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La recuperacién clinica de la hem6lisis eritrocitaria no ha
sido afin establecida en los pacientes con prétesis valvular
mecénica. Existe aGn controversia en el grado de hemélisis

producido por estas causas.

El objetivo del presente trabajo fue demostrar la hemélisis
en la pré6tesis valvular crénica y 1la hemélisis aguda
postbomba de circulacién extracorpbtrea mediante la
determinacién de Hemoglobina Libre, Metahemoglobina vy
Pigmento de Metahemoglobina, ya que son hasta el momento los

estudios de hembélisis quimicamente mas sensibles.

Fueron seleccionados prospectivamente 20 pacientes a los que
se les implanté prétesis valvular tipo Sorin, realizandose
un estudio Longitudinal de los analitos Hemoglobina libre,
Metahemoglobina, Pigmento de Metahemoglobina, Deshidrogenasa
Lictica y Biometrfa Hemdtica Completa en los siguientes
periodos: Prebomba, lo, 30, 70 y 80 dias postbomba, con una
edad media de 43 afios, sometidos a cirugia con una media de
3 horas y empleandose una Bomba Extracorpérea COBE de flujo

continuo.

Fueron incluidos 30 pacientes portadores de valvula mecinica

y 70 sujetos sanos empleandose un estudio tipo Transversal.



La . hem6lisis sBe encuentra presente de acuerdo a la
cuantificacién de la Hemoglobina Libre, Metahemoglobina y
Pigmento de Metahemoglobina en los paclentes portadores de
la valvula cardfaca en y forma crdnica en todos los sujetos

sometidos a Bomba hasta el 8o dfa gque duré el estudio.

Se obtuvé como resultado un incremento de las
determinaciones durante el implante: Hemoglobina libre de
2.73 a 25.31 (g/dl), Metahemoglobina de 0.18 a 0.27 {g/dl),
Pigmento de Metahemoglobina de 0.49 a 0.77 (%),

Deshidrogenasa L&ctica de 154.45 a 474.80 (u/ml).

Como dato no informado en la 1literatura se demostrd
linfocitopenia significativa (p= 0.005) en el periodo
postbomba, el cual se atribuye a un posible secuestro
Linfocitico debido al equipo utilizado durante 1la cirugia
como lo es el Oxigenador de Burbuja, contra el estress

propio del paciente.

Se excluyeron los pacientes que presentaran las pruebas de

Aloanticuerpo positivas.



MARCO TEORICO

A. Generalidades Anatémicas:

El corazbén es un mGsculo hueco que circunscribe cavidades en
las cuales circula 1la sangre. Cuando se distiende
(disstole), el corazén atrae hacia si la sangre que circula
en la venas. Cuando se contrae (sistole) expulsa la sangre
hacia las arterias: aorta o arteria pulmonar. Est& formadoe
por un mGsculo con propiedades particulares, el miocardio,
tapizado interiormente por el endocardio y exteriormente por
el epicardio. El corazén estd rodeado por el pericardio,

conjunto fibroseroso que lo separa de los érganos vecinos.

Estd situado en el térax [Fig. 1], detrds de la pared
esternocondrocostal, en la parte anterior. Entre los dos
pulmones, rodeado por sus pleuras, por encima del diafragma,
delante de la columna vertebral. Se proyecta en el segmento
comprendido entre el 4o y 80 procesos espinosos de las
vértebras toridcicas (vértebras cardfacas). Situado en 1la
linea mediana se desarrolla sobre todoa la izquierda de esta

linea y ligeramente hacia la derecha (1).

El corazén se divide en cuatro cavidades dos auriculas y dos
ventriculos. La auricula izquierda recibe sangre oxigenada
de los pulmones y la impulsa al ventriculo izquierdo, que al

contaerse la obliga a pasar por la aorta y las arterias para



aistribuirse en los tejidos corporales. La auricula derecha
recibe la sangre después de haber pasado por todos los
tejidos y cedido gran parte de oxigeno, la sangre después
pasa al ventriculo derecho y a 1los pulmones para ser
oxigenada. Los mecanismos especiales del corazén es
conservar el ritmo cardiaco y transmitir los potenciales de
accién a toda 1la musculatura del 6rgano para iniciar su

contraccién.

El corazén estd formado por tres tipos principales de
msculo: MGsculo auricular, Msculo ventricular y fibras
especializadas para excitacién y conduccién. Los tipos de
mGsculo auricular y ventricular se contraen de una manera
muy similar a como lo hacen las fibras musculares
esqueléticas. Las fibras especializadas excitatorias vy
conductoras s6lo se contraen débilmente, porque contienen
muy pocas fibras contrictiles; por el contrario, brindan un
sistema excitatorio para el corazén y un sistema de
transmisién para la ré&pida cunduccidn. de impulsos a través

del mismo.

En el corazén Se encuentran unas estructuras que controlan
el flujo de la sangre hacia el interior y exterior del
corazén, las cuales reciben el nombre de Vdlvulas Cardiacas

[Fig. 2].



-"Las’ v8lvulas principales a saber son cuatro:

1. 'Auriculoventricular izquierda (bicGspide o mitral), entre

auricula izquierda y el ventriculo izquierdo;

2. Aurfculoventricular derecha (Tricfispide), valvula situada
entre la auricula derecha y el ventriculo derecho del
corazén;

3. Abrtica localizada en el orificio de la aébrta, compuesta
por tres valvas o segmentos semilunares que clerran el
el orificio aértico en el ventriculo izquierdo del cora-
z6n. Estd vAlvula impide el flujo retrégrado hacia el

ventriculo izquierdo.
4. Pulmonar localizada en el orificio del tronco pulmonar.

Las véalvulas auriculoventriculares evitan el flujo
retrégrade de sangre desde los ventriculos a las auriculas
durante la sistole, las valvulas semilunares impiden el
flujo retrégrado de 1la aorta y la pulmonar hacia los
ventriculos durante la diastole. Todas estas valvulas se
clerran y se ~ abren pasivamente; se cierran cuando un
gradiente de presién en sentido retrbgicado las impulsa hacia
atras, y se abren cuando un gradiente de presién en sentido
anterégradc manda sangre hacia adelante. Por motivos

anatémicos evidentes las finas y delgadas vélvulas



auriculoventriculares casi no necesitan flujo retrégrado
para cerrarse, mientras que las vdlvulas semilunares, mucho
mds fuertes requieren un reflujo potente durante una

milésima de sequndo (2).

Los mGsculos papilares se encuentran unidos a las hojuelas
de 1las v&lvulas auriculoventriculares por 1las cuerdas
tendinosas. Estos msculos se contraen cuando las paredes
ventriculares los hacen; no ayudan a cerrar las vAlvulas. De
hecho tiran de las hojuelas de las vAlvulas en direccién de
los ventriculos impidiendo que puedan hacer prominencia
excesiva hacia las auriculas durante 1la contraccién
ventricular. Si se rompe una cuerda tendinosa; o si uno de
los misculos papilares se paraliza, la vAlvula har& intensa
prominencia en la auricula, a veces hasta el punto de
permitir escape considerable de sangre y originar

incapacidad cardiaca grave (3).



Figura 1. Localizacién y Anatomia del Corazén.
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Pig\ira 2. Localizacién de las VAlvulas. Cardiacas.
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B. CARDIOPATIAS VALVULARES:

Entrée las patologilas en donde se puede realizar un implante
valvular cardiaco se encuentran principalmente la Estenosis
Mitral, Estenosis Abrtica, Insuficiencia Mitral,
Insuficiencia Aértica, Sindrome de prolapso de la valvula

Mitral entre otras anomalias (4).

