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TRABAJO PRACTICO N° 3
FISIOLOGIA DE LA HEMOSTASIA
ESTUDIO DE LOS PROCESOS FISIOLOGICOS PUESTOS EN JUEGO
DURANTE LA HEMOSTASIA SECUNDARIA

1. OBJETIVOS
Con los conocimientos adquiridos en la clase teérica:
OBJETIVOS GENERALES
= Conocer los mecanismos fisiolégicos involucrados en la hemostasia.

= Comprender el rol de los factores de coagulacion en la regulacién del proceso hemostatico.

2. COMPETENCIAS
» Realiza la determinacién del tiempo de protrombina de una muestra de plasma cumpliendo
las normas de bioseguridad.
= Interpreta el resultado del tiempo de protrombina.
» Realiza la determinacién del tiempo de tromboplastina parcial activada cumpliendo las
normas de bioseguridad.

» |Interpreta el resultado el tiempo de tromboplastina parcial activado.

3. CONOCIMIENTOS TEORICOS NECESARIOS
» Hemostasia Secundaria: Factores de la coagulacion. Mecanismo de la coagulacion. Teoria

de la Cascada. Nuevo Modelo basado en superficies celulares.

4. DESARROLLO DEL TRABAJO PRACTICO

4.a. Fundamento

El término Hemostasia se refiere al conjunto de interacciones entre los componentes de la sangre
y los de la pared vascular, responsables de impedir la fuga de la sangre de dicho compartimiento.
El proceso hemostatico a menudo es esquematizado en cinco fenbmenos consecutivos que
pueden superponerse: vasoconstriccion localizada, adhesion de las plaquetas al subendotelio,
formacion del tapon plaquetario, reforzamiento de éste a través del depdsito de fibrina y finalmente

degradacion del material depositado a través de la fibrindlisis.
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4.b. Tiempo de Protrombina en una etapa

Muestra: el anticoagulante que se utiliza es citrato de sodio en una relacion 1+9 6 dilucion 1/10,
entonces por ejemplo para 250 ul de anticoagulante se necesita 2,5 ml de sangre. Centrifugar a
3000 rpm durante 15 min y separar el plasma en otro tubo de plastico, proceder a realizar una
segunda centrifugacion a 3000 rpm por 15 min, de esta manera se obtiene un plasma pobre en
plaquetas. Es necesario que no haya plaquetas porque estas ya se estudian en las pruebas que
evallan la hemostasia primaria, ahora solo se van a estudiar los factores de la coagulacion.

El plasma ademas de no contener plaguetas no tiene calcio por que el citrato de sodio compleja el
calcio.

El plasma se debe procesar dentro de las 4 horas después de obtener la muestra porque muchos

factores se degradan in vitro con el transcurso el tiempo.

Evalla la eficiencia del sistema extrinseco de la coagulacién midiendo la formacién del coagulo
plasmético en presencia de extractos tisulares (fosfolipidos) y CaCl..
Es mas sensible al déficit de factores VII, X y V que a la deficiencia de protrombina. Se prolonga

con déficit severo de fibrindgeno.

Materiales y Método

Citrato de Sodio 0,1 M

Bafio termostatizado a 37 °C

Pipetas autométicas de 100 ply 200 pl.

Tubos de vidrio para realizar las pruebas

Tubos de plastico para recoleccion de la muestra
Centrifuga

Cronémetro

Reactivo: Tromboplastina calcica recombinante o tromboplastina céalcica de cerebro de conejo
gue aportan los fosfolipidos y el calcio. Estabilidad en dias luego de reconstituida.
El reactivo se debe mantener a 37 °C durante la realizacién de las pruebas. A 37 °C sélo dura 60

min.

En un tubo de vidrio en bafio a 37 °C colocar 100 pl del plasma pobre en plaquetas. Incubar por lo
menos 1 minuto.
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Agregar 200 ul de tromboplastina célcica y simultaneamente poner en marcha el cronémetro.

Mover el tubo suavemente por inclinacion hasta que se forma el coagulo y detener el tiempo.
Anotar el tiempo.
Los resultados se expresan en tiempo y en porcentaje de actividad interpolando el tiempo

correspondiente a la muestra en una curva de calibracion.

Valor de Referencia: 70 — 120%

4.c. Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado

Muestra: plasma pobre en plaguetas anticoagulado con citrato de sodio.

Mide el tiempo de coagulacion del plasma en presencia de: cefalina (tromboplastina parcial,
sustituto plaquetario), aporta los fosfolipidos que son el sitio de anclaje donde se realizan las
reacciones; un activador (caolin, acido elagico, silice, celita), aporta cargas negativas para activar
la coagulaciéon y los iones calcio que se agregan en forma de CaCl..

Con esta prueba se estudian los factores de la via intrinseca de la coagulacion y se prolonga ante
los descensos de los factores XllI, XI, IX, VIII, X, [l 6 V.

La muestra que se utiliza es la misma que para el tiempo de protrombina, es decir un plasma

pobre en plaquetas.

Materiales y método

Citrato de sodio 0,1 M

Reactivo de APTT comercial

CaCl, 0,025 M

Bafio termostatizado a 37 °C

Pipetas autométicas de 100 pl

Tubos de vidrio

Tubos de plastico para recoleccion de la muestra
Centrifuga

Cronémetro

En un tubo de vidrio en bafio a 37 °C colocar 100 ul de muestra e incubar 1 minuto. Luego agregar
100 ul de reactivo de APTT e incubar 3 minutos (etapa de activacion)

Agregar 100 ul de CaCl; y poner en marcha el cronémetro.
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Controlar la formaciéon del coagulo de plasma sumergiendo y sacando el tubo. Detener el

crondmetro cuando se visualiza la red de fibrina.

El resultado se expresa en segundos.

Valor de Referencia: 25 — 35 sed.

Materiales de limpieza (por comision):

Detergente — Rejilla — Alcohol gel — Cepillo

5. EVALUACION

Para evaluar competencias procedimentales:

“Realiza la determinacion del tiempo de protrombina (TP) de una muestra de plasma cumpliendo
las normas de bioseguridad.”

“‘Realiza la determinacién del tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) cumpliendo las
normas de bioseguridad”.

Realizar la prueba de TP y aPTT de una muestra de plasma, mientras un compariero lo observa y

marca en una lista de cotejo. Coevaluacion / criterios ver lista de cotejo.

Para evaluar las competencias:

“Interpreta el resultado del tiempo de protrombina.”

“Interpreta el resultado el tiempo de tromboplastina parcial activado.”

En grupo, analicen e intercambien opiniones sobre los resultados obtenidos fundamentandose en

lo aprendido en la clase tedrica. Criterios de evaluacién ver rubrica.

. GUIA DE ESTUDIO
. ¢, De qué factores depende la adhesion plaquetaria al endotelio?
. ¢ Como esta formado el complejo protrombinasa? ¢ Cuél es su funcién?

. ¢ Qué sucede con el coagulo de fibrina luego de la reparacion de la injuria vascular?

A W DN P O

. ¢Por qué la sangre en condiciones fisiolégicas y en ausencia de dafio endotelial circula sin
coagularse?
5. ¢ Cudles son las funciones procoagulantes y antitrombdéticas de la trombina?

6. ¢ Cudles son las funciones antitrombéticas y procoagulantes del endotelio?
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