de hemorragia. De igual manera debe
practicarse un conteo de plaquetas antes del tiempo de hemorragia, ya que una cifra menor
de 100.0 x 10%L produce una prolongacion del tiempo de hemorragia. Si se cubren las
condiciones mencionadas, un tiempo de hemorragia prolongado indica disfuncién
plaquetaria. Las causas posibles de disfuncién de las plaquetas incluyen: disfunciones
hereditarias y adquiridas de las plaquetas, enfermedad de von Willebrand, afibrinogenemia,
hipofibrinogenemia intensa y algunos trastornos vasculares.

Enfermedad de VVon Willebrand; es la mas frecuente de las trombopatias y hasta hace poco
se consideraba una coagulopatia. Se debe a que no se produce Factor von Willebrand o este
es defectuoso. En cualquier caso las plaquetas no se adhieren al coldgeno del subendotelio y
se produce un cuadro hemorragico, tipico de la alteracién de la hemostasia primaria, pero
dado que el factor von Willebrand transporta las moléculas de Factor VIII, su ausencia o
alteracion provoca un cuadro de déficit de Factor VIII, luego una hemofilia A, que puede
variar de moderada a grave, dependiendo del grado de alteracion del transportador. Existen
formas heterocigotas (frecuentes) que producen trastornos moderados y homocigotas o
heterocigotos dobles (raras) con hemorragias severas. La clasificacion de la enfermedad de
von Willebrand se halla en continuo cambio y para ella se utiliza el andlisis de la estructura
multimérica del factor von Willebrand en el plasma y las plaquetas. La utilidad de conocer la
clasificacion de las variantes de la Enfermedad de von Willebrand viene condicionada por la
utilizacion del DDAVP. La molécula de este factor es un multimero, que forma una de las
moléculas mas grande conocida . Este multimero se halla integrado por subunidades . Siendo
el nimero de unidades variable de molécula a molécula, asi existiran multimeros de alto peso
molecular debido a que poseen muchas subunidades y otros de bajo peso , por las pocas
moléculas que llevan . Existen tipos de enfermedad de von Willebrand caracterizada por una
mala distribucion de estos multimeros
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La enfermedad de von Willebrand se sospecha cuando se produce al mismo tiempo que una
clinica tipica de hemostasia primaria, trastornos més tipicos de un déficit coagulativo , asi
ante una historia familiar positiva se presentan evidencias clinicas de hemorragias de
membrana (epistaxis, hemorragia gastrointestinal, menorragia) o hemorragia postquirurgica
0 postparto .

El diagnostico biologico de la enfermedad de von Willebrand se realiza mediante la medida
en plasma del factor von Willebrand antigénico , el factor V11l coagulativo , la actividad del
factor von Willebrand ( actividad cofactor de la ristocetina : se mide enfrentando el plasma
del enfermo con plaquetas normales y afiadiendo ristocetina ) , RIPA ( Agregacion
plaquetaria inducida por la ristocetina : se enfrentan el plasma y las plaquetas del enfermo
con ristocetina ) y la identificacion de la estructura multimérica .

El factor von Willebrand se produce por el endotelio y también lo llevan las plaquetas. Es
posible extraer todo el Factor von Willebrand del endotelio mediante la administracion de
DDAVP. Asi en enfermos que producen cantidades disminuidas de factor von Willebrand,
pero este es de composicién normal (Tipo 1) , la administracion de esta substancia normaliza
el defecto , aunque de forma provisional y sujeto a taquifilaxia .En cambio en el Tipo llb, la
administracion de DDAVP , produce la aparicién de formas que se adhieren a las plaquetas
provocando una trombocitopenia in vivo , igual sucede con la forma plaquetar de la
enfermedad de von Willebrand o pseudoWillebrand . El Tipo Ill se caracteriza por su
severidad y producir niveles muy bajos de factor von Willebrand en estos casos el DDAVP
no puede estimular su secrecidn por el endotelio. EI DDAVP se hallara indicado solo en los
tipos 1 y 1A, la administracion del DDAVP debe realizarse con cuidado , ya que provoca
efectos indeseables con frecuencia

Si no puede corregirse el defecto hemostatico con DDAVP puede utilizarse el Factor von
Willebrand procedente de donaciones de sangre en forma de crioprecipitado. En efecto al
congelar el plasma y descongelarlo, se produce una precipitado de proteinas muy ricas en
Factor Von Willebrand , y consecuentemente en Factor V111 . Este producto (criprecipitado),
se utiliza en le tratamiento de los episodios hemorragicos de estos enfermos. Los purificados
de Factor V1I1 se producen rompiendo estas moléculas multimeros, por ello no son Utiles para
tratar a estos enfermos. Actualmente existen ya concentrados libres de virus de factor von
Willebrand, que carecen de los grandes multimeros, por ello son el producto de eleccion,
cuando existen fendmenos hemorragicos, en las formas I1b y PseudoWillebrand.

En mujeres afectas del tipo 11l y | se han observado que la administracion de estrégenos
disminuye la tendencia hemorragica, también se ha observado en el uso de anticonceptivos.
En casos de intervenciones pequefias pueden utilizarse agentes antifibrinoliticos
(aminocaproico, ac. tranexamico).

Se han asociado déficits de factor XII con enfermedad de von Willebrand. Después de
multiples transfusiones con derivados sanguineos, algunos enfermos desarrollan anticuerpos
precipitantes, que provocaran reacciones anafilactoides al enfermo al ser transfundido.
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El diagnostico diferencial de esta alteracion debe realizarse con:

Pseudo von Willebrand: Se caracteriza por presentar una trombocitopenia , una agregacion
plaquetaria a los crioprecipitados y una biologia similar al tipo Ilb ( esta variante presenta
una hiperrespuesta a la ristocetina )

Von Willebrand adquirido: El Factor von Willebrand es una proteina de fase aguda, que
aumenta en muchas condiciones . Pero también puede verse disminuido acompafiando otras
alteraciones, provocando fendmenos hemorragicos , que se caracterizan por alargamiento del
tiempo de sangria y apenas modificacion del APTT . Estas se clasifican en:

e Con autoanticuerpos: Se observa la aparicion de una IgG dirigida contra el factor
von Willebrand en enfermedades inmunes o tumores del sistema inmunitario. Se
detecta, excepto raras ocasiones (trastornos linfoproliferativos) al mezclar plasma
del enfermo con sangre normal, provocando la aparicion de la anomalia.

Sin autoanticuerpos: Se observa en algunos enfermos con sindromes mieloproliferativos una
disminucion de los grandes multimeros. También en nifios con cardiopatia congénita no
cianotica, que mejoran al corregir el trastorno hemodinamico. Asi mismo se ha observado un
von Willebrand adquirido en la mononucleosis infecciosa, displasias mesenquimatosas
(prolapso de vélvula, angiodisplasias intestinales, trastornos del tejido conectivo),
hipotiroidismo, tumor de Wilms, hemangioma esplénico y tratamientos con expansores
plasmaticos y L-asparaginasa. Los tratamientos tromboliticos pueden asociarse a una
disminucion de los multimeros de alto peso molecular.

EQUIPO:
Bario de agua a 37°C
Cronbémetro

MATERIAL.:
a) Biologico : Ninguno
b) De laboratorio: 3 Tubos de ensaye de 12 X 75 mm
Jeringa con aguja

TECNICA:

1 Extraer algo mas de 3 ml de sangre venosa; la puncion debe ser perfecta, pues la

contaminacion con la linfa modifica los resultados.

2 Retirar laagujay colocar aproximadamente 1 ml de sangre en cada uno de los 3 tubos
de ensaye. Inmediatamente que se coloca la sangre en el primer tubo se activa el
cronémetro; los 3 tubos se colocan en el bafio de agua a 37°C.

3 Dos minutos después y reduciendo al minimo el tiempo que los tubos se encuentran
fuera del agua, inclinarlos uno por uno cada 30 segundos. Debera evitarse la agitacion
que podria prolongar el tiempo de coagulacidn; este corresponde al momento en que
resulta posible invertir los tubos sin que se derrame su contenido. Anotar
separadamente el tiempo de coagulacion de cada tubo y el resultado definitivo sera el
promedio de los 3 resultados.
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INTERVALOS DE REFERENCIA:
4-8 minutos

FUNDAMENTO DEL TIEMPO DE SANGRADO:
El tiempo de sangrado es el necesario para que deje de sangrar una herida estandarizada de
la piel. Es una medida de la funcion plaquetaria y de la respuesta vascular e independiente
del mecanismo de la coagulacién, aunque en caso de alteracion grave de la coagulacion, el
tiempo de sangrado puede estar alterado.

METODO DE DUKE
EQUIPO:
Crondmetro

MATERIAL.:
a) Biologico : Ninguno
b) De laboratorio: Lancetas desechables
1 Trozo de papel filtro
Torundas de algodén con alcohol

TECNICA:

1. Lapuncion se realiza en el 16bulo de la oreja o la yema del dedo, los cuales deberan

calentarse antes de la prueba frotando las zonas con una torunda de algodén.

2. Puncionar el sitio elegido con una lanceta, en el caso del I6bulo de la oreja se debera
hacer la puncion en el borde inferior a unos 3 mm de profundidad, poniendo
inmediatamente en marcha el crondmetro. La puncién debera hacerse en un solo
movimiento, introduciendo la lanceta hasta el fondo y sin hacer movimientos laterales
de ésta para no rasgar la piel o hacer méas amplia la puncién.

La sangre debera salir libremente y el 16bulo no deberda comprimirse.

4. A intervalos de 15 segundos, aplicar cuidadosamente sobre la gota de sangre el borde
de un trozo de papel filtro, cuidando de no tocar la piel. Esta maniobra tiene por objeto
impedir que se forme un coagulo en la gota de sangre sobre la herida, pues el tiempo
de sangrado resultaria falsamente bajo.

5. Utilizando una diferente zona del papel filtro para cada secado puede tenerse un
registro conveniente del tiempo total.

6. Se toma como punto final el momento en el cual el papel filtro ya no absorba sangre.

w

VALORES DE REFERENCIA:

1a3 minutos.......ccccevvveee... Normal
3a5MiNUEOS......vvvvveeeiiiiiiinnns Dudoso
Maés de 5 minutos .......cceee...... Anormal

VENTAJAS:
1. Es muy sencillo de realizar
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DESVENTAJAS:
1. Las condiciones de prueba no son constantes por lo que los resultados son
Imprecisos.
METODO DE IVY
TECNICA:

1. Colocar en el brazo del paciente un esfigmomanémetro a una presiéon de 40 mm de
Hg, que debera mantenerse constante durante toda la prueba.

2. Buscar en el antebrazo una zona vascular.

Hacer la asepsia con una torunda con alcohol.

4. Con una lanceta estéril y desechable, hacer la puncién de un solo golpe y sin hacer
rasgaduras laterales. Echar a andar el cronémetro. La puncion debe ser de un mm de
profundidad y 9 de longitud en condiciones éptimas.

5. En el momento en que sale la gota de sangre, secarla con una tira de papel filtro,
procurando no tocar la piel.

6. Repetir esto cada 30 segundos hasta el momento en que el papel filtro ya no absorba
sangre.

7. Anotar el tiempo final en el que dejo de sangrar.

8. Repetir la prueba a una distancia de 5 cm de la primera.

w

VENTAJAS:
1. Las condiciones de prueba son constantes, por lo que se obtiene mejor
reproducibilidad,

DESVENTAJAS:
1. Un poco mas laboriosa de realizar.

INTERVALOS DE REFERENCIA:
2-6 minutos

NOTA:

El tiempo de sangrado es una prueba de pantalla para los desérdenes cualitativos y
cuantitativos de las plaquetas y para la enfermedad de VVon Willebrand, independiente de los
mecanismos de coagulacién, aunque los dafios severos de éstos, también suele resultar
prolongado.

El tiempo de sangrado anormal es una evidencia de defecto en la fase plaquetaria o en la fase
vascular de la coagulacion. Desafortunadamente, pierde parte de su valor por la dificultad
para estandarizar el ancho y la profundidad de la puncion, asi como las alteraciones del tono
vascular. Actualmente, se dispone en el mercado de unas “puntillas” que tienen dos lancetas
de longitud y largo estandarizados y que al puncionarse con ésta, por ser mecanica la puncién,
siempre es homogénea. Hacer la prueba con plantilla, definitivamente, nos proporcionara
resultados de mas valor.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 24
“DETERMINACION DEL TIEMPO DE PROTROMBINA”

DURACION: 30 min

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a realizar la determinacion del tiempo de protrombina tanto por el
método manual como por el automatizado, asi como sus correlaciones clinico-patologicas.

FUNDAMENTO:

El plasma obtenido de una sangre a la que se ha afiadido un anticoagulante que fija el calcio,
se coagulara en pocos segundos cuando se recalcifique en presencia de tromboplastina
histica. El tiempo transcurrido entre la adicién de calcio y la presencia de un coagulo es el
tiempo de protrombina. El tiempo de protrombina mide la via extrinseca.

GENERALIDADES:

El tiempo de protrombina (TP) es una prueba de deteccidon importante para la evaluacion de
laboratorio de los pacientes con deficiencias hereditarias o adquiridas en las vias extrinseca
0 comun de la cascada de la coagulacién y para la vigilancia de la eficacia de la terapéutica
anticoagulante oral. La adicién de plasma escaso en plaquetas precalentado al reactivo de
tromboplastina-calcio precalentado activa la cascada de la coagulacion a través de la
formacion del complejo tromboplastina (FT)/factor V1. Se requiere tiempo para la formacion
del codgulo y ésta se puede detectar por métodos dpticos o electromecéanicos, con el uso de
dispositivos manuales, semiautomaticos o automaticos. Los resultados del TP se registran al
medio segundo mas cercano. El informe de los resultados debe incluir el resultado del
paciente, el intervalo de referencia y la media del intervalo de referencia. Cada laboratorio
debe establecer su propio intervalo de referencia.

La organizacion Mundial de la Salud y el International Committe on Thrombosis and
Haemostasis, recomiendan el uso del indice normalizado international para informar los
resultados del TP cuando se realiza la vigilancia de la terapéutica anticoagulante oral
prolongada. Como los resultados del INR son independientes de los reactivos y métodos
usados para determinar el TP; estos resultados permiten realizar una mejor evaluacion de la
terapéutica anticoagulante oral prolongada. EI INR es el indice del TP obtenido con el uso
de la international Reference Preparation de la OMS como fuente de tromboplastina en la
practica del TP. El indice del TP determinado por el uso de otra tromboplastina debe
convertirse al INR.

El tiempo de protrombina mide la activacion del factor X por el complejo factor VIla/FT, asi
como las reacciones restantes en la via comuan. Por tanto, la prueba mide a los factores I, 11,
V, VIl y X. Después de una incubacién breve se agrega calcio a la mezcla y se mide el tiempo
requerido para que se forme un coagulo.
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Se ven anormalidades en el TP en trastornos distintos a las deficiencias congenitas del factor.
El TP esta prolongado en las enfermedades hepaticas y en la ictericia obstructiva. EI TP es
la prueba de eleccion para vigilar el tratamiento de los padecimientos tromboticos con
cumarina. ElI TP también esta prolongado en los pacientes con coagulacion intravascular
diseminada y en las disproteinemias.

La coagulacién resulta de una secuencia (cascada) de reacciones que involucran los factores
de coagulacion, por ejemplo el factor | y el factor Il. Algunos de estos factores tienen otros
nombres como por ejemplo, Factor | (fibrindgeno), Factor 1l (protrombina) y Factor XII
(factor Hageman). Estas proteinas se producen en el higado y se segregan en la sangre y
algunos de estos factores (es decir, I, VII, IX y X) requieren vitamina K para su sintesis. La
sustancia quimica Coumadin es un medicamento anticoagulante usado regularmente y su
propdsito es inhibir la enzima que requiere vitamina K en el higado, la cual impide la
formacion de algunos de los factores coagulantes, inhibiendo de esta manera la coagulacion.

La secuencia de coagulacidn se inicia cuando los factores de coagulacion entran en contacto
con el tejido dafiado y cada reaccion del factor de coagulacion activa la préxima reaccion. El
producto final de la cascada es el coagulo de fibrina (coagulo de sangre).

El factor X se puede activar por medio de dos secuencias separadas de reacciones quimicas.
A los factores involucrados en las dos secuencias se les Ilama el sistema intrinseco y
extrinseco. El sistema intrinseco involucra el funcionamiento de los factores de Hageman por
medio del tejido que normalmente no se encuentra en contacto con la sangre, seguido por el
funcionamiento secuencial de los factores XI, IX y X, en presencia del VIII. El sistema
extrinseco simplemente involucra el funcionamiento del factor VII por tromboplastina
(también llamado factor del tejido), que es una proteina liberada de las membranas de los
tejidos dafados.

El TP se utiliza para evaluar la suficiencia del sistema extrinseco y la ruta frecuente en la
coagulacién; ademas, mide la capacidad de coagulacion de los factores | (fibrindgeno), 1l
(protrombina), V, VIl y X. Igualmente, cuando cualquiera de estos factores esta presente en
cantidades deficientes el TP se prolonga.

Factores que intervienen:

Terapia anticoagulante (heparina, warfarina).

Los medicamentos que pueden aumentar los tiempos de TP son entre otros: alopurinol, acido
aminosalicilico, aspirina, antibioticos lactam beta, cefalotinas, cloramfenicol, clorpromazina,
colestiramina, cimetidina, clofibrato, colestipol, coumadin, metildopa, neomicina,
propiltiouracil, quinidina, quinina, salicilatos y sulfonamidas; mientras que los
medicamentos que pueden disminuirlos son: esteroides anabdlicos, digitales, difenhidramina,
estrégenos, griseofulvina y anticonceptivos orales.
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El aumento en la masa de globulos rojos conduce a un exceso de anticoagulante en el suero
(del anticoagulante en el tubo utilizado para tomar la muestra), produciendo un TP
prolongado artificialmente.

Las venas y arterias varian en tamario de un paciente a otro y de un lado del cuerpo al otro y
obtener muestras de sangre puede ser mas dificil en unas personas que en otras.

El aumento en los tiempos TP pueden ser indicio de:

e obstruccion del conducto biliar

cirrosis

coagulacion intravascular diseminada

hepatitis

malabsorcidn (absorcién inadecuada de nutrientes desde el tracto intestinal)
deficiencia de vitamina K

terapia Coumadin (sustancia quimica)

Otras condiciones bajo las cuales se puede realizar el examen:

defectos adquiridos de la funcion plaguetaria
defecto de funcién por plaqueta congénita
deficiencia congénita de la proteinaC 0 S
hemorragia intracerebral profunda

CID (coagulacion intravascular diseminada)
deficiencia del factor Il

deficiencia del factor V

deficiencia del factor VII

deficiencia factor X

sindrome hemolitico urémico (SHU)
hemofilia A

hemofilia B

apoplejia hemorragica

encefalopatia hepatica

sindrome hepatorenal

hemorragia intracerebral hipertensa
purpura trombocitopénica idiopatica (PTI)
hemorragia intracerebral

hemorragia intracerebral lobular
desprendimiento prematuro de la placenta
accidente isquémico transitorio (AIT)
enfermedad de Wilson
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Se utilizan tres técnicas para la prueba del tiempo de protrombina en una etapa: la de Quick,
la de Owren y la del veneno de vibora de Rusell. En el método de Quick, al plasma citratado
se le agrega una tromboplastina tisular y calcio, observandose luego el tiempo necesario par
que se produzca el coagulo de fibrina. En la modificacion de Owren se diluye el plasma 1:10
y el reactivo contiene fibrindgeno de bovino asi como tromboplastina. Se anota el tiempo que
tarda en formarse la fibrina una vez que se ha afiadido calcio. Puesto que el fibringeno y el
factor VII estan presentes en los reactivos de esta prueba, es sensible a los factores V, XIl'y
posiblemente 1X. La prueba del veneno de vibora de Ruseell se efectda en forma similar,
intercambidndose el veneno por la tromboplastina. Puesto que no se requiere factor VII para
su actividad, la prueba depende de los otros factores (I, I, V' y X).

EQUIPO:
Centrifuga

Bafio de agua a 37°C
Coagulémetro

MATERIAL.:
a) Bioldgico: Sangre obtenida con citrato de sodio al 3.8%
b) De laboratorio: 2 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm

3 Tubos de ensayo de 10 x 75 (hemolisis)
3 Pipetas graduadas de 1 ml
Cronometro
Tromboplastina histica adicionada de sol. De cloruro de calcio
0.02M, liofilizada.
Solucion reconstituyente
Pipetas automaticas de 100 y 200 microlitros.

TECNICA POR EL METODO MANUAL:

1

w

Se obtiene la sangre y se mezcla perfectamente con el anticoagulante mediante
suaves inmersiones del tubo.

Centrifugar a 2,000 r.p.m. durante 5 minutos y separar el plasma.

Reconstituir la tromboplastina tisular de acuerdo a las instrucciones de la etiqueta.
Colocar en un tubo de hemolisis, aproximadamente 0.5 ml de la suspension de
tromboplastina histica y colocarlo en bafio de agua a 37°C durante 2 minutos.

En otro tubo colocar exactamente 0.1 ml de plasma y colocarlo en el bafio de agua a
37°C durante 2 a 3 minutos. Al cabo de este tiempo agregar exactamente 0.2 ml de la
tromboplastina tisular que se encuentra en el otro tubo que esta en el bafio de agua e
inmediatamente poner en marcha el cronémetro.

8 segundos después y tratando de mantener el tubo dentro del bafio lo méas posible,
someter el tubo a un suave movimiento de vaivén delante de un buen foco de luz,
observando el contenido hasta la aparicion del coagulo de fibrina. En cuanto éste se
forma se para el cron0metro y se registra el tiempo.

Deben obtenerse cuando menos 2 registros para cada plasma problema y debe
incluirse la determinacién con plasma control.

Repetir la determinacion utilizando el coagulometro.
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INTERVALOS DE REFERENCIA:

10-14 segundos.

TECNICA POR EL METODO AUTOMATIZADO (COAGULOMETRO):

1.
2.

3.
4.

10.

11.

Todas las muestras se deben realizar siempre por duplicado.

Antes de transcurridos 30 minutos de la extraccion, centrifugar la sangre a 750
r.p.m. durante 5 minutos.

Separar el plasma y conservarlo en refrigeracion hasta su proceso.

Procesar simultdneamente un testigo normal del dia.

Poner una copilla de reaccion en el bloque térmico del coagulémetro y agregar 0.2
ml de la tromboplastina calcica.

Incubar por lo menos 2 minutos.

Transcurrido ese tiempo, a la copilla con la tromboplastina agregar 0.1 ml del plasma
problema echando a andar, simultaneamente, el coagulémetro y el cronémetro.

Al iniciarse el coagulo, el coagulémetro se detendrd. Anotar el tiempo, en segundos,
en que esto ocurrio.

Calcular el porcentaje de actividad usando la curva de calibracion realizada
previamente en el mismo laboratorio.

Convertir el resultado del tiempo, en indice Normalizado Internacional (INR, de
International Normalized Ratio), como mas adelante se explica.

Debido a que se calculara el porcentaje de actividad de protrombina en la muestra
problema, comparada con un normal con actividad de 100%, es necesario hacer
previamente una curva de calibracion.

TECNICA POR EL METODO AUTOMATIZADO (COATRON M1):

1

En cender el instrumento y esperar hasta que el boton de listo (ready) LED esté
encendido.

Encender la impresora si esta conectada.

Seleccionar PT como prueba activa.

Checar la calibracion.

Dejar el reactivo paraprecalentamiento al menos 5 minutos.

PROCEDIMIENTO EN EL COATRON ML1:

akrowdE=

Pipetear 25 microlitros de plasma dentro de la cuveta.

Precalentar el plasma por un minuto.

Transferir la cuveta a la posicién de medicion.

Activar Optico (presionar el boton “optic”™).

Adicionar 50 microlitros de tromboplastina precalentada y simultdneamente iniciar
el optico (presionar el boton “optic” otra vez).

Si el instrumento leera un maximo de 300 segundos. Si no hay coagulacion, la
pantalla leera “++++.+S”.

El resultado es mostrado en segundos y INR.

VALORES DE REFERENCIA: 10.7-14.3SEGUNDOS.
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RECOMENDACIONES DE APLICACION:

o0k~ wh e

No usar vidrio. Usar solamente plastico.

No retrasar la mezcla de sangre con anticoagulante.

Evitar muestras de hemolisis extrema o lipémicas.

Evitar plasma contaminado con tejido de tromboplastina.

Evitar proporciones impropias de anticoagulante con sangre.

Correr muestras de pacientes por duplicado. A diferencias mayores que 5% repetir
la prueba.

Correr regularmente controles de calidad para confirmar reactivos y la
funcionabilidad del instrumento.

No correr una prueba, si el LED verde este fuera.

CURVA DE CALIBRACION:

1

Obtener sangre en un tubo con citrato de sodio, de 5 6 6 personas normales.

2. Centrifugar las muestras a 750 r.p.m. durante 5 minutos.

3. Tomar de 1.5 a 2 ml de cada plasma y mezclarlos en un tubo de ensayo.

4. Preparar una serie de tubos de la siguiente manera:

TUBO MEZCLA DE SOL. SALINA PORCENTAJE DE
PLASMAS ISOTONICA ACTIVIDAD

1 1.0 mi 0.0 ml 100%
2 0.9 mi 0.1 ml 90%
3 0.8 mi 0.2 ml 80%
4 0.7 ml 0.3 ml 70%
5 0.6 mi 0.4 ml 60%
6 0.5 ml 0.5 ml 50%
7 0.4 mi 0.6 ml 40%
8 0.3ml 0.7 ml 30%
9 0.2 mil 0.8 ml 20%
1 0.1 mil 0.9 ml 10%

Realizar a cada tubo un tiempo de protrombina por duplicado, la diferencia entre
ambos tubos debe ser inferior a 0.5 segundos, en caso contrario se deberé repetir la
prueba.

Promediar los tiempos obtenidos para cada par de tubos y graficar en papel
milimétrico o logaritmico (porcentaje/tiempo) resultando una recta o una parabola,
respectivamente. En ningun caso es valido calcular el porcentaje de actividad
obteniendo el factor de calibracidn por regla de tres con el tiempo del testigo normal.

INDICE NORMALIZADO INTERNACIONAL (INR)

Considerando que el resultado de la medicidn del tiempo de protrombina se expresa en
porcentaje de actividad del plasma normal, y que el tiempo obtenido para éste depende
directamente de la sensibilidad de la tromboplastina utilizada, era muy dificil comparar los
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resultados obtenidos en laboratorios distintos o aun en el mismo laboratorio con lotes
diferentes de reactivo. Esto dificultaba mucha la valoracion de la terapia anticoagulante. Por
tal motivo, la Organizacion Mundial de la Salud adopté un sistema de estandarizacion
internacional del tiempo de protrombina que facilitara la interpretacion de los tiempos de
protrombina y que proporcionara resultados comparables en todo el mundo.

Para ello, fue indispensable que los fabricantes de tromboplastinas estandarizaran la
sensibilidad del reactivo y que en cada lote se identifique ésta como Indice de Sensibilidad
Internacional (ISI).

Para calcular el INR es indispensable calcular primero el indice de Protrombina (IP), que es
la relacion que existe entre el tiempo de protrombina del paciente y el del plasma normal o
testigo del dia.

IP = Tiempo de Protrombina del paciente
Tiempo de Protrombina del testigo normal
INR = (indice de Protrombina) '*'

Generalmente, para facilitar esta tarea, la mayoria de los reactivos comerciales incluye una
tabla de conversién para obtener el INR, sin necesidad de hacer calculos.

INTERVALOS DE REFERENCIA:

Normal (noanticoagulacion)
Porcentaje de actividad: 70 a 100%
INR1a2

Se sugiere reportar de la siguiente manera:

Tiempo de protrombina:

Testigo del dia......c.cccoevevrennne. X segundos
Plasma problema.............c.c........ X segundos
Porcentaje de actividad. ............... %
INR. ..o X

NOTA:

Dado que el Tiempo de Protrombina mide la via extrinseca, es el método ideal para el
monitoreo de los anticoagulantes orales. La mayoria, como antagonistas de la vitamina K,
actlia sobre esta via. Es muy importante, en estos casos, mantener la dosis terapéutica del
anticoagulante y evitar la sobredosis, que ocasionaria sangrado.

Por ello, es indispensable utilizar tromboplastinas estandarizadas con ISI que nos permitan
obtener el INR, para poder estandarizar los rangos terapéuticos. Se recomienda reportar
siempre el tiempo de protrombina como INR y no como tiempo o porcentaje, ya que con
estos ultimos se tendra siempre un margen de mayor error.
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Como ejemplo de utilizacion del INR veamos los recomendados para diversas circunstancias.

MONITOREO DE ANTICOAGULANTES ORALES
RANGOS TERAPEUTICOS

CONDICION CLINICA RANGO IDEAL
Prevencion de trombosis venosa 1.5a25 2.0
Prevencion de tromboembolia arterial 3.0a45 3.5
Trombosis venosa activa 2.0a4.0 3.5
Tromboembolia pulmonar 2.0a4.0 35

Anticoagulacion oral perioperatoria:
a) Involucra cadera
b) No involucra cadera

2.0a3.0 2.5
15a25 2.0
Vélvulas cardiacas mecanicas 3.0a45 35

Siempre es conveniente procesar, simultdneamente, una muestra para control de calidad, que
no garantice la confiabilidad de los resultados. En el mercado existen diversos plasmas como
el Verify (Organon) y el Citrol (Dade/Baxter).
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGIA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 25
“DETERMINACION DEL TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA”
DURACION: 45 min

OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda a realizar la determinacion del tiempo de tromboplastina parcial tanto
por el método manual como por el automatizado, asi como sus correlaciones clinico-
patoldgicas.

FUNDAMENTO:

Al plasma anticoagulado se le induce la coagulacion reponiendo el calcio que fue inactivado
con el anticoagulante y agregando una tromboplastina parcial (fosfolipidos) y un activador
de contacto (como caolin, celite, etc), para iniciar la via intrinseca. Se mide el tiempo
transcurrido desde la activacion hasta la formacion del coagulo, es decir, hasta la formacién
de fibrina. Por usar un activador de contacto se le denomina “activada”. Dada su forma de
activacién, mide todos los factores involucrados en la via intrinseca.

GENERALIDADES:

La prueba mide a todos los factores con excepcion del VI1'y el XIII. En esta prueba se incuba
una sustancia activadora como caolin, celite o acido alégico, con plasma para activar los
factores de contacto. Cuando tanto el TP como el TTPa son anormales, debe considerarse la
posibilidad de contaminacion con heparina.

El tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) es una prueba de deteccion importante
para la evaluacion de laboratorio del paciente con deficiencias hereditarias o adquiridas en la
via intrinseca de la cascada de la coagulacion, para la vigilancia de la eficacia de la terapéutica
anticoagulante con heparina y para detectar inhibidores de la coagulacion de la sangre, las
deficiencias de la via comin también afecta al TTPa. Se agrega plasma escaso en plaquetas
a un volumen igual de reactivo de tromboplastina activada y se calienta a 37° C durante un
tiempo de incubacién exacto; se agrega reactivo de cloruro de calcio precalentado a la mezcla
para activar la cascada de la coagulacion en el factor XII. Se registra el tiempo requerido para
la formacion del coagulo. Esta se puede detectar por métodos 6pticos o electromecanicos con
el uso de dispositivos manuales, semiautomaticos o automaticos; los resultados del TTPa se
registran en el segundo mas cercano. El informe de los resultados debe incluir el resultado
del paciente, el intervalo de referencia y la media del intervalo de referencia. Cada laboratorio
debe establecer su propio intervalo de referencia.