1. ESTENOBIB MITRAL

a) Etiologifa: La causa prominente de estendsis mitral (MS,
mitral stenosis) es 1la fiebre reumdtica. Con menos
frecuencia su forma es congénita y se observa casi
exclusivamente en lactantes y en nifios pequefios. Rara vez es
una complicacién de carcinoide maligno , lupus eritematoso
diseminado, artritis reumatoide y mucopolisacaridosis del
fenotipo de Hunter-Hurley. Se ha sugerido gque varilos virus,
en especial el virus Coxsackie, pueden ser responsables de
cardiopatias valvulares crénicas. Puede haber deposito de
amiloide en las vdlvulas reumiticas, lo que contribuye a la
obstruccién al vaciamiento de la auricula izquierda.

La fiebre reumatica produce cuatro formas de fuslién del
aparato mitral que conducen a estendsis: Comisural,

cuspidea, Cordal y Combinada.



b) Tratamiento Quirdrgico: Una vez gque los sintomas se hacen
mis graves, la enfermedad evoluciona con rapidez hacia la
muerte, debe efectuarse, debe efectuarse la operacién en
pacientes sintomiticos con estenésis moderada o grave{un
tamafio del orificio de 1la vAlvula mitral < 1.0 cm2 de
superficie corporal). Las consecuencias de la cirugia
valvular, en particular sustitucién valvular, son tan
profundas que se recomienda cateterismo y angiografia

preoperatoria en pacientes con estenésis mitral.

Valvuloplastia Mitral con Globo. Estd operacién constituye
una alternativa al tratamiento gquirGrgico de estenésis
mitral. Consiste en hacer avanzar un cateter de flotacién
con un pequefio globo a través del tabique interauricular,
ensanchando la abertura y haciendo avanzar un globo grande
(23 a 25 mm) a través del orificio mitral, e inflarlo al
nivel del propio orificio. La separacién de las comisuras y
la fractura de calcio nodular son los mecanismos a los que
se atribuye la mejoria de la obstruccién valvular. Este
procedimiento no corrige la cicatrizacién ni el acortamiento
de las cuerdas tendensiosas ni de otras estructuras

subvalvulares.

10



2, INBUFICIENCIA MITRAL

a) -BEtiologfa: El aparato de la vialvula mitral comprende
“anillo mitral, védlvulas mitrales, cuerdas tendensiosas y
'_mﬁsculos papilares. Las anomalias de cualquiera de estas,

causa Insuficiencia Mitral (MR, mitral regurgitacién).

La MR debido a la afeccién de las vAlvulas se presenta mas
comGnmente en cardiopatia reumitica crénica y es nés
frecuente en hombres que en mujeres. Es una consecuencia del
acortamiento, rigidez, deformidad y retraccién de una o
ambas vdlvulas de la vdlvula mitral, asf como acortamiento y
fusién de las cuerdas tendensiosas en misculos papilares.

Anomalfas del Anillo Mitral. En un adulto normal el anillo
mitral mide 10 cm. de circunferencia. Durante la sistole la
contraccién del msculo ventricular que lo rodea hace que
constrifia y esto atribuye al cierre de 1la valvula. La
caicificacién idiopdtica del anillo mitral es uno de los
transtornos cardiacos m&s comunes en necropsia, este cambio

degenerativo tiene escasa consecuencia funcional.

Anomalias de la Cuerdas Tendensiosas. Son Causa importante
de la MR. Las cuerdas pueden ser congénitamente anormales;
la ruptura puede ser expontdnea, , o preservarse como

consecuencia de endocarditis infecciosa, traumatismo, fiebre

11



" reumdtica, proliferacién mixomatosa -] osteogénesis

imperfecta.

Afectacién de los Mdsculos Papilares. las enfermedades de
los mGsculos papilares del ventrifculo izquierdo a menudo
causan MR. Estos mfisculos reciben riego por 1la porcién
terminal de la circulacién coronaria, son vulnerables a 1la
isquémia, y cualquier transtorno en el riego coronario,

provoca disfuncién de mGsculos papilares.

La isquémia de los msculos papilares es causada por
arteriopatfa coronaria, pero también puede presentarse en
anemia grave, shock, artritis coronaria y origen anémalo en

la arteria coronaria izquierda.

b) Tratamiento QuirGrgico: Debe tomarse en cuenta los
riesgos inmediatos y a largo plazo., La:mortalidad quirGrgica
depende del estado hemodindmico y clinico del paciente, en
particular de la funcién del ventriculo izquierdo, presencia
de transtornos asociados come enfermedad renal, hepdtica y
pulmonar, asi comoc de la experiencia del equipo quirdrgico.
Parece no depender de forma significativa la utilizacién de
la prétesis  vAlvular ampliamente utilizada mistica o

mecinica.

12



3. BINDROME DE PROLAPSO DE LA VALVULA MITRAL

a) Etiologia : El sindrome del prolapso de la vdlvula mitral
(MVP, mitral valvular prolapse). Es un sindrome clinico
variable, resulta comin de diversos mecdnismos patégenos del
aparato de la vdlvula mitral. Se identifica como una de las
anomalias valvulares cardiacas m&s prevalentes. Barlow y
col., distinguieron entre "Yabombamiento" y "prolapso! de la
mitral. En condiciones normales, la vilvula mitral abomba
ligeramente en el interior de la auricula izquierda y una
exageracién se le denomina "abombamiento de 1la valwvula
mitral™, Una valvula flotante es una forma extrema de
abombamiento. E1 MVP se presenta cuando los bordes de las
valvas no captan y causan Insuficiencia Mitral. Con 1la

rotura de las cuerdas la valvula mitral prolapsada "flota".

b) Tratamiento Quirfirgico: En enfermos con MVP que hayn
tenido algGn transtorno cerebral y en gquienes no sea
evidente ninguna otra causa se debe administrar tratamiento
anticoagulante, f&rmacos que interfieren con la funcién

plagquetaria , como aspirina y dipiridamol.

El MVP se trata de un transtorno benigno y que la mayoria de
los pacientes que lo sufren permanecen asintomaticos durante

toda su vida.

13



4. EBTENOBIS AORTICA

a) Etiologia: La obstruccién de la via de salida del
ventriculo izquierdo se localiza wm&s cominmente en la
vadlvula aértica; sin embargo también puede haber obstruccién
por arriba de la vilvula (estenésis supravalvular), por

debajo de la vilvula (estenésis adrtica subvalvular fija).

La estendsis abrtica adquirida o reumdtica se debe a
adherencias y fusién de las comisuras de las valvas con
vascularizacién de las valvas y del anillo valvular, lo cual
causa traccién y rigidez de 1los bordes libres de las
valvulas, con nédulos calcificados presentes en ambas
superficies y un orificio que queda reducide a una pequefia
abertura en la estendsis adrtica calcificada degenerativa,
las valvas est4n inméviles por depésitos de calcio a lo

largo de sus lineas de flexién en sus bases.

b) Tratamiento QuirGrgico: E1 reemplazo con buenos
resultados de 1la vAlvula aértica ha permitide mejoria
sustancial, clinica y hemédinamica en pacientes con
estenosis o lesiones combinadas. La valvuloplastia con globo

es Gtil en estos pacientes en estado critico.

14
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5. INSUFICIENCIA AORTICA

a) Etiologia: La insuficiencia aértica (Aortic
regqurgitation, AR) puede ser causada por una enfermedad
primaria de las valvas aérticas o de la pared de la raiz
aértica, o por ambos procesos. Entre los pacientes con AR
pura gque son sometidos a reemplazo ‘valvular a aumentado
uniformemente el porcentaje con enfermedad de la raiz
abrtica durante los Gltimos afios. La fiebre refinatica es una
causa comln de enfermedad primaria de la vdlvula que provoca
insuficiencia. Las valvas se infiltran en el tejido fibroso
y se contraen, un proceso que evita la oposicién de las
valvas durante la didstole y que por lo general causa
reflujo al ventriculo izquierdo por un orificio en el centro
de la vilvula. La fusién ascciada de las comisuras pueden
también restringir la apertura de la vilvula, lo que da por
resultado una combinacién de Estenésis aértica e

Insuficiencia aértica.

b) Tratamiento Quirfirgico: Es dificil en ocasicnes 1la
decisién para recomendar el reemplazo de la valvula en los
pacientes con AR grave. La operacién debe ser diferida en
pacientes asintomiticos con funcién normal del ventriculo
izquierdo y se debe de recomendar en pacientes sintomiticos.

