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CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1  Planteamiento del problema

Las pruebas de coagulacién (PC) se emplean ampliamente en los entornos hospitalarios,
y permiten identificar trastornos de la coagulacion; y también se emplean como
indicadores antes de la cirugia abierta y los procedimientos invasivos (1). Las PC més
utilizadas son el tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPa), las cuales se utilizan con frecuencia para evaluar coagulopatias y guiar las
intervenciones hemostaticas (2). Por otro lado, es pertinente indicar que la hemostasia es
un mecanismo bioldgico que involucra reacciones en cascada y diferenciadas en una via
intrinseca (V1) y extrinseca (VE), y con la posterior formacion de un tapon de fibrina que
cierra el sitio dafiado del vaso sanguineo controlando el sangrado (3). La VI se inicia
cuando se coloca sangre recién obtenida en un tubo de vidrio. La carga negativa del vidrio
inicia la activacion del factor XIl'y luego Xla escinde IX en IXa (4). La VE inicia cuando
se afladen factor tisular, calcio y fosfolipidos al plasma humano con citrato. En
condiciones in vitro, el factor VII se activa a Vlla y el FT-VIla convierte X en Xa

activando la via comun (5).

El TP se utiliza habitualmente para evaluar el tratamiento de anticoagulacion con
warfarina; y para ajustar las diferencias entre reactivos e instrumentos, se desarrollé la
relacién normalizada internacional (en inglés, INR: International Normalized Ratio) a fin
de mejorar la estandarizacion de los reportes de TP a nivel global (6). EI TTPa se emplea
para estudiar la VI y comdn de la coagulacion. Es una prueba relevante en la deteccion
de deficiencias de factores heredados y adquiridos, y para monitorear el tratamiento con
heparina no fraccionada (7). Como se observa, la utilidad de estas pruebas es fundamental
para abordar el tratamiento y seguimiento de pacientes con coagulopatias; sin embargo,
las condiciones ambientales pueden generar cambios fisioldgicos en las personas y, en
consecuencia, expresarse como resultados alterados a las pruebas de laboratorio (8). El
efecto fisioldgico mas notorio se observa en ciudades de elevada altitud, la cual induce
incrementos muy significativos en el hematocrito como una respuesta adaptativa del

organismo (9). Estos cambios no involucran solo a pardmetros derivados de la linea
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eritroide; sino también a ensayos de coagulacion. Se ha observado que conforme
incrementa la altitud, el TP aumento6 su valor de 83% a 100%, mientras que el TTPa
incremento su valor de 38 a 43 segundos (p<0.001) (10).

La TPy TTPa son pruebas que se ejecutan sobre muestras de sangre anticoaguladas con
citrato de sodio cuya concentracion recomendada es de 3.2% o 109 mmol/L (11). Sin
embargo, también se recomienda el empleo de citrato de sodio a 3.8% 0 129 mmol/L (12).
Por lo general, se utiliza una proporcién de sangre a citrato de sodio de 9:1 con un rango
de tampon entre 3.2% y 3.8%. EI citrato de sodio 3.2% une menos calcio afiadido al
ensayo que el de 3,8%; por ende, los tiempos de coagulacion tienden a ser mas cortos en
el citrato de sodio al 3.2% que al 3.8% (13). Por otro lado, existen muestras de sangre
cuyo hematocrito es elevado y tienen menor cantidad de plasma, lo que genera un efecto
dilucional por exceso del citrato (14). En estos casos, el Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio (CLSI) recomienda el ajuste en la relacion citrato de sodio / volumen de
sangre cuando el hematocrito supera el 55% (15). Los estudios sobre el ajuste de esta
relacién han sido poco explorados en investigaciones extranjeras, y con resultados muy
dispersos entre ellos (16-18). En Perd, no se cuenta con valores de ajuste propios, por lo
que las condiciones preanaliticas de las pruebas de coagulacién podrian generar
resultados sesgados en pacientes con hematocritos elevados, caracteristica muy comin en
regiones altoandinas en nuestro pais. Esta situacion desfavorable impactaria directamente
sobre la calidad del diagnostico, monitoreo, seguimiento, tratamiento y recuperacién de

pacientes con coagulopatias.

1.2 Formulacién del problema

1.2.1  Problema general

¢ Cual sera el mejor factor de correccién para el tiempo de protrombina y tromboplastina
parcial activada en pacientes sanos con hematocritos elevados atendidos en el Hospital

Regional de Huancavelica 11-2?

1.2.2  Problemas especificos

= Existira diferencias entre el tiempo de protrombina corregido y no corregido por

el factor en pacientes anos con hematocritos elevados?



= Existira diferencias entre el tiempo de tromboplastina parcial activada corregida
y no corregida por el factor en pacientes anos con hematocritos elevados?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1  Objetivo general

Disefar un factor de correccidn para tiempo de protrombina y tromboplastina parcial
activada en pacientes sanos con hematocritos elevados atendidos en el Hospital Regional
de Huancavelica 11-2

1.3.2  Objetivos especificos

= Comparar el tiempo de protrombina corregido y no corregido por el factor en
pacientes sanos con hematocritos elevados
= Comparar el tiempo de tromboplastina parcial activada corregida y no corregida

por el factor en pacientes sanos con hematocritos elevados

1.4 Justificacion de la investigacion

1.4.1  Justificacién teorica

La elevada altitud que se encuentra en Huancavelica influye sobre el hematocrito de sus
habitantes. Esta situacion influye sobre los parametros de coagulacion como TPy TTPa,
por lo que disefiar una ecuacién para establecer un factor de ajuste o correccion entre el
volumen de sangre y citrato de sodio es fundamental para controlar los errores
sistematicos que pueden ocurrir en la etapa preanalitica y, en consecuencia, mejorar la

calidad de los resultados que benefician al paciente en monitoreo y tratamiento.

1.4.2  Justificacion metodolégica

El uso de factor de ajuste es segun recomendaciones de entidades extranjeras cuyos
hallazgos se han basado en el estudio de sus poblaciones cuyas caracteristicas difieren a
la poblacion peruana. Particularmente, la presencia de ciudades de elevada altitud en
nuestro pais constituye una necesidad imperiosa para disefiar y generar formulas o
modelos matematicos para ajustar el volumen de citrato segun los valores de hematocrito

elevados. En ese orden, esta investigacién empleara un disefio comparativo y exploratorio
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basado en analisis de regresion cuyos coeficientes sean evaluados y permitan seleccionar
el més factor de correccidn o ajuste méas adecuado para el TP y TTPa. Estos resultados
son relevantes porque marcaria un hito importante para que otros laboratorios puedan
ejecutar el mismo procedimiento con poblacién oriunda que se atienden en

establecimientos de salud.

1.4.3  Justificacion social

Los resultados del estudio generaran un beneficio en la calidad de los procesos de
laboratorio de hemostasia, cuyo impacto debera reflejarse en la reduccion de tubos
utilizados en la recoleccién y el tiempo de la estancia hospitalaria del paciente,
considerando que muchos pacientes proceden de areas de hospitalizacion. Eso significa
menor costos de diagnostico y abordaje clinico con una atencion mas réapida al paciente.
Por lo tanto, el beneficio e impacto social es favorable para el paciente y el

establecimiento de salud, dado que se optimizarian recursos materiales y logisticos.

1.4.4  Importancia de la investigacion

La importancia de este estudio radica en 3 aspectos: (a) el disefio de un factor de ajuste
para TP y TTPa con muestras de pacientes con hematocritos elevados y procedentes de
zonas de Huancavelica permiten obtener una medida de correccion acorde con la realidad
y problematica presentada en la regién estudiada; (b) encontrar un nuevo factor de ajuste
acorde a nuestra realidad es parte de la mejora continua de la calidad en los laboratorios
de hematologia y/o hemostasia, y ello impacta positivamente sobre la calidad del
diagnostico médico; y (c) de forma indirecta, se puede reducir los gastos en la adquisicién

de insumos como sucede con los tubos de citrato a 3.2% y 3.8%.

1.45 Viabilidad de la investigacion

El estudio tiene una alta viabilidad considerando que los insumos, reactivos, materiales y
equipos son de baja complejidad y estaran disponibles en el laboratorio del Hospital
Regional de Huancavelica. Gestionaremos la aprobacion del proyecto como parte de las
actividades de gestion de calidad y mejora continua del establecimiento. Por otro lado,
las muestras deben proceder de pacientes con hematocritos superiores a 60%,
caracteristica que muy frecuente entre la poblacion de Huancavelica, cuya respuesta

fisiolégica y adaptativa se traduce en policitemia. En ese sentido, contamos con las



condiciones administrativas, logisticas, poblacion de estudio, equipamiento y reactivos
para garantizar la ejecucién de la propuesta.