Si se usa el TTPa en la vigilancia de la terapéutica con heparina, hay cuatro factores que se
deben considerar: 1) el tiempo de coleccidn es importante ya que la heparina tiene un efecto
anticoagulante inmediato el cual disminuye rapidamente. Lavida media in vivo de la heparina
es aproximadamente de 1.5 horas. El termino “vida media” se refiere al tiempo requerido
para que la mitad de la cantidad de una sustancia dada se metabolice en el cuerpo. La muestra
debe colectarse con un minimo de traumatismo y debe tenerse cuidado en centrifugarla
adecuadamente para retirar todas las plaquetas, pues éstas son una fuente del factor 4 de la
plagueta, que es un factor neutralizante de la heparina.
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El TPT prolongado puede ser indicio de:

Cirrosis

Coagulacion intravascular diseminada (CID)

Insuficiencia del factor XII

Hemofilia A (deficiencia del factor VIII)

Hemofilia B (deficiencia del factor IX)

Hipofibrinogenemia

Malabsorcion (inadecuada absorcion de nutrientes del tracto intestinal).
Deficiencia de vitamina K

Enfermedad von Willebrand

Otras condiciones adicionales bajo las cuales se puede realizar el examen:

Defectos adquiridos de la funcion plaquetaria
Defecto de funcion por plaquetacongeénita
Deficiencia congénita de la proteina C 0S
Hemorragia intracerebral profunda
Deficiencia del factorll

Deficiencia del factorV

Deficiencia del factor V1I

Deficiencia del factor X

Sindrome hemolitico urémico (SHU)
Ataque hemorragico

Hemorragia intracerebral hipertensa
Pdrpura trombocitopénica idiopatica (PTI)
Hemorragia intracerebral

Hemorragia intracerebral lobular

Lupus anticoagulante

Desprendimiento prematuro de la placenta
Enfermedad de Wilson

Las hemofilias A y B son afecciones heredadas de la coagulacidn que resultan por defectos
en los genes que codifican los factores V11 'y IX, respectivamente. Ambos tipos se transmiten
como alteraciones del cromosoma X; por tanto, afectan casi en forma exclusiva a los
hombres. Las manifestaciones clinicas de las deficiencias de los factores VIII y IX son
semejantes. Causan prolongacion del tiempo de tromboplastina parcial activada (TPTa) en
presencia de un tiempo de protrombina (TP), recuento de plaquetas y tiempo de sangria
normal y se presentan con sangrado de las articulaciones y de los tejidos blandos, pero
difieren en su tratamiento. La alteracion se confirma y define por la medicion especifica en
la actividad de los factores VIII y IX. En general, la severidad clinica se relaciona con el
grado de deficiencia del factor. En personas normales los niveles de los factores de la
coagulacién varian de 50% a 200% (0.5 a 2 unidades internacionales de actividad de factor
por ml de plasma). Las personas con deficiencia severa de los factores VIII o 1X, menos de
1% de lo normal (0.01 Ul/ml) de modo caracteristico tienen sangrados espontaneos
frecuentes en las articulaciones y tejidos blandos. Las que tienen valores que se consideran



Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello

149

moderados entre 1% y 5% (0.01-0.05 Ul/ml, por lo general presentan hemartrosis ocasionales
y hemorragia solo después de traumatismos. Los individuos con niveles entre 6% y 25%
(0.06-0.25 Ul/ml tienen una enfermedad leve, sangran s6lo en cirugia o después de un trauma
significativo. Sin embargo, en ciertas ocasiones algunos pacientes con niveles menores de
1% sangran con menos frecuencia y algunos con niveles altos sangran mas de lo esperado.

EQUIPO:

Centrifuga

Bafio de agua a 37°C o bloque térmico para incubacion
Cronoémetro

Coagulémetro (6ptico 0 mecanico)

MATERIAL:
a) Biologico: Sangre obtenida con citrato de sodio
b) De laboratorio: 1 Pipeta Pasteur

4 Tubos de ensayo de 12 x 75 (hemdlisis)
4 Pipetas graduadas de 1 ml

Pipetas automaticas de 100 microlitros
Gradilla

Copillas de reaccién para coagulometro
Tromboplastina parcial liquida activada
Cloruro de calcio 0.02 M

TECNICA PARA EL METODO MANUAL:

1.

2.

Una vez obtenida la muestra con citrato de sodio al 3.8%, mezclarla bien y
centrifugarla a 3,000 r.p.m. durante 5 minutos y separar el plasma.

Colocar en uno de los tubos de hemdlisis, aproximadamente 0.3 ml de tromboplastina
parcial liquida activada, depositarlos dentro del bafio de agua de 37°C e incubarlos
durante 2 minutos. Al mismo tiempo en otro tubo colocar aproximadamente 0.3 ml
de cloruro de calcio 0.02M incub&ndolo también en el bafio de agua.

Colocar en otro tubo de hemdlisis exactamente 0.1 ml del plasma e incubarlo en el
bafio de agua durante 2 a 3 minutos. Al cabo de este tiempo agregarle exactamente
0.1 ml de tromboplastina parcial e incubarlo durante exactamente 5 minutos.
Transcurridos los 5 minutos afiadir 0.1 ml de cloruro de calcio, previamente
calentado a 37°C y simultaneamente accionar el cronémetro.

Colocar de nuevo el tubo en el bafio de agua durante 20 segundos. Sacar el tubo y
agitarlos con movimientos de vaivén y al observar los primeros hilos de fibrina, parar
el cronémetro.

Proceder de la misma forma con el otro tubo. El promedio de los 2 registros de
tiempo representara el tiempo de tromboplastina parcial.

Repetir la determinacion utilizando el coagulémetro.

INTERVALOS DE REFERENCIA:

22 A 35 segundos.
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TECNICA PARA EL METODO AUTOMATIZADO:

Todas las muestras se deben realizar por duplicado.

Antes de transcurridos 30 minutos de la extraccion, centrifugar la sangre a 750
r.p.m., durante 5 minutos.

Separar el plasma y conservarlo en refrigeracion hasta su proceso.

150

En sendos tubos de ensayo, incubar a 37°C el cloruro de calcio 0.02M y la
tromboplastina, durante 3 minutos, por lo menos. Calcular la cantidad necesaria para

las pruebas que se van a realizar (0.1 ml por prueba).

Colocar en el bloque térmico del coagulémetro una copilla de reaccién y agregar 0.1

ml del plasma problema. Dejar incubar por un minuto.

Agregar 0.1 ml de la tromboplastina parcial previamente incubada y dejar incubar

exactamente 120 segundos.

Transcurrido ese tiempo, agregar 0.1 ml de cloruro de calcio 0.02M, echando a andar

el cronémetro y el coagulometro.

Al iniciarse el coadgulo, el coagulémetro se detendrd. Anotar el tiempo, en segundos,

en que esto ocurrio.

TECNICA PARA EL METODO AUTOMATIZADO (COATRON M1):

LN s wWNE

9.

Seleccionar PTT como prueba activa.

Dejar el cloruro de calcio precalentarse al menos 5 minutos.

Pipetear 25 microlitros de plasma dentro de la cuveta.

Adicionar 25 microlitros de APTT al plasma.

Incubar exactamente por 5 minutos.

Transferir la cuveta a la posicion de medicion.

Activar Optico (presionar el boton “optic”).

Adicionar 25 microlitros de cloruro de calcio precalentado y simultaneamente
iniciar el optico (presionar el boton “optic” otra vez).

El instrumento leera en un maximo de 300 segundos. Si no es detectada la
coagulacién, la pantalla leera “++++.+S”.

10. El resultado es mostrado en segundos y proporcion.

INTERVALOS DE REFERENCIA: 28-34 segundos.
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NOTA:

El Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado o TTP nos mide los factores involucrados en
las vias intrinseca y comun. Por ello, es muy utilizado en el monitoreo de terapia con heparina
y como un método para buscar deficiencias de los factores que intervienen en dichas vias. Es
importante establecer sus propios valores de referencia en cada laboratorio, de acuerdo con
el reactivo y el equipo utilizado.

No olvidar la conveniencia de procesar plasmas de control de calidad como el Verify
(Organon) o el Citrol (Dade/Baxter).

FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA

LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 26
“DETERMINACION DEL TIEMPO DE TROMBINA”

DURACION: 45 min

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a realizar la determinacion del tiempo de trombina tanto por el
método manual como por el automatizado, asi como sus correlaciones clinico-patoldgicas.

FUNDAMENTO:

En presencia de un exceso de trombina., el tiempo de coagulacion de un plasma, diluido en
proporciones adecuadas, estd directamente en funcion de la concentracion de fibrindgeno
plasmatico. La trombina es una enzima que tiene una accion altamente especifica sobre el
fibrindgeno, transforméndolo en fibrina, aun sin la presencia de calcio. La velocidad de
coagulaciéon del plasma con la trombina es conocida como Tiempo de Trombina y es
inversamente proporcional a la cantidad y funcionalidad del fibrindgeno y directamente
proporcional a la accion de inhibidores de la trombina, como la heparina o los productos de
degradacion de fibrindégeno/fibrina.

GENERALIDADES:

La trombina es una poderosa enzima y normalmente no se halla en la sangre, sino que es la
forma activada de la protrombina. Una vez formada, la molécula tiene una vida biol6gica
muy breve. Tiene composicion similar a la protrombina, pero es méas pequefia y tiene peso
molecular de 32,000 aproximadamente. Cataliza la conversion del fibrindgeno a fibrina.
Ademas, la trombina tiene otras acciones. Bajo influencia de la trombina, las plaquetas se
fusionan en el proceso de metamorfosis viscosa. Activa los factores VIII y V y convierte el
factor XIII de forma inactiva a forma activa. Una unidad de trombina se define como la
cantidad necesaria para coagular 1 ml de una solucion de fibrindgeno estandar en un lapso
de 15 segundos a 28° C. Se dispone en el comercio de preparados parcialmente purificados
de trombina.

El tiempo de trombina mide la conversion del fibrinbgeno en un codgulo de fibrina insoluble.
Esta conversién se inicia con la adicién de trombina al plasma escaso en plaquetas. La
formacion de coagulos se puede detectar por métodos Opticos o electromecanicos con el uso
de dispositivos manuales, semiautomaticos o automaticos, y los resultados se informan al
segundo mas cercano. Cada laboratorio debe establecer su propio intervalo de referencia. Los
tiempos de trombina prolongada se vinculan con hipofibrinogenemia, disfrinogenemia,
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presencia de para proteinas y de anticoagulantes circulantes, incluso heparina, productos de
la degradacion de la fibrina y plasmina.

Si un TT prolongado es el resultado de contaminacion con heparina u otra actividad
antitrombina puede agregarse sulfato de protamina a la muestra, el cual neutraliza a la
heparina y corrige el tiempo de trombina.
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Latrombina atiene una funcion pivote en la formacidn de tapones hemostaticos. La trombina
se genera en forma local en la superficie de la plagueta por la via intrinseca y extrinseca.
Todas las células lesionadas liberan tromboplastina tisular para activar la coagulacion
intrinseca. El factor Hageman se activa, tanto por las células endoteliales dafiadas como por
el tejido conjuntivo subendotelial. Las plaquetas promueven la activacion subsecuente de las
etapas iniciales de la coagulacion intrinseca por un proceso en el que puede formar parte el
receptor del factor X1y el cinindgeno de alto peso molecular. Los factores V y VII se unen
en forma especifica a las plaquetas, actian con los fosfolipidos de la membrana para facilitar
la activacion del factor X a Xa en la conversion final de protrombina a trombina.

La coagulacion es el resultado de una secuencia (cascada) de reacciones que involucran los
factores de coagulacion. Algunos de estos factores tienen otros nombres, como factor |
(fibrindgeno), factor Il (protrombina) y factor XII (factor Hageman). Estas proteinas son
producidas en el higado y secretadas a la sangre. Algunos de los factores (l1, VII, IX 'y X)
requieren vitamina K para su sintetizacion. La warfarina (Coumadin) es una droga
"anticoagulante" comdnmente utilizada. Esta actda en el higado inhibiendo la enzima que
requiere la vitamina K.

La secuencia de la coagulacion se inicia cuando algunos de los factores coagulantes entran
en contacto con el tejido lesionado. Cada factor de coagulacion dispara la siguiente reaccion
en la cascada. El producto final de la cascada de coagulacion es el coagulo de fibrina (coagulo
de sangre).

Las sustancias que inhiben la accion de los factores de coagulacién y plasmina, que
eventualmente descomponen el coagulo de fibrina, son activadas por el tejido lesionado, al
mismo tiempo que los factores de coagulacion. Sin embargo, su actividad es mas lenta y mas
prolongada que la de los factores de coagulacion. Esto permite que se forme un coagulo para
detener el sangrado; luego el codgulo se disuelve (después de un tiempo suficiente para que
el tejido se recupere) para restaurar el flujo sanguineo. El inhibidor de coagulacion mas
importante es la antitrombina I11, una proteina que necesita heparina enddgena (producida en
el organismo) para su actividad.

Las venas y arterias varian en tamarfio de un paciente a otro y de un lado del cuerpo a otro,
por esta razon puede ser mas dificil obtener una muestra de sangre de algunas personas que
de otras.

La disminucion de la actividad del factor Il puede ser producto de:

Deficiencia congénita del factor Il
Malabsorcion de grasa (esteatorrea)
Administracion de heparina
Enfermedad hepética (como la cirrosis)
Deficiencia de vitamina K
Administracion de warfarina

Otras condiciones para las cuales se puede realizar este examen:
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Deficiencia congénita de la proteinaC 6 S
CID (coagulacion intravascular diseminada)

DEFICIENCIA CONGENITA DEL FACTOR 11:

Nombres alternativos:

Hipoprotrombinemia; deficiencia de protrombina.
Definicion:

Trastorno de la coagulacién sanguinea (formacion de coagulos de sangre), debido a la
deficiencia de protrombina.

Causas, incidencia y factores de riesgo:

La coagulacién sanguinea normal es un proceso muy complicado que requiere la
intervencion de aproximadamente 20 proteinas plasmaticas diferentes, denominadas factores
de coagulacion. Con estos factores ocurre rapidamente una serie de reacciones quimicas
complejas para llevar a la formacion de una proteina insoluble llamada fibrina, la cual detiene
el sangrado. Cuando falta alguno de los factores de coagulacion o su cantidad es insuficiente,
la reaccion en cadena no se produce de forma normal y como consecuencia se presentan
sangrados, los cuales pueden variar de leve a severo.

La deficiencia congénita del factor 11 es un trastorno hereditario que se da muy rara vez y
genera una deficiencia en la coagulacion sanguinea. Se hereda como un rasgo autosémico
recesivo; es decir que ambos padres deben ser portadores del gen defectuoso. Como es un
trastorno hereditario, el tener un antecedente familiar de trastornos hemorragicos incrementa
el riesgo de padecer esta enfermedad.

La forma mas comun de deficiencia del factor Il es la adquirida y puede resultar de la
deficiencia de vitamina K, de una enfermedad hepética grave y del uso terapéutico de
anticoagulantes. Los factores de riesgo para sufrir la deficiencia de vitamina K incluyen: uso
prolongado de antibidticos, obstruccién del tracto biliar y trastornos de malabsorcion
intestinal (absorcion inadecuada de los nutrientes por parte del tracto intestinal). Algunos
nifios nacen con deficiencia de vitamina K.

Sintomas:

Sangrado del cordon umbilical al nacimiento
Sangrado de la nariz

Sangrado menstrual anormal

Sangrado anormal posterior al parto
Sangrado posterior a un trauma

Sangrado después de una cirugia
Magulladuras



Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello
155

Tratamiento:

El sangrado se puede controlar por medio de infusiones controladas de plasma fresco
congelado o suministrando suplementos de vitamina K, en el caso de que el problema sea la
deficiencia de esta vitamina. Hacer el diagnostico de un trastorno hemorrégico es importante
para poder tomar medidas preventivas en caso de una cirugia programada.

Cuando la enfermedad es congénita, constituye un trastorno hemorragico que afecta al
paciente durante toda la vida. Si la causa es una enfermedad hepética, el resultado final
depende de su control adecuado. Finalmente, si el origen del trastorno es la deficiencia de
vitamina K, el problema se puede corregir con la administracion de esta vitamina.

EQUIPO:

Centrifuga

Bafio maria a 37°C

Cronémetro

Coagulémetro o fibrindmetro (6ptico 0 mecénico)

MATERIAL.:

a) Bioldgico: Sangre obtenida con citrato de sodio al 3.8%

b) De laboratorio: 1 Pipeta Pasteur
4 tubos de ensayo de 12 x 75 (hemdlisis)
3 Pipetas graduadas de 1 ml
1 Pipeta automatica de 100 microlitros
Gradilla
Copillas de reaccion para coagulometro
Trombina calcica liofilizada (Fibri-Prest)
Trombina humana de 4 U/ml o Trombina humana de 5,000 U/ml
Solucién tampon Owren-Koller

TECNICA PARA EL METODO MANUAL:

1. Una vez extraida la sangre, mezclarla por inmersion y centrifugarla a 3,000 r.p.m.
durante 5 minutos y separar el plasma.

2. Reconstituir un vial de trombina con 2 ml de agua destilada.

3. Hacer una dilucién 1:10 del plasma problema con solucién tampon.

4. Colocar en uno de los tubos de hemdlisis aproximadamente 0.3 ml de trombina,
depositarlos dentro del bafio de agua a 37°C e incubarlos durante 2 6 3 minutos.

5. Colocar en otro tubo de hemolisis exactamente 0.1 ml de plasma diluido e incubarlo
en el bafo de agua durante 1 minuto. Al cabo de este tiempo agregarle exactamente
0.1 ml de trombina y simultdneamente accionar el cronémetro.

6. Colocar de nuevo el tubo en el bafio de agua durante 5 segundos. Sacar el tubo e
invertirlo ligeramente hasta observar los primeros hilos de fibrina, parar el
cronometro.
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Proceder de la misma forma con otro tubo. EI promedio de los 2 registros de tiempo
representard el tiempo de trombina.

Repetir la determinacion utilizando el coagulémetro o fibrindmetro.

Obtener el resultado por lectura directa en la tabla adjunta al equipo de reactivos.

INTERVALOS DE REFERENCIA:

2 a4 g/l

TECNICA POR EL METODO AUTOMATIZADO:

=

w

Todas las muestras se deben realizar siempre por duplicado.

Antes de transcurridos 30 minutos de la extraccion, centrifugar la sangre a 750
r.p.m., durante 5 minutos.

Separar el plasma y conservarlo en refrigeracion hasta su proceso.

Incubar durante 2 minutos, a 37°C, la solucion de trombina necesaria para las
pruebas que se van a realizar.

En el bloque térmico del coagulémetro, colocar copillas de reaccion e incubara
37°C, 0.1ml del plasma problema, durante 2 minutos.

Agregar 0.1 ml de la solucion de trombina de 4 U/ml y echar a andar el cronometro
y el coagulémetro.

Al iniciarse el codgulo, el coagulometro se detendrd. Anotar el tiempo, en segundos,
en que esto ocurrio.

INTERVALOS DE REFERENCIA:

Es variable para cada laboratorio, de acuerdo con el reactivo, el equipo utilizado y la
concentracion de la trombina, por lo que es necesario establecer los valores de referencia en
cada laboratorio. Generalmente, se estandariza la concentracion de trombina para obtener, en
plasmas normales, los siguientes valores:

Tiempo de Trombina: 10 a 15 segundos

Cualquier diferencia de por lo menos 5 segundos respecto al testigo normal, se considera
significativo.

TECNICA POR EL METODO AUTOMATIZADO (COATRON M1):

WooNoOk~wN

Seleccionar TT como prueba activa.

Checar calibracion.

Precalentar los reactivos por lo menos 5 minutos.

Pipetear 50 microlitros de plasma dentro de la cuveta.

Precalentar la cuveta en la Posic.6n de medicion.

Activar optic (presionar optic).

Adicionar 50 microlitros de trombina (5 NIH) y simultdneamente presionar optic.
El instrumento leera en un maximo de 300 segundos.

Los resultados apareceran en segundos y en Ratio.

INTERVALOS DE REFERENCIA: 13-17 Segundos.
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NOTA:

El Tiempo de Trombina es un buen método para investigar trastornos cuantitativos del
fibrindgeno, o la presencia de inhibidores de la conversion fibrindgeno-fibrina, como la
heparina, antitrombinas o la presencia de productos de fibrinogenolisis.

Los resultados de la prueba tienen un mayor valor diagndstico cuando se acompafian de la
cuantificacién de fibrindgeno.

En caso de no disponer de trombina de 4U/ml, se puede utilizar una concentracion de 5,000
U/ml y hacer la dilucion necesaria en solucion salina isotonica, para obtener una
concentracion final de 5U/ml.

FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
PRACTICA NO. 27
“CUANTIFICACION DE FIBRINOGENO” (TROMBINA)
DURACION: 01 HR

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a cuantificar correctamente el fibrindgeno coagulable, asi como
también identificar la utilidad diagnostica de su medicion.

FUNDAMENTO:

Al agregar trombina a una muestra de plasma, el fibrindgeno se transforma enzimaticamente
en fibrina, la que rapidamente se polimeriza formandose una red de fibrina soluble. EI factor
X111, activado por la trombina, cataliza la formacion de las uniones entrecruzadas estables
entre las cadenas de fibrina, produciendo un coagulo insoluble. El tiempo transcurrido entre
la adicién de trombina y la formacion del coagulo es inversamente proporcional a la
concentracion de fibrindgeno.

GENERALIDADES:

Este examen puede realizarse cuando se presenta una coagulacion anormal de la sangre,
especialmente si hay sangrado excesivo.

El fibrinbgeno es una proteina sintetizada por el higado que se utiliza en el proceso de
coagulacién de la sangre. Durante la coagulacion normal, el fibrindgeno se fusiona (divide)
por medio de la enzima trombina para formar péptidos de fibrina. La trombina también activa
el factor estabilizador de la fibrina (Factor XIII), el cual se entrecruza con la fibrina
monomera, formandose una rejilla para el coagulo de sangre. La acumulacion de plaquetas
en el sitio de la lesion se facilita mediante la unién de los receptores de la proteina en las
membranas celulares de las plaquetas con los péptidos de la fibrina.

Significado de los resultados anormales:
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Insuficiencia en la produccion fibrindgeno (adquirida o congénita)

Uso excesivo de fibrindgeno (como en la coagulacion intravascular
diseminada)

Fibrinolisis (ya sea primaria o secundaria)

Hemorragia con transfusion de sangre deficiente en fibrindgeno

Otras condiciones bajo las cuales se puede realizar el examen:

CID (coagulacion intravascular diseminada)
Hemofilia A

Hemofilia B

Desprendimiento prematuro de la placenta
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La cascada de la coagulacion

La coagulacion es llevada a cabo por diversas proenzimas que circulan en forma inactiva a
través del torrente sanguineo, las cuales con activadas por medio de reacciones proteoliticas
especificas hasta formar un codgulo de fibrina. Dichas moléculas pueden ser divididas en tres
grandes grupos con base en sus propiedades bioquimicas. EI primero de ellos constituido por
los factores dependientes de vitamina K (11, VII, IX y X), los factores de activacion por
contacto (X1y XIlI; precalicreina y cinindgeno de alto peso molecular) y los factores sensibles
a trombina (V, VII, XIll y fibrindgeno). Las reacciones quimicas involucradas han sido
divididas en dos sistemas convergentes: la via intrinseca y la via extrinseca, que son activados
por exposicion del tejido extracelular a componentes de la sangre.

La via intrinseca se inicia cuando el factor XII entra en contacto con la matriz subendotelial
cargada negativamente, sufriendo un cambio de conformacién que da origen a la variedad
activa Xlla. Dicha reaccion es acelerada en presencia de cinindgeno de alto peso molecular.
Xlla activa a su vez a precalicreina que es convertida en calicreina, enzima que convierte
mayor nimero de factor X1l en Xlla.

A continuacion, el factor Xlla convierte su homoélogo X1 en Xla, que por su parte transforma
el factor IX en IXa. En un paso subsiguiente IXa forma un agregado enzimatico con los
fosfolipidos de la membrana plaquetaria, calcio y factor Vllla, para convertir el factor X en
Xa. Este tltimo forma el complejo protrombinasa con fosfolipidos aportados por la plaqueta,
calcio y factor Va, encargado de transformar a protrombina en trombina.

Esta ultima constituye uno de los activadores mas potentes de la agregacion plaquetaria. Al
mismo tiempo, transforma los factores VIl y V en sus variedades activas Vllla y Va. Asi
mismo, convierte cientos de moléculas de fibrinégeno en fibrina, para formar el tapén
hemostéatico. Por ultimo, activa el factor XI1II para dar lugar a XIlla, molécula que permite la
formacion de enlaces cruzados entre las moléculas de fibrina para formar una estructura
polimérica estable. La via extrinseca comienza por la interaccion del factor tisular (una
proteina sintetizada por células endoteliales y macr6fagos que han migrado hacia la intima)
con el factor VII para dar lugar al factor Vlla. Este, a su vez, activa de manera directa el
factor X para generar Xa, con la produccion subsiguiente de trombina.

Para controlar esta serie de reacciones existen blogueadores naturales de la cascada de la
coagulacién, que han sido divididos en dos grandes familias: inhibidores de serina proteasas
e inhibidores de los factores Va y VIlla. Al primer grupo pertenece antitrombina Ill, la cual
ademas de inhibir a la trombina, también bloquea los factores Xa, 1Xa, Xlla, calicreina y
plasmina. Por su parte, los factores Vay Vllla son inhibidos por la proteina C, que es activada
por medio de un complejo enzimatico formado por trombina y trombomodulina (una proteina
presente en la superficie endotelial). Dicha molécula ejerce su accion con la ayuda de un
cofactor, la proteina S, que es una proteina dependiente de vitamina K.
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Fibrindgeno y factor XIII

Ambos estan relacionados con la formacién de fibrina, por la actuacion de la trombina. El
fibrinbgeno es uno de los mayores constituyentes del plasma. Circula entre dos fuerzas, la
trombina en la formacidn del coagulo y la plasmina implicada en su disolucion.

Cuando la trombina actla enzimaticamente sobre él, "divide" una pequefia “pieza"”, el
Ilamado fibrinopéptido Ay, posteriormente, el fribrinopéptido B. Esto conduce a mondémeros
de fibrina que inmediatamente se unen formando "polimero™. Esa union se hace mas activa
bajo la accion del factor XIllI, estabilizando el coagulo.

Control de los mecanismos de coagulacion

Frente al mecanismo hemostatico natural siempre presto a dispararse para producir el
coagulo, se dispone otro mecanismo complejo de funcion inhibidora o anticoagulante; entre
ambos se procura alcanzar el equilibrio dindmico de la homeostasis sanguinea. Accion
coagulante y anticoagulante se superponen en un proceso continuo que procura mantener la
sangre dentro de los vasos al tiempo que asegura la permeabilidad de su luz.

Los mecanismos que actlan como inhibidores de la coagulacién intravascular son varios:

Uno de ellos es el flujo sanguineo, que arrastra fuera del lugar de la formacién del trombo
sustancias procoagulantes.

El sistema reticuloendotelial, en cuanto elimina de la sangre circulante los factores activados
de la coagulacion (en el higado, bazo y pulmon).

Los anticoagulantes naturales conocidos como antitrombinas; han sido descritas hasta seis
variedades, pero las mas importantes son: la antitrombina I, que es la fibrina formada
actuando como una esponja que absorbe la trombina; la antitrombina Il, o cofactor de la
heparina, factor plasmatico necesario para la accidén antitrombinica de la heparina; la
antitrombina 111, que lleva a cabo la neutralizacion de la trombina en el suero normal.

El sistema fibrinolitico. Siendo éste el mas importante componente del complejo inhibidor,
conviene que le dediqguemos una mayor atencion.

El sistema fibrinolitico

El sistema fibrinolitoco esta constituido por el plasmindgeno, una pro-enzima inactiva, y
aquellas sustancias que lo convierten en una forma activa, la plasmina o fibrinolisina, una
enzima proteolitica responsable de la lisis de la fibrina.

Aunque el sistema fibrinolitico es el responsable de la disolucion del coagulo, sus
componentes también influyen en otros procesos bioldgicos como la ovulacion, implantacion
embrionaria, activacion del SMF, neoplasias, reparacion de tejidos y neovascularizacion.
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Fase de la coagulacién plasmatica

En este estadio del proceso de la hemostasia se distinguen, a su vez, dos periodos: primero,
la formacién del coagulo y después su lisis. El resultado es que una proteina soluble en el
plasma, el fibrindgeno, se convierte en una proteina insoluble, la fibrina. Esta reaccion es
catabolizada por una enzima, la trombina. Esta no esta presente en el plasma o la sangre
circulante, pero si su precursor inerte, la protrombina.

La hipotesis de "cascada™ introdujo el concepto de que los factores de coagulacion existirian
de una forma "inactiva" o procoagulante, y de una forma "activa". La forma activa de un
factor activaria especificamente el siguiente de una forma secuencial, dando lugar a la
Ilamada "cascada". El proceso de activacion para la mayoria de los factores se lleva a cabo
por la "division™ de una pequefia parte de la forma inactiva.

La mayoria de los factores activados son serina-proteasas, las cuales son una familia de
enzimas proteoliticas con una serina en su centro activo. Los factores serina-proteasa tienen
un alto grado de especificidad en el sustrato. Son excepciones el factor V, el factor VIl y el
fibrindgeno.

En el siguiente esquema muy simplificado, se encuentra una primera introduccion a las
secuencias de la coagulacién plasmatica; en él se distinguen tres estadios:

En el primero se alcanza la formacion de la tromboquinasa o tromboplastina.
En el segundo la formacién de la trombina.
En el tercero la transformacion del fibrindgeno en fibrina.

La trombina, una enzima proteolitica, es pues el factor clave en el proceso que se inicia en la
fase anterior a la agregacion plaquetaria, comienza la formacion de la fibrina e incluso, como
después veremos, activa la fibrinasa (factor XI1I), enzima que actuando dentro de la molécula
de fibrina ya formada, consigue una estructura mas resistente.