Los enfermos asintomiticos con alteracién én la funcién



ventricular izquierda deben ser tratados individualmente

(4).
C. VALVULAS CARDIACAS

Las vdlvulas protésicas deben cumplir con las siguientes

caracteristicas (5):
1. No deben inducir embolia.

2. Deben ser guimicamente inerte y no dafiar los elementos

sanguineos.

3. No debe ofrecer resistencia al flujo fisiolégico.

4. Debe cerrar répidamente (menor que 0.05 segundos).

5. Debe permanecer cerrada durante la fase apropiada del
ciclo cardiaco.
Debe abrirse y cerrarse de inmediato en respuesta a los

cambios en el gradiente de presién.

6. Debe tener una estructura duradera y una figura geométri-

ca.

7. Esta debe ser colocada o insertada en un sitio fisjolégi-

16



co (generalmente el sitio anatémico normal).
8. Debe permanecer fijo.

9. No debe molestar al paciente, tal como ser demasiado rui~

dosa.

10.Debe ser técnicamente prdctica al colocarla.

Caracteristicas de Flujo:

En las vdlvulas con bola o con disco en un canastillo, el
oclusor esta contenido en un canastillo, cuando la valvula
esta abierta, se apoya en un anillo cuando la véalvula se
cierra. La sangre debe fluir en forma.centrifuga al rededor
de la bola o del disco, es inevitable la obstruccién del

flujo laminar central.

Las tres localizaciones criticas para el flujo de sangre
hacia adelante en valvulas de oclusién central (6) [Fig.3)

son:

1. El orificio principal o de flujo interno en el asiento de

la védlvula.

2. El orificio secundario o el flujo creado por el cono

17
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truncado desde la circunferencia del asiento de la vil-

vula al perimetro del oclusor cuando la vdlvula se abre.

3. El orificio terciario que es el 4rea entre el perimetro

del oclusor y los tejidos vecinos.

Figura 3 . los tres sitios de obstruccién del flujo
sanguineo hacia adelante a través de una vdlvula de bola

enjaulada.




Con base en esto se han desarrollado prétesis mec&nicas y
biolégicas. Dentro de las mecdnicas i‘.enemos las de perfil
bajo que incluyen a las prétesis de disco (tilting disc) y a
las bivalvas; y las de perfil alto que son las de "jaula" y
"bola" (caged-ball) y las de "jaula y disco" (called-disc).
De las biolégicas contamos con las vdlvulas de porcino y de

bovino.

E_:g;gsis Qg Engll Ba lQ:

Este tipo de prétesis se disefio para cavidades pequefias. La
prétesis de Bjdrk-Shiley tiene una estructura de estelite,
un anillo cubierto de teflén y de’ un disco de carbén
pirolitico que abre a 60 grados. Es la mds indicada cuando
la cavidad donde se implantarid es pequefia y el paciente
puede tolerar bien la anticoagulacién. Bjdrk informa una
sobrevida del 88% a 5 afios y del 75% a los 10 afios en
posicién aértica. En posiciédn mitral la sobrevida a 5 y 10
afios fue del 75% y 69% respectivamente., El1 problema
principal de esta prétesis es la trombosis valvular

catastrofica que tiene una mortalidad superior al 80%.

La prétesis de Bjdrk-Shiley Monostrut es el disefio de
prétesis de perfil bajo m&s recienté, esta hecha de una
sola pieza del material Haynes-25 con lo que la fractura de

la estructura se ha eliminado, Dentro de esté grupo

19



‘20

encontramos otras v&lvulas de gran importancia como lo son

la vdlvulas de Lillehei-Koster y de Medtronic-~Hall.

Brétesis de Perfil Alto:

Este tipo de prétesis ha sido m&s utilizada, consiste en un
obturador que es una esfera, colocada dentro de una jaula
(called-ball)}) en donde se desplaza por gradientes de
presién. El flujo anterb6grade es centrifugo a la bola (por
lo que no tiene flujo central) pero el gradiente
transprétesico es clinicamente aceptable. La prétesis de
Starr-Edwards es el prototipo. Su jaula esta hecha a base de
estelite, el obturador (la esfera) es de silastic y se
coloca sobre un anillo de teflén y polipropileno. El flujo
que genera es centrifugo en relacién a la esfera, por lo que
el flujo laminar central invariablemente es obstruido. Esta
vAalvula presenta una excelente duz.-abilidad. Tiene una
sobrevida libre de disfuncién del 73% a los 10 afios en

posicién mitral y 71% en posicién adrtica.

Valvulas Biolégicas:

En 1965 Binet implanté una vélvula de porcino a un paciente
con Estenésis Aértica, desde entonces los Xenotransplantes
valvulares se consideraron una alternativa importante en el

reemplazo valvular.



En la actualidad 1la bioprétesis de Hancock y 1la de
Carpentier-Edwards han sido las m&s utilizadas. La primera
prétesis es una vdlvula adértica de porcino tratada con
glutaraldehfdo montada en un anille flexible de
polipropileno y estelite. Dicha vdlvula ha demostrado un
funcionamiento normal de 83% a 5 afios en posicién aértica y

de 81% en posicién mitral.

La frecuencia de fendmenos tromboembSliticos en pacientes
sin anticoagulantes de 1.2% por paciente afio en posicién
aértica y de 1.4% en posiciédn mitral. Las Biopro6tesis son
nas fisiolégicas, generan un flujo central, las
complicaciones tromboemboliticas sin anticoagulacién oral
son menores, no son ruidosas y son econdémicas, por lo que
para el paciente gue cursa con alguna contraindicacién para
la anticoagulacisn este tipo de prétesis es la mds indicada.
Sin embargo la degeneracién tisular, la calcificacién y 1la
subsecuente disfuncién es una desventaja en relacién a las
prétesis mecdnicas ya que estas han probado una durabilidad

mayor (7).

En la figura 4 se nuestran las principales vdlvulas y sus

caracteristicas mis importantes (6).
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Figura 4. Modelos de V&lvulas Cardiacas. ‘l

VAlvula original de Hufnagel

Seiainn ekl l

de ‘acrilico con bola enjaulada. I I R

‘valvula Aértica de Harken con
" bola enjaulada, con bola de Si-
lastic y caja de acero inoxida-
ble. El objetivo de la caja ex-
terna era evitar el contacto de
la pared aértica con laja inter
na y el oclusor, ademds de evi-
tar la obstruccién supraértica

en una aorta estrecha.

Vdlvula Mitral Starr-Edwards
Modelo 6400 con caja de estelita
parcialmente qubierta con tela

y bola hueca de stellita. Una

simple capa de tela de polipro~

pileno, de tejido poroso.



Védlvula Starr-Edwards Modelo
6520 con disco de poliuretano
de alto peso molecular, caja de
stellita y anillo de sutura com
puesto de tela de teflén y po -
liuretano. El disco tiene un

delgado anillo de titanio.

Vdlvula Wada-Cutter, con anillo
de titanio, anillo de sutura de
tela de teflén y disco de teflén
(Halon) mantenido en su lugar

por medio de ranuras.

vaivula Bjdrk-Shiley, con disco
de carbén pirolitico, de caja
de stellite y anillo de sutura
de tela de teflén. La vdlvula
se abre y se administra con un
anillo metdlico, radiopaco, de

tantalio incrustade en el disco.
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Valvula Smeloff-Cutter con bola
de silastic, caja de doble Tita-
nec y anillo de sutura de tela de
Teflén. La bola pasa a través del
anilleo valvular para ser conteni-
da por la caja, que permite uti -~
lizar una bola mas pequefia. Los
estremos de ambas cajas estén
abiertas para eliminar zonas de

posible deposito de fibrina.