15 Limitaciones del estudio

El hematocrito elevado no se atribuye solo a la elevada altitud, sino también puede ocurrir
por la presencia de cardiopatias congénitas u otras enfermedades del metabolismo del
hierro. En ese sentido, este estudio no esta orientado a identificar la etiologia del
hematocrito elevado, y puede existir el riesgo de que alguna muestra de sangre con
hematocrito elevado no se atribuya solo a la altura, sino se esté generando un efecto
combinado de dos 0 mas factores contribuyentes al hematocrito elevado. Para reducir este
riesgo de sesgo, restringiremos algunas caracteristicas en la poblacion de estudio las

cuales estaran definidas como criterios de exclusion.

1.6 Delimitaciones de la investigacion

1.6.1 Temporal

El estudio se realizaré entre los meses de febrero y abril del afio 2024.

1.6.2 Espacial

La ejecucion se delimita a muestras de sangre procedentes de pacientes con hematocritos
con valores superiores a 60% atendidos en el Hospital Regional de Huancavelica.

1.6.3 Recursos

Los recursos humanos estaran constituidos por la tesista del estudio, y se recibira el apoyo
del personal del laboratorio del Hospital Regional de Huancavelica. En relacion con los
insumos y equipamiento, se gestionara el apoyo del mencionado nosocomio para

garantizar la ejecucién del estudio.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

211 Internacionales

Austin M, Ferrell C y Reyes M. (2023) tuvieron como objetivo “determinar el efecto del
exceso relativo de citrato en los estudios de coagulacion de rutina en muestras con
hematocritos del 60%”. Realizaron un estudio analitico de laboratorio y afiadieron un
volumen calculado de citrato al 3,2% a alicuotas de 1 mL de 40 muestras de sangre total
en tubos con citrato de pacientes adultos para simular un hematocrito del 60%. Se cred
un control de dilucion mediante la adicion de un volumen equivalente de solucion salina
a una alicuota separada de 1 mL. Midieron TP y TTPa en ambas muestras. Encontraron
un cambio clinicamente significativo en el TP como en el TTPa con la adicion de citrato
(p = 0,0002 para el TP y p = 0,0234 para el TTPa), el manejo clinico no se alteré por
ningun cambio observado. Observamos un acortamiento de 27/40 TP y 23/40 TTPa en
lugar de la prolongacion esperada. Concluyeron que no era necesario ajustar el volumen

de citrato en muestras con hematocritos menores o iguales al 60% (19).

Sehgal T. et al (2022) tuvieron por objetivo “describir el uso de tubo de citrato modificado
para rectificar la coagulopatia espuria en la policitemia del fumador”. Reportaron un
paciente de 30 afios que acudié a una clinica para extraccion dental. Encontraron un
aumento del TP de 16,7 s (rango 9-14 s) y un TTPa de 44,2 s (rango 27-39 s). Tanto el
TP como el TTPa se realizaron en el analizador STA R Max3 utilizando tubos de citrato
de 2,7 mL (0,109 M, citrato de sodio tamponado al 3,2%) con el reactivo STA-NeoPTimal
para TP y STA-Cephascreen para TTPa. Ante la sospecha de una anomalia de la
coagulacion, el paciente fue remitido a un laboratorio especializado en coagulacién para
su posterior evaluacion. No habia ningin episodio hemorragico previo ni ningun trastorno
hemorragico en su familia. EI hemograma completo mostré hemoglobina de 18,7 g/L,
hematocrito de 56,3%, recuento de globulos rojos (RBC) de 6,75x10%L, glébulo blanco
de 10,8x109/L y recuento de plaquetas de 375x10%/L (20).
Silva V. et al (2020) plantearon el objetivo “evaluar el efecto del ajuste del volumen de
citrato en tubos de muestra de pacientes con hematocrito >55% utilizando dos pruebas
9



diferentes de tiempo de protrombina (TP)”. Disefiaron un estudio analitico donde
obtuvieron muestras de sangre emparejadas ajustadas y no ajustadas con citrato de 181
pacientes de la hipertension pulmonar ambulatoria con valores altos de Ht y en
tratamiento con warfarina. Las muestras se analizaron utilizando factor tisular humano
recombinante (RTF) y reactivos extraidos del cerebro de conejo (HS Plus). Los resultados
se expresan como el cociente internacional normalizado (INR). Los resultados de INR-
RTF de muestras de sangre de citrato ajustadas y no ajustadas mostraron una fuerte
correlacion (R2 =0,8226, p < 0,0001). La mediana del INR fue de 2,25 (IC del 95%: 2,10
a 2,41) para las muestras ajustadas con citrato y de 2,22 (IC del 95%: 2,06 a 2,38) para
las muestras no ajustadas con citrato. Para las muestras con Ht >62%, el cambio
porcentual entre los pares de muestras fue del >10%. Los resultados con HS Plus
mostraron una correlacion moderada entre las muestras ajustadas con citrato y las no
ajustadas (R2 = 0,4267, p < 0,0001). La mediana del INR fue de 2,51 (IC del 95%: 2,35
a 2,68) para las muestras ajustadas con citrato y de 3,45 (IC del 95%: 3,11 a 3,80) para
las muestras no ajustadas con citrato. Para las muestras con Ht>55%, el cambio
porcentual entre los pares de muestras fue superior al 10%. Concluyeron que en pacientes
con policitemia en tratamiento con warfarina, el INR-RTF no requiere ajuste
anticoagulante para la evaluacion de muestras con Ht <62% (18).

Kanahara M et al. (2018) plantearon como objetivo “evaluar la solucion de cloruro célcico
de alta concentracién para la correccion del tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPa) en pacientes con alto valor de hematocrito”. Realizaron un estudio experimental
de laboratorio donde obtuvieron muestras de sangre de 15 pacientes con hematocrito
elevado (65+6%) que presentaban cardiopatia congénita cianética. Encontraron que el
ensayo de TTPa convencional con una solucion de cloruro de calcio de 0,025 mol/L dio
una mayor TTPa en comparacion con el método CLSI (51,7+/-11,8 frente a 34,6+/-4,7 s,
p<0,001). Sin embargo, cuando se utilizé una solucion de cloruro de calcio 0,035 mol/L,
el TTPa (36,6+/-5,8 s) fue similar al obtenido con el método CLSI. Hubo una buena
correlacion en los valores de TTPa entre el método de solucién de cloruro de calcio con
alto contenido y el método CLSI (la pendiente = 0,57, r2 = 0,49). Concluyeron que el
método de solucidn de cloruro de calcio con alto contenido es util para corregir la pseudo
prolongacion de APTT (21).
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Ratzinger F. et al (2018) tuvieron por objetivo “estimar mejor los efectos preanaliticos de
la concentracion de tampon citrato en uso, se evalud la diferencia entre los resultados
obtenidos por las muestras con citrato al 3,2% y al 3,8%”. Disefiaron un estudio
observacional prospectivo con 76 voluntarios, se evaluaron las diferencias relacionadas
con la concentracion de citrato. Para ambas concentraciones tampon, se establecieron
intervalos de rango de referencia de acuerdo con las recomendaciones de la guia C28-A3
publicada por el CLSI. En el entorno de nuestro analizador de reactivos, la mayoria de
los parametros evaluados presentaron una buena comparabilidad entre las muestras
citadas tomadas con tampén trisodico al 3,2% y al 3,8%. El reactivo de tiempo de
tromboplastina parcial activado con &cido eldgico (TTP-FS) indic6 una diferencia
sistémica y proporcional entre ambas concentraciones tampoén, lo que llevo a una
alteracion en sus rangos de referencia. Ademas, una prueba de confirmacién para la
evaluacion de anticoagulantes lupicos (Staclot LA) mostr6 solo una correlacion moderada
(rp = 0,511) con una desviacién proporcional entre ambas concentraciones de citrato.
Ademas, se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en la prueba de
confirmacion del tiempo de confirmacidn del veneno de la vibora de Russell diluida, los
factores de coagulacion V y VIII, y la actividad de la proteina C, que result6 ser de menor
relevancia clinica. Concluyeron que los resultados evaluados con plasma citrato

tamponado al 3,2% y 3,8% son comparables (13).