La presencia de cantidades congénitas bajas de fibrindgeno inmunorreactivo, sin tendencia
hemorragipara, se conoce como hipofibrinogenemia, pueden representar heterocigotos de
afibrinogenemia. Este Ultimo es un caracter autosémico recesivo y poco comun reconocible
que, por lo general, es una alteracion grave, con episodios de hemorragia frecuentes incluso
en lactantes. La mayoria de los enfermos con una proteina anormal, disfibrinogenemia, son
asintomaticos, pero se les detecta una tendencia a presentar problemas hemorragiparos leves
o trombosis. Es mas frecuente que la anomalia se manifieste como tiempo de trombina
prolongado con o sin fibrindgeno bajo por el método cinetico. El fibrinbgeno coagulable total
es normal. Cuando ocurre la hemorragia anormal, dichos individuos se pueden manejar con
crioprecipitado como fuente de concentrado de fibrindgeno. Se ha identificado la
polimerizacion tardia del mondmero de fibrina, asi como la liberacion de fibrinopéptido.
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EQUIPO:

Coagulometro (6ptico 0 mecanico)

Bloque térmico para incubacion o bafio maria a 37°C
Centrifuga

MATERIAL:

a) Biologico: Sangre obtenida con citrato de sodio al 3.8%

b) De laboratorio: Tubos de ensayo de 10 X 75 mm
Pipetas automaticas de 100 microlitros
Pipetas automaticas de 200 microlitros
Gradilla
Pipetas Pasteur
Copillas de reaccion para coagulometro
Pipetas seroldgicas de 1y 5 ml
Reactivo de Trombina de 100 U.INH/mI de trombina
Patron de referencia de fibrinégeno de 200 mg/dl
Amortiguador de Veronal de Owren

TECNICA PARA LA CUANTIFICACION DE FIBRINOGENO:

1. Todas las muestras se deben realizar siempre por duplicado.

2. Antes de transcurridos 30 minutos de la extraccion, centrifugar la sangre a 750
r.p.m. durante 5 minutos.

3. Separar el plasma y conservarlo en refrigeracion hasta su proceso.

4. Incubar durante 2 minutos, a 37°C, el reactivo de trombina necesario para las
pruebas que se van a realizar.

5. Preparar una dilucion 1:10 para cada muestra de paciente y control (0.1 ml de
muestra y 0.9 ml de amortiguador de Veronal de Owren).

6. En el bloque térmico del coagulometro, colocar copillas de reaccion e incubar
durante 2 minutos a 37°C, 0.2 ml tanto del problema como del control.

7. Agregar 0.1 ml del reactivo de trombina de 100 U.INH/ml y echar a andar,
simultaneamente el crondmetro y el coagulémetro.

8. Al iniciarse el codgulo, el coagulometro se detendra. Anotar el tiempo, en segundos,
en que esto ocurrio.

9. Mediante la curva de calibracion, convertir el tiempo en concentracién de
fibrindgeno en mg/dl.

CURVA DE CALIBRACION:
1. Preparar una serie de tubos, como se indica en la tabla de abajo.
2. Procesar cada dilucion por duplicado con la técnica descrita previamente.
3. Promediar los tiempos obtenidos y graficar el papel logaritmico
tiempo/concentracién y trazar una linea entre los puntos.
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TUBO | PATRONDE | DILUCION | AMORTIGUADOR | CONCENTRACION
FIBRINOGENO| PREVIA DE OWREN DE FIBRINOGENO

1 05ml | - 2.0 ml 400 mg/dl

2 0.0 ml 1.0ml 1.0 mi 200 mg/dl

3 0.0 ml 1.0 ml 1.0 mi 100 mg/dl

4 0.0 ml 1.0 ml 1.0ml 50 mg/dl

INTERVALOS DE REFERENCIA:
Fibrindgeno (coagulable) = 200-400 mg/dl

NOTA:

A diferencia del fibrinocrito, que mide fibrindgeno proteico, en este método se cuantifica la
cantidad de fibrindbgeno coagulable. Usarlos en combinacién permite distinguir
anormalidades funcionales del fibrindgeno. Es conveniente establecer los valores de
referencia para cada laboratorio y usar como control de calidad un plasma control de pruebas
de coagulacion como el Verify (Organon Teknika).

TECNICA POR EL METODO AUTOMATIZADO (COATRON M 1) PARA LA
CUANTIFICACION DE FIBRINOGENO:

Seleccionar FIB como prueba activa.

Checar la calibracion.

Precalentar los reactivos por lo menos 5 minutos.

Realizar la dilucion del plasma en una proporcién 1:10 ( 900 microlitros de IBS +
100 microlitros del plasma).

5. Pipetear 50 microlitros del plasma diluido dentro de la cuveta.

6. Precalentar la cuveta en la posicién de medicion.

7. Activar optic (presionar optic).
8

9.

1

o

Adicionar 25 microlitros de trombina y simultaneamente presionar optic.
El instrumento leera en un maximo de 60 segundos.
0. Los resultados aparecerén en segundos y en mg/dl.

RESULTADOS TiPICOS AL UTILIZAR UN INSTRUMENTO MECANICO Y
FOTOOPTICO:

DILUCION FBG (mg/dI) MECANICO CT OPTICO CT (seg)
(seg)

15 56 7.9 48

1:10 28 135 10.1

1:20 14 223 21.0

1:40 7 48.6 37.9
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ALTERACIONES MAS COMUNES DE LA SERIE ROJA Y SU
SIGNIFICADO CLINICO

ANORMALIDAD

DESCRIPCION

SIGNIFICADO
CLINICO

Acantocitos

Globulos rojos cuyas prolongaciones no
estan homogéneamente distribuidas en
la célula, ademas las prolongaciones son
frecuentemente filiformes y pueden
tener una porcion terminal abultada o
bifurcada.

Se asocian con
alteraciones en los
lipidos plasmaticos
(a-beta-
lipoproteinemia).
Desnutricion
Grave.

Anorexia
Nerviosa.
Hipotiroidism

0

Algunas  formas
de dafio hepatico.

Anillos de Cabot

Son figuras anulares purpdreas vistas
en los reticulocitos, algunas veces
adquieren la forma de ocho, de aro o de
anillo doblado.

Anemia
Megalobléastica
grave.

Anemia Hipocrémica
Grave. Mielofibrosis

contienen mieloperoxidasa.
No se encuentran nunca en células
normales.

Sindrome de
Digulielmo.

Auer,Bastones Son estructuras que contienen granulos | Se encuentran en los
azurdéfilos anormales, cristalinos y Mieloblasto

(estrictamente
promielocito)

Su presencia indica
alguna Neoplasia

(leucemia)
Basofilia Difusa Eritrocitos de color azul o gris, que en Anemias
realidad son reticulocitos y el color se Hipocrémicas
debe a la presencia de ribosomas, méas (Anemia por
abundantes que en los reticulocitos Deficiencia de
“normales” Hierro)
Aumento de
Eritropoyesis
Codocitos Globulo rojo en el que la mayor parte Anemia
de la hemoglobina queda centralizada Sideropénica
(blanco de tiro) Anemias

Hipocrémicas
Beta- Talasemia
Menor
Hemoglobinopati
aC
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Hemoglobinopati
as
Ictericia Obstructiva
Cuerpos de Heinz Son inclusiones de los eritrocitos que Se presentan en
se presentan por proteinas pacientes con
desnaturalizadas y son visibles con Defectos
tinciones supravitales como azul de Enzimaticos
cresil brillante o cristal Hereditarios.
Violeta Sindromes de
Hemoglobinas
Inestables.
Células
Drepanociticas
Irreversibles
Post-Esplenectomia
Drepanocitos Gloébulo rojo en forma de semiluna u Hemoglobinopatia S
hoz. Anemia de Células
Falciformes.

Dacriocitos Globulo rojo alargado en un extremo Mielofibrosis

(forma de lagrima) Anemias
Mieloptisicas
Talasemias
Anemias
Hipocrémicas
Anemias
Megaloblasticas
Graves.

Eliptocitos Glébulo rojo en forma oblonga o Eliptocitosis
elipsoidal que posee extremos Hereditaria
simeétricamente redondeados Talasemia
y lados casi paralelos Deficiencia de

Hierro Trastornos
Mieloptisicos

Equinocitos Glébulos rojos con proyecciones Uremia
equidistantes y Carcinoma
Cortas Gastrico

Post-
Transfusion

Esferocitos Globulo rojo esférico sin centro palido, | Esferocitosis
su grosor estd aumentado y su didmetro | Hereditaria Anemias
disminuido Inmunohemoliticas

Post-Transfusion
Esquizocitos Glébulo rojo fragmentado en forma de| Anemia
medio disco con 2 0 3 extremidades|Hemolitica
puntiformes Microangiop
o0 en forma de disco. atica
Quemaduras
Plrpura Trombética
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Estomatocitos Globulo rojo cuya area biconcava Esferocitosis
central aparece como hendidura, la Hereditaria
imagen a menudo recuerda a una boca Estomatocitosis
Hereditaria
Alcoholismo
Cirrosis
Howell-Jolly cuerpos | Son remanentes nucleares que tienen Anemias Hemoliticas
el color de un nucleo pignético, son de | Anemias
forma esférica no mayor de Megaloblasticas
0.5 milimicras que pueden ser Unicas 0 | Pacientes
multiples y se localizan cerca de la Esplenectomizados
periferia de la célula.
Leptocitos Eritrocitos delgados, aplanados que Beta-Talasemia
tienen un diametro normal, pero un Menor
volumen muy disminuido, la Enfermedad
hemoglobina se encuentra en la Hepatica
periferia. Obstructiva.
Pappenheimer, cuerpos | Son granulos de distribucion dispareja | Anemia
gue contienen Sideroblastica
hierro y que se tifien con el colorante Talasemias
de Wright
Pilas de monedas Glbbulos rojos apilados como monedas | Mieloma
0 platos (del francés Rouleaux = rollos | Mdltiple
apretados de monedas) Macroglubuli
nemia
Anemia
Hemolitica
Punteado Gréanulos eritrocitarios multiples, Pacientes
basofilo(bas | pequefios, uniformemente dispersos Intoxicados por
ofilia que se tifien de azul (o de Plomo.
punteada) azul grisaceo o purpuareo) con la tincion | Talasemias.
de Wright-Giemsa En la mayoria de las
porgue se componen de agregados anemias, con
ribosomicos excepcion de la
Anemia Ferropénica.
Siderocitos Glébulos rojos que contienen granulos | Anemia Sideroblastica
que se tifien por el hierro, no son visibles
en frotis sanguineos con la tincion de
Wright-Giemsa, para poder ser
identificados se requiere de la tincién de
Perls o Azul de prusia, en donde se
observan como granulos azules o de
color
azul verdoso
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Queratocitos

Glébulo rojo con una sola espicula
resultado de la ruptura de una parte
de la

membrana

Coagulacion
Intravascular
Diseminada
Prétesis Valvulares

Macrocitos

Glébulos rojos grandes de mas de 8.7
milimicras. VGM mayor de 100 fl.

Anemia
Megaloblastica
Anemia
Hemolitica
Hepatopatias
Hipotiroidismo

Microcitos

Glbbulos rojos pequefios de menos de
6 milimicras

Deficiencia de
Hierro Anemia
Sideroblastica
Talasemia
Saturnismo
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ANEXO 02

PLAN DE MANEJO DE RESIDUOS PELIGROSOS

1. INTRODUCCION

De acuerdo al Plan General 2030 de la Universidad Veracruzana, es
necesaria una universidad socialmente responsable, comprometida con la
cultura de la sustentabilidad y donde impere un compromiso con el cuidado
del medio ambiente. Acorde con ello, la Facultad de QFB cuenta con un
Plan de Manejo de Residuos Peligrosos como herramienta para definir los
procedimientos técnicos y administrativos necesarios para el manejo de los
residuos peligrosos generados en cada uno de los laboratorios de la Facultad
de QFB.

DESCRIPCION DEL PROGRAMA

Encargados del Programa:
2. INTEGRANTES MIC Izmit Camacho de la Cerda

Dra. Abril de los A. Aguilar Tirado
MC Mauro A. Villanueva Lendechy
QFB Ma. del Refugio L6pez Cruz

Dra. Isabel Pérez Lozano
MC Maria Edith Riafio Sanchez
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3. OBJETIVO

Establecer los procedimientos técnicos y
administrativos necesarios dentro de la Facultad
de QFB para el manejo integral de los residuos
peligrosos de acuerdo a la normatividad vigente,
con el fin de prevenir el dafio al medio ambiente y
a la salud humana de acuerdo al compromiso
como “Universidad Social y Ambientalmente

Responsable”.

4. META

La meta es que la disposicion de los residuos
peligrosos dentro de la Facultad de QFB se
realice de acuerdo a este Plan de Manejo, dando

como resultado el
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cumplimiento de la normativa vigente y el control

sobre los impactos ambientales

significativos.

5. ALCANCE

Este plan es aplicable a todos los
laboratorios y reas de trabajo de la facultad
de QFB, desde estudiantes hasta el
correspondiente  personal  académico,
técnico, administrativo y manual que

intervenga en dichas

areas de trabajo.

MARCO LEGAL

6. MARCO JURIDICO DEL MANEJO DE RESIDUOS QUIMICOS
PELIGROSOS

Oficiales Mexicanas.

normas aplicables.

Todo lo descrito en el presente plan estara en estricto apego a las
politicas institucionales y a la Normatividad Oficial Mexicana en

materia de Residuos Peligrosos. A continuacion se enlistan las leyes y

El sistema juridico mexicano estd constituido por las disposiciones

constitucionales, Leyes Generales y Federales, Reglamentos y Normas
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7. NORMATIVIDAD APLICABLE A LOS RESIDUOS QUIMICOS
PELIGROSOS

e Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos.

e Reglamento de la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los
Residuos.

e Reglamento de la Ley general del Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente
en Materia de Residuos Peligrosos.

e Reglamento de la Ley general del Equilibrio Ecol6gico y Proteccion al Ambiente
en Materia de Evaluacion del Impacto Ambiental.

e Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005. Establece las
caracteristicas, el proceso de identificacion, clasificacion y los Residuos Peligrosos

e Norma Oficial Mexicana NOM-053-SEMARNAT-1993. Establece el
procedimiento para llevar a cabo la prueba de extraccion para determinar los
constituyentes que hacen un residuo peligroso por su toxicidad al ambiente.

e Norma Oficial Mexicana NOM-054-SEMARNAT-1993. Establece el
procedimiento para determinar la incompatibilidad entre dos 0 mas residuos
considerados como peligrosos por la NOM-052- SEMARNAT- 1993.

e Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Proteccion
ambiental, salud ambiental, y Residuos Peligrosos Biolégico Infecciosos.
Clasificacion y especificaciones de Manejo.
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8. OTRA NORMATIVIDAD RELACIONADA
Secretaria del Trabajo y Prevision Social.

e Reglamento Federal de Seguridad, Higiene y Medio Ambiente de
Trabajo (D.O.F. 21 de Enero de 1997). Establece las medidas necesarias
para la prevencion de accidentes y enfermedades de trabajo.

e NOM-005-STPS-1993, Relativa a las condiciones de seguridad e higiene enlos
centros de trabajo para el almacenamiento, transporte y manejo de sustancias
inflamables y combustibles.

e NOM-118-STPS-2000, Establece el sistema para la identificacion y
comunicacion de peligros y riesgos por sustancias quimicas peligrosas en los
centros de trabajo.

e NOM-002-SCT2-94. Listado de las substancias y materiales peligrosos mas
usualmente transportados.

e NOM-007-SCT2-1994. Marcado de envases y embalajes destinadosal transporte
de substancias y residuos peligrosos.

e NOM-010-SCT-1994. Disposiciones de compatibilidad y segregacion, parael
almacenamiento y transporte de substancias, materiales y residuos peligrosos.
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9. CONCEPTOS BASICOS

¢ Qué es un Residuo?

Un residuo es todo material o producto que se
desecha y que se encuentra en estado solido,
semis@lido, liquido o gaseoso, contenido en
recipientes o contenedores es decir, cualquier
material que ya no sea util a la persona que lo
empleaba, producto de reacciones y/o como resultado
de las practicas de laboratorio; incluye cualquier
insumo o materia prima caducada o que haya perdido
las caracteristicas por las cuales fue adquirido. Dicho
residuo puede ser susceptible de ser valorizado o
sujetarse a tratamiento o disposicion final, conforme
a lo dispuesto en la LGPGIR y demas ordenamientos
que de ella derive. Se pueden clasificar en:

a. Biologico Infecciosos
b. Quimicos Peligrosos

¢, Qué es un Residuo Quimico
Peligroso?

Es aquella sustancia quimica que posea alguna de las
caracteristicas de corrosividad (C), reactividad (R),
explosividad (E), toxicidad (T) e inflamabilidad
(1), o que contengan agentes que le confieran
peligrosidad; asi como envases, recipientes,
embalajes y suelos que hayan sido contaminados
cuando se transfieran a otro sitio, de conformidad con
lo que se establece en la LGPGIR.

¢ Qué implicaciones tienen las
propiedades de los residuos?

Su forma de manejo depende de cada propiedad y
demanda conocer el tipo de precauciones a seguir, de
envases a emplear, de almacenamiento que requieren,
de
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equipos de proteccion con los que hay que contar, asi
como de materiales a emplear para amortiguar
derrames o apagar incendios.

¢ Qué es un Residuo
Bioldgico Infeccioso?

Es cualquier material que contenga agentes
bioldgico-infecciosos es decir, con cualquier
microorganismo capaz de producir enfermedades
cuando esta presente en concentraciones suficientes,
en un ambiente propicio, en un hospedero
susceptible, en presencia de una via de entrada y que
puedan causar efectos nocivos a la salud y al
ambiente.

Residuos
Peligrosos

A.Biolégico
Infecciosos

B. Quimicos
Peligrosos

/

Corrosivos Reactivos Explosivos Toxicos Inflamables
b /4 b 4 b ! b, ! k. ,a'
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REACTIVO (R)

Cuando una muestra
representativa en estado liquido o
solido, después de ponerse en contacto
con el aire se inflama en un tiempo
menor a 5 min, sin que exista una
fuente externa de ignicién. Cuando se
pone en contacto con agua reacciona
espontaneamente 'y genera  gases
inflamables en una cantidad mayor a 1
L/kg del residuo por hora. Posee en su
constitucion  cianuros o sulfuros
liberables, cuando se expone a
condiciones

acidas.

EXPLOSIVO (E)

Cuando una muestra representativa
tiene una constante de explosividad,
mayor o igual al nitrobenceno. Es
capaz de producir una reaccién o
descomposicion detonante o explosiva
a 25°Cya1.03 kg/lcm?

de presion.

MATERIALES
CON RIESGO

DE EXPLOSION
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TOXICO (T)

Cuando la muestra representativa se
somete a la prueba de extraccién para
toxicidad conforme a la norma oficial
mexicana NOM-053-SEMARNAT-
1993, el lixiviado contiene cualquiera de
los constituyentes listados en las tablas 5,
6 y 7, en concentraciones mayores a los

limites sefialados en dichas tablas por
ejemplo: Arsénico 5.0 mg/L, Niquel SUSTANCIA
5.0 mg/L, Mercurio 0.2 mg/L, Plata 5.0 TOXICA

mg/L, Cloroformo
6.0 mg/L, Fenol 14.4 mg/L.

INFLAMABLE (1)

Cuando una solucion acuosa contiene
méas del 24% de alcohol en volumen.
Cuando es un liquido y tiene un punto de
inflamacion inferior a 60°C. Cuando no
es liquido pero es capaz de provocar
fuego por friccion, absorcion de
humedad o cambios  quimicos
espontaneos (a 25°C y a 1.03 kg/cm?). O [

MATERIAL
INFLAMABLE

bien, se trata de gases comprimidos
inflamables o agentes oxidantes que
estimulan

la combustion.
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DESCRIPCION DEL PLAN DE MANEJO DE RESIDUQOS
PELIGROSOS
10. IDENTIFICACION DE LOS PUNTOS DE GENERACION DE LOS

RESIDUOS PELIGROSOS EN LA
FACULTAD DE QFB

LABORATORIO 101 Residuos Quimicos Peligrosos
LABORATORIO 102 Residuos Quimicos Peligrosos
LABORATORIO 103 Residuos Quimicos Peligrosos y RPBI
LABORATORIO 104 Residuos Quimicos Peligrosos y RPBI
LABORATORIO 105 RPBI

LABORATORIO DE TECNOLOGIA | Residuos Quimicos Peligrosos
FARMACEUTICA

11. IDENTIFICACION DE RESIDUOS PELIGROSOS

La identificacidn de residuos peligrosos de tipo quimico se realizara tomado en cuenta que
una sustancia ha perdido sus caracteristicas intrinsecas, sus propiedades han dejado de ser
atiles para el usuario, se encuentran fuera de especificaciones, han caducado, asi como las
sustancias quimicas que han perdido, carecen o presentan variacién en sus caracteristicas
intrinsecas para ser utilizadas, transformadas respecto a los estandares de disefio o
produccion originales, por lo que se deben manejar como residuos con “caracteristicas
peligrosas”. Un residuo es considerado peligroso (de acuerdo a la normatividad vigente),
cuando independientemente de su estado fisico presenta alguna o mas de las caracteristicas
de peligrosidad como Corrosividad, Explosividad, Toxicidad e Inflamabilidad. Es
importante reconocer la diferencia entre un residuo y una sustancia, con la finalidad de que
en las segundas, sean aprovechadas al maximo sus propiedades quimicas originales y no
se desechen cuando éstas aun no han sido agotadas ya que no serian consideradas como
residuos. Una sustancia toxica es aquella que puede producir en organismos Vivos,
lesiones, enfermedades,
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implicaciones genéticas 0 muerte. Un residuo es cualquier material generado en los
procesos de extraccion, beneficio, transformacién, produccion, consumo, utilizacion,
control o tratamiento cuya calidad no permita usarlo nuevamente en el proceso que lo
genero.

ETIQUETA DE IDENTIFICACION DE RESIDUOS DENTRO DE LA
FACULTAD DE QFB

PELIGRO

CONTIENE UN RESIDUO PELIGROSO

Nombre del Residuo:

Caracteristicas del C R E T I B
Residuo: | ¢ o Reactivo Explosivo Téxico Inflamable mﬂﬁ:‘;
Estado fisico: S L G
Sdlido Liquido Gaseoso

ESTE RESIDUO DEBERA SOMETERSE A TRATAMIENTO
LEYES FEDERALES PROHIBEN SU DISPOSICION INADECUADA

Si usted localiza este contenedor almacenado o desechado de manera inapropiada, de
manera que represente un riesgo a la salud o el medio ambiente, por favor reportelo a las
siguientes instancias

Nombre de la empresa responsable de su traslado y/o tratamiento

MNombre del generador

yio dispasicion final
Facultad de Quimica
Farmacéutica Biologica - Xalapa ECOENTRONO S.A.DEC.V.
Universidad Veracruzana
Direccidn: Circuite Gonzalo Aguirre Beltran sin, Zona Direccian: Carretera Las Trancas-Coatepec No. 14. Col. Rafael
Universitaria, Xalapa de Enriguez, Veracruz. CP 91000 Guizar y Valencia, Xalapa de Enriquez, Veracruz. CP 1837
Telgfono: 01 228 842 1759 Telsfonos: 01 (228) 813-7262 y 813-7241

Fecha de generacion Fecha de entrega para su traslado
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>

12. CLASIFICACION DE RESIDUOS PELIGROSOS
\
)

QUIVHCOS

Para poder saber si los residuos que se generan en cualquier actividad, son o no peligrosos,
existe un procedimiento, el cual se detalla a continuacion:

1.- Un residuo es peligroso, si esta listado en el Articulo 31 de la Ley General para la
Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR), la cual define a los siguientes
residuos peligrosos:

a) Aceites lubricantes usados

b) Disolventes organicos usados

c) Convertidores cataliticos

d) Sustancias o mezcla de sustancias con metales pesados como plomo
e) Baterias a base de mercurio o de niquel-cadmio

f) Lamparas fluorescentes y de vapor de mercurio

g) Aditamentos que contengan mercurio, cadmio o plomo

h) Farmacos

i) Plaguicidas y sus envases, que contengan remanentes de los mismos.
j) Compuestos organicos persistentes como los bifenilos policlorados

k) Lodos de perforacion base aceite, provenientes de la extraccion de combustibles fosiles
y lodos provenientes de plantas de tratamiento de aguas residuales cuando sean
considerados como peligrosos.

2.- Si el residuo no se clasifica como peligroso en el Articulo 31 de la LGPGIR, se debe
consultar en los cinco listados de la Norma Oficial Mexicana NOM- 052-SEMARNAT-
2005, que establece las caracteristicas, procedimiento de identificacion, clasificacion y los
listados de los residuos peligrosos (residuos quimicos peligrosos por fuente especifica o no
especifica, residuos peligrosos resultado del desecho de productos quimicos fuera de
especificaciones o caducos (Toxicos Agudos y crénicos) y residuos sujetos a Condiciones
Particulares de Manejo o bien se puede determinar su peligrosidad mediante el analisis
CRETI que se realiza, a fin de identificar si el residuo presenta cualquiera de las siguientes
caracteristicas; Corrosividad, Reactividad, Explosividad, Toxicidad ambiental,
Inflamabilidad. Es
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importante mencionar que la identificacion de las caracteristicas de explosividad es median
revision bibliogréafica.

3.- Para la elaboracion de listados dentro de la facultad, ademas deberan enlistarse de la
siguiente forma:

e Sustancias acidas

e Sustancias béasicas

e Sustancias inorganicas solidas
e Sustancias inorganicas liquidas
e Sustancias organicas solidas

e Sustancias organicas liquidas

e Solventes

e Plaguicidas

e Metales Pesados

13. CLASIFICACION DE RESIDUOS PELIGROSOS
B) BIOLOGICO INFECCIOSOS

Para efectos de la NOM 087 se consideran residuos peligrosos bioldgico- infecciosos
los siguientes:

e Lasangre

e Lasangre y los componentes de ésta, s6lo en su forma liquida, asi como los
derivados no comerciales, incluyendo las células progenitoras,
hematopoyéticas y las fracciones celulares o acelulares de la sangre resultante
(hemoderivados).

e Los cultivos y cepas de agentes biolégico-infecciosos

e Los cultivos generados en los procedimientos de diagnostico e investigacion, asi
como los generados en la produccion y control de agentes bioldgico- infecciosos.

e Utensilios desechables usados para contener, transferir, inocular y mezclar
cultivos de agentes bioldgico-infecciosos.

e Los patoldgicos
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e Los tejidos, drganos y partes que se extirpan o remueven durante las
necropsias, la cirugia o algun otro tipo de intervencion quirdrgica, que no se
encuentren en formol.

e Las muestras bioldgicas para andlisis quimico, microbiologico,
citologico e histologico, excluyendo orina y excremento.

e Los cadaveres y partes de animales que fueron inoculados con agentes
enteropatdgenos en centros de investigacion ybioterios.

e Los residuos no anatémicos

Son residuos no anatémicos los siguientes:

e Los recipientes desechables que contengan sangre liquida.

e Los materiales de curacion, empapados, saturados, o goteando sangre o
cualquiera de los siguientes fluidos corporales: liquido sinovial, liquido
pericardico, liquido pleural, liquido Céfalo-Raquideo o liquido peritoneal.

e Los materiales desechables que contengan esputo, secreciones pulmonares y
cualquier material usado para contener éstos, de pacientes con sospecha o
diagnostico de tuberculosis o de otra enfermedad infecciosa segun sea
determinado por la SSA mediante memorandum interno o el Boletin
Epidemioldgico.

e Los materiales desechables que estén empapados, saturados o goteando sangre, 0
secreciones de pacientes con sospecha o diagnostico de fiebres hemorragicas, asi
como otras enfermedades infecciosas emergentes segin sea determinado por la
SSA mediante memorandum interno o el Boletin Epidemioldgico.

e Materiales absorbentes utilizados en las jaulas de animales que hayan sido
expuestos a agentes enteropatdgenos.

e L os objetos punzocortantes

e Los que han estado en contacto con humanos o animales 0 sus muestras
bioldgicas durante el diagnostico y tratamiento, Unicamente: tubos capilares,
navajas, lancetas, agujas de jeringas desechables, agujas hipodérmicas, de
sutura, de acupuntura y para tatuaje, bisturis y estiletes de catéter, excepto todo
material de vidrio roto utilizado en el laboratorio, el cual debera desinfectar o
esterilizar antes de ser dispuesto como residuo municipal.
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TIPO DE RESIDUOS ESTADO FISICO ENVASADO COLOR
4.1 Sangre Liquidos Recipientes Rojo
herméticos
4.2 Cultivos y cepas Solidos Bolsas de Rojo
de polietileno
agentes
infecciosos
4.3 Patologicos Sélidos Bolsas de Amarillo
polietileno
Liquidos Recipientes Amarillo
herméticos
44 Residuos no Solidos Bolsas de Rojo
anatémicos polietileno
Liquidos Recipientes Rojo
herméticos
45 Objetos Solidos Recipientes rigidos Rojo
punzocortantes polipropileno

En las areas de generacion se deberdn separar y envasar todos los residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos, de acuerdo con sus caracteristicas fisicas y bioldgicas infecciosas,
conforme a la tabla. Durante el envasado, los residuos peligrosos biolégico-infecciosos no
deberan mezclarse con ningun otro tipo de residuos municipales o peligrosos.

1) Las bolsas deberan ser de polietileno de color rojo trasltcido de calibre minimo
200 y de color amarillo trasldcido de calibre minimo 300, impermeables y con un
contenido de metales pesados de no méas de una parte por millén y libres de cloro,
ademas deberan estar marcadas con el simbolo universal de riesgo biologico y la
leyenda Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos.

2) Las bolsas se llenaran al 80 por ciento (80%) de su capacidad, cerrandose antes
de ser transportadas al sitio de almacenamiento temporal y no podran ser
abiertas o vaciadas.

3) Los recipientes de los residuos peligrosos punzocortantes deberan ser rigidos, de
polipropileno color rojo, con un contenido demetales
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pesados de no mas de una parte por millén y libres de cloro, que permitan verificar
el volumen ocupado en el mismo, resistentes a fracturas y pérdidas de contenido al
caerse, destructibles por métodos fisicos, tener separador de agujas y abertura para
depdsito, con tapa(s) de ensamble seguro y cierre permanente, deberan contar con
la leyenda que indique "RESIDUOS PELIGROSOS PUNZOCORTANTES
BIOLOGICO-INFECCIOSOS" y marcados con el

simbolo universal de riesgo bioldgico.

4) Los recipientes de los residuos peligrosos liquidos deben ser rigidos, con tapa
hermética de polipropileno color rojo o amarillo, con un contenido de metales
pesados de no méas de una parte por millon y libres de cloro, resistente a fracturas
y pérdidas de contenido al caerse, destructible por métodos fisicos, debera contar
con la leyenda que indique “RESIDUOS PELIGROSOS LIQUIDOS
BIOLOGICO- INFECCIOSOS” y marcados con el simbolo universal de riesgo
bioldgico.

ALMACENAMIENTO RPBI

e Se debera destinar un area en la facultad para el almacenamiento temporal de
los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos. Los residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos envasados deberan almacenarse en contenedores
metalicos o de plastico con tapa y ser rotulados con el simbolo universal de
riesgo bioldgico, con la leyenda "RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO-
INFECCIOSOS".

e Los residuos patolégicos, humanos o de animales (que no estén en formol)
deberdn conservarse a una temperatura no mayor de 4°C (cuatro grados
Celsius), en las areas de patologia, o en almacenes temporales con sistemas de
refrigeracion o en refrigeradores en areas que designe el responsable del
establecimiento generador dentro del mismo.
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14. MEDICION

Unidades de medicion

La medicién se realizara de acuerdo al
estado del residuo, es decir, si es solido sera
en gramos Y kilogramos; si es liquido sera
en mililitros y litros.