Valvula de Kay-Suzuki, con disco
silastic, caja de titanio y anillo
de sutura de tela de Teflén recu-
bierto de una pelicula de poliure-
tano paraprevenir el tromboembo -

lismo.
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D. 0 TE VALVU H

Después de 1la insercién de 1la vélvula homogr&fica vy
xenogridfica la hemdlisis es subclinica y se manifiesta por
una reduccién leve de la haptoglobina sérica. La hemblisis
causada por las vdlvulas protésicas es debido a un stress
anormal, turbulencia y «colicién de eritrocitos con
superficies extrafias. Los factores que contribuyen al trauma
de las células rojas son la variacién de la formacién de
coartaduras de la esfera paravalvular, gradientes
valvulares, esfera de stellite como comparacién a 1las
v&lvulas de baldén de silicén, valvulas de cubierta cerrada,
doble prétesis mitral. En las valvulas de Bjork-shiley,
Homogrdficas y Xenogrdficas el flujc; central produce una
turbulencia diminuta, la hembélisis es moderada y carece de

significancia clinica (8).

Una hemdlisis significante puede ser fatal, ésta es més
com@n en las vilvulas mecanicas artificiales que en
bioprétesis. Sin embargo se ha notificado que las hetero y
homo bioprétesis también causan hemélisis . En estudios
realizados bor Sezai Y. et al. (1984) obtuvieron que el
reemplazo de las valvulas aérticas con la vélvula de St.
Jude Medical causa una hem6lisis mayor gque un doble
reemplazo de valvula mitral y aértica. ¥ la valvula porcina

Xenogrifica mostrd una hemblisis pequefa.
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La hemélisis ocurre en todas las vAdlvulas protésicas.
Las posibles causas de hemdlisis (9) después del reemplazo
valvular son:
1. Taponamiento de la VAlvula.
2. Dafio Valvular.
3. Material de la Valvula.
4. Turbulencia causada por el incremento de la resistencia

de flujo el cual es el resultado del incrementc del gra-

diente de presidn o el decremento del area del orificio

efectivo.

o

Regurgitacién Transvalvular.

6. Grieta paravalvular,

Variacién del Balén.

~1

8. Fen6meno Autoinmune,



Se ha hecho una diversidad de investigaciones en cuanto al
estado hematolégico que cursan 1los pacientes que han
recibido un implante de prétesis valvular cardfaco; con el
fin de minimizar efectos adversos que pueda conllevar el

implante.

Desde 1950 cuando Hufnagel implanté una prétesis mecénica de
baldén en la aérta descendente para t:ra'tar una insuficiencia
aértica severa, el desarrolle de los sustitutos valvulares
cardiacos ha evolucionado considerablemente (7). La primera
valvulotomia por medio de un catéter cortante la realizé en
México el doctor Victor Rubio Alvarez del Departamento de
Hemodindmica del Instituto Nacional de cCadioclogia en el afio

de 1959 (10).

En 1960 Harken y posteriormente Starr iniciaron la cirugia
del reemplazo valvular con lo que mejoré la sobrevida de los
pacientes con valvulopatias. Desde entonces han sucedide
miltiples modificaciones y cambios ;en el disefio de los
diferentes tipos de prétesis para obtener una estructura que
se pueda considerar ideal y que a pesar de todo esfuerzo
esto no ha llegado ha ser posible atn (11). Durante los
708 las bioprétesis cardiacas mostraron un réapido

crecimiento popular, ya que estas ofrecian poco riesgo a
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ciertas complicaciones relacionadas a la vAalvula. La
disposicién de la cirugfa cardiaca oscila a favor de la
bioprétesis, la cual ofrece una disminucién de sucesos
posteriores en relacién a la vAlvula, en el gasto del

potencial y disminucién de su durabilidad (11).

Moisey C.U. et al., informaron (1972) de un caso de anemia
hemolitica severa en un nifio que tenia prétesis valvular
asociada a insuficiencia mitral. La anemia ocurrio después
de intentar reparar la valvula mitral y fue corregida por el
reemplazo. La anemia hemolitica en enfermedades cardiacas
congénitas es rara, pero un nlmero de pacientes
desarrollaron anemias hemoliticas posterior a la reparacién
cardiaca de tales lesiones. Sayes y colaboradores describen
un paciente quien desarrollo hemélisis intravascular severa,
sequida de un cierre del parche de Teflén de un canal

parcial atrioventricular (12}).

En el afio de 1973 Henderson realizé un estudio del reemplazo
valvular con la vilvula Beall con disco de Tefldn en 59
pacientes, lo cual confirmé que 1la incidencia de 1la
significancia clinica a la destruccién de los glSbulos rojos
es alta. La vilvula prétesica ideal no ha sido designada.
Ninguna vé&lvula es 1libre de 1las complicaciones de
tromboembolismo, falla estructural, infeccién y destruccién
Sanguinea. E1 tiempo designado de la valvula Beall ha

disminuido la incidencia de tromboembolismo, su usoc esta



asociado con 1la alta incidencia de la temprana y tardia

hemblisis posoperatoria (13).

Roeser concluyo en 1978 que las valvulas heterégrafas no
tienen materiales ajenos en la circulacién y esto no fue
asociado con la anemia hemolitica. Las anemias hemobliticas
pueden ocurrir como una consecuencia del reemplazo valvular

heterégrafo de porcino, aunque esto es inusual (14).

Por razones desconocidas, el grado de hemolisis varia
considerablemente entre pacientes con el mismo tipo de
vdlvula. Dale j. Myher realizé un estudio durante esté mismo
aflo y llego a la siguiente conclusién: " La anemia
hemdlitica represento un problema solo en algunos pacientes
con la v4lvula Starr-~Edwards tipo 2300. La grieta valvular
se asocia con una hem6lisis m&s fuerte en algunos pacientes,
puede ser sospechosa siempre que la proporcién de 1la
destruccién de 1los gl6bulos rojos se incremente. Una
heméliisis intravascular no afecta seriamente 1la funcién

renal (15).

Falk R.H. et al., encontraron que la prétesis de Starr-
Edwards en la posicién abértica causa gran hemélisis, al
igual que la vilvula en posicién mitral. Las prétesis de
Bj8rk-shiley con su modelo flujo central y una turbulencia
pequefia, tuvo ventajas hemodinimicas sobre las prétesis

valvulares de balén. La hemblisis intravascular es reducida
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y‘por lo tanto presenta considerables ventajas sobre 1la
prétesis de Starr-Edwards; esté estudio se realid en el afio

de 1979 (16).

Gupta Satyendra C. et al., en 1980 informa un caso de
anemia hemolftica seguida por una valvuloplastia mitral por
ruptura de cuerdas tendinosas; y postularon que la hem6lisis
intravascular es el resultado de un movimiento en forma de
azote causado por las terminaciones sueltas de la ruptura de
las cuerdas tendinosas y la disrupcién de la sutura del

ataque al aparato de la valvula mitral. (17).

Al inicio de 1980s la disminucién de la durabilidad de las
bioprétesis llego a ser un hecho, y las cirugias cardiacas
cambiaron su disposicién en 1la preocupacién de su
durabilidad al contraric de los eventos concurrentes a la
Trombogenicidad posterior. Una razén fue que la segunda
generacién de vAlvulas mecdnicas ofrecieron nuevas
caracteristicas dirigidas a disminuir 1la proporcién de
Trombogenicidad sin perdida de su durabilidad (11). Mok
Pamela y colaboradores describieron el desarrollo de una
anemia hemélitica severa seguida de una valvuloplastia con
reparacién mitral poco usal. La hemdlisis intravascular y la
anemia hemélitica siguiendo un reemplazo de prétesis
valvular a sido atribuido a un trauma mecdnico de los
glébulos rojos a través de la estructura protésica o

turbulencia marcada del flujo sanguineo debido a 1la
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bioprétesis valvular agrietada. Su paciente desarrolls
“-anemia hemélitica con hemoglobinuria marcada porque 1la
destruccidén de los glébulos rojos fue causada por la
anuloplastia y la alta velocidad retrograda de 1la

requrgitacién mitral (18).