2.1.2  Nacionales
No se encontraron estudios publicados o tesis de investigacion que hayan abordado la
problematica descrita en el presente proyecto. Se realizd la busqueda en plataformas

como Scielo Pert, RENATI de la SUNEDU y ALICIA de CONCYTEC, sin resultados

para considerar en esta seccion.
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2.2 Bases tedricas

2.2.1  Bases fisiologicas de la hemostasia

La hemostasia abarca los procesos estrechamente regulados de coagulacion sanguinea,
activacion plaquetaria y reparacion vascular. Después de una herida, el sistema
hemostatico activa una gran cantidad de receptores vasculares y extravasculares que
actdan en conjunto con los componentes sanguineos para sellar el dafio infligido a la
vasculatura y al tejido circundante. El primer componente importante que contribuye a la
hemostasia es el sistema de coagulacion, mientras que el segundo componente importante
comienza con la activacion plaquetaria, que no solo contribuye al tap6n hemostatico, sino
que también acelera el sistema de coagulacion. Con el tiempo, los inhibidores
transmitidos por la sangre y los circuitos de retroalimentacién proteolitica interrumpen la

coagulacion y la activacion plaquetaria (22).

La hemostasia permite al organismo a) cerrar los vasos sanguineos dafiados, b) mantener
la sangre en estado fluido y c) eliminar los coagulos de sangre después de la restauracion
de la integridad vascular. El sistema hemostatico es una maquinaria muy conservada,
desde el pez cebra hasta el humano, en la que la coagulacion sanguinea, también conocida

como coagulacién, tiene un papel destacado (3).

La hemostasia involucra la participacién de los denominados factores de coagulacion que
constan de una proenzima que se convierte en una enzima activa mediante el factor de
coagulacién activado aguas arriba. A continuacion, se muestra de forma gréafica el proceso

de la hemostasia:
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Subendothelium

Platelets

Endothelium

Subendothelium

Figura 1. Proceso de coagulacién humana (Fuente: Henri H., 2013) (23)

También se sugirio que existen dos cascadas diferentes que convergen en la activacion
de FX. Estas se denominan via intrinseca, llamada asi porque todos los componentes estan
presentes en la sangre, y via extrinseca que requiere un factor externo (FT del tejido
extravascular) (3). La via intrinseca se activa in vitro una vez que la sangre entra en
contacto con superficies hidrofilicas. Esto se desencadena cuando el FXII autoactivado
escinde la precalicreina en calicreina, lo que conduce a una via de activacion posterior de
FXI, FIX, FX y protrombina. La via extrinseca comienza con TF y FVII activado, que

induce directamente la activacion secuencial de FX y protrombina (24).

Actualmente, se sabe que, tras el dafio vascular, las plaquetas se adhieren al sitio dafiado
y se agregan mediante interacciones de los receptores plaquetarios con ligandos
extracelulares y proteinas solubles. La exposicién al FT subendotelial inducida por dafio
vascular genera trazas de trombina con multiples efectos sobre otros factores de
coagulacion y plaquetas. A través de multiples bucles de imposicion en el sistema de
coagulacién y en la activacion plaquetaria, se forman grandes cantidades de fibrina que
estabilizan los trombos plaquetarios formados anteriormente (25).
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La hemostasia es una cascada de reacciones de activacion continua que se da del siguiente

modo:

Vaso constriccion. Aproximadamente 30 minutos después del dafio/traumatismo en los
vasos sanguineos, se produce un espasmo vascular, que conduce a la vasoconstriccion.
En el sitio de la ruptura del revestimiento endotelial, la matriz extracelular

(MEC)/colageno queda expuesta a los componentes sanguineos (26).

Adhesion plaquetaria. Esta MEC libera citoquinas y marcadores inflamatorios que
conducen a la adhesion de las plaquetas y su agregacién en ese sitio, lo que conduce a la
formacion de un tapon plaquetario y al sellado del defecto. La adhesion plaguetaria es un
proceso complejo mediado por interacciones entre varios receptores y proteinas, incluidos
los receptores de tirosina quinasa, los receptores de glicoproteinas, otros receptores de
proteinas G, asi como el factor von Willebrand (VWF). El factor de von Willebrand

funciona a través de la union al Gp 1b-9 dentro de las plaquetas (26).

Activacion plaquetaria. Las plaquetas que se han adherido sufren cambios muy
especificos. Liberan sus granulos citoplasmaticos que incluyen ADP, tromboxano A2,
serotonina y muchos otros factores de activacion. También experimentan una
transformacion de su forma en una forma pseudopodal que, a su vez, conduce a reacciones
de liberacién de varias quimiocinas. Los receptores P2Y1 ayudan en los cambios

conformacionales de las plaquetas (26).

Agregacion plaquetaria. Con los mecanismos mencionados anteriormente, se activan
varias plaquetas, se adhieren entre si y la superficie endotelial dafiada conduce a la

formacion de un tapon plaquetario primario (26).

Via extrinseca. El factor tisular se une al factor VIl y lo activa. El factor VII activado
(factor VIla) activa aun mas el factor X y el factor IX a través de la proteolisis. El factor
IX activado (factor 1Xa) se une a su cofactor, el factor VIII activado (factor VIlla), lo que
conduce a la activacion del factor X (factor Xa). El factor Xa se une al factor V activado
(factor Va) y al calcio y genera un complejo protrombinasa que escinde la protrombina

en trombina (26).
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Via intrinseca. Con la produccion de trombina, se produce la conversion del factor XI en
factor Xl activado (factor Xla). El factor Xla con factor VII activado y factor tisular
convierte el factor IX en factor IX activado (factor 1Xa). El factor IX activado se combina
con el factor VIII activado (factor VIlla) y activa el factor X. El factor X activado (factor
Xa) se une al factor V activado (factor Va) y convierte la protrombina en trombina. La
trombina actlia como cofactor y catalisis y mejora la bioactividad de muchas de las vias

proteoliticas antes mencionadas (26).

Formacion de coagulos de fibrina. Los pasos finales en la cascada de coagulacion
implican la conversion de fibrinbgeno en mondmeros de fibrina que polimerizan'y forman
una malla de polimero de fibrina y dan como resultado un coagulo de fibrina reticulado.
Esta reaccion es catalizada por el factor X111 activado (factor XlIlla) que estimula la lisina
y las cadenas laterales del &cido glutdmico, lo que provoca la reticulacion de las moléculas
de fibrina y la formacién de un coéagulo estabilizado (26).

Resolucion del coagulo (hemostasia terciaria). Las plaquetas activadas contraen sus
fibrillas internas de actina y miosina en su citoesqueleto, lo que conduce a la reduccién
del volumen del codgulo. Luego, el plasmindgeno se activa en plasmina, que promueve
la lisis del codgulo de fibrina; Esto restaura el flujo de sangre en los vasos sanguineos

dafados u obstruidos (26).

2.2.2  Pruebas de coagulacion: Tiempo de protrombinay Tiempo de
tromboplastina parcial activada

Las pruebas de coagulacion son ensayos que evaltan la capacidad para formar coagulos
partir de la activacion de la cascada de coagulacion. Estas pruebas se utilizan para
identificar defectos de las VE y VI de la cascada de coagulacion, de tal forma que se
puedan realizar ensayos mas complejos y especificos para el diagnéstico de trastornos de
la hemostasia. Las mediciones de TTPa, TP, TT y fibrindgeno se utilizan de forma
rutinaria para detectar anomalias de la hemostasia secundaria. La medicion del
fibrindgeno se utiliza cominmente para detectar deficiencias de fibrindgeno y defectos

en la actividad del fibrindgeno del plasma (1).
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Tiempo de protrombina (TP)

El TP mide la funcion de las V1 y finales comunes de la coagulacion. EI TP es sensible a
factores de las VE (FVII) y comunes (factores I, V y X), asi como al fibrindgeno. EI TP
se usa para monitorear la terapia anticoagulante con warfarina. Esto a menudo se realiza
como una prueba en consultorios. Niveles muy altos de heparina, niveles altos de
anticuerpos antifosfolipidos y de productos degradados de fibrina pueden prolongar el TP
(27).