Frecuencia

Los residuos se recolectaran al final de cada
practica de laboratorio, se almacenaran
temporalmente en el area destinada para ello
y posteriormente se procedera al tramite de
su retiro de manera semestral en el caso de
los Residuos Quimicos, para el caso de los
Residuos RPBI el retiro se efectuard
semanalmente.

Confinamiento

Especifico para cada laboratorio y area de
refrigeracion de la Facultad de QFB.

15. RECOLECCION Y TRANSPORTE INTERNO

La recoleccidn y transporte interno de los residuos quimicos peligrosos, asi
como de los residuos peligrosos biologico infecciosos, hacia el area de
almacenamiento temporal, se encuentra a cargo de los técnicos académicos
de la Facultad de cada uno de los laboratorios, y es realizada al término de
cada practica de laboratorio. Para la recoleccion se deben utilizar los
contenedores y las etiquetas de recoleccion especificos para este tipo de
residuos, que cumplan con las caracteristicas de seguridad y que sean
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confiables para el desarrollo de los trabajos de recoleccion y transporte interno hacia el
area de almacenamiento.

El personal a cargo de la recoleccion interna de residuos peligrosos quimicos, deberéa tener
conocimiento de las caracteristicas de los residuos que maneja, de tal forma que responda
adecuadamente durante una contingencia o un posible accidente de derrame con este tipo
de residuos, independientemente que debera de reportar el incidente de forma inmediata al
area generadora, asi como a quien corresponda, con la finalidad de establecer un plan de
contingencia. Debe portar equipo de seguridad consistente cuando menos de: bata u overol,
guantes adecuados al tipo de residuo manejado, zapatos cerrados y lentes de proteccion. Si
se recolectan gases, deberd utilizar la mascarilla con filtro de aire. Se debera evitar
recolectar al mismo tiempo residuos que sean incompatibles entre si, para prevenir
accidentes.

Los residuos solidos peligrosos seran almacenados en el Sitio de Almacenamiento
Temporal de Residuos Peligrosos que debera cumplir con las exigencias minimas, por un
periodo no mayor a 6 meses, en condiciones seguras y con la segregacion necesaria para
garantizar condiciones de seguridad.

Estas exigencias minimas tienen relacién con:

- No verter residuos en lugares no autorizados o no especificados para ese
tipo de residuo.

- Desechar los residuos en forma diferenciada y debidamente identificados.
- Uso obligatorio de los elementos de proteccion personal.

El sitio de almacenamiento temporal de residuos peligrosos tendra las siguientes
caracteristicas:
Condiciones bésicas para las areas de almacenamiento, consistentes en:

a) Estar separadas de las areas de produccion, servicios, oficinas y de
almacenamiento de materias primas o productos terminados;

b) Estar ubicadas en zonas donde se reduzcan los riesgos por posibles emisiones,
fugas, incendios, explosiones e inundaciones;
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c) Contar con dispositivos para contener posibles derrames, tales como muros,
pretiles de contencion o fosas de retencion para la captacion de los residuos en
estado liquido o de los lixiviados;

d) Cuando se almacenan residuos liquidos, se deberd contar en sus pisos con
pendientes y, en su caso, con trincheras o canaletas que conduzcan los derrames a
las fosas de retencion con capacidad para contener una quinta parte como minimo
de los residuos almacenados o del volumen del recipiente de mayor tamafio;

e) Contar con pasillos que permitan el transito de equipos mecanicos, eléctricos o

manuales, asi como el movimiento de grupos de seguridad y bomberos, en casos de
emergencia;

f) Contar con sistemas de extincion de incendios y equipos de seguridad para atencion
de emergencias, acordes con el tipo y la cantidad de los residuos peligrosos
almacenados;

g) Contar con sefialamientos y letreros alusivos a la peligrosidad de los residuos
peligrosos almacenados, en lugares y formas visibles;

h) El almacenamiento debe realizarse en recipientes identificados, considerando las
caracteristicas de peligrosidad de los residuos, asi como su incompatibilidad,
previniendo fugas, derrames, emisiones, explosiones e incendios; y

i) Laaltura maxima de las estibas sera de tres tambores en forma vertical.

Condiciones para el almacenamiento en areas cerradas, consistentes en:

a) No deben existir conexiones con drenajes en el piso, valvulas de drenaje, juntas de
expansion, albafiales o cualquier otro tipo de apertura que pudieran permitir que los
liquidos fluyan fuera del area protegida;

b) Las paredes deben estar construidas con materiales no inflamables;

c) Contar con ventilacion natural o forzada. En los casos de ventilacion forzada, debe
tener una capacidad de recepcion de por lo menos seis cambios de aire por hora;

d) Estar cubiertas y protegidas de la intemperie y, en su caso, contar con ventilacion
suficiente para evitar acumulacion de vapores peligrosos y con iluminacion a
prueba de explosion; y

e) No rebasar la capacidad instalada del almacén.
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Condiciones para el almacenamiento en &reas abiertas, consistentes en:

a) Estar localizadas en sitios cuya altura sea, como minimo, el resultado de aplicar un
factor de seguridad de 1.5, al nivel de agua alcanzado en la mayor tormenta
registrada en la zona;

b) Los pisos deben ser lisos y de material impermeable en la zona donde se guarden
los residuos, y de material antiderrapante en los pasillos. Estos deben ser resistentes
a los residuos peligrosos almacenados;

c) En los casos de areas abiertas no techadas, no deberan almacenarse residuos
peligrosos a granel, cuando éstos produzcan lixiviados; y

d) En los casos de areas no techadas, los residuos peligrosos deben estar cubiertos con
algun material impermeable para evitar su dispersion por viento.

Por parte de microgeneradores, consistentes en:

En recipientes identificados considerando las caracteristicas de peligrosidad de los
residuos, asi como su incompatibilidad, previniendo fugas, derrames, emisiones,
explosiones e incendios;

En lugares que eviten la transferencia de contaminantes al ambiente y garantice la

seguridad de las personas de tal manera que se prevengan fugas o derrames que
puedan contaminar el suelo.

16. RECOLECCION Y TRANSPORTE EXTERNO

Los residuos seran entregados a la empresa de recoleccion y transporte
externo, especializadas para realizar estas actividades y autorizadas por la
Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), por la
Secretaria de Comunicaciones y Transportes (SCT), asi como por la
autoridades universitarias correspondientes. La entrega de los residuos
peligrosos por parte del generador, se acompafiara por el manifiesto de recibo,
transporte y recepcion, mismo que sera firmado por la empresa especializada
como establecimiento generador de residuos peligrosos.
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ANEXO 03
MEDIDAS DE SEGURIDAD Y SALUD OCUPACIONAL

Es imprescindible y obligatorio el uso de la bata blanca, de manga larga y abotonada
completamente para todo trabajo en el laboratorio.

El uso de equipo de seguridad especificado (guantes, googles, mascarilla) para la realizacion
de précticas en este laboratorio sera obligatorio para estudiantes y maestros.

Queda estrictamente prohibido comer, beber y fumar dentro del laboratorio.

El uso de los equipos e instrumentos, que se utilicen durante la practica debe reportarse en la
bitdcora de control y registro correspondiente.

Todos los equipos especialmente los aparatos delicados como microscopios, deben manejarse
con cuidado evitando los golpes o el forzar sus mecanismos.

Todos los objetos personales deberan colocarse fuera del area de trabajo para evitar accidentes
y contaminaciones.

Todos los estudiantes deberan mantener un comportamiento acorde con su calidad de
estudiante universitario, que no ponga en riesgo la integridad fisica de los ahi presentes, la
seguridad de las actividades que se realizan y el buen estado de materiales, reactivos, equipo
e instrumentos del laboratorio.

Cualquier conducta inapropiada de los estudiantes dentro del laboratorio sera sancionada de
acuerdo al estatuto de los alumnos vigente.

Antes de iniciar la practica los estudiantes deben sanitizar su mesa de trabajo utilizando un
desinfectante.

En caso de algln percance o accidente se debe comunicar inmediatamente al maestro.

No devolver nunca a los frascos de origen los sobrantes de los productos utilizados, a fin de
evitar contaminaciones, asegurarse de que queden bien cerrados.

Todo material contaminado después de inactivarse se depositara en los recipientes
bioldgicos infecciosos segun la Norma Oficial Mexicana. (NOM 087).

Durante y al finalizar la practica los estudiantes deben mantener y dejar limpia sus areas de
trabajo.
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Los riesgos en el laboratorio de Hematologia, son escasos si se respetan las consignas de
seguridad. Atendiendo la NOM-007 y NOM-087.

Es importante considerar que el material biol6gico que se maneja (sangre, plasma y suero) es
potencialmente infectante, por eso se recomienda someter el material a la accion germicida
enérgica.

Las precauciones que hay que tomar para evitar cualquier clase de contaminacion
corresponden mas bien a una disciplina general de trabajo, que a unas reglas precisas como
las que se mencionan a continuacion:

a) Usar guantes desechables de cirugia para tomar cualquier muestra.
b) Desinfecte con alcohol la zona de venopuncion.

c) Si se tiene heridas o alguna escoriacion en la piel, debe cubrirla antes de empezar su labor
en el laboratorio.

d) El sistema para toma de muestras por venopuncién, por su bajo riesgo de contaminacion,
es el de tubos al vacio; la manipulacion del especimen es minima.

e) En cuanto a peligro de contaminacion se refiere, se evitara tocar con las manos la ropa,
cara, cabello y objetos personales.

f) Se evitara estrechar la mano a posibles visitas, abrir grifos, abrir y cerrar puertas, tocar el
teléfono y todo aquello que exija contacto manual ajeno al analisis cuando se estan ejecutando
fases delicadas de este.

g) El lavado de manos sera cuidadoso y frecuente. El secado se hara con toallas desechables.

h) Esta prohibido el uso de guantes, después de procesar la muestra, sobre todo cuando se
maneje el microscopio.

i) Cada estudiante debe llevar al laboratorio un recipiente de plastico o metal para depositar
temporalmente los materiales de desecho que emplearon durante el procesamiento de la
muestra.

Jj) No inserte nuevamente la funda de la aguja después de haber tomado muestra de sangre, SE
AUMENTA EL RIESGO DE PUNCION ACCIDENTAL; desempate la aguja del sistema de
vacio o de la jeringa y coléquela dentro del recipiente destinado para objetos punzocortantes.
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k) Transporte las muestras con sumo cuidado, manteniéndolas siempre tapadas. NUNCA
DEJE LAS MUESTRAS ABIERTAS.

) La ruptura de los tubos en la centrifuga, es el méas frecuente de los accidentes en el
laboratorio, para minimizar el riesgo de contaminacion por salpicaduras se deben balancear
los tubos en la centrifuga por peso y no por volumen.

m) En caso de ruptura de material de vidrio se procede inmediatamente a recoger de forma
cuidadosa, adecuadamente protegidos, a depositar los restos en cubetas con antisépticos y/o
depositarlos en recipientes para punzocortantes, lavando a continuacion el lugar del accidente
con desinfectante.

n) "NUNCA PIPETEE CON LA BOCA NINGUN ESPECIMEN DE LABORATORIOQO"; use
micro pipetas con puntas desechables, peras succionadoras, ayudantes de pipetas o goteros de
caucho.

fi) Las muestras de sangre se desechan en el frasco rojo de RPBI.

0) Alterminar el trabajo lavese bien las manos con abundante agua y jabon, lo mismo cuando
vaya a ingerir alimentos.

17. Evite contestar al teléfono, abrir puertas, neveras, congeladores u otros elementos de uso comdn
en el laboratorio cuando esté manipulando suero, sangre u otro especimen biol6gico. Planee
adecuadamente su trabajo asi como los reactivos y materiales que requiere durante los procedimientos
analiticos.

18. Limpie adecuadamente la mesa de trabajo con solucién al 3% de hipoclorito de sodio (cloralex,
clorox, etc.) al empezar y al terminar su trabajo.

19. Descarte los materiales desechables tales como jeringas, puntas de micropipetas, cubetas
plasticas, etc. en una solucion al 3% de hipoclorito de sodio y destrayalas por incineracion. NUNCA
REUTILICE EL MATERIAL DESECHABLE QUE HA ESTADO EN CONTACTO CON
FLUIDOS BIOLOGICOS DE PACIENTES. Elimine en solucion de hipoclorito de sodio al 3% los
sobrantes de suero, plasma, sangre y demas fluidos bioldgicos.

20. El material de laboratorio reutilizable de vidrio o plastico, se debe colocar en solucién al 3% de
hipoclorito de sodio minimo por 2 horas antes de pasarlos a lavado.

21. Las agujas desechables que se han recogido en los recipientes destinados a ello, deben destruirse
por incineracion. NUNCA ARROJE AGUJAS A LA BASURA.
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22. Terminado el trabajo, hay que procurar que no quede en la mesa ningun material mas que el
estrictamente necesario para facilitar la limpieza y desinfeccion diaria.

23. Evita llevar a la boca lapiceros, rotuladores, etiquetas etc., sobre todo si han estado en contacto
con la mesa de trabajo.

24. La bata se utilizard exclusivamente para el trabajo en el laboratorio. Nunca se llevara puesta
para salir a la calle.

25. RECUERDE QUE LAS NORMAS NO EVITAN UN ACCIDENTE, LO PREVIENEN.
LO UNICO QUE LO EVITA ES LA RESPONSABILIDAD EN EL TRABAJO.
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ANEXO 04

CASOS CLINICOS

En esta etapa de la ensefianza, los alumnos deben ser capaces no
solo de hacer descripciones generales del material, sino de
establecer diagndsticos precisos trabajando con ayuda de su
material bibliografico. Aqui los conocimientos teéricos se mezclan
con la préactica para redondear el conocimiento de la patologia

hematologica.

Para los casos en que resulta importante, se presentan histogramas
realizados en el contador electrénico de células H* 1 ™ de Bayer
(antes Technicon), por ser este el equipo que proporciona los
resultados mas exactos y faciles de interpretar, también se presentan
algunas electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa, en

algunos casos en donde se considera necesario.

195
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SERIE ROJA

CASO 1

Paciente femenino de 45 afios de
=dad con historia de ictericia
minima desde el nacimiento.

En la exploracion fisica se
encontrd, ademads de la ictericia,
ligera protrusién del maxilar
superior.

La biometria hemdtica mostro el
histograma que se muestra al lado.
Reticulocitos 4%.

DIAGNOSTICO:

.f
7.87 x10#/pl WBC
4.84 x106/pL RBC
13.4 3/dL  HGE
41.2 7z HCT
5.0 L ey
ev.6 P9 MCH
L 32.5 g/dL MCHC
H 18.2 % RDW
H 3.24 9/dL  HDU
309 x103/pL PLT
9.3 fL MPY
45.2 “ PDH RBC YOLUME
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.4 EOS 03 e
.9  BASO .07
1.4 LuUC .11
LI 2.04 PLT VOLUME
MPXT 2.2 g 0-20 L)
WBC FLAGS 0000 o SETSTSRRRRT
CASO 4

Paciente del sexo femenino de 45
afios de edad con historia de
hemorragia transvaginal frecuente
por leiomiomas uterinos.

Siete meses antes de ser estudiada
empez0 a presentar palidez,
astenia y disnea, que han ido
aumentando.

En la exploracion fisica se
encontrd una paciente muy palida,
con taquicardia.

La biometria hematica mostré los
datos que se observan en el cuadro
adyacente.

Reticulocitos: 1%
Hierro serico: 18 pg / dl

Cap. total de fijacion: 568 pug / dl
Indice de saturacion 3%.
Ferritina 3.7 pg/ 1

DIAGNOSTICO:

T.d44%
2,59+
4, 4%
16.8%
€4, 6
17.2*
26. 5%
2e.9
3.42
455%
S. 5%
S1.8%
H o i
REC FLAGS
%"

TXTXrrrrere

HBC FLAGS

LEC
x103/pL. WBC

x106/pL. RBC
q/dL HGB
3 HCT

fL MCY
P3 MCH
9/7dL MCHC
RDW

ZdL HOU
x103/pL PLT
L MPY

“ PDUW

“ PCT

RBC YOLUME .
o-200 fLY =

HGE CONC
L €0-50 g/dL)

(N S
"

"

PLT VOLUME .
£0-20 fL)> ; BRSO
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H 28.44  x103/ul WBC
4.79 x106/pL REC

12.9 974l HGB
38.6 % HCT
80.5 fL Moy

L 26.9 pg  MCH
33.4 q/dL  MCHC

H 15.1 %z ROM
2.62 g/dL  HDM
276%  x403/pL PLT
8.6 L MRy
47.5 % PDM
.24% Z  PCT

RBC FLACS 0300
: DIFF-- x1037y

L 7.9 NEUT 3.02
H 70.9% LYMP H 27.24%
L 2.4 MOND .92
.3  EOS .13
H S.0% BRSO H 1.94x
H 48.5¢ LUC H 7.13%
LI L 1.33%
MPXL 1.8
WBC FLAGS 3101

RBC VOLUME
(0-200 FLD

HGE CORC

-50 g/dL) i

erenina SRR

L . PLT VOLUME
& (0-20 LD

DIAGNOSTICO:
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CASO 5

Paciente masculino de 6 afos de
edad que inicié su padecimiento
una semana antes de ser
estudiado, con fiebre, dolor
faringeo y astenia notable, que le
impidi6 asistir a la escuela.

En la exploracion fisica se
encontré un escolar en buenas
condiciones de nutricién, con
fiebre, eritema faringeo acentuado
y crecimiento generalizado de los
ganglios linféticos, asi como
ligera hepatomegalia y
esplenomegalia.

La biometria hematica se muestra
en el cuadro adyacente. Una
prueba de Paul Bunell fue
positiva.
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CASO 7 . o .
Paciente masculino de 15 anos HORPHOLOGY FLAGS i |
¢ aseginp'e 1 anzs 48 priicint il RNERTFY
edad con historia de palidez ¢ ANISO  ++
S craitis < 5 . CBC S MICRD ~ +
ictericia desde los 8 meses de H16.90  x103/pL WBC MACRO  +
edad. Intermitentemente ha tenido L 1.98  x108/yl REC VAR i
: L 6.0 g/dL  HGB HYPO ++
varios cuadros de dolor en en L 18.2 % HCT HYPER  +
: £ 3 92.0 fL Moy L SHIFT +
hlpoconero izquierdo y en la 0.2 pa  MCH ATYP
articulacion de la cadera derecha. L 32.8 gs/dL MCHC BLASTS
o H 19.5 % ROM OTHER
En la exploracion fisica se H 5.01 q/dL HDU OTHER  IG
o 4 S, ; 347 x103/pL FLT
LﬂLOT)[I'O un paciente d‘clgado. con 7.8 L mPY _
maxilar superior prominente y 49.7 Z  PDM RBC VOLUME '
p . - .27 %z PCT L tn-zon > f Y s :
crdneo ligeramente abembado. RBC FLAGS 2437 oo A : ‘
amAs ‘e " 3 DIFF - 103/ : }
gdur'\a‘s de palidez notable e e e has o | : ‘ =
ictericia moderada. L 7.8 LyMP 1.3 | HOB_CONC . S J L
5.6  MOND .95 ()-50 g/dL : :
El bazo no era palpable. ‘2 E0s b . "42. e, :
< y ., . .€ BRSO .09
Los datps dc? la biometria _vldg la 2 b =
electroforesis de hemoglobina se LI L 1.83 PLT VOLUME
= MPYT 6.4 RUERIE
muestran en los dos cuadros HBC FLAGS PROPS - R N BN RSS '
adyacentes.
Reticulocitos: 14%
Bilirrubina indirecta: 2 mg / dl
DIAGNOSTICO:
A2 S F Al

Caso '
Normal ‘

! ELECTROFORESIS DE HEMOGLOBINA
ACETATO DE CELULOSA
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CASO 10

Paciente femenino de 34 anos de
edad con historia de minima
ictericia desde la infancia.
diagnosticada como “‘hepatitis™.
En la exploracion fisica se
encontrd una paciente en buen

=
6.64% x103/pl. WEC
H 7.14 x108/pL RBC
14.9 q/dL HGB

47.9 2 HCT S
L 67.0 fLoomey estado general y, fuera de minima
L 20.8 pg  MCH i 7 )
L 3.0 974l MCHC ° ictericia, asintomadtica y normal.
L L % Rou La biometria hemdtica se muestra

3.00 gsdL  HDW T

203 d03/pL PLT i ; R en el cuadro adyacente.

10.6 fLooney e

43.5 % PON RBC YOLUME . Reticulocitos: 2%

= 4 PeT (0-200 fL) - ? H Hemoglobina A2 por

REC_FLACS 0602 oA L
S6.5 HEUT  3.75
4.7 LR 2.30

cromatografia en columna: 5.2%

wecowc L (Normal 2.5-3.5 %)

:-z ggo -gg (0-30 g/dLy : Hierro sérico normal.
& saso .04 - Bilirrubina indirecta: 1.5 mg/ dl
2.3 LuC .15 . < ;-
LI 202 Lpba yi . PLT VOLUHE Pruebas de funcion hepatica
HPXI 2.4 . e 0-20 fL) normales.
WBC FLARGS 0000 (R o0 2o 2o e on a2 g
DIAGNOSTICO:
CASO 13
Paciente femenino de 32 anos de
edad con historia de ictericia
e variable desde el nacimiento.
8.44  x103/uL WEC En la exploracién fisica se
4,52  x108/pl REC ST 5
14.4 9/dL HOB encontré mod.erada
41.8 % HCT esplenomegalia.
92,7 L Moy ; A i
H 31.9 pg  MCH La biometria hematica se muestra
H 324.5 9/7dL  MCHC | o .
Ho15.6 % REN en el cuadro adyacente.
Eég %g'; i ﬁf# Reticulocitos 8%
X p .gs . . .
10.5 L HPY : : Bilirrubina indirecta: 2.5 mg / dl
42.2 Z  PDM RBC VOLUME : 3 s B
30 % peT C0-200 fL> © ' i Su padre y dos de sus cinco
RBC _FLACS 0100 : : hermanos mostraron un cuadro
2 DIFF :xi03/y : . =
76.7  NEUT  6.47 i ) : similar.
15.4  LYMP  1.30 s 8 :
S.1 MONO W43
.7 EOS .06 DIAGNOSTICO:
.6 BRSO .05
1.5 Luc =13
LT 2.24
MPRT 2.6
WBC FLAGS 0000
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CASO 16

Paciente de sexo masculino, con historia de alcoholismo crénico y cirrosis alcohélica en etapa terminal. Una semana
antes de ser estudiado presenté palidez notable y aumento de ictericia. La biometria hematica mostré Hb: 5.2 g / dl;

VGM: 94; CMHG: 33.5; reticulocitos: 15%

DIAGNOSTICO:

CASO 19

Paciente de sexo femenino de 4
anos de edad, con historia de
acentuada palidez e ictericia desde
los seis meses de edad.

En la exploracion fisica se
encontré esplenomegalia muy
notable, frente abombada y
maxilar superior prominente,
ademds de intensa palidez e
ictericia.

La biometria hematica y la
electroforesis de hemoglobina se
muestran en los cuadros
adyacentes.

Bilirrubina indirecta: 4.5 mg / dl
Hemoglobina A2: 6.2 %

Hierro sérico: 340 ng / dl

CTF: 340 ng/ dl

IS: 100%

201

x103/pl.

uBC

[ -

H 14.320

L 1.6V x108/pl. RBC

L 3.8 9/dL. HGB

L 11.6 % HCT

L 78.3 fl MCY

L 23.8 P9 MCH

L -32.9 9/dL MCHC :

H 27.0 pd RDW

H 4.79 ZdL HDW
192 x103/pL PLT

L 6.3 L MPY
635.0 Z POU
12 “ PCT

RBC FLAGS 3626

55.8  NEUT 7.98
26.9%  ILYMP 32.064%
7.8 MONO H 4.4l
3.u EQS L43

RBC VOLUME
<0-200 fLD

HGB CORC

C0-50 q/dL)>

Ak

A2 S F Al

Caso ‘
Normal ‘

H  6.ix BRSO H  .G97*
H A.S5H LUC H -l
LI L Ll.20% PLT VOLUME
MPXI .3 C0-20 fL)
HBC FLAGS 3001
DIAGNOSTICO:
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CASO 22

Paciente de sexo masculino de 32
anos de edad con historia de
sindrome de mala-absorcion
intestinal de un afo de evolucién.
Tres meses antes de ser estudiado
empez0 a presentar palidez y
astenia.

La biometria mostré los datos que
se observan en el cuadro
adyacente.

Reticulocitos: 0.1 %

DIAGNOSTICO:

CASO 24

en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello

202

:

2.
2

o

-
=
&
SRS EYENRAR A}

T X Txreer
w
n

LI
MPXT
WBC FLAGS

x103/pL WBC
x106/pL. RBC
g/dL  HCB
“ HCT
fL MCY
pg MCH
37dL MCHC |
“ RDW
3/dL  HDW
x103/pL PLT
fL MPY
z PDU RBC VOLUME
“ PCT (0-200 fLO>
2200 o Ve
DIFF "~3203.7pl) |
LYMP 1.91% HGB CONC :
MONO L «15% <0-50 g9/dL> :
EOS 0@k vorerr AT :
BRSO 02% :
Luc . 05% S
L 1.03% PLT WOLUME
-8.4 | (0-20 fLD
3044 o PSR

Paciente de sexo masculino, de 36 afios de edad, natural de la selva de Chiapas y con antecedente de desnutricién grave.
Un mes antes de ser estudiado desarrollé un cuadro febril con grave ataque al estado general.
En la exploracion fisica se encontré un paciente en muy mal estado general, desnutrido, con hepato y esplenomegalia

acentuadas.

La biometria hemdtica mostré pancitopenia severa. (Frotis de médula Gsea).

DIAGNOSTICO:
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CASO 25
— s I I e NS SN SO Paciente de sexo femenino de 34
: i afos de edad, con historia de
: ictericia fluctuante desde el afio de
607 :,/p,_ oo b edad y ocasionales crisis
;;92 "3‘/';{0'- Sé'g _ dolorosas en las articulaciones de
41.0 Z HCT la cadera. En una ocasion presento
B84.0 L MCy X . I
29.1 pg. IMoR b = g hematuria no habiéndose
« s - R ’1 . determinado la causa.
2.45 g/l HOW LI S ok En la exploracion fisica se
178 x403/pL FLT HE . e o i -
) : encontrd ictericia conjuntival
£ VLU z . .
?g’:auquEE minima y ligera protrusion del
s S maxilar superior.
La biometria hematica y
HCEB CONC ; :
electroforesis de hemoglobina se

<0-50 q/dk) i
U e T i muestran en los cuadros
“ adyacentes.
Reticulocitos: 6 %

Induccién de drepanocitos: +

uBWidy | PLT VOLUME
he< (120 FLD

C DIAGNOSTICO:
A2 S F Al
Caso ‘ i
Normal '
CASO 28

Paciente de sexo femenino de 63 afios de edad, de origen inglés. con historia de gastritis de 8 anos de evolucién. Un afio
antes de ser estudiada empez0 a presentar palidez progresiva y en el tltimo mes presento ligera ictericia. En la biometria
hemidtica se encontré Hb: 4.3 g / dl; VGM: 145; CMHG: 33.1; reticulocitos: 0.2 %; leucocitos: 3,400; plaquetas: 80,000
(Frotis de médula 6sea)

DIAGNOSTICO:
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CASO 46

Paciente masculino de 34 afios de
edad, con historia de minima
ictericia desde el primer afo de
vida. )

En la exploracion fisica se
corroboro la ictericia.

La biometria hematica mostr6 los
datos que se observan en el cuadro
adyacente.

Reticulocitos: 2.5%

Bilirrubina indirecta: 2.3 mg
Bilirrubina directa normal.
Electroforesis de hemoglobina
normal.

Hemoglobina A2 normal.
Hemoglobina fetal normal.

DIAGNOSTICO:

CASO 49

Paciente de sexo femenino de 54
afios de edad con historia de
minima ictericia intermitente
desde la ninez.

En la exploracién fisica se
encontrd una paciente sin
alteraciones visibles.

La biometria hemadtica mostro los
datos que se observan en el cuadro
adyacente.

La electroforesis de hemoglobina
también se muestra al lado.

La induccidn de drepanocitos fue
negativa.

DIAGNOSTICO:

204

:

9.77  x103/pL WBC
H 6.84  x108/pL RBC
14.4 g/dL  HGB
45.3 % KCT

L €6.2 LMoY

L 21.0 pg MCH

L 31.8 grdl  MCHC §

H 14.7 %Z  ROM
2.95 g/dL  HOMW
x103/p PLT

RBC VOLUNME
(N=-200 fL.>

HGB CONC
(0-50 g/dL>
2.6  LUC .25
L 2.26 ctbay 4 PLT VOLUME
MPXT -5.7 i ail.c0-20 fL)
WBC FLRAGS 0000 o A yos,
MORPHOLOGY FLAGS
S
ANISU  +
HICRO  ++
9.29  x102/pl. UBC MACRO
H 6.39  x106/pt RBC VAR
14.5 9/dL  HGB HYPO +
44.5 % HCT HYFER
L 69.8 L HoV L SHIFT
L 22.7 pg MCH ATYP
L 3.6 gs/dL  MCHC BLASTS
H 16.4 4 ROW OTHER
2.38 q/dL HOM OTHER  PLT
L 48% x103/pL PLT
10.0% fL Py
56, 4% Z  POM RBC VOLUME
L .05 % PCTY (0-200 fL
RBC FLRGS 1603 o Paraa
62.3 NEUT  5.79 oo o :
26.4 LYNP  2.45 5 :
5.9  MONO .55 (0-50 g9/dL> :
2.2 EQS .20 R S L s SR o
.6 BRSO .05
2.7 LUC .25
LI L 1.81 PLT VOLUMNE
1.6 (0-20 fL)
uec 9333 1000 -kﬂ?r!b@«‘.‘nr&h»y.
A2 S F Al
Caso ‘
Normal '
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CASO 61

Paciente de sexo femenino de 32
afios de edad con historia de 6
meses de evolucion con dolores
articulares. Hace 1 mes se agrego
palidez e ictericia.

En la exploracién fisica se
encontré una paciente en buenas
condiciones generales, pélida y
con moderada ictericia.

La biometria hematica mostré los
cambios que se observan en el
cuadro adyacente.

Reticulocitos: 35%

Prueba de Coombs positiva.
Bilirrubina indirecta: 3 mg
Anticuerpos anti DNA y
antinucleares positivos.

DIAGNOSTICO:

CASO 67

Paciente masculino de 31 anos de
edad con historia de palidez
acentuada, astenia, petequias,
sangrado nasal y gingival desde
los 8 afios.

En la exploracion fisica se
encontrd un paciente de baja
estatura, delgado, con zonas de
hiperpigmentacion cutdnea y
dedos pulgares hipopldsicos.

Los datos de la biometria
hematica se observan en el cuadro
adyacente.

Corte histolégico de médula osea
y cariotipo incubado con
mitomicina.