En el afio de 1980 Warnes C. et. al., notifican dos casos los
cuales presentaron anemia hemolitica mecénica severa
desarrollada brevemente después de la operacién por
reparacién de regurgitacién mitral no-reumitica.
Clinicamente la hemélisis ceso después del reemplaze de la
vdlvula por una estructura Xenogr&fica. La hemélisis
subclinica o la anemia hemolitica moderada puede ocurrir con
lesiones valvulares, hasta aqui la anemia hemolitica ha sido
observada sbélo cuando la turbulencia del flujo sanguineo es
asociada con la presencia de una vAlvula protésica. En estos
casos las suturas de polinster o teflén tuvieron materiales
extrafios, esto sugiere que se puede incrementar el efecto
dafiifio de turbulencia en la circulacién de los glébulos

rojos (19).

Durante esté mismo afio Magilligan realizé un estudio
hematolédgico de pacientes que recibian un implante de
védlvula de porcino xenogrdfica en la posicién adértica o
mitral. Y notifica el estado hemolitico después de los 12
meses de insercién de la valvula; una permanencia severa

sugiere un mec&nismo de interaccién de las células rojas con
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el cierre de Dacrén. La mayor causa de probabilidad de la
hemélisis fue el gradiente a través de la xenografia
aértica, El1 gradiente de presién transvalvular alta causa
la hembélisis en las vilvulas protésicas. El paciente
presento una hemélisis subclinica, evidenciade por las
haptoglobinas y niveles de LDH consistente con las prétesis
mitral y adértica Bjsrk-Shiley.La anemia hemolitica severa
mids certera fue relatada a la xenografia puntual en el
origen aértico el cual resulto una obstruccién del orificio
secundarioc. Esto puede ser una contraindicacién a 1la

insercién de la valvula Xenografica (8).

sin embargo previas investigaciones en adultos han fallado
al revelar la hembélisis con vdlvulas de porcino xenogrdfico
en la posicién mitral. Wessner Kenneth y colaboradores
estudiaron en el afio de 1981 la hemélisis intravascular
asociada con la calcificacién de la valvula; el desarrollo
de la hemblisis en sus pacientes con valvulas porcinas en
esa posicién puede ser relatada con un desarrollo rapido de
cambios patolégicos severos que ocurren en nifios con el
reenplazo de la vAdlvula de porcino.

La hemélisis puede ser hasta ahora un trauma secundario de
células rojas causadas por la turbulencia asociada con una

calcificacién.
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La ausencia de la hemblisis en adultos con el reemplazo de
la vdlvula porcina puede ser debidc a la proporcién lenta de
calcificacién,o desarrollo de obstruccién o ambos.

Todos los pacientes presentaron una disfuncién severa de la
védlvula, las pruebas de rutina y tamizaje para la hemélisis
por evaluacién eritrocitaria, DHL y niveles de
haptoglobinas, que prevee una advertencia temprana de la

disfunci6én de la v4alvula de porcino (20).

Goldberger Ary L. et al., (1982} informa que la hemdlisis
sélo se desarrollo en sus pacientes después de la reparacién
del defecto valvular y fue probablemente debido a 1la
introduccién de 1la sutura a material en el orificio
paravalvular, asf como los cambios de la geometria del

orificio (21).

Sezai Y. et. al. realizaron un estudio de 1las
caracteristicas Hemodindmicas y Hemoliticas de las vé&lvulas
protésicas de St. Jude Medical en 86 casos, la incidencia de
complicaciones tromboemboliticas fue de cero. Los resultados
del grupo de las vilvulas mec&nicas de St. Jude Medical y el
grupo de comisurotomia mitral abierta fueron equivalentes.
En comparacién con las vdlvulas protésicas cardiacas de tipo
balén y bioprétesis las vdlvulas St, Jude Medical tiene una
caracteristica hemodindmica excelente. De acuerdo a 1la

hem6lisis St. Jude Medical estuvo por debajo solamente de la
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vdlvula de Carpenter-Edwards, sin embargo el grado de

hemb6lisis fue por lo tanto bajo (9).

La anemia hemélitica es una complicacién relativamente comin
después del reemplazo de vdlvulas c;rdiacas con prétesis
mec8nicas, especialmente las variedades de 1la cubierta
cerrada de esfera enjaulada. La falta de este fenémeno ha
sido informado comec una desventaja a la bioprétesis de
porcino. Sin embargo Schaer David H. y colaboradores
presentaron un caso en 1987 de anemia hemélitica
significante y requrgitacién mitral debido a la "rasgadura®
de la biopré&tesis de porcino, 7 afios después de su implante
en la posicién mitral. El trauma de los eritrocitos se
atribuye al flujo turbulento con fuerzas elevadas a través
de exponer las fibras de coldgeno en las rasgaduras. Y
concluyen gque la rasgadura cuspél de porcino con
regurgitacién significante de disfuncién de prétesis

valvular puede causar una anemia hemolitica (22).

Cheng Tsung O. en 1989 determina que la hemélisis depende de
la prétesis mecdnica usada, esto es: Mas frecuente con
prétesis valvular de bola, intermedio con discos tilding y
comunmente menor con valvulas de tejido o biolégicas. Entre
pacientes con valvulas de esfera y disrrupcién de 1la
cubierta cerrada, la valvula de anillo y estratos tienen un
mejor factor de hemblisis, otros factores que contribuyen a

esto son el material sintético de la valvula, trauma directa

34



a las cé&lulas rojas y fuerzas de flujo creadas por 1los
gradientes, flujo elevado y turbulencia como puede existir
con grietas paravalvulares perforacién o desgarre de la
vélvula bioprotésica. El reemplazo de la valvula protésica
defectuosa puede ser necesaria si la anemia hemolitica es

significante (23).

En 1990 Vallejo publica sus experiencias en sustituciones
polivalvulares con la prétesis mec&nica de Medtronic-Hall
(M~H) y concluye que las vadlvulas protésicas de disco han
supuesto un gran avance en 1la terapéutica sustitutiva
valvular. Aunque no son perfectas, proporcionan uncs
resultados satisfactorjios y entre ellas la M~-H ha demostrado
ser una prétesis de confianza, no se ha producido ningtGn
tipo de fallos estructurales de la prétesis. Su robustez y
la gran amplitud del movimiento del disco proporcionan un
buen mejoramiento hemodindmico al mismo tiempo gue una tasa
de tromboembolismoc de las mis bajas descritas en la
literatura. La hemdélisis se ha presentado con poca
frecuencia y es perfectamente aceptable. Por todo ello la

considera una prétesis de eleccién (24).

Lung Ole estudi6é la hem6lisis crénica tardia después del
reemplazo valvular por estenésis aértica, e informé que la
hemélisis intravascular inducida por la prétesis valvular
aértica es generalmente atribuido a las caracteristicas del

flujo turbulento inherente en 1la designacidén de las
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prétesis. E1 aplastamiento mec&nico directo de los

eritrocitos por ambas prétesis de bola'y de disco.

La anemja hemolftica representa un problema clinico, sin
embargo se asocia usualmente con la rasgadura paravalvular.
El grado de hemélisis asociado con la prétesis valvular
abrtica ha sida graficada s6lo en estudios tratados en pocos

meses a pocos afios después del implante.

La hemblisis intravascular prevalece en todos los pacientes
de este estudio, tuvo una significancia clinica limitada
s6lo en 4 pacientes gque presentaron anemia y sé6lo 3

presentaron bilirrubinas elevadas (25)-

En el afio de 1991 Bloom Richard J., cocluyé "El sindrome
hemolitico puede ser asociade con un anillo de cubierta
cerrada. la hemblisis cardiaca es una complicacién
posoperatoria inisual de operaciones valvulares, sin embargo
esas operaciones de reparacién valvular son avisadas a
soportar el entendimiento de anillo de anuloplastia con

estos problemas hematolégicos" (26).