Las causas de la prolongacion del TP son las siguientes (6):
e Deficiencias, disfuncion o inhibicién de VII, X, V, Il (protrombina) y/o |
(fibrindgeno)
¢ Insuficiencia hepética
e Coagulacion intravascular diseminada
e Productos de degradacién de fibrina elevada
¢ Deficiencia o antagonista de la vitamina K
e Heparina (dosis altas)

e Anticoagulante lupico (niveles altos)

El TP se realiza como una prueba rapida, considerando que el plasma del paciente se
afiade a un reactivo comercial pre incubado de tromboplastina con CaCl,. Esto permite
mejorar la activacion de los factores enziméticos de la coagulacion. El citrato de sodio es
el anticoagulante preferido para la coleccion de muestras de sangre. Esto coloca la
cascada de coagulacion en un estado de estasis hasta que se ejecuta la prueba. La adicién
de CaCl; restaura el calcio requerido para la coagulacion y reemplaza efectivamente el
calcio que estaba ligado por el anticoagulante. La formacion de coagulos resultante se
detecta por el aumento de la impedancia o la turbidez (deteccion mecanica de codgulos)
o la disminucién de la claridad dptica (deteccion Optica de coagulos), en funcion de la
instrumentacién utilizada. Inmediatamente, se mide el tiempo de formacion del coagulo
con una precision de 0.1 seg. El rango de referencia oscila entre 10 y 13 segundos y varia
segun la clase de tromboplastina empleada en el ensayo y el método de deteccion de

coagulos (28).
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Razon Internacional Normalizada (INR)

Antes del desarrollo de las tromboplastinas comerciales, los laboratorios individuales
preparaban la tromboplastina de forma algo rudimentaria utilizando una variedad de
técnicas y fuentes animales, la mayoria de las veces tejido cerebral. Estas preparaciones
difirieron ampliamente en su sensibilidad a la disminucion de los niveles de factores de
coagulacion. La preparacién comercial de la tromboplastina se deriva de una variedad de
fuentes de tejidos, incluido el cerebro de conejo, las mezclas de cerebro y pulmén de
conejo, la placenta humana y las fuentes de tejido humano recombinante. Las diferencias
en la sensibilidad de los reactivos comerciales se evaltian mediante el indice Internacional
de Sensibilidad (ISI). La OMS asigna un ISI de 1,0. Las tromboplastinas comerciales se
calibran utilizando el estandar de la OMS y se les asigna un valor ISl para indicar su
sensibilidad relativa. Una tromboplastina comercial con un ISI bajo, cercano a 1.0, es
sensible a la presencia o ausencia de factores de coagulacion funcionales. Una ISI baja
sera mas util en la deteccion de deficiencias de factores de coagulacion, en las vias
extrinsecas y comunes, que una tromboplastina con ISl alta. EI ISI también es especifico

para el instrumento utilizado para las pruebas de TP (29, 30).

El TP se usa comUnmente para monitorear la anticoagulacion con terapia con warfarina,
que antagoniza la vitamina K. La sensibilidad del TP varia segin la fuente de
tromboplastina, pero el ensayo también varia segun el instrumento utilizado. Para corregir
estas diferencias, se desarrolld el coeficiente internacional normalizado (INR) para
mejorar la estandarizacién de los informes de TP a nivel mundial. El INR se calcula
representando graficamente los logaritmos de los resultados de TP obtenidos en
individuos normales y pacientes tratados con warfarina utilizando una tromboplastina de
referencia internacional primaria, frente a los logaritmos de los resultados de TP
obtenidos utilizando la tromboplastina del laboratorio de pruebas. La pendiente resultante
de la comparacion es el ISI para la combinacion particular de tromboplastina-instrumento.
El cociente de TP se obtiene dividiendo el resultado del TP del paciente por la media
geométrica del TP normal para el laboratorio de pruebas, elevado a la potencia del ISI de

la combinacion tromboplastina/instrumento utilizado en el ensayo (31).

INR = (patient PT in seconds/mean normal PT in se(:onds)ISI
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Se debe especificar el ISI para cada nuevo lote de tromboplastina, ademaés de identificar
el instrumento de laboratorio utilizado para la prueba de TP (32).

Es importante considerar que existen factores preanaliticos que pueden modificar el TP.
El factor VII puede activarse mediante el almacenamiento prolongado en frio (4°C o
inferior). Por lo tanto, los resultados de la TP pueden acortarse con un almacenamiento

prolongado de plasma (27).

El TP a menudo se prolonga en pacientes con policitemia como resultado del cambio en
la relacion entre el anticoagulante y el plasma. La relacion entre la sangre y el citrato de
sodio es de 9:1 para la mayoria de las pruebas de coagulacién. La elevacion de la
concentracion de hemoglobina del paciente policitémico disminuye la cantidad relativa
de plasma en la sangre del paciente, lo que resulta en un aumento relativo del
anticoagulante en el tubo de extraccion. El aumento del citrato se une al CaCl2 afiadido
al sistema durante el proceso de prueba, lo que da lugar a un aumento del PT. El
anticoagulante debe ajustarse, de acuerdo con el hematocrito del paciente, antes de la
recoleccion para evitar una falsa elevacion del TP. Del mismo modo, las sondas poco
Ilenas en otros pacientes pueden dar lugar a la prolongacién del TP. No se ha demostrado

que la anemia grave interfiera cominmente con el TP (33).

Si la heparina esta presente en la muestra del paciente, ademas de la warfarina, entonces
el TP reflejara el efecto combinado de la heparina y la warfarina. La heparina se puede
eliminar o neutralizar, antes de la prueba, para mejorar la precision de la prueba (34, 35).

Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)

El TTPa se utiliza para evaluar las vias intrinsecas y comunes de la coagulacion. EI TTPa
es util clinicamente como prueba de cribado de deficiencias de factores hereditarios y
adquiridos, asi como para monitorizar el tratamiento con heparina no fraccionada, aunque

el ensayo anti-Xa es la medida preferida de los efectos de la heparina no fraccionada (36).

Los reactivos comerciales actuales para TTPa contienen una tromoplastina parcial, que
es un activador de contacto y un sustituto de los fosfolipidos plaquetarios (37). Las

tromboplastinas, como la cefalina o la fosfatida, se combinan con un activador de contacto
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como el caolin, la clite, la silice micronizada y el acido elagico, que eliminan la
variabilidad asociada a los activadores de vidrio. También se incluye un sustituto del
fosfolipido plaquetario en los reactivos comerciales de TTPa para eliminar la variabilidad

causada por la alteracion del numero o la funcion de las plaquetas (38).

El TTPa se realiza afiadiendo el reactivo comercial de TTPa al plasma del paciente citrato
e incubando durante varios minutos, lo que da lugar a la activacion del factor en las vias
extrinsecas y comunes. Se agrega cloruro de calcio, lo que da como resultado una
coagulacion con el tiempo desde la activacién hasta la deteccion del codgulo medido en
décimas de segundo. El intervalo de referencia del TTPa variard segin el tipo de
instrumentacién, el anticoagulante, el tipo de tubo, el tipo de reactivo y el lote de reactivo
(39).

Las causas de la prolongacion del TTPa son las siguientes (7):

o Deficiencias, disfuncion o inhibicion de precalicreina, cinindgeno de alto peso
molecular, factores Il (protrombina) y/o I (fibrindgeno), V, VIII, X, X1y XII.

e CID

e Productos de degradacién de fibrina elevada

e Deficiencia de vitamina K o antagonistas (dosis altas) (Aunque el TP es la prueba
mas sensible para detectar la deficiencia de vitamina K o los antagonistas).

e Heparina

e Anticoagulante lupico

Las variables preanaliticas que pueden afectar al TTPa incluyen la dificultad de la
venopuncion, que conduce a la activacion in vivo de la via extrinseca y da lugar a un
TTPa acortado. Es interesante sefialar que un resultado persistentemente acortado del
TTPa con venopuncion repetida puede ser un factor de riesgo para la hipercoagulabilidad
(40).

La prolongacién del TTPa puede producirse cuando se obtiene sangre de catéteres
intravenosos que han sido lavados con heparina. Con el fin de evitar la contaminacion de
la muestra por heparina, normalmente se desecha un volumen inicial de sangre. Otros

medicamentos, si se infunden en el mismo catéter en el que se obtiene una muestra de
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sangre para el TTPa, pueden tener efectos variables en los resultados del TTPa. Al igual
que en el TP, los resultados del TTPa pueden prolongarse negativamente por alteraciones
de la relacion sangre/anticoagulante en pacientes policitémicos o con tubos sanguineos

poco llenos, lo que conduce a un exceso de anticoagulante (41).