DIAGNOSTICO:

205

CBC
H 23.63% x103/uL WEC
L 4.95 x108/pL RBC
L &.7 3/dL HGB
L 20.2 v HCT
H 104.3 fL MCcY
H 34.3 [L] MCH
L 3.9 q/dL MCHC
H &5.9 % ROW
H 6.43 g9/dL HOM
ars x102/pL PLT
8.6 fL MPY
S4.8 7 POW
.24 “ PCT
RBC FLACS 3228

7 DIFF " x103/y

PERCK

REC VOLUME |
(0-200 FLY G

L 29.3% NEUT H 9.28+ :
47.6% LYMP H 41,25+ HCE CONC
T.9% MONC H 1.86¥ (0-50 g/dL)
1.9% EOS R gl
H c.6% BRSO H L2
Zodw LUC H  .80% i
LI 2.2 . PLT VOLUME
MPYT 2.2 g 0-E0 LD
WBC FLAGS 4071 ' e s TS
TR
L 1.04 x103/pL HEC
L 1.37 x406/1t. REC )
Lt S g9/dL  HGB i
L 1s.2 7 HCT
H 118.4 fL ey
H 37.3 P9 MCH :
L 31.6 qzdL  MCHC
H 18.5 “® RO :
2.49 sl HOMW i gy S R
L 16+ x101/pL PLT ([ P i
L 7.0m nev H '
H 68.1% % PDN RBC VOLUME !
L .0i% “ CT (5200 fL3 - I
REC FLACS 2200 : i
< !
45.4% NEUT L .47% o {
39.8« LYMP L .41+ HEA CONC i {
8.6+ HMONO L .09% -5y q/dl) | ]
2.0% EDS L0 e lnd o bl ¥ ey SRR
1.3% BASD L01%
. .03%
EIS* e L 4.26% FLT VOLLRIE :
HPKL oz | (0-g0 41> i
WBC FLAGS 144 AR T L R L S (|
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CASO 68

Paciente de sexo femenino de 16 afios de edad con historia de dolor y tumefaccion en articulaciones de las may)s asi
como lesiones eritematosas en la cara después de exposicién al sol, de dos meses de evolucion.

En la exploracién fisica se corroboraron estos datos.

La biometria hematica mostré minima anemia (11.9 g/ dl) normocitica normocrémica, leucocitos totales normales con
moderado aumento de linfocitos granulares, y plaquetas de 120.000.

Entre otras pruebas se realizé un estudio para células LE que corresponde a la laminilla mostrada.

DIAGNOSTICO:
CASO 79
Paciente de sexo masculino de 19
afios de edad quien 12 horas :
cfespucs dg habfr comido una T a07 xm,/p,_ WEC
“gran cantidad” de tacos al pastor, L 3.22  x105/pL RBC
. L 10.2 /dL HGE
desarroll6 un cuadro de fiebre, L 3.9 T e
" ; : H 99.1 LMoy
dolor muscular, palidez y orina H 318 0 MoH
oscura. L 3.4 g/dL MCHC
; - H 1.8 RDW
Inmediatamente se le realiz6 una H 32.75 q/dl_ HDW
. y fi 181 x103/pL PLT
biometria hemadtica cuyos datos se 3.2 L MY
observan en el cuadro adyacente. S0.6 #z  POM ROCVOLUNE.
.15 % PCT 0-200 FLY
RBC_FLAGS 2810 :
4 . % DIFF X103y
DIAGNOSTICO: L 40.0 NEUT L 1.63
47.2  LYMP  1.92 HGB CONC |
6.8  MONO .28 | C0-50 a/dL)
1.2 EO0S .05 il :
H 2.4 BRSO .09
2.7 LUC A4 Lol
LI L 1.64 . PLT VOLUME 4 :
MPYXI ol ‘ bd ((1-20 L) s BAEC
WBC FLRGS 2000 (e g o 2o e} T e Ty r
CASO 83

Paciente de sexo masculino de 38 afios de edad con un cuadro de 5 meses de evolucién caracterizado por palidez
progresiva y orina de color café oscuro por las maiianas. El paciente desarrollé, un mes antes de ser estudiado, un cuadro
diagnosticado como trombosis de las venas suprahepdticas.

En la exploracion fisica se encontré un paciente palido y con hepatomegalia secundaria a la trombosis venosa descrita.
En la biometrfa hematica se encontré hemoglobina de 9.6 g / dl, VGM de 68, HGM de 22, CMHG de 30.2, reticulocitos
de 7%, leucocitos y plaquetas normales. Hierro sérico 22 pg con un indice de saturacién de 9%. Una prueba de Ham
(hemdlisis dcida) fue positiva.

Frotis de sedimento urinario tefiido con la técnica de Perls.

DIAGNOSTICO:

Carrillo-Farga, Joaquin, (2000) “Manual de casos Clinicos II y II”. Diplomado
Internacional Hematologia en el Laboratorio Clinico”. Editorial Latinoamericana Cibercell.
México,D.F.
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SERIE BLANCA

CASO 3
Paciente masculino de 46 afios de
edad con historia de dos meses de
evolucion con pérdida de 5 Kg de
peso, fiebre, sudoracién nocturna Hipa.6 Al s
L 2.97 i85/l REC
y dolor 6seo. L 11.2x  a/dL  HGE
o s L 32.5 2 HCT
En la exploracidn fisica se 235 P
— 5 . : 23.2 >3 MCH
encontro moder.adg hepatomegalia = ol nac
y esplenomegalia importante. H o 20.2 % ROM
. : o : .66 3/l HOM
La biometria hemdtica mostré los W hE  sdetsw PLT
. : o 3.6 fLoonPY
datos que se observan en el Wi S e BEE VOLUNE
cuadro adyacente. Ho.58 %z PCT €0-200 FL)
: ; ° REC FLAGS 2203 oo
Reticulocitos 1.2% % DIFF x1932y )
H o TS.4%  NEUT H |
13,54 LYMP H HGB CONC
DIAGNOSTICO: L .9 MOMOH €0-50 a/dL:
Z.6% EOS H 5,78k oo AEESL i
H 16.4% BASO H 36.91# oo {
1.7+ LUC H 3.87* -
LI L 4,28+ PLT VOLUME i
Lt H 23.2* <(0-20 fLY . ; EAST
WBC FLAGS 4044 o Spp—— o ] R sy "
 d
CASO 6
e essmess ) Paciente masculino de 74 anos de
; edad con historia de crecimiento
: moderado de los ganglios
CEC : o vy "
H 67.72, x103/pL HEC linfdticos del cuello, de un afno de
Iérg x;g;[uL :FE evolucion.
49.3 % HET En la exploracion fisica se
H 104.0 LMoy ; ,
H 33.7 pa  MCH ; encontrd crecimiento
L g W R Ee : generalizado, de minimo a
2.20 g/l HOM RN S moderado, de los ganglios
L 443%  xd03/pl PLT HC s .
10.3 fL MPY linfdticos, asi como
44.6 % PDM RBC VOLWHME s A
ik L e a0t Pl esplenomegalia n‘nmma’.
RBC FLAGS 0200 oo v Los datos de la biometria
103/ 55
L 14. NEUT 7.93 hemadtica se muestran en el cuadro
H 792.3% LYMP H 53.74% HGB CONC adyacente.
L 2.0 HOND H 1.34 (U-50 3/dL> ?
.2 EO0S LU R ot R
H  2.6% BRSO H L1.77#
H Ser LG B 4ot DIAGNOSTICO:
LI L 1.02+ PLT VOLUME
MPXT 2.4 Lo (0-20 fLD
WBC FLAGS 3001 s, ST
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HORPHOLOGY FLACT
PRRANETERISUSH
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CASO 33

Paciente de sexo masculino de 36
afios de edad, con una historia de
4 meses de evolucion con palidez
y astenia.

En la exploracién fisica se
encontré un paciente en buen
estado general, pdlido y con ligera
esplenomegalia.

Los datos de la biometria
hemadtica se muestran en el cuadro
adyacente

DIAGNOSTICO:

CASO 36

Paciente de sexo femenino de 5
anos de edad con una historia de
palidez progresiva y sangrado
nasal frecuente de 3 semanas de
evolucion.

En la exploracion fisica se
encontré una paciente febril, en
malas condiciones generales,
pélida y con petequias cutdneas
generalizadas.

Los datos de la biometria
hematica se muestran en el cuadro
adyacente.

(Frotis de médula dsea).

DIAGNOSTICO:
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MORPHOLOCY FLAGS
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CASO 39

Paciente de sexo masculino de 10
anos de edad, con una historia de
astenia, palidez y disnea de tres
semanas de evolucion. En una
radiografia lateral del térax se
encontré una gran masa en la
regién del timo.

La biometria hematica mostré los
datos que se observan en el cuadro
adyacente.

Reticulocitos: 0.4 %

DIAGNOSTICO:

CASO 81

Paciente de sexo mascugho de 71
afios de edad con historia de
“policitemia” tratada con sangrias.
Los estudios para evaluar
patologia pulmonar, cardiovascu-
lar o tumoral fueron negativos. El
paciente no era obeso y no
fumaba.

Los datos de la biometria
hematica se muestran en el cuadro
adyacente.

DIAGNOSTICO:

Carrillo-Farga, Joaquin, (2000) “Manual de casos Clinicos II y II”. Diplomado
Internacional Hematologia en el Laboratorio Clinico”. Editorial Latinoamericana Cibercell.
Meéxico,D.F.
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CASO 26

Paciente de sexo femenino de 26
anos de edad con historia de tres
meses de evolucion con dolor
articular, sangrado nasal ocasional
y petequias cutdneas.

En la exploracion fisica se
encontrd una paciente en buen
estado general con algunas
petequias en el tronco v los
miembros inferiores.

La biometria hematica mostro los
datos que se observan en el cuadro
adyacente.

Células LE +

(Frotis de sangre y médula dsea)

DIAGNOSTICO:

CASO 43
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HEMOSTASIA
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Paciente de sexo femenino con un cuadro clinico de 2 semanas de evolucién caracterizado por palidez, cqux’m(‘is.
petequias y cambios mentales importantes, habiendo llegado a presentar un cuadro psicotico.

En la exploracién fisica se encontré una paciente palida, incoherente, con numerosas petequias y equimosis.

La biometria hemdtica mostré anemia (8.2 g / dl) con VGM de 65 y CMHG de 34.1 Reticulocitos: 17%

DIAGNOSTICO:

Carrillo-Farga, Joaquin, (2000) “Manual de casos Clinicos II y II”. Diplomado
Internacional Hematologia en el Laboratorio Clinico”. Editorial Latinoamericana Cibercell.

México,D.F
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ANEXO 05
PRACTICAS COMPLEMENTARIAS
FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA

LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
“INDUCCION DE DREPANOCITOS”

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a realizar correctamente la prueba de induccion de drepanocitos e
identifique la utilidad diagnostica de dicha induccion.

FUNDAMENTO:

Cuando la tension parcial de oxigeno es baja, los eritrocitos que contienen hemoglobina S
adoptan la forma de hoz, falciforme o de drepanocito por formacion de polimeros de
desoxihemoglobina, que ocasionan la deformacidn intensa de los eritrocitos. EI fendmeno es
reversible y depende de la tensién parcial de oxigeno: pobre oxigenacién = drepanocitos;
oxigenacion normal = eritrocitos normales. En el laboratorio podemos inducir la formacion
de drepanocitos mezclando la sangre problema con un agente reductor como el metabisulfito
de sodio y sellando la preparacion para impedir la entrada de oxigeno.

GENERALIDADES:

Cuando la tension parcial de oxigeno es baja, los eritrocitos que contienen hemoglobina S
adoptan la forma de haz, falciforme o drepanocito por formacion de polimeros de
desoxihemoglobina, que ocasionan la deformacién intensa de los eritrocitos. EI fenémeno es
reversible y depende de la tension parcial de oxigeno: pobre oxigenacion= drepanocitos,
oxigenacion normal= eritrocitos normales. En el laboratorio podemos inducir la formacion
de drepanocitos mezclando la sangre problema con un agente reductor como el metabisulfito
de Na y sellando la preparacion para impedir la entrada de oxigeno.

Cuando los hematies se exponen a poderosos agentes reductores, se observa tendencia a
constituir células en media luna, es decir, en forma de haz 0 mas corrientemente, espinas y
filamentos irregulares con aspecto de hoja de acebo. Se han observado drepanocitos en frotis
vaginales de mujeres con anemia falciforme. ElI fendmeno drepanocitico refleja la
cristalizacion de la hemoglobina en esa forma caracteristica. Los drepanocitos apareceran al
cabo de pocas horas en el caso de la anemia falciforme y tardaran algo mas de tiempo en el
rasgo falciforme hereditario. Se han observado reacciones drepanociticas fiables cuando la
concentracion de hemoglobina sanguinea es muy baja o existe policitemia.

ANEMIA DREPANOCITICA: se caracteriza por la presencia de eritrocitos falciformes en la
sangre determinados por un gen Hb S transmitido en forma homocigota. Los eritrocitos
contienen hasta un 80-100% de Hb S, el resto es HbF, en tanto que la HbA falta por completo.
La mayoria de los pacientes sufren una anemia intensa, con hepatoesplenomegalia y
tendencia a la trombosis. Por lo general, la anemia drepanocitica se descubre en la infancia y
las personas afectadas de ella rara vez viven més alla de la juventud. La hemoglobinopatia
drepanocitica se da principalmente en negros o personas de antecedentes negros. La
sintomatologia varia ampliamente como cabe esperar de una enfermedad que cursa con
hemdlisis, anemia y oclusion vascular. De vez en cuando se presentan episodios agudos
caracterizados por fiebre, dolor abdominal, o articular,
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leucocitosis e ictericia. En algunas ocasiones la neumonia forma parte de la crisis. La
osteomielitis, la meningitis neumocdcica y la septicemia son complicaciones frecuentes. En
la infancia se observa esplenomegalia, pero en afios posteriores a ella el bazo va
disminuyendo de tamafio. Hay presencia de hematuria y la anemia suele ser grave. El lab.
Nacional de estadarizacion de hemoglobinopatias ha recomendado que se emplee la
electroforesis en acetato de celulosa como procedimiento basico de todos los programas de
orientacion y deteccion de la anemia falciforme. Cuando se aprecia mas HbS que HbA, se
debe sospechar una interaccién con la talasemia.

Por lo general, la anemia es grave y esencialmente normocrémica y normocitica. Un frotis
de sangre muestra anisocitosis, poiquilocitosis, células blanco, policromasia, y a menudo
eritrocitos nucleados. Pueden observarse algunos drepanocitos, pero se hallan con mayor
facilidad después de incubar una gota de sangre con algun agente reductor. Si se examina al
microscopio alguna preparacion himeda de sangre reducida se descubren los drepanocitos.
Pude haber leucocitosis trombocitosis moderada. La médula 6sea muestra hiperplasia
eritroide. La electroforesis de la hemoglobina muestra que no hay HbA; predomina la HbS
con una cantidad variable de HbF. El diagnostico clinico puede confirmarse por la prueba de
los drepanocitos y por electroforesis de la hemoglobina. Esta Gltima ayuda a distinguir las
anormalidades mixtas. Los estudios familiares también ayudan a aclarar el diagnostico
diferencial entre un estado homocigoto y un doble heterocigoto. No hay tratamiento
especifico alguno. La transfusion puede beneficiar temporalmente y los sintomas deben
tratarse segun aparezcan. Debe tenerse cuidado de evitar cualquier estado en el cual pueda
aparecer anoxia, en particular la aviacién, el buceo u otros. Se han ensayado numerosos
métodos para prevenir las crisis de drepanocitemia con grado variable de éxito, segin se ha
informado. Estos incluyen conversién de la hemoglobina corporal a metahemoglobina,
disminucion tentativa de la tonicidad intracelular mediante transfusion de agua,
administracién de una gran cantidad de alcalis y separacion tentativa de los enlaces
hidrofobicos mediante transfusiones por zonas.

Otros padecimientos por drepanocitosis: rasgo drepanocitico, enfermedad drepanocitica con
hemoglobina C, talasemia-drepanocitosis.

Rasgo drepanocitico: la drepanocitemia es la hemoglobinopatia méas frecuente en estados
unidos. Este proceso heterocigoto se encuentra aproximadamente el 9% de individuos
americanos de raza negra. En circunstancias normales no hay signos clinicos de enfermedad
ni anomalias hematoldgicas. Sin embargo una acidosis o una hipoxia producidas por vuelos
aereos, infeccion respiratoria, anestesia o insuficiencia cardiaca congestiva pueden causar
una crisis drepanocitica y complicaciones vasculares con infartos viscerales, incluyendo
hematuria. En adultos con este rasgo hereditario se observa incapacidad para concentrar la
orina. Esta enfermedad protege a los nifios de los efectos letales del paludismo falciparo, lo
que puede explicar la mayor distribucion de la HbS en Africa central. Las extensiones tefiidas
son normales, excepto acaso algunas células diana. La formacion de células falciformes es
positiva y casi todos los hematies se convierten en falciformes finalmente. La prueba de
solubilidad es positiva.

Enfermedad de la hemoglobina C: la enfermedad homocigotica de la hemoglobina C es una
anemia hemolitica leve con esplenomegalia, que a menudo es asintomatica, pero a veces
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ocasiona ictericia y molestias abdominales. En estados unidos, 0.02% de la poblacion de raza
negra tiene enfermedad de HbC. En la sangre se observa una anemia leve normocrémica y
normocitica con una mezcla de microcitos y esferocitos, un aumento minimo de los
reticulocitos y numerosas células diana. La fragilidad osmotica es difasica, con aumento y
disminucion. En la extension tefiida pueden apreciarse cristales hexagonales o en forma de
bastocintos en los hematies, sobre todo después de una esplenotomia o si la extension se ha
secado despacio. EI VCM es normal o esta disminuido y la CHCM es normal o esta
incrementada. La reticulocitos es menor de lo esperado, probablemente a causa de la
desviacion a la derecha de la curva de disociacion de la oxihemoglobina.

Talasemia-drepanocitosis: este trastorno se parece clinicamente a la anemia drepanocitica.
Los estudios de laboratorio muestran células blanco en el frotis de sangre, y en la
electroforesis generalmente se encuentran HbA, al igual que HbS y HbF.

Se cree que las hemoglobinas S, C, D y E son polimorfismos, ya que su frecuencia es superior
a la que podria pronosticarse por simple mutacion. Existen en forma homocigoética y
heterocigotica y afectan la cadena .

EQUIPO:
Microscopio.

MATERIAL.:

a) Biologico: Sangre obtenida con EDTA.

b) De laboratorio: Portaobjetos
Cubreobjetos
Pipetas Pasteur
Gradilla
Palillos de madera
Aceite de inmersion
Metabisulfito de sodio al 2% recién preparado
Parafina fundida
Hisopos de algodén

TECNICA:
1. Poner una gota de metabisulfito de sodio al 2%, recientemente preparado, enun
portaobjetos.
2. Agregar una gota de sangre problema y mezclar con un palillo de madera.
3. Tomar una gota pequefa de la mezcla y colocarla en el centro de un portaobjetos.
4. Cubrir la gota con un cubreobjetos.
5. Con la parafina fundida y usando un hisopo a manera de pincel, sellar cuidadosamente

el contorno de un cubreobjeto. Observando por el reverso del portaobjetos, verificar
que no queden orificios por donde pudiera entrar oxigeno.

Dejar en reposo.

7. Observar al microscopio a los 30 y 60 minutos, y posteriormente, a las 24 horas.

o
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INTERVALOS DE REFERENCIA:
Induccion de drepanocitos: Negativa.

NOTA:

La positividad de la prueba confirma la presencia de hemoglobina S ya que solo los eritrocitos
que la contengan adoptaran la forma semilunar. La cantidad de drepanocitos observados y el
tiempo en el que se formen sera proporcional a la cantidad de hemoglobina S presente. En
los homocigotos y en la mayoria de los heterocigotos, la positividad se manifiesta a la hora;
sin embargo, no se debe considerar negativa una prueba hasta las 24 horas. En caso de
positividad, se recomienda practicar una electroforesis de hemoglobinas.

FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
“DETECCION DE DEFICIENCIA DE GLUCOSA 6-FOSFATO DESHIDROGENASA”

OBJETIVO(S):

Que el alumno realice la prueba para detectar la deficiencia de glucosa 6- fosfato
deshidrogenasa preparando controles normales y positivos, y los resultados compararlos con
alguna patologia en donde exista la deficiencia de dicha enzima.

FUNDAMENTO.

Cuando existe deficiencia de la enzima glucosa 6- fosfato deshidrogenasa, se presentan
cuadros de hemdlisis. En general ésta enzima, con funcién disminuida, es suficiente para
contender con las cantidades de oxidantes presentes de manera basal en el organismo.

Sin embargo, cuando la cantidad de oxidantes aumenta, por ingestion de medicamentos o
alimentos, o bien por la produccién de oxidantes endégenos en el curso de infecciones, el
mecanismo antioxidante puede ser insuficiente.

En el laboratorio la enzima debera ser medida antes o después de las crisis hemoliticas,
porque si se miden en el momento de la crisis, habra una mayor cantidad por el nimero de
reticulocitos que se estan sintetizando.

Para que se lleve a cabo el cambio de estado del i6n férrico a ferroso, se requiere de una
oxidacion que en éste caso la solucion de nitrito de sodio-dextrosa la lleva a cabo y el sulfato
de azul de nilo es un donador electrdnica artificial que verifica si la glucosa 6- fosfato
deshidrogenasa reduce al NAD para producir NADH.

GENERALIDADES:

Aproximadamente el 5% de la glucosa celular ingresa a la via oxidativa HMP, un sistema
auxiliar para producir sustancias reductoras. Esta via produce NADPH vy glutation. El
glutatién reducido protege a la célula contra cualquier lesion oxidante permanente. Los
oxidantes dentro de la célula oxidan a los grupos sulfhidrilo de la Hb, a menos que los
oxidantes sean reducidos por el GSH. Existe un proceso de reduccién que oxida al glutation,
el cual a su vez es reducido nuevamente a GSH mediante valores adecuados de NADPH. La
falla para mantener el poder reductivo a través de valores GSH o NADPH produce oxidacion
de los grupos sulfthidrilo de la hemoglobina seguido por una desnaturalizacion y precipitacion
de la Hb en forma de cuerpos de Heinz. Estos se adhieren a la membrana celular y son
removidos de la célula junto con un fragmento de la membrana por los macrofagos en el
bazo. En caso de que grandes porciones de esta membrana sean dafiadas de esta manera, la
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célula completa suele ser eliminadas. El glutation reducido también es responsable de
mantener los grupos sulfhidrilo de la membrana, lo cual resulta en membranas celulares
débiles. La disminucion celular de ATP logra presentarse debido al aumento en el consumo
de energia por la bomba de cationes.

Los cuerpos de Heinz no se tifien con los colorantes de Romanowsky, pero es posible
observarlo con tinciones supravitales o con microscopio de fase en la célula viva. Se
presentan como masas redondas de 2 a 3 mm inmediatamente por debajo de la membrana
celular, o fija a ésta. Los cuerpos de Heinz estan constituidos por HB desnaturalizada
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agregada. Se presentan en enzimopatias, toxinas o farmacos que afectan a la Hb, trastornos
de Hb inestables y después de esplenectomia. Los cuerpos de Heinz aparecen en las primeras
etapas de la hemdlisis farmacoinducida en personas con deficiencias de glucosa 6- fosfato
deshidrogenasa.

Las personas con deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa deben evitar los farmacos
“oxidantes”. Las transfusiones deben utilizarse solo en los casos muy graves de deficiencia
de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa como el fabismo. Las manifestaciones clinicas de
deficiencias hereditarias de enzimas eritrociticas pueden ser:

hemolisis episddica por expansion a oxidantes o infeccion
anemia hemolitica crénica (anemia no esferocitica hereditaria)
hemolisis aguda después de ingerir habas (fabismo)
metahemoglobinemia

ictericia neonatal

R/ 7 X/ X/
RSAIR X IR X I X4

X/
X4

L)

La accion intensa de los oxidantes hace que se forme hemoglobina desnaturalizada y cuerpos
de Heinz, de modo que los eritrocitos se vuelven menos deformables y pueden ser destruidos
mas facilmente por el bazo. La deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa es un trastorno
ligado al sexo. De manera tipica, la hemdlisis farmaco inducida comienza uno a 3 dias
después de la exposicién al medicamento y puede acompariarse de dolor en abdomen o dorso.
La orina puede adquirir color oscuro, incluso negro. La hemolisis surge especialmente en
personas con neumonia o fiebre tifoidea. La hemolisis puede ser fulminante en enfermos con
deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y fiebre maculada de las montafias rocosas.

El fabismo puede ser una de las consecuencias mas graves de la deficiencia de glucosa 6
fosfato deshidrogenasa. La hemolisis surge en cuestion de horas a dias de haber ingerido las
habas. La orina adquiere color rojo u oscuro, y puede surgir a muy breve plazo choque que a
veces es mortal. Es mas comun en nifios y suele surgir con variantes que causan deficiencia
intensa.

La ictericia puede ocurrir en algunos neonatos con deficiencia de G6PD sin signos
inmunoldgicos de incompatibilidad materno fetal. La ictericia puede ocasionar Kernicterus y
retardo psiquico.

Las personas con deficiencia de G6PD deben evitar farmacos patdégenos como:
sulfametoxazol, fenazopiridina, nitrito de isobutilo, naftaleno, oxidasa de urato. La infeccion
o el tratamiento con farmacos, oxidantes pueden desencadenar crisis hemoliticas y asi
identificarse la enfermedad. Los signos fisicos incluyen esplenomegalia y palidez. Algunos
enfermos tienen coluria, tal vez por el metabolismo de grupos hem libres o cuerpos de Heinz.

La deficiencia de G6PD ocurre mas frecuentemente en personas de origen mediterraneo y en
negros, y se hereda como caracter ligado al cromosoma X. EI homocigoto masculino y el
homocigoto femenino mas a menudo tiene evidencia clinica del defecto que el heterocigoto
femenino. Se han encontrado muchos alelomorfos mutantes de la enzima con
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caracteristicas clinicas distintas. La falta de la enzima es mas notoria en los eritrocitos mas
viejos y provoca cifras bajas de glutation reducido, causando un defecto en los mecanismo
de reduccion de la célula y volviéndola mas vulnerable a la lisis al ser expuesta a oxidantes,
substancias quimicas o substancias vegetales. Hay labilidad incrementada para la formacion
de cuerpos de Heinz. Una prueba de la deficiencia enzimatica es la incubacion de las células
con fenilhidracina; esto produce gran nimero de cuerpos de Heinz. Otras pruebas incluyen
el analisis directo de enzimas y la medicion de glutation reducido. Las pruebas deberan
ejecutarse después que el paciente se ha recuperado de la anemia; los reticulocitos y los
eritrocitos jovenes comunmente contienen una cantidad adecuada de enzima y pueden ser las
unicas células presentes después de un episodio de hemdlisis. Esto no se aplica al fabismo,
en el que hay deficiencia mas intensa de G6PD y disminucion enzimatica inclusive en los
reticulocitos.

Las observaciones de laboratorio realizadas durante periodos de hemolisis activa son las
propias de la anemia hemolitica en general. En el frotis sanguineo se observan poiquilocitos,
algunos esferocitos y células contraidas de forma irregular, que se tifien intensamente y
presentan una contraccién de la Hb desde una zona de la membrana celular. La deficiencia
de G-6PD se puede detectar con cualquiera de las pruebas de exploracion selectiva: la prueba
de reduccion del colorante, la del ascorbato-cianuro o de la mancha fluorescente. La
confirmacion se realiza con un andlisis cuantitativo.

EQUIPO:
Bafio maria a 37°C

MATERIAL.:
a) Biologico: Sangre obtenida con EDTA o Heparina
b) De laboratorio: 6 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
3 Pipetas seroldgicas de 1 ml
3 Pipetas seroldgicas de 1 ml
2 Pipeta serologica de 5 ml
Papel parafilm

TECNICA:

1. Agregar 2.0 ml de sangre a un tubo con 0.2 ml de reactivo combinado (Dextrosa

NaNO: + Azul De Nilo; solucion C). Mezclar por inversion 15 veces.

Preparar control normal, agregando 2.0 ml de sangre a un tubo sin reactivo.

3. Preparar control positivo, agregando 2.0 ml de sangre a un tubo con 0.1 ml de la
solucion (a) nitrito de sodio-dextrosa.

4. Incubar 3 horas a 37°C.

5. Al terminar la incubacion, preparar 3 tubos conteniendo cada uno 5 ml de agua
destilada, pipetear 1 gota 6 0.1ml de cada uno de los tubos incubados (problema,
control normal y control positivo). Mezclar suavemente.

6. Comparar los tres tubos.

no

INTERPRETACION:
A) Sangre normal dara un color rojo parecido al control normal.
B) Sangre deficiente dara un color café similar al control positivo.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA [BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
“ELECTROFORESIS DE HEMOGLOBINA”

OBJETIVO(S):
Que el alumno aprenda a realizar correctamente una electroforesis de hemoglobinas e
identificar su utilidad diagndstica.

FUNDAMENTO:

Los diversos tipos de hemoglobinas, como proteinas, toman la carga eléctrica del medio, por
lo que pueden, en un soporte adecuado, ser separadas por electroforesis. En ésta, las
hemoglobinas muestran velocidades de migracion definidas que dependen de la carga neta
de la molécula, del medio de soporte utilizado, del pH y de la fuerza ionica de la solucion
amortiguadora utilizada. Los ultimos tres factores pueden ser modificados para obtener los
resultados deseados en el laboratorio.

GENERALIDADES:

Electroforesis de la hemoglobina. Las moléculas de hemoglobina en solucion alcalina poseen
una carga negativa neta y se mueven hacia el anodo en un sistema electroforético. Aquellas
que presentan una movilidad electroforética mayor que las HbA a pH 8,6 se conocen como
«hemoglobinas répidas» y entre ellas se encuentra la Hb Bart y las dos mas rapidas, la HbH
y la Hbl. La HbC es la més lenta de las hemoglobinas comunes. Algunas hemoglobinas en
orden de movilidad creciente son HbA,E=0=C,G=D=S,F, A, K,J, laBart, N=1yH.

La eficacia de la separacion varia segun diferentes medios y tampones. Ninguno es Util y
adecuado para todas las separaciones y para fines de exploracion selectiva. Un método
practico para la electroforesis habitual de la hemoglobina es el acetato de celulosa en un pH
alcalino (Briere, 1965). Es un método rédpido y reproducible que permite separar las
hemoglobinas S, F, C, A y A.. La cuantificacion de las bandas principales se realiza
facilmente. Si existe una banda S, se debe realizar una prueba de solubilidad o del fenémeno
falciforme. Laelectroforesis en agar-citrato a pH acido (Milner, 1975) permite una separacion
de las hemoglobinas que migran junto con el acetato de celulosa: laSdelaDy G, ylaC de
la E y O (Schmidt, 1973). Cuando estos dos metodos se combinan con la electroforesis de
cadenas de globina en urea 6M, pueden identificarse muchas variantes de hemoglobina.
Como alternativa, la fijacion isoeléctrica en gel de poliacrilamida proporciona una marcada
separacion de muchas de las variantes de hemoglobina (Bunn, 1986).