Wilson John H. et al., informbé de dos casos de hemdlisis
intravascular severa después de la reparacién de la vélvula
mitral usando anuloplastia de anillo Duran en el afio de
1990. En ambos pacientes la regurgitacién mitral se

presento, la hemélisis fue bastante severa que garantizaba
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una = segunda operacién para que cesara la hem&lisis
inmediatamente después de la segunda operaciédn. La hemélisis
intravascular se presenta en una variedad de posoperaciones:
Después de la colocacién de las prétesis por reparacién de
defectos congénitos, con varias valvulas mecénicas y con
rasgaduras paraprotésicas. En cuatro pacientes que
hemélizaron, hubo asociacién con la reparacién de la v&lvula

mitral.

Dos pacientes demostraron una hemélisis intravascular dque
puede ocurrir en asociacién con anillos de cubierta cerrada.
Y concluyen que " Siempre que una regurgitacién de velocidad
suficiente de protesis mecdnicas se presente la hemélisis

puede ocurrir® (27).

En el afio de 1991 Saad R. M. et al., realizaron un estudio
de Anemia Hemolitica Progresiva debido a una dilatacién
reconocida de una prétesis valvular mitral, y notifican a un
paciente, quien erroneamente diagnosticaron con prétesis de
Bjork-Shiley hasta 1989 (17 afios de posoperacién) cuando el
paciente presentd una anemia hemclitica severa. Tuvo
multiples marcadores severos respecto al disco empleado.
Incluyendo marcadores que se elevan como LDH y excrecién de

hierro urinario (28).

Durante éste afio  Lbépez Valle realiza un estudio

anatomopatolégico de 1139 casos donde asegura gque la



sobrevida de 1los pacientes receptores de implantes del
Instituto Nacional de Cardiologia estd en 82.2% y la tasa de
disfuncién de las prétesis es de 3.38% para este periodo de
cuatro afios y medio (29). Dentro de é&sta misma Institucién
castilla estudia la evolucidn postoperatoria en el recambio
valvular protésico. Concluyendo que las causas mas
frecuentes de disfuncién fueron: ruptura de las valvas de la
prétesis, estenosis con calcificacién de la prétesis y fuga
paravalvular. Es importante la deteccién precoz de 1la
disfuncién protésica y deben valorarse procedimientos
especiales de abordaje quirGrgico, buscando aproximar la
morbi-mortalidad de éste procedimiento a la de un primer

cambio valvular (30).

Smith Roy E. et. al., investigarén en esté mismo afic 1la
rasgadura paravalvular en una presentacién clinica normal de
una vAalvula mitral St. Jude con riesgo vital de anemia
hemolitica microangiopdtica. Previas investigaciones habilan
encontrado que la severidad de estd anemia puede ser
relacionada con el tipo de v&lvula protésica, la severidad
del mal funcionamiento valvular o rasgadura (agrietamiento)
paravalvular y turbulencia causada por el gradiente
transvalvular. La vilvula St. Jude Medical es comunmente
usada en la posicién mitral y es raramente asociado con la
anemia hemolitica significante fuera del mal funcionamiento

valvular (31).
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P. os d 8 en sa e:

La destruccién de los glébulos rojos ocurre durante la
perfusién (32). La hemoglobina es liberada al plasma y
transportada con una proteina unida, un estado libre en el
plasma tiene 1la capacidadde unirse si es excedida. La
hemoglobina libre es removida en una proporcién fija por el
sistema reticuloendotelial, por el rifisn y por 1la

transformacién a Metahemoglobina en la sangre.

Cuando todas las funciones orginicas tienen que estar
protegidas por el uso de rendimiento de perfusién alta alta,
la hemoglobina libre es liberada con pocas horas después del

fin del procedimiento.

El estudio de los posibles factores responsables que revelan

una hem&lisis son:

a) Mas de la destruccidn de los eritrocitos durante la
circulacién extracérporea es causada por la bomba y

pasajes estrechos

b) La extensidn de la destruccién varia con el material del
cual el tubo y las partes de la bomba de oxigeno estan
hechos.

En general las partes lisas disminuyen la hem6lisis.



c) Debido al tamafio del tubo, este tiene una velocidad de
flujo critico, si se excede produce hemélisis.

d) Succién excesiva.

e) Presibn elevada sostenida aplicada a la sangre. Una
presién positiva intermitente de m&s en el procedimiento
es mAs probable la hemblisis. '

f) Burbujas del oxigenador con flujo de gas a través de
orificios diminutos, la fuerza de la formacién de
burbujas puede ser responsable de la hemélisis.

g) La oclusién de la homba produce hembélisis, la cual se

inclina a causar dafio sanguinec por turbulencia.

h) El calentamiento sanguineo puede causar hemélisis severa.

i) El almacenaje de heperina en la sangre incrementa la des-

truccién eritrocitaria.

3) La dilucién de la sangre con soluciones fisiolégicas dis-

minuye la desventaja de destruccidn.

Bajo condiciones de flujo continuo, flujo de gas vy
temperatura, en experimentos "in vitro" indican el

incremento de la hemélisis lireal con el tiempo por las
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primeras horas, entonces en una proporcién r&pida progresiva
las células sanguineas pierden la viabilidad. El recuento de

las células rojas y el hematocrito permanece sin cambio.

G. COMPLICACIONES DE_LAS VALVULAS CARDIACAS ARTIFICIALES:

Una serie de estudios reportan que cerca de la mitad de los
pacientes sobreviven al reemplazo valvular, mueren o tienen
serias complicaciones varios afios después del implante.

Las principales complicaciones que puede sufrir el paciente
se encuentra: Endocarditis infecciosa, tromboembolismo,

disfuncién de prétesis y hemSlisis.

El incremento intravascular hemolitico ocurre en la mayoria
de los pacientes con prétesis valvular mec&nica y ha sido
reportado comGnmente con el uso de vidlvulas protesicas. La
primera causa es el trauma mecdnico de los glébulos rojos a
partir de la turbulencia del flujo sanguineo a través de las
prétesis. En mds pacientes se acelero la eritropoyesis
compensada por el incremento de 1la destruccién de los
glébulos rojos, el cual en el laboratorio la evidencia de la
hemélisis es la Gnica manifestacién . Los factores causan
una turbulencia excesiva, particularmente una disfuncién
valvular, se puede exceder su capacidad por compensacién y

causar una anemia hemolitica. La incidencia de 1la anemia



preéenéé una variacién del 5% al 15% para diferentes

prétesis.,

La disfuncién puede ser sospechosa en pacientes con una
anemia hemolitica aguda. La causa mAs comin incluye una
regurgitacién valvular para-prétesica, un alto gradiente de
presién transvalvar, obstruccién valvular debido a una
rasgadura en el cierre protesico.

La anemia hemolitica se puede agravar por deficiencia de
hierro, con un incremento de la fragilidad de glébulos rojos
pobres en hierro, y por anemia como resultado de una
disminucién de la viscosidad, incremento del rendimiento
cardiaco e incremento de la turbulencia del flujo sanguineo.
La determinacion de la Deshidrogenasa Lactica Sérica (DHL)
provee una prueba econdmica y sensible para tamizaje vy
seguimiento de la hem&lisis intravascular. Los niveles de
DHL wmenores de 500 U/ml indican una hemélisis pequefia, los
niveles de 500 a 1000 U/ml ocurren con una hemdélisis
moderada y los niveles altos mayores de 1000 U/ml sugieren

una hemélisis severa.

Serios estudios muestran un incremento progresivo de DHL los

cuales sugieren una disfuncién protesicid (33).
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H. ANEMIAS HEMOLITICAS:

Los eritrocitos normalmente tienen una "vida" que dura
aproximadamente 120 dias (34). cuando el eritrocito es
desintegrado, el hierro de la hemoglobina se almacena en las
cé&lulas del sistema reticuloendotelial. En estas mismas
células el hem es convertide en bilirrubina no conjugada que
luego es transportada con el plasma hasta el higado, donde
se conjuga y es eliminada por el sistema biliar; en el
intestino, la bilirrubina se convierte en urobilinégeno

fecal.