2.2.3  Altitud, hematocrito y factor de ajuste en pruebas de coagulacion

Cuando los humanos ascienden a grandes altitudes, la respuesta de aclimatacion inicial a
la hipoxia ambiental implica un conjunto constante de cambios hematoldgicos, incluido
un aumento en la concentracién de hemoglobina (Hb) y una reduccion en la afinidad de
la Hb-O 2. El aumento de la Hb inducido por la hipoxia se debe inicialmente a una
reduccion del volumen plasmético (hemoconcentracion) y, al cabo de unas semanas, a un
aumento de la produccidn de glébulos rojos, que se mantiene mediante la sintesis renal y
la liberacidn de eritropoyetina. La reduccion inducida por la hipoxia en la afinidad de la
Hb-O 2 se debe a cambios en el metabolismo de los glébulos rojos que aumentan la
concentracion intraeritrocitica de 2,3-difosfoglicerato (DPG [también conocido como
bifosfatoglicerato]), un cofactor alostérico con efectos inhibidores sobre la Hb-O. Muchos
investigadores anteriores asumieron que tales respuestas deben ser fisiol6gicamente
beneficiosas en la hipoxia, de acuerdo con la expectativa intuitiva de que las respuestas
de aclimatacién a los estimulos ambientales generalmente se adaptan bien al rango de
condiciones experimentadas por una especie determinada (42).

Hay buenas razones para esperar que los cambios hematoldgicos antes mencionados
puedan ser fisiol6gicamente beneficiosos en condiciones de hipoxia ambiental. Un
aumento de la Hb aumenta el contenido arterial de O, (CaO2) para una presion parcial de
O2 dada (PO-), aumentando asi la conductancia del O 2 en sangre si el gasto cardiaco
permanece constante. Asimismo, una afinidad reducida de Hb-O, promueve la descarga
de O a los tejidos metabolizadores, lo que posiblemente podria compensar el suministro
suboptimo de Oz. Curiosamente, sin embargo, las respuestas tipicas de aclimatacion a la
hipoxia en especies como los humanos, que tienen ascendencia predominantemente de
las tierras bajas, con frecuencia no estan alineadas en la misma direccién que los cambios

fenotipicos evolucionados en especies que son nativas de las tierras altas desde hace
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mucho tiempo. Por ejemplo, las especies de gran altitud que estan manifiestamente bien
adaptadas a la hipoxia cronica generalmente no tienen una Hb muy elevada y en cambio
tienden a exhibir valores similares a los observados en parientes de tierras bajas que viven
al nivel del mar o cerca de él. Del mismo modo, en contraste con la reduccion inducida
por la hipoxia en la afinidad de la Hb-O2 que es tipica de los humanos y otros mamiferos
de las tierras bajas, muchos vertebrados de gran altitud han desarrollado aumentos de base
genética en la afinidad de la Hb-O 2 en comparacion con sus parientes de las tierras bajas
(43).

Cada vez se reconoce mas que las respuestas de aclimatacion a la hipoxia ambiental son
una guia falible para inferir el valor adaptativo. De hecho, varios aspectos de la adaptacion
a la hipoxia en los nativos de las tierras altas parecen implicar cambios de base genética
que contrarrestan 0 compensan las respuestas de aclimatacion no adaptativas. Otra
posibilidad es que el valor adaptativo de los cambios en cualquier rasgo pueda estar
condicionado al contexto fisiologico y a los patrones de integracién fenotipica y, por lo
tanto, pueda diferir en especies con ascendencia de tierras bajas y tierras altas. Por
ejemplo, una respuesta hematolégica particular a la hipoxia puede ser beneficiosa en el
contexto de una fisiologia nativa de las tierras altas que se caracteriza por cambios
evolucionados en numerosos rasgos interrelacionados, mientras que una respuesta de
aclimatacién cualitativamente distinta puede ser mas beneficiosa en el contexto de una

fisiologia nativa de las tierras bajas (44).

Los niveles incrementados de hemoglobina y hematocrito en las personas que residen en
lugares de elevada altitud generan errores preanaliticos en muchas pruebas de laboratorio,
incluida las de coagulacion, debido a la menor cantidad de plasma que se obtiene de
sangre total y, en consecuencia, se altera la relacion entre el volumen de plasma y
anticoagulante citrato cuya concentracion es estandar en los tubos comerciales para
pruebas de coagulacion. Con base en estudios previos y estudios experimentales
indirectos, se han hecho recomendaciones para ajustar el anticoagulante citrato utilizado
en muestras de sangre con valores elevados de hematocrito. En muestras de sangre con
un valor elevado de hematocrito, la concentracion de citrato aumenta en el plasma en el
tubo de recoleccidn y esta presente en gran exceso después de unirse al calcio ionizado

libre de la sangre. Cuando luego se agrega el plasma a los reactivos de la prueba de
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coagulacion, el exceso de citrato residual se une a una cantidad significativa de calcio que
se agrega a la reaccion de la prueba de coagulacion. Esto causa un aumento artificial en
el tiempo de coagulacion. En estudios indirectos, los valores altos de hematocrito
aumentan la concentracion de citrato a un nivel que influira en los resultados de la
coagulacion. Estos primeros estudios demostraron que la concentracion éptima de calcio
en la prueba de coagulacion La cascada es estrecha y la concentracion de citrato en el
plasma tendra un efecto significativo en el tiempo de coagulacion. Se realizaron estudios
en muestras con valores de hematocrito "normal” con concentraciones crecientes de
citrato para simular valores altos de hematocrito y demostraron la necesidad de ajustar la
concentracion de citrato. Sin embargo, no se han informado estudios directos en muestras
reales de pacientes con valores altos de hematocrito que validen la necesidad de ajustar

el citrato en este entorno (10).

Es importante destacar que la cantidad de citrato que queda libre después de que se ha
unido el calcio ionizado en la muestra de plasma también puede unirse al mismo ion tras
la recalcificacion de la muestra y antes de realizar pruebas de coagulacion, de modo que
cualquier variacion en la proporcion convencional entre calcio y citrato puede afectar los
tiempos de coagulacion de muchas pruebas de hemostasia. Para superar el problema del
hematocrito alto, por ejemplo, el documento H21-A4 del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) contiene instrucciones especificas de que la concentracion de
citrato debe ajustarse para valores de hematocrito superiores a 0,55, y esto se puede lograr

utilizando una férmula simple como (19):
[Volumen residual de citrato en el tubo] = [100-HTO]*[volumen de muestra]/[595-HTQO].
Estos antecedentes resaltan que los factores bioldgicos que afectan la proporcion

estandarizada de sangre a citrato pueden, en Gltima instancia, poner en peligro la

confiabilidad de los resultados de las pruebas de coagulacion.

22



2.3 Formulacion de hipotesis

2.3.1  Hipotesis general

Hipotesis alterna o de investigacion (Ha): El factor no es adecuado para la correccion
del tiempo de protrombina y tromboplastina parcial activada en pacientes sanos con

hematocritos elevados atendidos en el Hospital Regional de Huancavelica 11-2

Hipotesis nula (Ho): El factor es adecuado para la correccion del tiempo de protrombina
y tromboplastina parcial activada en pacientes sanos con hematocritos elevados

atendidos en el Hospital Regional de Huancavelica I1-2

2.3.2  Hipotesis especificas

H1: El tiempo de protrombina corregido presenta diferencias significativas respecto al
tiempo de protrombina no corregido por el factor en pacientes anos con hematocritos
elevados

H2: El tiempo de tromboplastina parcial activada corregido presenta diferencias
significativas respecto al tiempo de tromboplastina parcial activada no corregido por el
factor en pacientes anos con hematocritos elevados
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CAPITULO I1l: METODOLOGIA

3.1 Meétodo de la investigacion
Se empleara el método hipotético-deductivo de andlisis probabilistico, considerando que

formulamos una hipotesis como afirmacidon a priori y potencial respuesta a la pregunta de
investigacion (45). Ademaés, esta hipotesis sera sometida a evaluacion a partir de un
andlisis de probabilidades cuyo valor determinara la aceptacion o rechazo de la hipotesis

nula.

3.2 Enfoque de la investigacion:
Es cuantitativo (45), dado que el problema a estudiar es mediante la medicion de variables

y se emplearé la estadistica como estrategia para responder a la pregunta de investigacion.

3.3 Tipo de investigacion:
Es de tipo aplicada (45), considerando que se busca dar una solucion inmediata al

problema que se ha identificado y detallado en el planteamiento.

3.4 Disefio de la investigacion:
Es experimental de laboratorio ya que la variable independiente (concentracion de citrato

de sodio) serd manipulada durante la investigacion a fin de esperar una respuesta en la
variable dependiente. De acuerdo con la temporalidad, el estudio se clasifica como
transversal de nivel comparativo, ya que buscamos comparar los tiempos de dos
parametros de coagulacion de acuerdo a concentraciones distintas del anticoagulante

empleando en la obtencion de muestras de sangre.