La caracterizacion final de las hemoglobinas anormales escapa del objetivo del laboratorio
clinico. Consiste en la purificacion de la hemoglobina anormal con electroforesis en bloque
de almidon, en la realizacidn de experimentos de hibridizacion para determinar si la anomalia
reside en la cadena a o B y en la «impresion digital». En este altimo procedimiento, las
cadenas polipeptidicas se desdoblan por digestion enzimatica hacia péptidos que se separan
realizando una electroforesis en papel horizontal con cromatografia
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vertical posterior. Este mapa de péptidos o «prueba de la huella digital» se compara con el
preparado a partir de la hemoglobina normal, pudiéndose asi localizar el péptido donde
ocurre la anomalia. El péptido anormal se eluye y se determina su contenido de aminoéacidos.
La secuencia de aminoacidos se ha automatizado. Con la utilizacion de técnicas de genética
molecular, en la actualidad se puede determinar la estructura primaria o la secuencia de
aminoéacidos de las cadenas globina a través de la determinacién de la secuencia base del
MRNA o del DNA para las cadenas globina. Este tipo de analisis es menos laborioso que la
secuencia de aminodcidos clésica, y en cambio resulta tan fidedigno como ésta (Bunn, 1986).
Huisman (1977, 1986) ha revisado las técnicas de identificacion de las hemoglobinas.

Trastorno de la sintesis de hemoglobina:

La deficiencia de hierro difiere de otros tipos de anemia microcitica por tener un hierro
plasmatico bajo, saturacion disminuida de la transferrina, y un valor bajo de ferritina. Cuando
hay una disminucion importante en la concentracion de hemoglobina globular media (menor
de 28%), puede suponerse que su causa es la deficiencia de hierro. Los Unicos otros estados
que causan una reduccién similar en la CHCM son las hemoglobinopatias en las cuales los
grupos hemo se separan progresivamente de la molécula de hemoglobina y ocurre
sobrehidratacion del eritrocito debido a anomalias de las bombas de membrana. Sin embargo,
estos estados no se asocian con microcitosis. La eritropoyesis deficiente en hierro, debida ya
sea a deficiencia de hierro verdadera o a infeccidn, es también distinguible de otras anomalias
de la hemoglobina por proliferacion limitada de las células eritroides y una bilirrubina baja.

La anomalia en la sintesis de globina primaria mas comudn es un trastorno cuantitativo ya sea
en la produccion de la cadena alfa o beta como el que se encuentra en las talasemias. Las
talasemias difieren en gravedad, dependiendo en parte de si el paciente es heterocigoto u
homocigoto; sin embargo, hay factores modificantes de modo que el genotipo aparente no
siempre coincide con el fenotipo. En la talasemia menor (heterocigoto), el unico hallazgo
puede ser microcitosis y un aumento en la cadena A2 (a2, ~2) o de la hemoglobina fetal. En
las formas mas graves de la talasemia hay fragmentacion del eritrocito (poiquilocitosis),
punteado y un aspecto hipocromico en el frotis de sangre. Las cavidades 6seas medulares
estan crecidas, causando deformaciones faciales, y el bazo crece progresivamente durante la
nifiez debido a su trabajo aumentado para catabolizar los eritrocitos. La hemoglobina fetal
(a2, 72) estda aumentada en la talasemia beta del homocigoto, mientras que la hemoglobina H
(~34) esta presente en la talasemia alfa. Otros estados parecidos a la tala- semia (hemoglobina
E y hemoglobina Lepore) difieren en que las moléculas de hemoglobina son estructuralmente
anormales, ademas de la disminucion en la sintesis de la cadena. En otros tipos de
hemoglobinas anormales, el trastorno de la fijacion del hemo lleva a destruccion de
hemoglobina intraeritrocitica e hipocromia consiguiente, pero poco o nada de microcitosis.
Como no hay manera conocida de mejorar la sintesis de células viables en estas anomalias
genéticas, el tratamiento es de sostén con transfusiones de eritrocitos y tratamiento apropiado
de las complicaciones como fracturas patologicas e hiperesplenismo.
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Criterios para el diagnostico de talasemia:

1. Anemia microcitica sin deficiencia de hierro
2. Otros miembros de la familia afectados

3. Eritropoyesis inefectiva

4. Anomalias de la hemoglobina

Los trastornos de la sintesis de porfirina estan representados por las anemias sideroblasticas.
La anomalia se reconoce por la presencia de sideroblastos mitocondriales frecuentes en la
médula dsea. En algunos pacientes hay una hipocromia general y microcitosis al examen del
frotis sanguineo; en otros hay macrocitosis sola con una poblacion pequefia de células
hipocromicas. La médula eritroide es hiperplasica (proporcion E/G > 1:1). La eritropoyesis
es insuficiente con poco o ningun aumento en los reticulocitos circulantes. El hierro
plasmaético esté alto y saturada la transferrina. La pro- toporfirina se encuentra habitualmente
baja, aunque en unos pocos pacientes una protoporfirina elevada sugiere una anomalia
asociada en la actividad de la quelatasa del hemo. El grupo heterogéneo de estados
caracterizados por el dato de sideroblastos mitocondriales es mejor dividido en: (1) un grupo
microcitico hipocromico que tiene sélo una anomalia en la sintesis de hemoglobina
(porfirina), y (2) un grupo normocromico o macrocitico con alteraciones nucleares y
citoplasmicas en los precursores del eritrocito. Esta no es una distincion absoluta ya que
algunos agentes (alcohol) producen una anomalia selectiva en algunos pacientes y una lesion
combinada en otros.

Las anomalias aisladas en la sintesis de porfirina ocurren en hombres como un trastorno
hereditario (ligado al sexo), con sobrecarga parenquimatosa de hierro y las manifestaciones
clinicas de hemocromatosis. Algunos de estos pacientes responden a la piridoxinay algunos
no, una diferencia que sélo puede determinarse mediante prueba terapéutica. Mientras que se
han informado cambios sideroblasticos en una gran variedad de enfermedades, incluyendo
artritis reumatoidea, carcinoma, mielofibrosis, anemia hemolitica, porfiria cutanea, la razén
de la anomalia en estos estados no esta clara. Un nimero de agentes quimicos y
medicamentos han sido aplicados, incluyendo alcohol, plomo, isoniacida y cicloserina, etc.
Aqui el efecto se supone que es sobre la sintesis de porfirina y, mas especificamente sobre la
sintesis del &cido aminolevulinico. La anemia sideroblastica de tipo citoplasmico puro
también puede desarrollarse en individuos de ambos sexos sin que se conozca la causa.
Anomalias citopldsmicas y nucleares combinadas también se encuentran como resultado del
uso de medicamentos y como una anomalia intrinseca de la médula dsea. Puede haber
cambios megaloblasticos en la médula 6sea, mientras que la sangre periférica con mas
frecuencia muestra una anemia macrocitica o dimdrfica que una anemia microcitica.
Depresiones variables en los valores circulantes de granulocitos y plaquetas habitualmente
estan presentes. El estado méas, comdn es la anomalia combinada encontrada en el alcohdlico,
donde el cambio megaloblastico se asocia con una anomalia en el metabolismo del acido
félico y hay grados variables de sideroblastosis. Las mitocondrias de los sideroblastos se ven
también en anemia macrocitica (de DiGuglielmo). Muchos de estos pacientes tienen
alteraciones en el nimero de plaquetas (ya sea aumento o disminucion) y leucopenia
moderada.



Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello
222

Cuando hay una posibilidad de una hemoglobina anormal o un defecto en la produccion de
globina, se realizan pruebas de estabilidad de pH de la hemoglobina y movilidad
electroforética. Las pruebas de seleccion comun incluyen electroforesis con acetato de
celulosa, desnaturalizacion de alcali y una prueba de seleccion de drepanocito.

Electroforesis con acetato de celulosa:

Eritrocitos lavados son sometidos a lisis, tratados con tolueno para eliminar el estroma, y
aplicados a una membrana de acetato de celulosa. Después de electroforesis a pH de 8.8, la
membrana es despejada y tefiida con Ponceau 5 para examen y cuantificacion de las bandas
de hemoglobina. Las cantidades y posiciones relativas de las hemoglobinas Az, S, C,Ey A
en varias de las hemoglobinopatias mas comunes se muestran en la. Algunos de los mutantes
de hemoglobina mas raros solo pueden identificarse efectuando estudios mas sofisticados de
movilidad de la hemoglobina, estabilidad al calor, disociacion de 02 e inclusive secuencia de
aminoacidos.

La identificacion precisa de muchas hemoglobinopatias y las diversas formas de talasemia
pueden requerir electroforesis con agar o gel de almidén asi como cuantificacion de las
hemoglobinas A y F. El valor de la hemoglobina F se mide sacando partido de su mayor
resistencia a la precipitacion en pH alcalino. EI hemolisado del eritrocito es brevemente
expuesto a una solucion diluida de hidréxido potasico y la hemoglobina precipitable
removida por precipitacion y filtracion de (NH4)2S0s. La cantidad de hemoglobina F que
queda en el flotante es medida luego colorimétricamente. La hemoglobina S se identifica por
su capacidad unica para formar tactoides y por eso altera la forma del eritrocito a la
desoxigenacidn. Esta propiedad fisica es la base de un niamero de pruebas de seleccion rapida,
incluyendo la preparacion de metabisulfito y la prueba de solubilidad. Estos métodos deben
ser considerados inferiores a la técnica de electroforesis con acetato de celulosa, no obstante,
ya que no depende la cantidad de hemoglobina S ni localizan la presencia de otras
hemoglobinas anormales.

EQUIPO:

Céamara de electroforesis

Fuente de poder para electroforesis

Equipo de aplicacion de muestras para electroforesis.

MATERIAL:

a) Bioldgico: Hemolisado de la muestra problema

b) De laboratorio: Tubos capilares
Tiras de papel filtro de 25 x 4 cm
Placas de acetato de celulosa Helena para electroforesis de
hemoglobina
Recipiente para humedecer las placas de acetato de celulosa
Amortiguador para electroforesis de hemoglobinas
Solucion colorante de Ponceau S
Acido acético al 5%
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Metanol g.p.
Acido acético al 20% en metanol
4 Recipientes para tincion

TECNICA:

1.

2.

10.

11.

12.

Colocar 50 ml del amortiguador en cada uno de los compartimentos de la cAmara de

electroforesis.

Humedecer las tiras de papel filtro en el amortiguador y colocarlas sobre los puentes

de la camara, teniendo cuidado que hagan contacto con el amortiguador.

Por lo menos 5 minutos antes del corrimiento, humedecer las placas de acetato de

celulosa en el amortiguador introduciéndolas lentamente, de manera que lo absorban

por capilaridad. Previamente, es conveniente marcar las placas, por el reverso, para

identificar el sitio de aplicacion y el orden de las muestras.

Usando un tubo capilar, llenar los pozos de la base de aplicacién con las muestras

problema y control. Si no se van a aplicar en un lapso de 5 minutos, cubrirlas para

evitar la evaporacion.

Hacer un ensayo previo con el aplicador tomando una muestra y aplicandola sobre

una toalla desechable. Tomar nuevamente las muestras dejando todo listo para ser

aplicadas.

Sacar la placa de acetato de celulosa del amortiguador y eliminar el exceso del mismo

con papel secante o toalla desechable. Colocarla sobre la base de aplicacion, de

manera que la aplicacion sea del lado catddico.

Poner el aplicador, cargado con los hemolisados, sobre la base y aplicarlo

presionando el boton firme y suavemente hasta tocar la placa. Mantenerlo presionado

durante 10 segundos para permitir su correcta absorcion.

Colocar la placa en la camara, con la superficie del acetato hacia abajo y el punto de

aplicacion cerca del catodo. Poner un portaobjetos sobre las placas para que con el

peso se asegura un buen contacto.

Cubrir la cAmara y ajustar la fuente de poder a 3mA por placa. Dejar correr la

electroforesis por 20 minutos.

Después del corrimiento, sacar las placas de la camara sumergirlas en la solucion

colorante de Ponceau S durante 10 minutos.

Lavar las placas en tres bafios sucesivos de acido acético al 5% hasta eliminar el

exceso de colorante y conseguir que el fondo de la placa quede blanco.

Comparar las movilidades de las bandas de cada problema con el control. Para

conservar el estudio y facilitar su observacion, es necesario aclarar las tiras de la

siguiente manera:

12.1 Sumergirlas en metanol q.p. durante 2 minutos.

12.2 Transferirlas a la solucion aclaradora de acido acético al 20% en metanol y
dejarlas 5 minutos.

12.3 Secar la placa al aire o mediante una parrilla que emita calor suave.

INTERVALOS DE REFERENCIA:
Patron electroforético =
Adulto=A+ A

Recién nacido=A+F
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NOTA:

La electroforesis es un método de gran importancia en el estudio de las hemoglobinopatias,
aunque parece ser rara su frecuencia, no lo es en realidad. En el Estado de Veracruz existen
una gran cantidad de hemoglobinopatias.

FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLC')GICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
“RECUENTO DE EOSINOFILOS”

OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda y practique el recuento de eosindéfilos tanto por el método directo
(método de Dunger) como por el método indirecto (hemograma), ya que esta determinacion
es importante para seguir el curso de algunas enfermedades sobretodo de tipo alérgico.

FUNDAMENTO:

En esta practica se utiliza el método de Dunger, el cual utiliza una solucién acuosa de eosina
o flexina para lisar los globulos rojos y a su vez tefiir los granulos de los eosindfilos. La
solucién acuosa hipotonica lisa también los glébulos blancos, pero los eosinéfilos son mas
resistentes a esta accion; la adicion del 10% de acetona disminuye la tendencia de éstos a
romperse.

GENERALIDADES:

El conteo de los eosindéfilos se practica al diluir sangre entera con una solucién colorante, la
cual contiene Filoxina B que tifie de rojo a los eosinofilos; todos los otros leucocitos se
conservan, pero no se tifien. La muestra diluida se mezcla bien y se monta en ambos lados
del hemacitométro y se permite que las células se asienten. Con el uso del objetivo de bajo
aumento se cuentan los eosindéfilos en el area rayada total de ambas camaras de conteo. Los
eosinofilos se presentan de color rojo naranja brillante y son claramente distinguibles de los
otros leucocitos. El conteo directo de los eosinofilos es inherentemente inadecuado debido a
su escaso numero y con el propdsito de mejorar su conteo, deben contarse cuando menos
100. Esto implica la carga repetida del hemacitométro y el conteo de los eosinofilos hasta
que se alcanza ese numero. El célculo final se basa en el volumen total contado.

Los Eosinofilos tienen actividad fagocitica, es decir que "se comen" a los agentes extrafios al
organismo. Sus granulos tienen sustancias para degradar aquello que incorporan. Tienen un
papel muy importante en las parasitosis donde con sus granulos degradan las larvas para que
puedan ser ingeridas por los neutréfilos y los macréfagos. El eosinéfilo modula y regula las
reacciones alérgicas.

El eosinofilo se origina de la célula multipotencial o de multilinaje UFC-GEMM, la cual se
intenta diferenciar a la UFC-Eo por accion de los factores de crecimiento FEC-GM, IL-3 e
IL-5. Sélo este ultimo tiene especificidad para linaje de eosinéfilos y es la principal citocina
requerida para su produccion. El eosindfilo sufre una maduracion morfoldgica parecida a la
del neutrofilo. No es posible diferenciar morfolégicamente a los precursores del eosinofilo
de los del neutrdfilo con el microscopio de luz sino hasta la etapa del mielocito, cuando
aparecen los granulos cristaloides acidéfilos tipicos del eosinofilo.

El eosindfilo maduro tiene un diametro de 12 a 17 um. Por lo regular, el ndcleo no tiene mas
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de 2 o 3 I6bulos, y el citoplasma esta completamente lleno de granulos. Los granulos se
hallan limitados por una membrana fosfolipidica y tiene una porcion central cristaloide
rodeada por una matriz. Estos granulos contienen cuatro proteinas principales: proteina
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béasica principal, proteina cationica eosinofilia, peroxidasa eosinofilia y neurotoxina derivada
de eosinofilo. La PBP se sitGa en la porcion central cristaloide, mientras que las otras tres
proteinas se encuentran en la matriz de los granulos, los cuales tambien contienen a las
enzimas fosfatasa &cida, glucuronidasa, catepsinas, aril-sulfatasa, histiaminasa, colagenasa y
catalasa.

La mayor parte de la poblacion de eosinofilos en el cuerpo esta por debajo de la capa epitelial
en los tejidos que estan expuestos al ambiente externo, como las vias nasales, piel y vias
urinarias. Estas células pasan muy poco tiempo en la sangre periférica (de 1 a 8 hrs) antes de
migrar a los tejidos, donde logran vivir durante varias semanas. Los eosindfilos tisulares
pueden regresar a la circulacion y a la medula 6sea. Los eosinofilos tienen multiples funciones
biolégicas y contribuyen a una diversidad de mecanismo de defensa inmunitaria. Su
produccidn y funcion estan influidos por la estimulacion celular del sistema inmunitario.

La eosinofilia es un aumento en el nimero de eosindfilos en la sangre mayor de 0.4 x 10%/L.
La cuenta directa de eosindfilos con la cdmara de Fuchs-Rosenthal y liquido de dilucién
especial que contenga eosina y acetona es mas precisa que la cuenta leucocitaria total y
diferencial. La eosinofilia ocurre en padecimientos alérgicos como el asma, en infestaciones
parasitarias, en diversas enfermedades de la piel, en algunas neoplasias malignas como la
carcinomatosis diseminada y aproximadamente en 15% de los pacientes con enfermedad de
Hodking. También se halla en algunos enfermos de poliarteritis nudosa y en la eosinofilia
pulmonar. Es tan comun la eosinofilia moderada en paises tropicales que se puede considerar
como “normal”. Probablemente presente una reaccion a la infestacion parasitaria ligera. La
leucocitosis eosinofilia leucémica ocurre como parte de una leucemia granulocitica cronica
y también se ha descrito una leucemia eosinofilica muy rara. @

La funcién primordial de los eosinofilos es liberar el contenido de los granulos o reactivos el
oxigeno generado por las membranas celulares para lesionar al organismo diana o la célula
agresora.

Padecimientos vinculados con trastornos de eosinoéfilos:

ENFERMEDADES ALERGICAS: la alergia y las alteraciones at6picas, como el asma
bronquial y la rinitis estacional (fiebre del heno), se caracterizan por la presencia de
eosinofilia. Los eosinofilos se encuentran en sangre periférica, médula 6sea, esputo y
excreciones nasales y conjuntivales.

TRASTORNOS DE LA PIEL: la dermatitis atdpica y el ecema muchas veces van
acompanadas de eosinofilia, especialmente en nifios. En el perfigo, la eosinofilia resulta
caracteristica. A menudo también existe urticarias agudas y no es corriente en los casos
de urticaria cronica.

INFECCIONES PARASITARIAS: en la triquinosis, los eosinéfilos empiezan a aumentar
en la sangre al cabo de pocos dias después de la infeccion. Se observa leucocitosis y
eosinofilia durante meses en las infestaciones de la larva migran visceral (lombriz del
perro y del gato).
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ENFERMEDADES INFECCIOSAS: en la escarlatina, la eosinofilia suele asociarse al
exantema cutaneo, que es probablemente de naturaleza alérgica. La corea puede asociarse
con eosinofilia. Tambien se observa en las infecciones agudas.

EOSINOFILIAS PULMONARES: el sindrome de loeffler se caracteriza por repetidos
exudados pulmonares transitorios acompafiados de tos, que muchas veces producen un
esputo que contiene eosinofilos. La eosinofilia pulmonar tropical es un sindrome de tos
paroxistica y broncopasmo asociado con una eosinofilia intensa.

HEMOPATIAS: se produce eosinofilia en la leucemia mieloide cronica, en algunos casos
de leucemia mielomonocitica aguda y en menor grado, en otros trastornos
mieloproliferativos. En la anemia perniciosa puede detectarse una eosinofilia leve en
médula y sangre.

FARMACOS: Se ha comunicado varios farmacos responsables de eosinofilia: pilocarpina,
fisostigmina, digital, acido paraaminosalicilico, sulfamidas, etc. En cambio se supone que
la atropina disminuye el numero de eosinéfilos. La eosinofilia hereditaria es rara en
ausencia de otras causas reconocidas de eosinofilia.

La eosinopenia es dificil de establecer debido a los valores normales de estas células. Aunque
pueden no encontrarse eosinodfilos en una diferencial de 100 células, un rastreo del frotis de
sangre bajo un aumento de 100 a 400 x magnificacion debe revelar la presencia de unos
cuantos eosindéfilos. Si después de esto no se notan eosinofilos, probablemente hay una
eosinopenia presente. La esonipenia se puede ver en situaciones estresantes agudas,
reacciones inflamatorias, y con la administracion de glucocorticosteroides, ACTH,
adrenalina y prostaglandinas. Los glucocorticosteroides y la epinefrina inhiben la liberacion
de eosinofilos de la médula dsea y aumentan su marginacién. La infeccidn bacteriana puede
causar una disminucion en los eosinéfilos debido a una marginacion creciente y a la
migracion de estas células a los tejidos, pero la recuperacion se puede acomparfiar con
eosinofilia leve.

EQUIPO:

Microscopio

Agitador mecénico de pipetas
Contador de células

MATERIAL.:

a) Bioldgico: Sangre obtenida con EDTA

b) De laboratorio: Portaobjetos
2 Pipetas de Thoma para glébulos blancos con boquilla
1 Camara de Neubauer con cubreobjetos
Puente de tincion
Liquido de Dunger
Colorante de Wright
Solucién amortiguadora de fosfatos
Liquido de Turk
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TECNICA:

1.

2.

Utilizando una pipeta de Thoma para globulos blancos, aspirar sangre hasta la sefial
0.5 y aspirar liquido de Dunger hasta la sefial 11; se obtiene asi una dilucién 1:20.
Agitar la mezcla diluida en forma habitual, cargar ambos lados de la cAmara de
Neubauer y contar las células tan pronto como se hayan sedimentado, de manera
similar al recuento de leucocitos totales y utilizando el objetivo seco débil. Es
importante diferenciar los eosinofilos de los neutréfilos que no se hayan lisado; para
ello debe observarse que el citoplasma de la célula esté tefiido con la eosina (color
naranja fuerte) y no confundirlo con el color naranja menos intenso que se observa
en todo el fondo de la camara.

Hacer el célculo de la misma forma que para los leucocitos totales, multiplicando la
suma de los eosinofilos contados en los 4 cuadros grandes por 50, y nos da el numero
de eosindfilos por mm? Para obtener resultados mas exactos debe contarse las células
de las 2 cuadriculas y sacar un promedio para el calculo.

Para comprobar los resultados obtenidos en valores absolutos por este método con los
que se obtienen en %, hacer también un hemograma y un recuento de leucocitos; en
el hemograma tendremos directamente el % de eosindéfilos y a partir del recuento de
leucocitos obtendremos el valor absoluto. Para transformar el nimero de eosindfilos
por mm3, obtenido por el método de Dunger, a células % hacer el siguiente célculo:

%de Eosindfilos = No. De Eosinofilos por mm3 x 100
No. De Leucocitos por mm?®

INTERVALOS DE REFERENCIA:

ADSOIULO. ... . 50-400 por mm?®
Relativo ........ccccovevviiciieen 1-4%
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
“REACCION DE LA MIELOPEROXIDASA (PEROXIDASA LEUCOCITARIA)”

OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda a identificar la reaccion tanto positiva como negativa de las células
sanguineas a la reaccion citoquimica de peroxidasa, asi como su utilidad en el diagnostico de
enfermedades.

FUNDAMENTO:

La observacion de granulos de peroxidasa en ciertos leucocitos depende de su contenido de
una enzima a base de porfirina de hierro (peroxidasa) que facilita la oxidacion de la bencidina
por el peréxido de hidrégeno. En estas condiciones el nitroprusiato sédico forma un
compuesto verde-amarillento con la bencidina oxidada, lo que vuelve visibles a los granulos.

GENERALIDADES:

Citoguimica en hematologia se refiere a los métodos de tincion usados para identificar la
composicion quimica de las células sin alterar en forma significativa su morfologia. Las
células se incuban con substrato que reaccionan con constituyentes celulares determinados.
La citoquimica es util en particular para determinar a cual linea celular pertenecen los blastos
en la leucemia aguda. Las reacciones de tincion citoquimica son de 2 tipos: enziméticas y no
enzimaticas. La mas util es la mieloperoxidasa se emplea para diferenciar blastos de la linea
mieloide de linfoblastos.

La mieloperoxidasa se almacena en los granulos primarios de las células mieloides,
incluyendo neutrofilos, eosinodfilos, y monocitos, pero los linfocitos no la contienen.

La mieloperoxidasa es una enzima con la capacidad de catalizar la oxidacion de sustancias
mediante peroxido de hidrégeno. La actividad de la mieloperoxidasa se detecta al incubar la
muestra fijada en una solucion de perdxido de hidrégeno, p-fenilenodiamina y catecol. Los
sitios de actividad de la mieloperoxidasa se identifican por un producto de reaccion insoluble
de color negro pardo. Esta enzima esta presente en neutrofilos, eosinéfilos y monocitos.

Los neutréfilos y sus precursores exhiben granulacién intracelular de color negro pardo y los
monocitos se tifien con menos intensidad que éstos; los linfocitos no exhiben actividad de
mieloperoxidasa. La tincion de mieloperoxidasas es util en la diferenciacion entre las
leucemias mieloblasticas agudas y las leucemias linfoblasticas agudas.

La defensa del organismo esta mediada por las células del Ilamado sistema reticulo endotelial,
de las cuales los polimorfonucleares neutréfilos constituyen la primera linea de defensa
inespecifica. La mieloperoxidasa es la proteina mas abundante en los neutréfilos y es la Gnica
peroxidasa que cataliza la conversion del peroxido de hidrégeno y cloruro a &cido
hipocloroso. Este es un potente agente oxidante que contribuye al mecanismo de
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defensa contra los agentes infecciosos; sin embargo, puede ser capaz de actuar sobre las
celulas del hospedero en caso de activacion incontrolable o excesiva e inactivar factores
humorales. Dado el amplio espectro de reactividad, el acido hipocloroso es un mediador de
dafio histico en numerosos procesos inflamatorios. Se presentan algunas caracteristicas
fisico-quimicas, el mecanismo de reaccion, la biosintesis y la relacion de la enzima
mieloperoxidasa con diferentes procesos patolégicos.

La mieloperoxidasa es una enzima ampliamente distribuida en el organismo y sus fuentes
fundamentales las constituyen los leucocitos (neutrofilos y monocitos) y los macrofagos a
pesar de que ha sido aislada a partir de diferentes fluidos bioldgicos (saliva, liquido sinovial
y semen, entre otros) y también de diferentes tejidos (corazén, rifidn, piel, higado y placenta).
No obstante las fuentes mas empleadas son los neutréfilos, donde la enzima se encuentra
localizada a nivel lisosomal, en los granulos azurdéfilos. Constituye del 2-5 % de las proteinas
del neutréfilo con una concentracion en sangre humana normal.

Esta enzima fue aislada por primera vez por Agner en 1941, denomin&ndola verdoperoxidasa.
Posteriormente en 1958, el propio Agner la purificd en forma cristalina y en 1977 Harrison
tuvo igual resultado.

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

La MPO es una glicoproteina tetramérica, constituida por 4 subunidades formando 2
homodimeros. Cada uno de ellos contiene una subunidad a (pesada) de aproximadamente 59
kDa y una subunidad B (ligera) de aproximadamente 14 kDa. El peso molecular de la enzima
se estima entre 130-150 kDa. Las subunidades pesadas se unen a través de un enlace bisulfuro
simple y a cada una de ellas se le une covalentemente un grupo prostético hemo. Estas
subunidades son las Unicas glicosiladas y contienen entre 2-4 % de carbohidratos. Se reporta
que esta proteina es fuertemente cationica con un punto isoeléctrico mayor de 10 y su pH
optimo es de 5.5.

El contenido de aminoéacidos se caracteriza por presentar aproximadamente 1 150 residuos,
que se corresponden con 573 aminoacidos cada homodimero. De ellos 466 forman la
subunidad pesada y 107 la subunidad ligera.

El patrén espectrofotométrico muestra un maximo de absorbancia a 430 nm, con otros picos
a 375, 575, 620 y 690 nm.

MECANISMO DE REACCION

Los neutrofilos contienen 4 formas de MPO, las cuales se denominan compuesto I,
compuesto I, compuesto 1l1 y MPO nativa o férrica, con una similitud en su composicion
aminoacidica y actividad, asi como en sus propiedades dpticas. No obstante se han observado
diferencias en relacion con la intensidad de absorcidon a 430 nm y 620 nm. La MPO reacciona
con el H2O> proveniente de las células fagocitarias activadas por contacto con particulas
extrafas, formando un complejo enzima-sustrato con una fuerte capacidad oxidativa. Este
complejo se combina con el haluro, generalmente cloruro, que se oxida para formar el &cido
hipocloroso (HOCI).EI compuesto | puede ser reducido a compuesto 1l
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por un exceso de H2O». Este compuesto 11, a pesar de ser bastante estable puede reducirse a
MPO férrica en presencia de un agente reductor o el radical superoxido (O2) o también puede
oxidarse a compuesto Il bajo concentraciones elevadas de H2O> (2-3 mM) Por otra parte la
MPO nativa puede ser oxidada por el Oz a oximieloperoxidasa (compuesto IlI).

ACTIVIDAD Y ENFERMEDAD

El incremento de la actividad de la MPO se ha reportado en varios procesos patoldgicos y
estd asociada con un aumento del riesgo al estrés oxidativo, como en el caso de las
enfermedades infecciosas (generales o locales), las enfermedades inflamatorias (artritis
reumatoidea) y la isquemia/reperfusion.

En estos casos se reporta un aumento significativo de la actividad de MPO, en proporcién
directa al namero de neutréfilos infiltrados en el tejido, por lo que se puede utilizar su
actividad como indice de migracién leucocitaria y por lo tanto de estrés oxidativo.

Enfermedades del sistema respiratorio:

En la fibrosis quistica, la actividad MPO estd aumentada proporcionalmente al grado de
obstruccion de las vias respiratorias que presentan estos pacientes. La enzima por la via de
inactivacion de la a -1 antiproteasa contribuye a incrementar la actividad de la elastasa de los
neutrofilos sobre la elastina pulmonar, la cual desempefia una importante funcion en la
fisiopatologia de la enfermedad.

Con respecto al dafio pulmonar en pacientes fumadores se reporta que en fumadores
inveterados hay un incremento de acidos grasos saturados libres que afectan el metabolismo
oxidativo de los polimorfonucleares. Se produce un aumento de la actividad MPO vy la
produccion de HOCI, con lo que se amplifica el dafio oxidativo mediado por esta enzima en
los pulmones.

Enfermedades del sistema circulatorio:

La MPO es capaz de generar especies reactivas que dafian lipidos y proteinas, y parece
contribuir a la aterogénesis a través de las reacciones oxidativas que ésta cataliza. El sistema
MPO-H-0: al tener como sustrato la L-tirosina produce el radical tirosilo, que es capaz de
estimular la peroxidacion lipidica. Esta peroxidacién es vital para la transformacién de las
LDL en particulas aterogénicas.