3.5 Poblacién, muestra y muestreo

3.5.1 Poblacion

Estard constituida por muestras de sangre obtenida de pacientes mayores de edad
aparentemente sanos que se atienden de forma ambulatoria en el Hospital Regional de
Huancavelica I1-2. Las personas que se atienden en este importante nosocomio son
usualmente residentes de la ciudad de Huancavelica que se ubica a 3676 msnm, la cual

se clasifica como un lugar de “gran altitud”.
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35.2 Muestra

Ya que nuestro disefio es experimental y tendremos el control sobre la variable
independiente, evaluaremos 30 pacientes aparentemente sanos, basado en el concepto de
que esta cantidad permite alcanzar distribucion normal de acuerdo con la teoria del limite
central (46). No obstante, dado que compararemos los resultados de TP y TTPa
observados y corregidos, hemos calculado el poder por comparacion de dos medias en
dos muestras emparejadas, empleando el programa Epidat version 4.2, con los siguientes

datos:

= Comparacién de medias emparejadas X

Datos
Diferencia de medias a detectar: 6,000

® Opcion 1
Desviacion estandar esperada en |a poblacion 1: 5,000
Desviacion estandar esperada en la poblacion 2: | 3,000]
Coeficiente de correlacion entre Ias poblaciones: 0,900

() Opcidn 2

Nivel de confianza: 950 %

Calcular Numero de pares
. Minimo: 30
) Numero de pares Q
Maximo: 30
® Potencia Incremento: 0
Ocultar Calcular Limpiar i Cerrar
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Tamanos de muestra. Comparacion de medias emparejadas:
Datos:
Desviacion estandar esperada:
Poblacion 1: 5,000
Poblacion 2: 3,000
Coeficiente de correlacion: 0,900
Diferencia de medias a detectar: 6,000
Nivel de confianza: 95,0%
Resultados:
Numero de pares | Potencia (%)
30 100,0

Como se aprecia, el poder alcanzado por 30 participantes es 100%, por lo que se evidencia

un adecuado control del error tipo 2.

3.5.3 Muestreo

La muestra sera seleccionada de forma no probabilistica por conveniencia y basada en el

cumplimiento de los criterios de elegibilidad.

Criterios de inclusién

e Paciente varon o mujer atendido en el Hospital Regional de Huancavelica

e Paciente de 18 afios a mas

e Paciente con resultados “aparentemente sano” a la evaluacion del cuestionario SF-

36

e Paciente con hematocrito mayor a 55%

Criterios de exclusion (homogeneidad de la informacion, restriccion del sesgo)

¢ Paciente con tratamiento con anticoagulantes orales o consumo actual de AINEs

e Paciente con policitemia patoldgica

e Paciente con historial de trastorno de coagulacién o hematolégico
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3.6  Variables y operacionalizacién

3.6.1 Definicidn conceptual de variables

Variable dependiente 1: Tiempo de protrombina

Definicion conceptual: “es una prueba que se utiliza habitualmente en la practica
clinica para evaluar el estado de coagulacion de los pacientes. Mas especificamente, la
PT se utiliza para evaluar las vias extrinsecas y comunes de la coagulacion, lo que
detectaria deficiencias de los factores Il, V, VII y X, y concentraciones bajas de
fibrindgeno. La PT mide el tiempo, en segundos, que tarda el plasma en coagularse
después de agregar tromboplastina (una mezcla de factor tisular, calcio y fosfolipidos) a

la muestra de plasma de un paciente” (33).

Variable dependiente 2: Tiempo de tromboplastina parcial activada

Definicion conceptual: “es un ensayo de coagulacion de uso comun que es facil
de realizar, asequible y, por lo tanto, se realiza en la mayoria de los laboratorios de
coagulacion, tanto clinicos como de investigacion, en todo el mundo. EI TTPA se basa
en el principio de que en el plasma citratado, la adicion de un sustituto plaquetario, un
activador del factor XI1 y CaCl2 permite la formacidn de un coagulo estable. EI tiempo
necesario para la formacion de un coagulo estable se registra en segundos y representa el
resultado real del TTPa” (6).

Variable independiente: Citrato de sodio
Definicién conceptual: “es una sal que en solucidén acuosa se comporta como
buffer y se utiliza como anticoagulante para estabilizar la sangre y sus productos durante

mas de 100 afios, presumiblemente mediante el secuestro de iones Ca?* in vitro” (47).

Covariables: Hematocrito

Definicion conceptual: “es un parametro de laboratorio que mide el volumen de
concentrados de glébulos rojos en relacion con la sangre completa. Por lo tanto, también
se conoce Yy se informa como volumen de células empaquetadas (PCV). Es una prueba
sencilla para identificar afecciones como anemia o policitemia y también para controlar

la respuesta al tratamiento” (48).
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3.6.2

Operacionalizacién de variables

Variable o ) ) » ] Escala de Escala
) Definicion operacional Dimension Indicador o _
dependiente 1 medicion valorativa
Se determinara con el
reactivo Hemostat
Thromboplastin-SI en un )
] . Bajo: <11
autoanalizador de . ) Expresada en Numérica
TP y Unidimensional ) Normal: 11-13
coagulacion sobre segundos discreta
Alto: > 13
muestras de sangre
citratada a diferentes
concentraciones.
Variable L ) ] . ) Escala de Escala
) Definicion operacional Dimension Indicador L _
dependiente 2 medicion valorativa
Se determinara con el
reactivo Hemostat aPTT-
EL en un autoanalizador . Bajo: < 22
» o ] Expresada en Numerica
TTPa de coagulacion sobre Unidimensional ) Normal: 22-32
segundos discreta
muestras de sangre Alto: > 32

citratada a diferentes

concentraciones.
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Variable L ] ] . ) Escala de Escala
] _ Definicion operacional Dimension Indicador o _
independiente medicion valorativa
Concentracion de buffer
citrato de sodio 3.2% en 2.5%
_ tubos comerciales, y . 3.0%
Citrato de o » o _ ) Numeérica
_ diluidos con solucion Unidimensional En porcentaje (%) ) 3.2%
sodio o discreta
salina fisioldgica para 3.5%
obtener concentraciones 4.0%
diferentes.
) L ) ) . ) Escala de Escala
Covariable Definicion operacional Dimension Indicador L _
medicion valorativa
No aplica,
Obtenido por medicion en dado que
) un autoanalizador o ] ) Numérica trabajaremos
Hematocrito o Unidimensional En porcentaje (%) )
hematologico basado en continua solo con
impedanciometria hematocritos
elevados.

29



3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

3.7.1 Técnicas

Experimentacion: emplearemos esta técnica dado que utilizaremos concentraciones
crecientes de citrato de sodio sobre muestras de sangre con hematocritos elevados,
esperando respuestas diferentes para el TP y TTPa. Este proceso nos permitird explorar
el comportamiento de ambas pruebas de coagulacion en funcion a las diferentes
concentraciones de citrato, de tal forma de obtener un factor de ajuste mediante un analisis

de regresion.

Encuesta: Aplicaremos un instrumento estructurado para evaluar el estado de salud
general de cada participante, para tener un mejor control sobre la confusién generada por

un mal estado de salud.

3.7.2  Descripcion de instrumentos

Aplicacion del cuestionario SF-36: este instrumento permite evaluar la calidad de vida
relacionada con la salud. Emplearemos la version validada en Perd, la cual contiene 36
items divididos en 9 dimensiones. Cada item es calificado y la sumatoria de estos genera
un score total con un rango que oscila entre 0 y 100 puntos. Mientras mal alta es la

puntuacion, es mejor la calidad de vida en funcion a la salud del participante.

Disefo experimental: emplearemos 5 tubos con citrato de sodio 3.2% (2mL) (Greiner Bio
One, Austria) para obtener sangre por puncion venosa. Para esto, ya se conocera el valor
del hematocrito de cada participante, y servird para proceder con las diluciones con
solucion salina fisioldgica (NaCl, 0.85%) y obtener concentraciones de citrato de sodio
de 2.5%, 3.0%, 3.2%, 3.5% y 4.0%. Posteriormente, se centrifugaran las muestras para

obtener plasma y ejecutar las pruebas de coagulacion.

Tiempo de protrombina: emplearemos un coagulémetro automatizado (ZONC, XL 1000
seris, China) y el reactivo de tromboplastina (Hemostat Thromboplastin-SI) 200 pL mas
100 pL de plasma citratado previa incubacion de 3 minutos a 37°C. El resultado final se

expresara en segundos con dos decimales.
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Tiempo de tromboplastina parcial activada: emplearemos el mismo equipamiento que
para el TP; pero usaremos el reactivo de tromboplastina con activador de acido elagénico
(Hemostat aPTT). La reaccion se realizara con 50 pL de plasma citratado mas 50 L del
reactivo 1 (cefalina de cerebro de conejo, acido elagénico y azida de sodio), incubacion
por 3 minutos a 37°C, y finalmente, afiadiendo 50 puL de CaCl,. El resultado final se

expresara en segundos con dos decimales.

3.7.3 Validez

El cuestionario SF-36 ha sido validado en poblacion peruana y tiene un alfa de Cronbach
de 0.82, lo que evidencia una buena consistencia interna (49). Respecto al TP, el
fabricante dispone de calibradores que son diluidos a 100%, 50%, 25% y 12.5% para

construir una curva de calibracion y verificar la linealidad del ensayo.

3.7.4  Confiabilidad

El reactivo para TP cuenta con controles normales y patolégicos que son corridos en cada
turno de trabajo como politica de control interno de la calidad. En ese sentido, nuestros
hallazgos estaran respaldados por un ensayo cuya precision es evaluada diariamente y
reflejada en la no ocurrencia de errores sistematicos identificados en las graficas de

Levey-Jennings.

3.8 Plan de procesamiento y analisis de datos

Las caracteristicas de los participantes se presentaran en estadisticos descriptivos y segun
su escala de medicién. EI TP y TTPa seran presentados en medias y desviacién estandar,
asi como sus intervalos de confianza al 95%. Realizaremos una comparacion pareada del
TP y TTPa ajustado y no ajustado mediante la prueba t-Student para datos pareados,
previa verificacion de distribucion normal con la prueba de Shapiro-Wilk. Se considera
como diferencia significativa cuando se obtenga un p-valor menor a 0.05. Para obtener el
factor de ajuste, emplearemos un modelo de regresion lineal multiple donde la variable
respuesta sera el TP y TTPa predicho, y las variables independientes seran el valor
original de TP y TTPa, hematocrito y concentracion de citrato de sodio empleado. Una
vez obtenida la ecuacion lineal, se tabulara diferentes escenarios para obtener una tabla
con los nuevos factores de ajuste para TP y TTPa. Los calculos se realizaran en el

programa SPSS version 24.0.
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3.9 Aspectos éticos

El proyecto sera presentado al Comité de Etica de la Universidad Privada Norbert Wiener
para su revision y aprobacion. Emplearemos un consentimiento informado donde se
consigna la participacion voluntaria del paciente, el objetivo del estudio, procedimientos,
beneficios y riesgos de la investigacion. Los datos generados en el estudio seran
anonimizados a fin de garantizar la confidencialidad de la informacion de los pacientes.

Ver anexo 1
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CAPITULO IV: ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

4.1. Cronograma de actividades

ANO 2023/2024

FASE Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo

1 2 3|4 1 2134 1 2131411 2134 1 2 3

Busqueda bibliogréafica en
bases y repositorios de X | x

informacion cientifica

Formulacion y redaccién
de proyecto de X[ x]x

investigacion

Presentacion y revision de

proyecto por el CIE

Levantamiento de

observaciones

Presentacion de proyecto

corregido al CIE

Aprobacién del proyecto
por el CIE

Gestion administrativa en
la EP de tecnologia X

médica

Programacion para la

sustentacion de proyecto

Sustentacion y aprobacion

del proyecto de tesis
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4.2.  Presupuesto

COSTO
DESCRIPCION CANTIDAD UNITARIO COSTO
- TOTAL (S/.)
SERVICIOS TERCEROS
Internet X 5 meses Mensual 100.00 500.00
Apoyo para encuesta Mensual 500.00 500.00
SUBTOTAL 1000.00
TRANSPORTE
Local x 30 dias 2 200.00 400.00
SUBTOTAL 400.00
MATERIAL DE LABORATORIO
Tubos con citrato 3.2% x 100 und 1 50.00 50.00
Agujas para extraccion de sangre x 100 und 1 50.00 50.00
Kit para determinacion de TP 2 200.00 400.00
Kit para determinacion de TTPa 2 250.00 500.00
SUBTOTAL 1000.00
TOTAL 2400.00
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ANEXOS

ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto: Disefio de un factor de correccion para tiempo de protrombina y tromboplastina parcial
activada en pacientes sanos con hematocritos elevados

Responsable

Investigadora principal

Lic. T.M. Yovana Alania Quenta
Universidad Privada Norbert Wiener
Teléfono: +51 950 994 430

Proposito del estudio:

Disefiar un factor de correccion para tiempo de protrombina y tromboplastina parcial activada en
pacientes sanos con hematocritos elevados atendidos en el Hospital Regional de Huancavelica I1-
2

El estudio sera necesario para:

Contar con un factor de ajuste desarrollado con poblacion oriunda de Huancavelica, lo que
permitird controlar de forma mas efectiva la calidad de resultados en pruebas de coagulacion.

Participacion, procedimientos y riesgos

Esta garantizada toda la informacion que yo solicite, antes, durante y después del estudio.

Los resultados del procedimiento seran codificados usando un nimero de identificacién y, por lo
tanto, seran anénimas.

Se realizara una entrevista a todos los participantes

Se aplicara un instrumento de 36 items para evaluar su calidad de vida relacionada con la salud.
Se obtendra muestras de sangre en tubos de 2 mL para ejecutar dos pruebas de coagulacion:
Tiempo de protrombina y tromboplastina parcial activada.

Beneficios:

Se obtendra informacidn sobre el estado de su coagulacion y se le informara de acuerdo con los
hallazgos. Si estuviese alterada alguna de las pruebas, Usted recibird atencion médica.

Compensacion:

Mi participacion en la investigacion es voluntaria, no incurrird en costos personales, y también
no recibiré ningin tipo de auxilio financiero, resarcimiento o indemnizacién por esta
participacion.

Confidencialidad de la informacion:

Estoy consciente que los resultados obtenidos durante esta investigacion seran divulgados en
publicaciones cientificas, de forma a preservar a confidencialidad de los datos.
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Problemas o preguntas:

En caso haya algin problema o pregunta, o algun dafio relacionado con la investigacion, podré
contactar a la investigadora responsable, Licenciada en Tecnologia Médica de la Universidad
Privada Norbert Wiener, responsable del proyecto.

Consentimiento /participacién voluntaria:

. Tengo a libertad de desistir o interrumpir mi participacion en este estudio en el momento en que
deseo, sin necesidad de cualquier explicacion, bastando informar oralmente o por escrito al
investigador de mi recusa.

. Si alguna de las preguntas durante la entrevista le parece incomodas, tiene usted el derecho de
hacérselo saber a la investigadora o de no responderlas.

. El abandono no causara ningun prejuicio.

YO0..ovivnnnn, Yovana Alania QUENTA........ccceccveivieiiiiiecreecree e identificado con
DNI........ 47418860......... , concuerdo de libre y espontanea voluntad autorizar la participacién de
M RIJO/a. . en el estudio.

“Declaro que obtuve toda la informacion necesaria y fui esclarecido(a) de todas las dudas
presentadas’.

Fecha: 07 de diciembre del 2023

Firma:

o —
€ 0

Si no puede firmar, ponga su huella digital en el espacio abajo:

Huella digital del
participante
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ANEXO 2: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Id de participante: Fecha de evaluacion: / /

Instrucciones generales

El tiempo de protrombina (TP) y tromboplastina parcial activada (TTPa) son pruebas
de laboratorio que evallan el estado de coagulacidn en pacientes con riesgo de cuadros
hemorragicos. Sin embargo, estas pruebas pueden alterarse en personas gque viven en
regiones de elevada altitud, debido a su incremento en el hematocrito. En ese sentido,
el laboratorio debe emplear y factor de ajuste para corregir los volimenes de
anticoagulante usado en la muestra de sangre obtenida; pero para lograr esto, es ideal
que cada laboratorio estandarice y genere un factor de ajuste propio. En ese sentido,
esta investigacion tiene por objetivo disefiar un factor de correccion para tiempo de
protrombina y tromboplastina parcial activada en pacientes sanos con hematocritos
elevados atendidos en el Hospital Regional de Huancavelica 11-2. Por ello,
agradeceremos que responda el numeral 11y I11: SF36-Cuestionario de calidad de vida

relacionado a la salud.
Caracteristicas demograficas

a) Edad: afios

b) Sexo: Varén Mujer

SF36-Cuestionario de calidad de vida relacionado a la salud.