Enfermedades del sistema digestivo:

Estudios en pacientes con cirrosis hepatica y hepatitis cronica muestran niveles aumentados
de MPO. Cuando se acomparian de esplenomegalia este ascenso es mayor. El incremento es
siempre mas evidente en la primera entidad. Lo anterior sugiere la funcion de la MPO en la
fisiopatologia del hiperesplenismo relacionado con estas enfermedades.
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Enfermedades del sistema hemolinfopoyético:

La MPO se utiliza como indice de diferenciacion entre las leucemias linfoblasticas y
mieloblasticas, por el aumento de la enzima en estas Ultimas. En los pacientes sicklémicos se
reportan aumentos significativos de MPO, con una correlacion inversa a la concentracion de
hemoglobina, lo que sugiere que los polimorfonucleares y el sistema de complemento
participan en los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad.

Se ha encontrado que el sistema MPO-H20> -Cl es capaz de inactivar las células infectadas
por el HIV .En este mecanismo se utiliza el H20> elaborado por las propias células infectadas
sin necesidad de H2O> exdgeno. En estudios in vitro se demostro que la actividad antiviral se
logra a concentraciones bajas de MPO, concentraciones mayores resultan citotdxicas.

Otras enfermedades:

La funcion de la MPO en la patogénesis de la catarata se demostré al evaluar el efecto de la
MPO sobre el cristalino de animales viejos, en los cuales se produjo opacidad del lente.

Los niveles de lipoperoxidos (LPO) y MPO en el vitreo de pacientes vitrectomizados con
retinopatia diabética proliferativa se encuentran aumentados, lo cual sugiere que la
produccidn de especies reactivas del oxigeno (ERO) y los mecanismos inflamatorios
participan en la patogénesis de la enfermedad. Estos niveles se encuentran elevados en la
retina de pacientes con melanoma coroidal, lo que evidencia su relacion con la retinopatia
asociada al tumor.

En los pacientes con trisomia 21 se encuentran bajos niveles de superdxido y una actividad
reducida de MPO, por lo que se produce un desbalance en la produccion de ERO en los
neutréfilos de esos nifios y hace que aumente el dafio oxidativo en estos pacientes.

LEUCEMIAS AGUDA
A- LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)

Neoplasia clonal del tejido hemopoyético, caracterizada por la proliferacion de células
blasticas anormales de estirpe mieloide en la medula ésea y menor produccion de células
hematicas normales, condicionando anemia y trombopenia.

ETIOLOGIA Y PATOGENIA:
A pesar de ser una enfermedad de etiologia desconocida existen tres factores ambientales
que intervienen como agentes causales: radiacion en altas dosis, exposicion al benceno o

derivados por largo tiempo y tratamiento a base de agentes alquilantes y otros citotoxicos.

Los trastornos mieloproliferativos cronicos y los sindromes mielodisplasicos pueden
evolucionar hacia una LMA.
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Pacientes con sindromes de inmunodeficiencia o con enfermedades con anomalias
cromosonicas (S. de Down, S. de Bloom, Anemia de Fanconi etc.) presentan una mayor
incidencia en el desarrollo de una LMA.

EPIDEMOLOLOGIA:

Su incidencia es de 1,5 casos por 100.000 habitantes/afio. Su frecuencia aumenta con la edad.
Comprende el 80 % de las leucemias agudas en adultos y del 15-20 % en nifios. Es la leucemia
mas frecuente en neonatos.

CLASIFICACION:

La mas utilizada es la del FAB (grupo francoamericano britanico), reactualizada
recientemente. Divide a la LMA en 7 tipos morfdlogicos con varios subtipos:

Mo: Leucemia mieloblastica con diferenciacion minima

M1: Leucemia mieloblastica mal diferenciada

M2: Leucemia mieloblastica diferenciada

M3: Leucemia promielocitica. (M3-V: LPA variante hipogranular)

M4: Leucemia granulocitica monocitica (M4-Eo: con eosinofilia medular)
Mb5a: Leucemia monoblastica

Mb5b: Leucemia monocitica

M6: Eritroleucemia

M7: Leucemia megacarioblastica

Los sintomas y signos iniciales mas frecuentes son los secundarios a la infiltracion medular:

- Anémico: de variable intensidad segun el momento del diagndstico, la cifra de
hemoglobina y la edad del paciente.

- Hemorrégico: espontaneo si la cifra de plaquetas es menor de 20 x 109 /L; en forma de
diatesis hemorragica de cualquier localizacion (purpura, epistaxis, hematuria, etc).

-Febril: en dependencia de la neutropenia, generalmente con temperatura no muy elevada y
sin foco aparente.

La LMA-M3 suele cursar con un sindrome de coagulacion intravascular diseminada (CID)
con intensa hiperfibrinolisis. En las LMA-M4 y M5 pueden aparecer "leucémides” dérmicas
rosaceo-purpuricas (20-35% de los casos) e hipertrofia amigdalar o gingival. Las células
leucémicas pueden infiltrar cualquier 6rgano, pero raramente originan una disfuncion
significativa (higado, bazo y ganglios linfaticos entre el 10-30% de los casos y SNC del 1-
2% de los adultos y entre el 5-15% en nifios son los mas frecuentes). El 5% de los pacientes
presentan cifras leucocitarias >100 x 109 /L ocasionando leucositosis en la circulacion del
SNC (sintomatologia neuroldgica inespecifica 0 hemorragia intracerebral), del pulmoén
(sindrome pseudoasmatico o distress respiratorio agudo) o del pene (priapismo).
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TRATAMIENTO:
1. TERAPIA DE SOPORTE:

Mantener la hemoglobina por encima de 9-10gr/dl mediante concentrados de hematies y las
plaquetas por encima de 20x 109 /I mediante concentrados de plaquetas o tromboféresis de
donantes. Administrar plasma fresco congelado (PFC) o crioprecipitados para el tratamiento
de la CID. Realizar profilaxis antiinfecciosa con quinolonas orales. En el caso de aparicion
de fiebre y tras la toma de los diversos cultivos, administrar tratamiento antibidtico empirico
con asociaciones de antibidticos de amplio espectro a dosis maximas por via endovenosa
(segun protocolos) y mantener al paciente con medidas de aislamiento. Administrar
granulocitos procedentes de aféresis en sepsis documentadas que no responden al tratamiento
antibiotico. Prevenir la nefropatia drica con la hiperhidratacion, alcalinizacion urinaria y
Alopurinol; las nduseas con los antieméticos actuales (Ondansetron, Granisetron, etc.) y
realizar proteccion gastrica. Es necesario un soporte psicoldgico adecuado, no s6lo en la crisis
emocional inicial, sino también a medida que las expectativas de vida se prolongan (miedo a
la recaida, depresion, disminucion de la autoestima, disfunciones sexuales, etc.).

2. TRATAMIENTO ESPECIFICO:

La quimioterapia citotoxica se basa en el concepto de que la médula contiene dos poblaciones
competitivas de células (leucémicas y normales) y que, para que se logre la recuperacion de
la hemopoyesis normal, se necesita la supresion profunda de las células leucémicas hasta que
no se detecten morfoldégicamente en los aspirados y/o biopsias medulares. Recordar que, al
contrario que en las leucemias agudas linfoblasticas (LAL), las drogas citotdxicas utilizadas
en las LMA son menos selectivas para la poblacion leucémica, lo que unido a la escasa
reserva medular y a la mayor edad de los pacientes, determina una intensa mielosupresion.
El tratamiento por lo comun se inicia con dos 0 méas farmacos que incluyan una Antraciclina
0 un antibidtico antraquindnico y el Arabinésido de Citosina (tratamiento de induccién a la
remision). Se observa escasa 0 mala respuesta en pacientes con LMA secundarias a quimio o
radioterapia anterior, en procedentes de sindromes mielodisplasicos y en ancianos. El Acido
Transretinoico logra un 80% de remisiones completas en pacientes afectos de LMA-M3,
mediante un proceso de diferenciacion "in vivo" de las células leucémicas. Los candidatos al
Transplante de Médula Osea (TMO) aldgena deben de ser transfundidos con productos
hematicos sin virus citomegalico (salvo que sean portadores positivos). Una vez conseguida
la remision y para evitar la recaida (menos de 6 meses en evolucion natural) es preciso
continuar con un tratamiento de post- remision (consolidacion) o incluir al paciente en
programa de TMO autélogo (TAMO), alogénico (si existe donante HLA compatible) o
autologo por cultivos celulares de sangre periférica (TASP), siempre que cumpla los criterios
de indicacion del TMO. Actualmente se consiguen tasas de remisién cercanas al 80-90% en
nifios, 70% en adultos jovenes, 50% en personas de edad intermedia y 25% en los ancianos.
La media de supervivencia es de aproximadamente 12 m. Si se logra remision, 25% viviran
alrededor de 2 afios y un 10% alrededor de 5 afos. Actualmente con el TMO en primera
remision completa se logran
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porcentajes de supervivencia libre de enfermedad a los 4 afios de entre 30 y el 50%, segun
sea autologo o alogeénico.

LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA (LLA)

Proliferacién clonal de células linfoides inmaduras morfoldgicamente constituidas por
linfoblastos.

ETIOLOGIA Y PATOGENIA:

Es la forma més frecuente de leucemias en nifios (80-90%) y antes de los 15 afios de vida
ocupa el segundo lugar entre las neoplasias mas comunes. Su méxima incidencia es en nifios
menores de 10 afios. Existen algunos tipos de leucemias T y linfomas producidos por virus
(HTLV-1 y Epstein Barr), pero por lo demas sirven las mismas consideraciones que en las
LMA.

CLASIFICACION:
Como en las anteriores, se utiliza la morfologia del grupo FAB, que las divide en tres tipos:

L1: la més frecuente en nifios.
L2: la més frecuente en adultos y de mal prondstico.
L3: la més infrecuente y de peor prondstico.

Segun la estirpe mayoritaria de los linfoblastos (B 6 T) existe otra clasificacién inmunoldgica
que las divide fenotipicamente en Pre-B precoz, Pre B, B y T. Mediante la evaluacion del
cariotipo pueden subclasificarse citogenéticamente en otros cuatro grupos, ya que este tipo
de leucemias presentan frecuentemente traslocaciones cromosomicas.

EQUIPO:
Microscopio

MATERIAL.:

a) Bioldgico: Sangre obtenida con EDTA

b) De laboratorio: Portaobjetos
Puentes de tincién
Pipeta Pasteur con bulbo de hule
Solucién fijadora
Solucién colorante
Aceite de inmersion.

TECNICA:
1. Hagase un frotis de sangre fresca y déjese secar al aire.
El frotis se fija en la solucidn fijadora por 1 minuto.
Una vez pasado el tiempo, lavar con agua de la llave por 30 segundos.
Secar al aire perfectamente.
Sumergir en la solucién colorante por 30 segundos.

SAE IR
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6. Una vez pasado el tiempo, lavar con agua de la llave.

Secar al aire.

8. Obsérvese el frotis con objetivo de inmersion y clasifiquense 100 célulascomo
peroxidasa positivas (citoplasma verde-amarillento) o negativas.

~

INTERPRETACION:

Con la tincion de la peroxidasa se detectan enzimas que contienen la estirpe granulocitica.
La reaccion de peroxidasa es positiva en todos los estadios de desarrollo de las células de la
serie granulocitica (excepto basofilos), por lo tanto, esta reaccion puede usarse para
diferenciar las células linfoides o eritroides que son peroxidasas negativas; las células de la
serie monocitica presentan una reaccion positiva débil o negativa.

FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
“TINCION DE SCHIFF DEL ACIDO PERYODICO (PAS)”

OBJETIVO(S):

Que el alumno aprenda a identificar la reaccion tanto positiva como negativa de las células
sanguineas a la tincion de schiff del acido peryodico (PAS), asi como su utilidad en el
diagndstico de enfermedades hematoldgicas.

FUNDAMENTO:

El &cido peryodico oxida los glicoles y los compuestos relacionados con los aldehidos. Los
aldehidos pueden entonces reaccionar con el reactivo de Schiff (leuco-fucsina) liberando
fucsina y tifiéndose de rojo los componentes celulares que contienen compuestos oxidables.
Gran variedad de compuestos intracelulares reaccionan con el reactivo de PAS, pero en las
células de la sangre y la médula Gsea, el glucdgeno es el compuesto principalmente
responsable, ya que la tincion puede ser bloqueada por digestién con amilasa. El glucdgeno
fijado en la célula se observa como un sedimento granuloso aterronado. Localizandose
exclusivamente en el citoplasma de las células; la intensidad aumenta a medida que la célula
madura.

GENERALIDADES:

El &cido peryodico oxida los grupos 1,2 glicol aldehidos. Estos grupos aldehidos combinan
con el reactivo de Schiff para dar un producto de color rojo. Los componentes celulares que
contienen polisacaridos, mucopolisacaridos y glucoproteinas poseen los grupos 1,2 glicol y
se tifien. La tincion de acido peryodico de Schiff (PAS) se ve en casi todas las células
hematopoyeticas normales. En la linea celular granulocitica, la intensidad de la tincion
aumenta con la madurez. Los monocitos exhiben un patron de tincion difuso mientras que los
linfocitos pueden ser negativos o mostrar unos cuantos granulos positivos a PAS; los
megacariocitos y las plaguetas se tifien de manera intensa, y los eritroblastos normales no se
tifien. Sin embargo, la actividad de PAS es fuertemente positiva en la eritroleucemia
(AML_MBG6); en esta enfermedad los eritroblastos tempranos exhiben positividad granulosa
tosca, pero los eritroblastoss de las etapas posteriores exhiben una positividad fina y difusa.
Los linfoblastos en la leucemia linfoblastica aguda (L1 y L2) pueden exhibir positividad a
PAS, ya sea granulosa aspera o positividad similar a bloque.
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TINCIONES CITOQUIMICAS (PAS)
TINCION TIPO DE COMPONENTE ESPECIFIDAD INTERPRETA

MUESTRA S CELULARES CELULAR CION
TENIDOS

ACIDO Frotis, Glucdgeno Neutrdfilos, Util en le

PERYODICO  impresiones 0 monocitos, diagnostico  de

DE SCHIFF cortes por megacariocitos-  eritroleucemia;
congelacion o el grado de los eritroblastos
cortes con positividad varia muestran fuerte
inclusion en positividad a
parafina PAS.

ERITROLEUCEMIA: Se aplica este nombre a una proliferacion maligna de células
eritroides y granulociticas; si el paciente sobrevive lo suficiente por lo general predomina al
elemento leucémico.

El componente eritropoyético generalmente excede el 50% de todas las células nucleadas en
la médula dsea. Los eritroblastos muestran, en grado variable, caracteristicas morfoldgicas
raras, especialmente lobulacion mdaltiple del nicleo con variacion de tamafio de los l6bulos,
nacleos maltiples, presencia de uno o mas fragmentos nucleares, formaciones gigantes y
caracteristicas megaloblasticas. Las células granulopoyéticas muestran una mayor
proporcion de mieloblastos y promielocitos, y pueden observarse bastones de Auer. El
porcentaje de mieloblastos y de promielocitos que acompafian estos cambios
diseritropoyeticos es variable, pero cuando es menos del 30% de todas las células nucleadas,
se deberéa considerar un diagndstico alternativo tal como el sindrome mielodisplasico.

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA: Excepto por la morfologia de las células, y por
un aumento del tejido linfoide, esta enfermedad es muy parecida a la LMA en lo que respecta
a signos y sintomas, aunque es muy diferente en lo que se refiere a la respuesta al tratamiento
y el prondstico. Esta puede ser una enfermedad de la CMH linfoide pluripotencial o quiza de
una CMH maés especifica. Algunos pacientes tienen linfoblastos con caracteristicas
antigénicas y de superficie de células T o B maduras, aunque no la mayoria. Sin embargo, la
presencia de un antigeno semejante al la, sugiere que la mayoria de estas células son del tipo
B. LaCMH mieloide normal esté presente, pero la produccién de células maduras s encuentra
reducida, lo que se manifiesta por anemia, neutropenia y trombocitopenia en la mayoria de
los enfermos. Sin embargo, los linfoblastos leucémicos no reprimen necesariamente la
funcién normal de los linfocitos, porque hasta que los pacientes con LLA reciben tratamiento
su sistema inmunitario es casi normal.

Existen tres farmacos que son relativamente especificos para eliminar linfoblastos
leucemicos y que por lo general no afectan a las células en su estado normal, incluyendo las
CMH normales. De este modo, la induccién de RC con prednisona, u otro glucocorticoide
suprarrenal y vincristina, relacionados o no con L-asparaginasa, no necesariamente ocasiona
que el paciente se agrave durante el tratamiento. La combinacién de estos
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farmacos induce RC en mas de 90% de los nifios con LLA y en un porcentaje ligeramente
menor de adultos. Sin embargo, no son utiles como tratamiento de sésten durante la remision.
Para tal proposito, por lo general, se utilizan citotoxicos, como metotrexato y 6-
mercaptopurina. Un alto porcentaje de pacientes con LLA tiene focos microscopicos de
linfoblastos en las meninges. La barrera hematoencefalica impide la penetracion de los
farmacos mencionados, exceptuando a la prednisona. Por esta razon, si estos focos no son
erradicados con un tratamiento “profildctico” administrando metotrexato intratecal o
radiacion craneoespinal, puede presentarse una recaida con leucemia “meningea”, lo que
pone fin a la RC en meses (o0 al cabo de afios) por 1o menos en la mitad de los casos.

Sin embargo, se puede obtener la curacion, aproximadamente en la mitad de los nifios con
LLA, cuando se induce una RC con un régimen cuidadoso y adecuado; se les administra un
tratamiento profilactico contra la enfermedad meningea y se les proporciona quimioterapia
de mantenimiento durante un periodo regular de 2 o 3 afios. Por desgracia, sélo algunos
adultos con LLA se han curado empleando este régimen.

La leucemia linfoblastica aguda infantil (Ilamada también leucemia linfocitica aguda o LLA)
es una enfermedad en la que glébulos blancos que combaten las infecciones (llamados
linfocitos) se encuentran inmaduros en grandes cantidades en la sangre y médula dsea del
nifio. La LLA es la forma més comdn de leucemia infantil y el tipo mas comdn de cancer
infantil.

Los linfocitos se producen en la médula 6sea y en otros 6rganos del sistema linfatico. La
médula 6sea es el tejido esponjoso que se encuentra dentro de los huesos grandes del cuerpo.
Esta produce glébulos rojos (los cuales transportan oxigeno y otros materiales a todos los
tejidos del cuerpo), glébulos blancos (los cuales combaten las infecciones) y plaquetas (las
cuales permiten la coagulacion de la sangre). Normalmente, la médula dsea produce células
Ilamadas blastos que se convierten (maduran) en diferentes tipos de glébulos con funciones
especificas en el cuerpo.

El sistema linfatico estd constituido por tubos delgados que se ramifican, como los vasos
sanguineos, a todas las partes del cuerpo. Los vasos linfaticos transportan linfa, un liquido
incoloro y acuoso que contiene linfocitos. A lo largo de la red de vasos se encuentran grupos
de 6rganos pequefios en forma de frijol lamados nddulos linfaticos, y existen conglomerados
de nodulos linfaticos en las axilas, la pelvis, el cuello y el abdomen. También forman parte
del sistema linfatico el bazo (un 6rgano situado en la parte superior del abdomen que produce
linfocitos y filtra los globulos deteriorados de la sangre), el timo (un 6rgano pequefio
localizado debajo del esternon) y las amigdalas (un drgano que se encuentra en la garganta).

Los linfocitos combaten la infeccidn produciendo sustancias Ilamadas anticuerpos, los cuales
atacan los gérmenes y otros materiales nocivos que se encuentren en el cuerpo del nifio. En
la LLA, los linfocitos en desarrollo se vuelven demasiado numerosos y no maduran. Estos
linfocitos inmaduros luego se encuentran en la sangre y la medula désea, y se acumulan en los
tejidos linfaticos, haciendo que se hinchen. Los linfocitos pueden desplazar otros globulos de
la sangre y la médula 6sea. Si la médula 6sea del nifio no puede producir suficientes globulos
rojos para transportar oxigeno a la sangre, el nifio podria



Elaborado por: Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez, M. en C. Ricardo Galan Zamora, Q.F.B. Isaac Zamora Bello
239

padecer anemia; mientras que si la médula ésea del nifio no puede producir suficientes
plaguetas para que la sangre se coagule con normalidad, el nifio podria padecer de
hemorragias o contusiones con facilidad. Los linfocitos cancerosos también pueden invadir
otros 6rganos, la médula espinal y el cerebro.

La leucemia puede ser aguda (que progresa rapidamente con muchas células inmaduras
cancerosas) 0 cronica (que progresa lentamente con células leucémicas de apariencia mas
madura). La leucemia linfoblastica aguda progresa rdpidamente y puede ocurrir en nifios y
en adultos, aunque el tratamiento es diferente para ambos grupos. Los primeros sintomas de
la LLA pueden ser similares a los de la gripe o cualquier otra enfermedad comun, incluyendo
fiebre que no desaparece, sentirse débil o cansado todo el tiempo, sentir dolor en los huesos
o las articulaciones, o tener nédulos linfaticos hinchados. Si los resultados del analisis de
sangre no son normales, el médico puede llevar a cabo un aspirado medular. Durante esta
biopsia, se inserta una aguja en un hueso de la cadera y se extrae una pequefia cantidad de
médula 6sea para examinarla a través del microscopio. EI médico podra entonces determinar
el tipo de leucemia que el nifio padece y planear el mejor tratamiento.

El médico también puede realizar una puncién lumbar, en la que se inserta una aguja en la
espalda para sacar una muestra del fluido que rodea el cerebro y la espina dorsal. El fluido
luego se analiza bajo el microscopio para determinar la presencia de células leucémicas.

La posibilidad de recuperacion (prondéstico) de su nifio dependera de la edad del nifio, el
namero de glébulos blancos que haya en la sangre (recuento de glébulos blancos) en el
momento del diagndstico, hasta donde se haya diseminado la enfermedad, las caracteristicas
bioldgicas de las células leucémicas, y de como responden dichas células al tratamiento.

No existe un sistema de clasificacion especifico para la leucemia linfoblastica aguda infantil.
El tratamiento dependera de la edad, los resultados de laboratorio, y si el nifio ha recibido
tratamiento contra la leucemia con anterioridad o no. Leucemia linfoblastica aguda infantil
(LLA) sin tratamiento significa que el paciente no ha recibido tratamiento, excepto para
reducir los sintomas. Hay demasiados globulos blancos en la sangre y médula ésea, y pueden
haber otros signos y sintomas de leucemia. Se ha administrado tratamiento y el nimero de
glébulos blancos y otros globulos y células de la médula 6sea es normal. No hay signos o
sintomas de leucemia. Enfermedad recurrente significa que la leucemia ha vuelto (recurrido)
después de haber estado en remision. Enfermedad refractaria significa que la leucemia nunca
estuvo en etapa de remision después de haber sido tratada.

EQUIPO:
Microscopio

MATERIAL:
a) Biologico: Sangre obtenida con EDTA
b) De laboratorio: Portaobjetos
Recipientes de Coplin
Solucién fijadora
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Solucién de acido peryddico al 1%
Reactivo de Schiff

Hematoxilina de Gill

Solucion de Scott

TECNICA:

1. Hacer un frotis en portaobjetos de la manera acostumbrada.

2. Secarlos al aire y fijarlos en la solucion fijadora de formalina por 2 minutos.

3. Los frotis fijados son lavados con agua corriente.

4. Secar al aire.

5. Los frotis son tratados con &cido peryddico a temperatura ambiente durante 10
minutos y entonces lavados con agua corriente y secados al aire perfectamente.

6. Los frotis son sumergidos en el reactivo de Schiff 20 minutos. Después son lavados
con agua corriente.

7. Los ndcleos son tefiidos por inmersion de las laminillas en hematoxilina de Gill por
5 minutos.

8. Los frotis son lavados con agua corriente.

9. Los frotis se viran en solucion de Scott por 1 minuto.

10. Lavar con agua corriente, y secar al aire.

11. Observar con objetivo de inmersion, clasificando100 células como PAS positivas 0

negativas. Las células PAS positivas presentan una coloracion roja en su citoplasma.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

En la sangre normal el citoplasma de los leucocitos polimorfonucleares se tifie intensamente
de color rosa a rojo, con aspecto granular. El citoplasma de los monocitos se tifie débilmente
y los linfocitos pueden presentar pequefios granulos. Los eritrocitos no se tifien y las
plaquetas se tifien intensamente.

En la Leucemia Linfoblastica Aguda los blastos presentan gran cantidad de granulos de color
rojizo de tamafio y forma irregular (glucégeno). Los elementos maduros de la serie
granulocitica toman la tincion sirviendo de testigos, algunos monocitos y monoblastos
pueden presentar positividad a esta tincion, aunque mas débil. Es positiva franca en la
leucemia M6 con franca morfologia de eritroleucemia.
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FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
“AUTOMATIZACION EN HEMATOLOGIA”

OBJETIVO(S):
Que el alumno describa el fundamento de los métodos automatizados para el recuento del
numero y tamafio de células sanguineas, asi como también la diferenciacion de las mismas.

FUNDAMENTO:

Desde que en 1956 W.H. Coulter disefié un sistema para contar y medir particulas en
combinacion con procesos automaticos de dilucion (Principio de Coulter), se inici6 la era de
la automatizacion en hematologia. Inicialmente, dichos métodos se limitaban a contar
eritrocitos y leucocitos, mas adelante se agregdé la hemoglobinometria y, con ello, la
obtencion automaética de los indices eritrocitarios. En los dltimos afios, se ha logrado
adicionar el recuento de plaquetas y con otras tecnologias incorporadas, como la citometria
de flujo, se puede realizar un recuento diferencial completo.

Obviamente, la automatizacion ha permitido incrementar enormemente la precision, la
exactitud, la reproducibilidad y la velocidad de proceso de muestras, ademas de que la
informacién proporcionada es mas completa y, por lo tanto, mas util en el diagnostico
hematolodgico. Por ello, en algunos paises no se aceptan recuentos manuales de eritrocitos,
dado el coeficiente de variacidn tan grande que existe en esa metodologia.

GENERALIDADES:

La automatizacion esta establecida firmemente dentro del laboratorio de hematologia y
coagulacion. La evolucion de la instrumentacion en hematologia se inicié a mediados del
decenio de 1950. Los profesionales del laboratorio clinico practicaban en ese tiempo
manualmente conteos de eritrocitos en el hematocitdmetro, hematdcrito con centrifugacion,
hemoglobinas determinadas espectofometricamente y exdmenes microscopicos de frotis de
sangre. Con el advenimiento del primer contador automatico simple de células sanguineas se
sustituyeron los conteos manuales de las células sanguineas en el hemacitométro para
eritrocitos y leucocitos. En general, los contadores automaticos de células sanguineas
proporcionan datos con fiabilidad, precision y exactitud crecientes.

Con los multiples avances de la instrumentacion en hematologia, la automatizacién cubre
actualmente las principales pruebas en el laboratorio de hematologia. Puede practicarse un
conteo completo de células sanguineas, incluso la cifra de plaquetas y el diferencial de cinco
partes con el uso de instrumentos. En el pasado se han usado varios principios para el conteo
celular y el analisis diferencial. Los dos principios del conteo de las células sanguineas usados
por los instrumentos de hematologia son la impedancia y la dispersion éptica de la luz.

El principio de la impedancia en el conteo de las células sanguineas se basa en el aumento
de la resistencia producida cuando una célula sanguinea con baja conductividad pasa a traves
de un campo eléctrico. EI nimero de intermitencias indica la cifra de células sanguineas, y
la amplitud de cada intermitencia es proporcional al volumen de la célula.
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Los ejemplos de los instrumentos que usan este principio son el contador Coulter, los
instrumentos TOA Sysmex Yy los instrumentos Abbott Cell-Dyn.

El principio de la dispersion dptica de la luz en el conteo de las células sanguineas se basa en
las mediciones de la dispersion de la luz obtenidas de una sola célula sanguinea que pasa a
través de un haz de luz (Optico o laser). Las células sanguineas crean una dispersion hacia
delante y una lateral las cuales se detectan mediante fotodetectores. El grado de dispersion
hacia delante es una medicién del tamafio de la célula, medicion de la complejidad o
granularidad de la célula. Este principio se usa por los instrumentos Technicos H System.

INSTRUMENTOS DE IMPEDANCIA
CONTADOR COULTER SERIE S-PLUS:

En 1983 la coulter corporation introdujo el contador Coulter S-plus IV, un analizador
automatico, multiparametro. EIl conteo de las células sanguineas se basaba en el principio
Coulter de la impedancia. Estas células eran diluidas en un diluyente conductor eléctrico y
dos electrodos estaban suspendidos en esta dilucion separados por una abertura. Al pasar las
células individuales a través de al abertura hay un aumento en la resistencia entre los dos
electrodos proporcional al volumen de la célula. Se establecen limites umbrales para el conteo
de cada poblacion de células con base en el volumen celular. Al igual que con los
instrumentos Coulter anteriores, habia dos cAmaras de conteo que operaban simultaneamente.
Cada camara de conteo tiene tres aberturas separadas para efectuar un analisis por triplicado
y comparar internamente los resultados con objeto de identificar errores. Los histogramas se
crean para las poblaciones de eritrocitos, leucocitos y plaquetas basadas en el volumen celular
y namero relativo de células. Estos histogramas permiten la observacion de las poblaciones
de células, su tamafio promedio respecto al resto de la poblacion y su nimero relativo. Los
datos obtenidos a partir de la dilucion de eritrocitos/plaquetas incluyen conteo de eritrocitos
por medicion directa, el volumen corpuscular medio y la amplitud de la distribucion del
eritrocito.

La computadora analiza los datos obtenidos de la dilucion de eritrocitos/plaquetas y de la
dilucion de los leucocitos. Este instrumento corrige los conteos por coincidencia y evalta los
resultados por triplicado de cada dilucién para su reproduccion. Si no concuerdan dos o tres
resultados, el resultado no se informa sino que se registra como “eliminado”. Los resultados
aceptados se promedian y se muestran en el monitor de la computadora o se imprimen en el
disco duro para la revisién por parte de los profesionales del laboratorio clinico.

CONTADOR COULTER STKS:

El contador STKS usa una combinacion de tecnologias para enumerar eritrocitos, plaquetas
y leucocitos y para determinar un conteo diferencial de cinco partes. Se emplea el principio
basico de la impedancia para realizar conteos celulares y derivar los histogramas de
eritrocitos y plaquetas. El diferencial de cinco partes se determina con tecnologia VCD. El
instrumento aspira una muestra de sangre con EDTA y la divide en tres porciones. Al igual
gue con los instrumentos Coulter previos, los conteos de eritrocitos y plaquetas se
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determinan dentro de una abertura y los conteos de leucocitos y las determinaciones de la
hemoglobina se obtienen por una segunda abertura. Los datos de cada abertura se acumulan
y revisan por la computadora. Las cifras de las células, los histogramas, y otros parametros
de los eritrocitos y las plaquetas se envian al sistema de administracion de datos. La tercera
parte de la muestra de sangre se envia a una cdmara de mezcla en donde se prepara una
dilucion con el uso de una gente litico que elimina a los eritrocitos, pero conserva a los
leucocitos en un estado casi natural. También se agrega un estabilizador para conservar la
integridad de los leucocitos. Esta dilucion es analizada dentro de la celdilla de flujo del
transductor triple para obtener el conteo diferencial de cinco partes. Las células pasan a través
de la celdilla de flujo una por una mediante enfoque hidrodindmico. El diagrama de
dispersion de DF1 es el diagrama de dispersion bidimensional incluido mas cominmente en
el formulario del informe del STKS y muestra datos derivados de los analisis del volumen y
la dispersion de la luz. EI diagrama de dispersion DF2 muestra datos de los analisis del
volumen y de la conductividad. La poblacion basdéfila, que esta oculta por la poblacion de
linfocitos en el diagrama de difusién DF1, se observa en el diagrama de dispersion DF3. Los
pueden usar para detectar anormalidades o subpoblaciones de células. El sistema de
microcomputacion analiza y reune todos los datos obtenidos por el instrumento. Los
resultados se muestran en el monitor de la computadora o se imprimen en el disco para
revision por parte de los profesionales del laboratorio clinico.

INSTRUMENTOS DE DISPERSION DE LUZ
SISTEMA TECHNICON H* 1:

La technicon instuments corporations ha estado implicada en instrumentacion de
hematologia desde principios del decenio de 1970. Los primeros instrumentos se basaron en
analisis de flujo continuo similar a sus instrumentos de quimica. EI hemolog D realizaba
conteos diferenciales e leucocitos con base en un andlisis de flujo continuo y tincion
citoquimica con peroxidasa. El technicon H-60000 era capaz de realizar una biometria
hematica completa y un conteo capaz de realizar una biometria hematica completa y un
conteo diferencial de cinco partes con el uso de un analisis de flujo continuo y un método
mejorado de tincion citoquimica. El technicon H*1 fue el primero de una serie de
instrumentos en combinar estos principios de deteccion de células y la identificacion con
citometria de flujo.

INSTRUMENTOS AUTOMATICOS PARA LA COAGULACION:

El coaguloviscometro desarrollado por Kottman en 1910 determind los tiempos de
coagulacién al medir el cambio en la viscosidad de la sangre conforme se coagulaba. El
cambio en la viscosidad se determinaba mediante el registro del voltaje contra el tiempo. Un
segundo método para la deteccion del coagula fue introducido por Kugelmass en 1922, quien
adapto el nefelometro a las pruebas de coagulacion. En nefelometria el tiempo de coagulacion
se determinaba al medir las variaciones en la transiluminaciéon registradas por un
galvanometro.
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EQUIPO:
Coulter T-890 ubicado en el laboratorio 103.

MATERIAL.:
Ninguno

PROCEDIMIENTO:

Se describiran los principios bésicos de operacién para el recuento de células, su tamafio y la
diferenciacion celular por citometria de flujo, los que incluyen volumetria, conductividad y
dispersion de la luz laser.

PRINCIPIOS BASICOS DEL RECUENTO ELECTRONICO Y LA MEDICION
EL PRINCIPIO COULTER

Es un método electrénico para contar y medir particulas de cualquier tipo, lo que es
aprovechado en los autoanalizadores hematol6gicos para contar y medir eritrocitos,
leucocitos y plaquetas, asi como también en union de la conductividad y dispersion, para
clasificar los leucocitos.

El método cuenta y mide los cambios en la resistencia eléctrica a medida que las células,
suspendidas en un liquido conductivo, pasan a través de una pequefia abertura y, al hacerlo,
actan como aisladores eléctricos.

Para poder medir la resistencia eléctrica, se establece un flujo de corriente entre dos
electrodos sumergidos en un diluyente electronicamente conductivo y que se encuentran
aislados entre si: el electrodo interno esta encerrado en una cubierta de cristal no conductiva
y tiene la abertura que permitira el paso de células. El electrodo externo se encuentra en el
“bafio” que rodea al tubo con la abertura. Generalmente, se usan dos bafios con diferentes
tamafos de abertura de acuerdo con el tamafio de las particulas que se contard; uno para
eritrocitos y plaquetas (particulas pequefias) y el otro para leucocitos (particulas grandes).
La corriente que se mueve del electrodo interno al externo establece el flujo eléctrico a través
de la abertura. La suspension de células en el diluyente es extraida a través de ésta por un
suave vacio y al pasar, momentaneamente aumenta la resistencia al flujo eléctrico creandose
un pulso que es contado y medido por el instrumento. La cantidad de pulsos contados sera
proporcional al niimero de células y su amplitud, o sea el “tamafo” del pulso, estd
directamente relacionada con el tamafio de la particula que lo produjo.

PERIODOS DE RECUENTO

La suspension de células, pasando a traves de la abertura de cada bafio, es detectada y contada
por tres veces separadas. Estos periodos de recuento duran normalmente hasta 4 segundos
cada uno, durante este tiempo el analizador colecta y amplifica los pulsos eléctricos
producidos por las células. También revisa que hayan sido acumulados datos suficientes para
garantizar que las curvas de distribucion, por tamario, reflejen con precision las poblaciones
verdaderas de las células; en caso contrario, automaticamente se extiende el periodo de
recuento.
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UMBRALES

Son los limites de tamafio electronicamente establecidos para una poblacion celular y
excluyen del analisis de particulas no deseadas; sélo serdn contadas las particulas situadas
entre un umbral superior y un inferior, en tanto que las que se encuentren fuera de dichos
umbrales serén excluidas.

Los umbrales también permiten distinguir electronicamente entre dos tipos diferentes de
celulas, por ejemplo, eritrocitos de plaquetas y clasificar las células dentro de una poblacion
para producir curvas de distribucion o histogramas.

CORRECCION POR COINCIDENCIA

Ocasionalmente, existe la posibilidad de que mas de una célula se pueda encontrar dentro de
los limites de deteccion de una abertura, al mismo tiempo. Si esto sucede, solamente es
contado un pulso, lo que podria dar como resultado una cuenta inferior a la real. Para
solucionar este problema, se realiza automaticamente una correccién de coincidencia de los
resultados, considerando que la frecuencia de coincidencia es una funcién estadisticamente
predecible de la concentracion de células.

RECHAZO DE RECUENTOS

Después de corregida la coincidencia, se comparan los datos de los tres periodos de recuento
para verificar que los datos obtenidos concuerden dentro de una escala estadistica establecida,
en cuyo caso son promediados y reportados. En caso contrario, si no existe concordancia
entre los recuentos, los resultados son “rechazados”.

DILUCIONES

Una vélvula muestreadora especial, junto con bombas dispensadoras, realizan las diluciones
requeridas. Generalmente, se utilizan dos diluciones para realizar los recuentos:
1 Bafo de apertura para eritrocitos/plaquetas: el sistema dispensa 1.8 ml de sangre total
y 10 del diluyente, quedando una dilucién final de 1:6250. en este bafio, se realizan
los recuentos de eritrocitos y plaquetas.
2. Bafo de apertura para leucocitos/hemoglobina: se dispensan 2.8 ml de sangre total, 6
del diluyente y uno de hemolizante, la dilucién final es de 1:251. se realizan el
recuento de leucocitos totales y la medicion de hemoglobina.

Finalmente, mediante vacio, son drenados ambos bafios y de inmediato son lavados con la
misma solucién diluyente, quedando listos para recibir la siguiente muestra y evitando la
contaminacion entre muestras.

HEMOGLOBINOMETRIA

Se realiza en el bafio de leucocitos. Al ser agregado el agente hemolizante a base de cianuro
de potasio, a la vez que se lisan y estromalizan los eritrocitos, la hemoglobina liberada es
convertida en un pigmento estable cuyo contenido de cianuro puede ser medido
fotométricamente. Para ello, es trasmitida una luz monocromatica de 525 nm a través del
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bafio de apertura de leucocitos, que tiene integrado un fotometro. La absorbancia de la
muestra es medida y comparada con la lectura del blanco diluyente previamente medido y
con un factor de calibracidn, con lo que se obtiene la concentracién de hemoglobina en g/dl.
Dado que el agente hemolizante deja intactos a los leucocitos, estos pueden ser contados en
el mismo bafio.

CITOMETRIA DE FLUJO

El elemento clave para la citometria de flujo es la “celda de flujo”. Consiste en una celda a
la que se hace pasar por un sistema de ductos, un flujo de la muestra diluida con el mismo
diluyente usado en los bafios mencionados previamente, adicionando, ademas , reactivos que
permiten conservar a los leucocitos en su estado nativo y que lisen a los eritrocitos para que
no interfieran en las mediciones.

Asimismo, a la mitad de la celda, existe una apertura que separa ambos lados de la misma,
en los que se situan los electrodos interno y externo, para funcionar en forma similar a como
lo hacen los bafios de apertura. En el momento del paso del flujo de células a través de la
apertura, el sistema realiza simultdneamente las mediciones de volumen, conductividad y
dispersion de la luz laser. (VCS por sus siglas en inglés).

MEDICION DE VOLUMEN

Se utiliza el mismo Principio Coulter. Se establece una corriente directa entre los dos
electrodos de la celda de flujo, separados por la pared que tiene la apertura. Al pasar los
leucocitos por ella, aumentan la resistencia y generan un pulso proporcional a su tamafio.

MEDICION DE LA CONDUCTIVIDAD

Las paredes de las células son conductivas cuando se exponen a una corriente
electromagnética de alta frecuencia. A medida que la corriente pasa a través de la célula, la
composicion quimica de su interior, sus granulos y sus caracteristicas nucleares ocasionan
cambios en la corriente, que son detectados y medidos.

Al momento de su paso por la apertura, la célula recibe la onda electromagnética de alta
frecuencia y en el lado opuesto, a manera de “pantalla”, se mide el cambio de corriente
sufrido al atravesar la célula.

La conductividad ayuda a diferenciar las células de tamafio similar pero de composicion
diferente, como los linfocitos pequefios y los basofilos, que podrian aparecer como una sola
poblacion si se midiera inicamente el volumen. Al agregar la medicion de conductividad, se
detectaran marcadas diferencias en la relacién nuicleo/citoplasma y la granularidad,
permitiendo entonces distinguir las dos poblaciones celulares.

MEDICION DE LA DISPERSION DE LA LUZ

Al mismo tiempo, en el paso por la apertura, en el otro eje lateral, las células reciben un haz
monocromatico de una fuente laser. Al atravesarla, la luz sufrird una dispersion que
principalmente dependera del tipo y nimero de granulos presentes en el citoplasma.

La medicion de la dispersion ocasionada proporciona informacion acerca de la estructura,
forma y reflectividad. Cuando se combina esta informacion con la obtenida en las
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mediciones volumétrica y de conductividad, se obtiene una clasificacion de las células con
una muy alta resolucion, misma que se incrementa con el hecho de que, a diferencia del
recuento diferencial manual en el que se cuentan 100 células, en la citometria de flujo se
cuentan por lo menos 7000.

HISTOGRAMAS DE DISPERSION DEL VCS

Los datos colectados en las miles de células analizadas por las tres tecnologias del VCS
proporcionan informacion especifica para cada tipo de célula y al hacerse simultaneamente
permiten que el sistema haga una gréfica tridimensional de poblaciones y subpoblaciones
celulares, en la que un eje ubica el volumen, en otro, la conductividad y en el tercero, la
dispersion de la luz laser. Como cada eje cuenta con 256 posiciones, la capacidad total de
dicha gréafica es de mas de 16 millones, lo que le da una gran precision en la clasificacion de
células.

Finalmente, el mismo sistema hace el recuento porcentual de cada poblacion de células, y al
considerar la cifra total de leucocitos le permite reportar cada tipo de leucocito en cifras
porcentuales y absolutas.

DERIVACION DE PARAMETROS

RECUENTO DE ERITROCITOS:

Es un parametro medido directamente en su propio bafio de apertura. La dilucién que llega a
este bafio contiene eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Los umbrales son utilizados para
separar los pulsos de las plaquetas, que son muy pequefios, comparados con los demas. Las
particulas mayores de 36 fl son contadas como eritrocitos siendo incluidos, en el recuento,
los leucocitos. No obstante, su interferencia es insignificante debido a que son solo unos
pocos miles en comparacion con los millones de eritrocitos.

HISTOGRAMA DE ERITROCITOS:

Ademas de ser contados, los eritrocitos son jerarquizados de acuerdo con su tamafio, obtenido
de la altura de los pulsos, en 256 categorias de tamafio; genera un histograma de las
particulas.

VOLUMEN GLOBULAR MEDIO:

Es el promedio en el tamafio de los eritrocitos incluidos en el histograma, desde luego que el
promedio es obtenido después de la correccion por coincidencia. A diferencia de los métodos
manuales, en equipos automatizados el volumen globular medio es un parametro medido y
no calculado, por lo que tiene significativamente mayor valor en la clasificacion morfologica
de las anemias.

ANCHO DE DISTRIBUCION ERITROCITARIA (ADE):

Es una medida de la variabilidad en el tamafio de los eritrocitos (anisocitosis) y es derivado
del histograma de eritrocitos. En realidad, es el coeficiente de variacion del volumen globular
medio y es obtenido calculando la desviacion estandar y la media de la poblacion eritrocitaria
para aplicar después la siguiente formula:

ADE = Desviacion estandar x 100
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Media

HEMATOCRITO:
Es el volumen relativo de los eritrocitos, expresado como porcentaje; es calculado de la
siguiente manera:

Hematocrito = Eritrocitos x Volumen Globular Medio
10

CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA:

Es un pardmetro medido en forma directa, en el bafio de leucocitos. Al agregarse el reactivo
litico a la dilucién de leucocitos, los eritrocitos se lisan y la hemoglobina liberada se
transforma en un pigmento estable cuyo contenido de cianuro es medido fotométricamente a
525 nm y la absorbancia es comparada a una lectura del blanco de diluyente y un factor de
calibracion previamente obtenido.

HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA:
Indica el peso promedio de la hemoglobina en el eritrocito, es calculada de la siguiente
manera:
HC = Hemoglobina x 10
Eritrocitos

CONCENTRACION MEDIA DE HEMOGLOBINA GLOBULAR:

Es una expresion de la concentracion promedio de la hemoglobina en los eritrocitos.
Relaciona la cantidad promedio (peso) de la hemoglobina en los eritrocitos con el volumen
promedio de los mismos. Se calcula asi:

CMHG = Hemoglobina x 100
Hematocrito

RECUENTO DE LEUCOCITOS:

Es medido directamente en su propio bafio de apertura. El analizador cuenta como leucocito
a todas las particulas, en la dilucion de leucocitos, que son mayores de 36 fl. Aunque los
eritrocitos son de tamafio similar, han sido eliminados con el reactivo litico. Las plaquetas,
por ser de menor tamafio del umbral 36 fl, son ignoradas en el recuento.

RECUENTO DE PLAQUETAS:

Son medidas directamente en el bafio de eritrocitos mediante el recuento de particulas,
ubicadas dentro del umbral de 2 a 20 fl. Al igual que en el recuento de eritrocitos, se realiza
un histograma con el nimero y tamario de las plaquetas.

VOLUMEN PLAQUETARIO MEDIO:
Es el promedio en el tamafio de las plaquetas y es obtenido de su histograma.

RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS:
Se realiza en la celda de flujo. A cada leucocito que pasa por la apertura se le mide volumen,
conductividad y dispersion de luz laser (VCS). Los datos son registrados
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tridimensionalmente en histogramas, con lo que las poblaciones celulares son identificadas y
se obtienen las cifras porcentuales de neutrdfilos, basofilos, eosinofilos, linfocitos y
monocitos. El nimero absoluto de cada una de ellas por mm?® de sangre es calculado

multiplicando el porcentaje obtenido en el recuento por el total de leucocitos obtenido en la
cuenta directa de ellos.
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ANEXO 06

PREPARACION DE REACTIVOS

1. SOLUCION DE GOWER:

Sulfato de sodio. ................... 1259
Acido acético glacial ............. 33.3¢g
Aguadestilada....................... 200 ml

2. DILUYENTE DE DRABKIN (CIANOMETA):

Bicarbonato sadico. .............. 19
Cianuro potasico................. 0.05¢
Ferricianuro potasico........... 029
Agua destilada c.b.p. .......... 1,000ml

3. SOLUCION PATRON DE HEMOGLOBINA HYCEL O ACUNGLOBIN DE
60mg/dl.

4. REACTIVO PARA RETICULOCITOS:
A)  Solucion de citrato salino al 0.4%:

Nasz Ce Hs O7.2H20 .....ccocnvnnnee 01G
NACL...coiiiiiiiiee 0.225¢
Aguadestilada...........ccocervriennne. 25.0 ml

Mezclar hasta disolver completamente las sales.

B) Solucidn colorante de azul de cresilo brillante al 1%
Azul de cresilo brillante................ 0.25¢

Solucion de citrato salino al 0.4%. ..25.0 ml

Disolver, filtrar y conservar en un frasco gotero ambar.

5. METABISULFITO DE SODIO AL 2% :
Metabisulfito de sodio........... 0.2g
Agua destilada c.b.p............... 10 ml

6. SOLUCION SALINA AL 1% TAMPONADA, PH 7.4:
Se prepara disolviendo 9 gramos de cloruro de sodio, 1.36 gramos de Na 2 HPO4
y 0.187 gramos de NaH2PO4 en un litro de agua destilada.
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7. REACTIVOS PARA LA DETECCION DE DEFICIENCIA DE GLUCOSA 6-
FOSFATO DESHIDROGENASA:
A) Sol. De nitrito de sodio-dextrosa:

Dextrosa.........ccccoevvviieinnnnn 509
NaNO2........cceereee 1.25¢
Aguadestilada..................... 100 mi

B) Sol. De azul de nilo:
Azuldenilo ..o, 22 mg
Agua destilada...................... 100 ml

C) Reactivo combinado:
Mezclar en partes iguales sol. A + sol. B

D) Anticoagulante ACD:

Acido Citrico .....coovveveereenne, 0.80 g

Citrato de sodio, sal trisédica ..2.20 g
Dextrosa.......cccccveeiieeiiveniiienans 245¢g
Agua destilada c.b.p................. 100 ml

8. REACTIVOS PARA LA OBSERVACION DE CUERPOS DE HEINZ:
Buffer de fosfatos 0.067M, Ph 7.6 la cual se prepara de la sig. Manera:
a) KH2PO4 0.067M

KH2POs4......co... 9.08¢g
Agua destilada .......... 1000 ml

b) Naz HPO4 anhidro 0.067 M
NazHPOg4 anhidro........... 9479
Agua destilada................ 1000 mi

Mezclar 1.3 partes de solucion (a) y 8.8 partes de solucion (b) para obtener 100 ml 6
multiplos. Inmediatamente antes de usar agregar 200 mg de glucosa a 100 ml de buffer.

Solucién de acetilfenilhidrazina, la cual se prepara:

Acetilfenilhidrazina en polvo. ................. 100 mg

Buffer de fosfatos ..........cccovevviiiiinnnnnn, 100 ml
Esta solucion debe prepararse fresca y usarse antes de una hora.

Solucidn de cristal violeta, la cual se prepara:
Cristal violeta ..o 290
Solucion de NaCl al 0.73% ..........cccu.... 100ml
Agitar la solucion durante 5 minutos y filtrar. Mezclar el filtrado con igual cantidad
de solucion de NaCl al 0.73%.
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9. SOLUCION SATURADA DE SULFATO DE AMONIO AL 50%:

Sulfato de amonio.............ccceveneee. 500 g
Aguadestilada ..., 500 ml
Acido clorhidrico 10N................... 2.0 mi

Calentar primero el agua a ebullicidn, entonces agregar el sulfato de amonio
mezclando hasta saturacion. Dejar enfriar. Tomar 400 ml del sobrenadante y
diluirlos con 400 ml de agua destilada. Agregar el &cido clorhidrico 10 N.

10. HIDROXIDO DE POTASIO N/12 :
Hidroxido de potasio ..........ccccceuneee 4759
Aguadestilada.........ccccoeeviireieennnne 1000 ml

11. AMORTIGUADOR DE TRIS BARBITAL PARA ELECTROFORESIS “Helena”,

pH 8.9
Amortiguador Supra Heme
“Helena Lbs” ( cat. 5802).............. un sobre
Agua destilada c.b.p........cccocerinn 1000 ml

Disolver el contenido de un sobre del amortiguador en el agua destilada. Agregar 0.5
ml de merthiolate blanco para conservarlo. Guardar en refrigeracion en frasco ambar.

12. SOLUCION COLORANTE PONCEAU-S:
Ponceau S ..o, 059
Acido tricloroacético al 5%..100 ml

13. ACIDO ACETICO AL 20% EN METANOL..
Acido acético g.p. ....ccccevveuennn. 20.0 ml
Metanol g.p.....ccccovvrervreenenn 80.0 ml

14. LIQUIDO DILUYENTE TURK:
Acido acético glacial .............. 3ml
Solucion acuosa de azul de metileno o violeta de genciana al 1%. ............ 1ml
Agua destilada c.S.p. ...ccceevvvenennnn. 100 ml
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AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 6.4 :
KH2PO4 anhidro ........cc.ccovnenee. 3319
Na:HPO4 anhidro..........cccceeee 1.28¢
Agua destilada c.b.p.........cceee. 500 ml

Comprobar el pH con un potenciémetro.

También se puede preparar de la siguiente manera:

Disolver 9.47 g de NazHPO4 en un litro de agua destilada (solucion A) y disolver
9.08 g de KH2PO4 en un litro de agua destilada (solucion B). Mezclar 434 ml de la
solucion A 'y 566 ml de la solucién B.

COLORANTE DE WRIGHT:
Colorante de wright en polvo ............ 0.3¢g
Metanol.........cccooveveiieieee e 150 ml

En un mortero colocar el colorante y agregar metanol en pequefias porciones
triturando el polvo con el metanol; vaciar poco a poco en un recipiente hasta acabar
el metanol. Dejar madurar durante 10 dias, con agitacion.

Otra manera de preparar el colorantes es triturando en un mortero 3 gramos de
colorante de Wright y agregarle un poco de glicerina hasta formar una pasta.
Agregar poco a poco un litro de metanol disolviendo perfectamente todo el
colorante; una vez disuelto colocarlo en bafio de agua a 37°C durante 24 horas.
Filtrar antes de usarlo.

LIQUIDO DE DUNGER:
Eosina amarillenta al 2% en agua...................... 0.5ml
ACELONA ...t 1.5 ml
Agua destilada C.b.p.....c.ccceeveiiiiiii 10 ml

Esta solucion puede guardarse en el refrigerador hasta 2 semanas; al cabo de este
tiempo debera desecharse.

18. REACTIVOS PARA LA TINCION CITOQUIMICA DE MIELOPEROXIDASA

(PEROXIDASA LEUCOCITARIA):
1. Solucion fijadora:
Formol al 37%. ......c...cooeuveenn. 10 ml
Etanol absoluto. ...........cccoee.n.... 90 ml

2. Solucion colorante:

Etanol al 30% (v/v en agua).......... 100 mi
Dihidrocloruro de bencidina.......... 0.3g
ZnS04.7H20 al 3.8 % ..o 1ml

Acetato de sodio 3H20 ...........ccc..... 1lg
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Peroxido de hidrogeno al 3%. ........ 0.7 ml
Hidroxido de sodio 1.0 N ............... 1.5ml
Safranina........cccoeeevieeneninnienec 0.2¢g

Los reactivos se mezclan en el orden indicado. La bencidina a veces contiene un
material insoluble. Al afiadir el sulfato de zinc se forma un precipitado que se
disuelve al afadir los demas reactivos. El pH de la solucion debe ajustarse a
6.00 +/- 0.05. La solucion se filtra y se guarda a temperatura ambiente; puede
usarse de manera repetida por meses.

19. REACTIVOS PARA LA TINCION CITOQUIMICA DE SCHIFF DEL ACIDO
PERYODICO (PAS):
1. Solucion fijadora:
Formol al 37%. ......c.ccevvennnne. 10 ml
Etanol.......cccoooviveviieieee 90 ml

2. Solucidn del &cido peryodico al 1%:

Acido peryodico. .........ccovuen.... 19
Aguadestilada..........cccccervennnnne. 100 ml
3. Reactivo de Schiff:
Pararosanilina..........c.ccocovnnnnns 1g
Acido clorhidrico IN................. 20 ml
NaHSO3 6 Na2S20s.................. 1g
Carbon activado............coc...e.. 059

Ponga 200 ml de agua destilada a calentar. Cuando llegue a 96°C, se retira del
calor y se agrega 1 g de pararosanilina, se vuelve a colocar en la fuente de calor
hasta que hierva, pero evitando el burbujeo violento, se deja enfriar hasta que
alcanza aprox. Los 50°C y se agregan 20 ml de acido clorhidrico 1N. Ya
totalmente frio se afiade 1 g de metabisulfito de sodio y se agita hasta que se
disuelva. Se coloca en un frasco cerrado en un lugar oscuro por 48 horas. El
reactivo debe de quedar de color paja después de 48 horas. A continuacion se
agrega 0.5 g de carbon vegetal o activado y se agita por 10 segundos y se filtra.
Si no quedara totalmente transparente, repetir la operacion. Se guarda en el
refrigerador.

4. Hematoxilina de Gill:

Etilén glicol ..., 250 ml
Hematoxilina monohidratada......... 24
Yodato de sodio.........c.cceveeiurennnn 029
Sulfato de aluminio..............cc...... 1769
Acido acético glacial ................... 2 ml
Aguadestilada..........cccccerverirnnnnne 730 ml

Se mezcla el agua destilada con el etilén glicol con agitacién continua. Se
agrega la hematoxilina, se agita hasta que se disuelve totalmente. Luego se
agrega el yodato de sodio, se agita hasta que se disuelve totalmente. Después se
agrega el sulfato de aluminio y se agita.
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Se deja agitando esta mezcla durante 2 horas y posteriormente se afiade el acido
acético glacial. Se filtra y esta lista para usarse, aunque con el tiempo madura y
tifie mejor. Cuando la solucién es muy nueva hay que dar mas tiempo de tincion
del indicado por la técnica.

5. Solucion de Scott:

Agua Corriente ........cceevvervenene 1000 mi
Sulfato de magnesio anhidro. ...... 10 g ( si es hidratado 20 Q)
Bicarbonato de sodio. .................... 290

Mezclar los ingredientes en el orden indicado.

20. REACTIVOS PARA LA TINCION CITOQUIMICA DE SUDAN NEGRO B.

Solucion de Sudan Negro B: Se disuelven 300 mg de Sudan Negro B en 100
ml de etanol al 96%.

Solucion tamponada_ Se mezclan 16 g de fenol con 30 ml de alcohol etilico
absoluto y se afiaden a una solucion de 0.3 g de NaHPO4.12H,0 en 100 ml de agua
destilada.

Solucién colorante: Mezclar 60 ml de solucion de Sudan Negro B con 40 ml
de solucién tamponada. Filtrar.

21. REACTIVOS PARA LA TINCION CITOQUIMICA DE FOSFATASA
ALCALINA LEUCOCITARIA:
Reactivo A (fijacion): 27 ml de formaldehido al 37% y 73ml de metanol.
Reactivo B (solucién de trabajo):

Propanodiol............cccceevenene. 105¢

Aguadestilada ...........ccccvenene 25.0 ml

HCI 0.1 N 5.0ml

Agua destilada c.5.p. ......cocueee. 100 ml
Mezcla de tincion:

Solucién de trabajo .................... 50.0 ml

Naftol ASBI fosfato. ............... 100.0 mg
Agregar:

Solucion de trabajo. .........cccevenee. 50.0 ml

Fastblue RR.......coooiiiiiiiiie, 100.0 mg

Filtrar y usar.

Reactivo C: Hematoxilina
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22. SOLUCION DE OXALATO DE AMONIO AL 1%.

Oxalato de amonio.........ccceevvveevvernennnnnn, 109
Agua destilada c.b.p.....cccoeiiiiiiiis 100 ml
Azul de metileno..........ccocovevvieiiiiiiee, 0.2ml

Filtrar y conservar en refrigeracion. Filtrar con frecuencia. Se debe desechar en
cuanto aparece turbidez.

23. TROMBOPLASTINA DE CEREBRO DE CONEJO CON CLORURO DE
CALCIO (Simplastin Excel, Organon Teknika; Thromboplastin.C. Dade/Baxter;
Thromborel S; Behring; Thrombomat, Biomereiux).

24. TROMBOPLASTINA HISTICA ADICIONADA DE SOL. DE CLORURODE
CALCIO 0.02 M, LIOFILIZADA.

25. TROMBOPLASTINA PARCIAL LIQUIDA ACTIVADA (Platelin;Organon
Teknika; Automated APTT, Organon Teknika; Actin, Dade/Baxter; Pathromtin,
Behring; Silimat; Biomerieux).

26. TROMBOPLASTINA PARCIAL LIQUIDA ACTIVADA.

27. CLORURO DE CALCIO 0.02 M:
Cloruro de calcio anhidro.............ccccoveeveenene 111¢g
Agua destilada c.b.p....cccooeiiiiii 500 ml

28. TROMBINA HUMANA DE 3 A 5 U/ml ( Thromboquik, Organon Teknika; Test-
Trombin, Thrombin Clotting Reagent, Dade/Baxter. Behring; Thrombicalcitest,
Biomerieux).

29. FIB 20 (100 NIH).

30. BUFFER DE DILUCION (IBS).

31. TT (10 NIH/Vial).

32. CALIBRADORES PARA PLASMA NORMAL DE REFERENCIAPARA
HEMOSTASIS.
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33.

34.

35.

36.

37.

38.

CONTROLES PARA PLASMA HUMANO: NORMAL, ANORMAL NIVEL
SUPERIOR Y ANORMAL NIVEL INFERIOR.

TROMBINA HUMANA DE 5000 U/ml ( Frindex, Ortho):
Solucién madre de trombina de 50 U/ml:

Trombina humana 5000 U/ml .............. 1.0 ml

Solucién salina isotonica c.b.p. ............ 100 ml
Solucidn de trabajo de trombina de 5 U/ml:

Solucion madre de trombina.................. 1.0 ml

Solucidn salina isotonica c.b.p. .............. 10 ml

TROMBINA CALCICA LIOFILIZADA (FIBRI-TEST).

REACTIVO DE TROMBINA DE 100 U.INH/ml DE TROMBINA (Fibriquick,
Organon Teknika; Referencia para calibracion de fibrindgeno, Dade/Baxter;
Multifibren Test, Behring; Fibrinomat, Biomerieux).

PATRON DE REFERENCIA DE FIBRINOGENO DE 200 mg/dI ( Fibriquick,
Organon Teknika; Referencia para calibracion de fibrindgeno, Dade/Baxter;
Multifibren Test, Behring; Fibrinomat, Biomerieux).

AMORTIGUADOR DE VERONAL DE OWREN (barbital sédico 0.028 M; pH
7.35) ( Fibriquick, Organon Teknika; Referencia para calibracion de fibrindgeno;
Dade/Baxter; Multifibren Test, Behring; Fibrinomat, Biomerieux).

Dietil Barbiturato de sodio. .........c.cc....... 11.75¢
Cloruro de sodio. ..., 14.67 ¢
Acido clorhidrico 0.1 N........cccocvveinrnnne. 400 ml

Agua destilada c.b.p. ....ccoovveiiiiiii 2000 ml
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