1. En general, usted diria que su salud es:

u O ] O O

Excelente Muy buena Buena Regular Mala

2. éComo diria usted que es su salud actual, comparada con la de hace un

afio?:
Mucho mejor Algo mejor Mas o menos Algo peor Mucho peor
ahora que ahora que igual que ahora que ahora que
hace un afio hace un ano hace un ano hace un afio hace un ario
C: O: R - (g
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3. Las siguientes preguntas se refieren a actividades o cosas que usted podria

hacer en un dia normal. Su salud actual, éle limita para hacer esas actividades

o cosas? Si es asi, écuanto?

Si, me limita Si, me limita  No, no me
mucho un poco limita nada
a Esfuerzos intensos, tales como correr,
levantar objetos pesados, o participar en
deportes agotadores.  -------==---=----ooooo- O

o

Esfuerzos moderados, como mover una
mesa, pasar la aspiradora, jugar a los
bolos o caminar mas de 1 hora. —-——- - _____ D b e D I D 3

¢ Coger o llevar la bolsa de la compra.

d Subir varios pisos por la escalera. -----—------- - I —— B
e Subir un solo piso por la escalera. —- - oo D‘ ..... D L I D 3
f Agacharse o arrodillarse. --------=----=------- 1 .- E
g Caminar un kilometro 0 mas --—---ccoeeeo Ol .. (I ER O-
h Caminar varios centenares de metros. -—--------. [:' beauas D R D 3
i Caminar unos 100 Metros. ------=----==ccooo-. - | — [HE
j Banarse o vestirse por si mismo. - ------ceeeae-. I O- .. B

4, Durante las 4 ultimas semanas, écon qué frecuencia ha tenido alguno de
los siguientes problemas en su trabajo o en sus actividades cotidianas, a
causa de su salud fisica?

Sélo
Casi Algunas  alguna
Siempre siempre  veces vez Nunca

¢Tuvo que reducir el tiempo dedicado al trabajo

0 a sus actividades cotidianas? — - — - ______ ﬂ . _Di — D_J- - __D“___ -J:I 5

¢Hizo menos de lo que hubiera querido hacer? ! z _D.{ - --_D.‘ ..... D 5

¢Tuvo que dejar de hacer algunas tareas en su
trabajo o en sus actividades cotidianas? — - — _ _D_l R D_Z - — .D C D! —_ D 5

éTuvo dificultad para hacer su trabajo o sus
actividades cotidianas (por ejemplo, le costd mas

delonormal)? - - . D_* _____ i____J:I} _____ Df____DS
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5. Durante las 4 ultimas semanas, écon qué frecuencia ha tenido alguno de los
siguientes problemas en su trabajo o en sus actividades cotidianas, a causa de
algun problema emocional (como estar triste, deprimido o nervioso)?

Sélo
Casi  Algunas alguna
Siempre siempre veces vez Nunca

a ¢Tuvo que reducir el tiempo dedicado al trabajo
0 a sus actividades cotidianas por algin

roblema emocional? ________________________ |:]1____ DZ____ Di____ D" . DS

b ¢Hizo menos de lo que hubiera querido hacer

r algun problema emocional? ________________ D‘____ DZ____ D’____ D‘_-_- D‘

¢ ¢Hizo su trabajo o sus actividades cotidianas
menos cuidadosamente que de costumbre, por

alatin problema emocional? ____________________ O O OO« O

6. Durante las 4 ultimas semanas, éhasta qué punto su salud fisica o los
problemas emocionales han dificultado sus actividades sociales habituales con
la familia, los amigos, los vecinos u otras personas?

‘ Nada Un poco Regular Bastante Mucho

WL WL WL - L

7. éTuvo dolor en alguna parte del cuerpo durante las 4 tltimas semanas?

No, ninguno Si, muy poco Si, unpoco  Si, moderado  Si, mucho Si, muchisimo

mf O: u 0 u mf

8. Durante las 4 ultimas semanas, ¢hasta qué punto el dolor le ha dificultado su
trabajo habitual (incluido el trabajo fuera de casa y las tareas domésticas)?

Nada Un poco Regular Bastante Mucho

] u] ] u uf
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V.

a

b

C

9

h

9. Las preguntas que siguen se refieren a como se ha sentido y como le han
ido las cosas durante las 4 ultimas semanas. En cada pregunta responda lo que
se parezca mas a como se ha sentido usted. Durante las ultimas 4 semanas
écon qué frecuencia...

Casi  Algunas Solo
Siempre siempre veces algunavez Nunca

se sinti6 lleno de vitalidad? O: . O .- O .. O« ... Os
_________________ [Itse: (1% woe [J8 e [J#ese [

se sinti¢ tan bajo de moral que nada

podia-animane? «~ooocsssusuisos s Ctces [18 woe (18 con [J¥ece [J8
se sintié calmado y tranquilo? ___________ o (% cow [J8se [Jhoes [JF
tuvo mucha energia?  ________________ D’ e DZ - D’ I D‘--- D5
se sintio desanimado y deprimido? ______ O:—- O: - O --- O«--- Os
se sintid agotado? - - D‘ s D2 [:l3 g D‘_-_ |:|5

sesipti6fllz? covoccose e Dl__- I:]Z s D’ o D‘--- D5
SeSINHO/GANSAd0?" co—mmmrmmemem o D‘ — DZ S D’ . D‘_-_ D5

estuvo muy nervioso?

10. Durante las 4 tltimas semanas, écon qué frecuencia la salud fisica o los
problemas emocionales le han dificultado sus actividades sociales (como visitar
a los amigos o familiares)?

Siempre Casi siempre Algunas veces Solo alguna vez Nunca

uf O u 0- uf

11. Por favor diga si le parece CIERTA o FALSA cada una de las siguientes frases:

Totalmente Bastante Bastante Totalmente
cierta cierta Nolose falsa falsa

a Creo que me pongo enfermo mas

facilmente que otras personas _______. D‘ - |:|2 - D3 - D" R DS

b Estoy tan sano como cualquiera _____ __ [:|= . |:|2 o |:|3 I |:|‘ . |:|5
¢ Creo que mi salud va a empeorar__.___ Dl —- D3 — D3 ——- D" - D5
d Misalud es excelente _______________ |:|1 o Dz - |:|3 S |:|4 o |:|5

Pruebas de laboratorio
a. Valor de hematocrito:

b. Pruebas de coagulacion
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Concentracion de citrato

TP (segundos)

TTPa (segundos)

Basal

2.5%

3.0%

3.2%

3.5%

4.0%
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ANEXO 3: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO DEL PROYECTO: DISENO DE UN FACTOR DE CORRECCION PARA TIEMPO DE PROTROMBINA Y
TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA EN PACIENTES SANOS CON HEMATOCRITOS ELEVADOS

AUTORA: YOVANA ALANIA QUENTA

Problema de

Objetivos de

: S : L Variables Dimensiones Metodologia
mvestlga(:lon mvestlga(:lon
General: General: Variable
¢Cudl serd el mejor factor de | Disefiar un factor de correccién dependiente 1: Enfoque de la investigacién: Cuantitativo
correccion para el tiempo de | para tiempo de protrombina y Tiempo de

protrombina y tromboplastina
parcial activada en pacientes
sanos con hematocritos elevados
atendidos en el Hospital
Regional de Huancavelica 11-2?

tromboplastina parcial activada
en pacientes sanos  con
hematocritos elevados
atendidos en el Hospital
Regional de Huancavelica I1-2

protrombina

Variable
dependiente 2:
Tiempo de
tromboplastina
parcial activada

Unidimensional

Especifico:

¢EXistird diferencias
significativas entre el tiempo de
protrombina corregido y no
corregido por el factor en
pacientes anos con hematocritos
elevados?

(EXistird diferencias
significativas entre el tiempo de
tromboplastina parcial activada
corregida y no corregida por el
factor en pacientes anos con
hematocritos elevados?

Especifico:

Comparar el tiempo de
protrombina corregido y no
corregido por el factor en
pacientes sanos con
hematocritos elevados

Comparar el tiempo de
tromboplastina parcial activada
corregida y no corregida por el
factor en pacientes sanos con
hematocritos elevados

Variable
independiente:
Citrato de sodio

Covariables:
Hematocrito

Unidimensional

Tipo de investigacion: Aplicada

Nivel de investigacion: Exploratorio

Método de investigacion: Hipotético deductivo
Disefio de investigacion: Experimental

Poblacion: Muestras de sangre procedente de
pacientes con hematocrito elevado atendidos en el

Hospital Regional de Huancavelica.

Muestra: 30 pacientes seleccionados segln
criterios de elegibilidad y por conveniencia.

Técnicas de procesamiento de datos: media y
desviacion estandar, prueba t pareada y regresion
lineal con célculo de intervalo de confianza al 5%.
Empleo de SPSS v.24.
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