Las anemias hemoliticas se caracterizan por wuna vida
abreviada de los glébulos destruidos suele acompafiarse de
agrandamiento del bazo, aumento de la bilirrubina no
conjugada en el plasma sanguineo,y aumente de la excrecion

fecal de urobilinégeno.

En frotis tefiidos de sangre periférica suele haber
manifestaciones netas de la anomalia congénita o adquirida
de 1la estructura de los eritroéitos, en forma de
esferocitosis, poiquilocitosis, anisocitosis o punteado

basé6filo.

En la mayor parte de los pacientes con anemia hemolitica la
destruccién de los glébulos rojos es extravascular en el

sistema reticuloendotelial. En el namero limitado de 1los



trastornos hemoliticos 1los glébulos rojos se destruyen
dentro de los vasos originando hemoglobinuria. La
hembglobina liberada hacia el plasma se une a una globulina
alfa2, haptoglobina, capaz de fijar dos moléculas de
hemoglobina cuando sea superado el umbral de fijacién de la
haptoglobina, el orden de 90 a 130 mg de hemoglobina por 100

ml de plasma, la hemoglobina aparece en la orina.

otras indicaciones de hemélisis intravascular son los
aumentos de la hemoglobina, metahemoglobina y deshidrogenasa
lJaActica en el plasma, con disminucién o desaparicién de

haptoglobina y hemosiderinuria.
Clasificaci6én de las anemias hemoliticas:

Cualquier proceso gque disminuya la duracién dee la vida de
los eritrocitos tiene por consecuencia una hemélisis
aumenteda; si la eritropoyesis no puede compensar el aumento
de la hembSlisis aparsce anemia. Se ha demostrado una vida
abreviada del eritrocito en casi todos los tipos de anemia
que acompafian a estados patolégicos. En muchos casos el
acortamiento de la vida es ligero no mayor de lo gue puede

compensar la médula 6sea si funciona normalmente.

Suele reservarse el término "anemia hemolitica" para

aquellos pacientes que presemtan un grade intenso de
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hemblisis excesiva, asociada con anemia. FEl término
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"enfermedad hemolitica" es mis amplio e incluye pacientes

sin anemia que tienen un exceso apreciable de hemélisis.

Diversas anomalias afectan el glébulo rojo y provocan anemia
hemolitica. Resulta adecuado clasificar los trastornos

hemoliticos segln que sean hereditarios o adquirides (CUADRO

1).



CUADRO I. CLASIFICACION DE LAS ENFERHEbADES HEMOLITICAS

I. Transtornos hemoliticos hereditarios

A. Defectos de la membrana del glébulo rojo
1. Esperocitosis hereditaria
2. Eliptocitosis hereditaria
3. Estomatocitosis

4. Aumento selectivo de la lecitina de la membrana

B. Deficiencia del sistema enzimitico fosfato de pentosa
-glutatisén
1. Deshidrégenasa de 6~fosfato de glucosa
2. Otros: deshidrogenasa de 6-fosfogluconato, reductasa

de glutatién, sintetasa de glutatién.

C) Deficiencia de enzimas glucoliticas
1, Cinasa de piruvato
2. Otras: Difosfogliceromutasa, isomerasa de fosfato de
triosa, isomerasa de fosfato de glucosa, conasa de
fosfoglicerato, fosfofructocinas, hexocinasa, deshi-
drogenasa de 3-fosfato de gliceraldehido, ATPasa.
D) Deficienclas enzimiticas diversas

1. ATPasa
2. Cinasa de adenilato

3. Perafosfocinasa de fosfato de ribosa
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Continuacién del CUADRO I.

E} Hemoglobinopatias

1.
2,
3.
4.

Anemia de glébulos falciformes

Enfermedad de hemoglobina C

Talasemia

combinaciones: Enfermedad de drepanocitosis y hemo-
globina €, enfermedad de drepanocitosis-talasenmia,
enfermedad de drepanocitosis-hemoglobina D, y otras.
Hemoglobinas inestables: de Zurich, Colonia, Ginebra,

Sydney, Hammersmith, Gun~Hill y otras.

II.Trastornos hemoliticos adquiridos

A) Mediados por anticuerpos

1

a)
b)
2.

a

-

b)

c

-~

a
b

-~ -

Isoanticuerpos

Reacciones de transfusién

Eritroblastosis fetal

Anticuerpos inducidos por f4rmacos

Quinidina

Penicilina

Metildopa

Autoanticuerpos

Idiopaticos

Secundarios -procesos malignes, enfermedad de tejido

conectivo, neumonia por micoplasmas.



B

-

c

-~

E

-~

F

G

H)

I

-

J

~

Hemoglobinuria nocturna paroxistica

Hem6lisis mec&nica

1. Hemoglobinuria de marcha

2. Anemia hemolitica cardiaca

3. Anemia hemolitica microangiopitica

Quinmicas

Agentes fisicos

Hiperesplenismo

Hipofosfatemia

Enfermedades del higado

Enfermedades del rifién
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HemSlisis Intravascular y Extravascular

Hacia el final del perlodo de su vida, el eritrocito pierde
su capacidad para mantener la forma del disﬁo bicéncavo. La
membrana celular senil es menos capaz de wnantener el
gradiente de sodio y potasio. Por Gitimo, la célula es
fagocitada por los histiocitos del sistema
reticuloendoteliai, principalmente en el bazo. En el
histiocito se destruye la célula, siendo separada la porcién
globina de la porcién heme. Se rompe el anillo de heme, se
recicla el hierro y los heme remanentes se liberan hacia el
plasma en forma de bilirrubina. La bilirrubina adherida a la
albGmina como un complejo simple es transportada hacia el
higado dénde es conjugada hacia glucéronido. A este procesos
se le llama hemdélisis extravaascular y es la via normal de
eliminacién del eritrocito,

En algunos casos como en las reacclones transfusionales
hemoliticas se puede presentar hemblisis excesiva dentro del
compartimiento vascular. En estos casos se libera
hemoglobina eritrocitica hacia el espacio vascular en lugar
de cruzar las células reticuloendoteliales. Se puede unir
hasta 150 mg/dl de hemoglobina a la haptoglobina, un enlace
de la proteina a la hemoglobina que se presenta normalmente.
El exceso de este nivel de hemoglobina se filtra a través de
los tubulos renales. Entonces se forma la hemosiderina en
las células tubulares y se elimina por la orina. Se

encuentra hemosiderina urinaria solamente en la hemdlisia
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intravascular y es una prueba diferencial importante en lo

estudio de los procesos hemoliticos (35).
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FUNDAMENTO DEL TEMA

"rodas las prétesis valvulares estdn constituidas con
materiales inertes (silastico, teflén, stellite, titanio
entre otros), los cuales tienen una compatibilidad histica
aceptable, sin embargo no estidn 1libres de causar
trombogenicidad y hemélisis. Cuando se implanta una prétesis
valvular, una considerable superficie extrafia se pone en

contacto con la corriente sanguinea.

Numerosos estudios se han llevado a cabo referentes al dafio
producido sobre los hematies de 1los pacientes, se ha
detectado un ligero grado de hemélisis con un funcionamiento
normal de la valvula. Suele ser mis pronunciado tras una
sustitucién aértica que después de un reemplazo valvular
mitral. Conlleva a un descenso de la Haptoglobina sérica,
incremento de la Deshidrogenasda Lictica, un aumento en la
produccién de monéxido de carbono, una ligera hemoglobinemia
y una excrecién urinaria de hierro elevada. La mayoria de
los estudios han manifestado que 1la destruccién de los
hematfies es elevada con una disfuncién de la prétesis
valvular. La anemia hemolitica puéde tratarse con 1la
admini;tracibn de hierro y &cido f6lico; sin embargo se han
notificado hemblisis pronunciadas con las vdlvulas de Starr-

Edwards recubiertas de tela asi como las descubiertas.
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PLANTEANIENTO DEL PROBLEMA

Los pacientes con prétesis cardiacas cursan con hemélisis
mecainica en grado variable y clinicamente pueden conducir a
una Anemia Hemolitica adquirida. Es por ellos que como parte
del Diagnéstico y del Tratamiento de de los pacientes se
plantea la necesidad de evaluar a través de diferentes

pruebas de laboratorio el grado de hemélisis.
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QBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL:

En los paclentes con valvuloplastia cardfaca determinar su
estado hematolsgico en sangre periférica mediante diferentes

pruebas del laboratorio.

B. OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar Biometria hemdtica completa, con énfasis
principal en el frotis sanguineo en busca de alteraciones
norfolégicas que indiquen o sugieran hemdlisis
(Esquistocitos, eritrocitos fragmentados, - crenocitos,
eliptocitos entre otras estructura morfolégicas).
Determinar el indice de Reticulocitos.

Determinar los niveles de Hemoglobina libre, Metahemoglobina
y Pigmento de Metahemoglobina.

Determinar Bilirrubina Directa, Indire;:ta y Total, Aspartato
Amino Transferasa (ASAT), Alanin Amino Transferasa (ALAT) y

Deshidrogenasa Lactica como pruebas complementarias.



HIPOTEBIS

Los pacientes con Valvuloplastia cursan con hemblisis
secundaria, la cual se manifiesta en los primeros diez dias
después del implante. La severidad de la anemia hemolitica
estard condicionada por el tipo y material de la valvula

cardiaca implantada, asi como por el tiempo de implante.
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MATERIAL

A. MATERIAL BIOLOGICO:

1.

2.

Sangre venosa con anticoagulante E.D.T.A. 5%.

Sangre venosa sin anticoagulante.

B. MATERIAL DIVERSO:

1.
2.
3.

4

5.
6,
7.

-

Algodén

Gradilla para tubos de ensaye

Jeringas estériles de 10 ml.

Ligadura

Lipiz graso

Maskin-Tape

Marcador

Pipaetas automiticas Merck Transferpette: 20 ul, 50 ul,
100 ul y 2000 ul.

Tijeras

YMATERIAL DE VIDRIO:

1.

2.

3.

4

5.

7.

Celdas espectrofotométricas

Pipetas graduadas 0.1, 1.0, 5.0 y 10 ml.
Portaocbjetos

Matraz Aforado 250 ml.
Matraz Aforado 500 ml.
Tubos de ensaye 13X75
Tubos de ensaye 18X150

Vasos de precipitados 100 mil.
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9. Vasos de precipitados 500 ml.

EQUIPO:

1. Agitador de Pipetas de Thoma Yankee Pipetter Sharker
Clay Adwams.

2. Balanza Analitica Bio-Tek.

3. Balanza Granataria Bio-Tek.

4, Centrifuga Clinica Internacional Centrifuge Mod. CS.

5. Celldyn 3000 (Anexo).

6. Espectrofotémetro Colleman Jr. IIA.

7. Express 550 (Anexo).

8. Microscépio Optico carl Zeiss.

REACTIVOS:

1. Acido Acético Glacial (C2H40), Grado Analitico., Merck.

2. Acido Nitrico (HNO3), Reactivo Analitico, Baker.

3. Acido Bulfurico (H2SO4), Reactivo Analitico, Monterrey

4. Aceite de Inmersién, Merck.

5. Alcohol Etilico (CH3CH20H), Grado Analfitico, Merck.

6. Bencidina (Cl2H12N2), Grado Analitico, Merck.
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10.

11.

12.

13,

14

15

16.

17.

Bencidina (C12H12N2), Grado Analitico, Merck.
Cianuro de godio (NaOCN), Reactivo Analftico, Baker.
Colorante de Wright Sigma de México S.A.

E.D.T.A. (Cl10H14N2Na208), Grado Anallitico, Merck.

Perrocianuro de Potasio [k4Fe(CN)6], Reactivo Anali-~

tico, Baker.

Fosfato de Potasio Monobésico (KH2P04), Reactivo Ana-
litico, Sigma de México S.A.

Fosfato de Bodio Dibfsico anhidro (Na2HPO4) Sigama de
México S.A.

Glicerina Grado Reactivo, Merck.

Hidréxido de Sodlo (NaOH), Grado Analitico, Merck.

Metanol Absoluto (CH3IOH), Grado Analitico, Merk.

Peréxido de Hidrégeno (H202) 30%, Grado Analitico,

Promex S.A. de C.V.

Tincidén Azul de Metileno Sigma de México S.A.
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18,

19.

Rojo de Cresol Sigma de México S.A.

Anaranjado de Metilo Sigma de Méxuco S.A.

F. SOLUCIONES:

1.

~N

w

Tampén de Fosfato pH 6.8
Solucién A:

KH2PO4 anhidro

H20 destilada c.s.p.
Solucién B:

Na2HPO4 anhidro

H20 destilada c.s.p.

Tampén de Trabajo pH 6.8
Solucién A
Salucién B

H20 destilada c.s.p.

Colorante de Wrigth
Wrigth en polvo
Glicerina

Metanol Abseluto c.s.p.

Tincién Azul de Metileno

Azul de Metileno nuevo

0,067

9,110

1 000

9.700

1000

0.067
50
50

1 000

30

1 000

0.530

H.

g.
ml.

g.

ml.

ml.
ml.

ml.

g.
ml.

ml.
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Oxalato de Potasio Honohidratado 1.600 g
H20 destilada ' 100 ml.

Bencidina Solucién 1%
Bencidina pura 1 -g¢

Acido Acético 90% c.s.p. © 7100 ml.
Acido Acético 10% (v/v)
Acido Acético Glacial - E - 10 ml.

H20 destilada c.s.p. 100 ml.

Peréxicdo de Hidrégeno 1%

n

H202 30% ml.

H20 destilada c.s.p. 30 ml.

Solucién Amortiguadora de fosfato M/15 (0.07M)
Se preparan las soluciones de K2HPO4 y KH2PO4 M/15.
0.64 partes de KH2PO4 se mezclan con 0.36 partes de

K2HPO4 para proporcionar un amortiguador con pH 6.6.

Solucién Amortiguadora de fosfato M/16 (0.017M)
Diluir 250 ml de Tampbébn de fosfato M/15 hasta 1 litro

con agua destilada.

Ferrocianuro potasico al 20 %
Disolver 2 g de ferrocianuro potdsico en 10 ml de H20

destilada. Almacenarla en un frasco de cristal oscuro



11.

12.

13.

14

15.

60
a temperatura ambiente.

Solucién de Cianuro sédico
Disolver 1 g de cianuro s6dico en 10 ml de H20 est4
disolucién puede ser guardada a temperatura ambiente.

Etiquetar con la inscripecién «veneno».

Solucidn Acido Acético al 12 %
Diluir 12 ml de &cido acético glacial en H20 hasta

aforar a 100 ml.

Cianuro Neutralizado

Pipetear 4 gotas de disolucién de cianuro sédico en un
tubo de ensayo pequefio. En un sitio ventilado afadir 4
gotas de la disolucién de dcido acético 12%. Tapar con
parafilm, guardar a temperatura ambiente, debe ser em-

pleada dentro de la primera hora de su formacién.

Alcohol Etilico 70%
Alcohol etilico 70 ml

H20 destilada c.s.p. . 100 ml

Determinaci6n ASAT (Equipo comercial Merck)

Solu -Sustrato (100 mmol/I buffer fosfato
pH 7.4; 100 mmol/I L~ aspartato; 2 mmol/I 2 oxogluta-
rato)

Disolver el contenido de la botella 1 en 30 ml de agua
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destilada. Es estable por una semana a temperatura 2 a
8 C 0 de tres meses si se mezcla con unas gotas de
cloroformo.

Reactivo de Color (1.5 mmol/I 2,4 dinitrofenilhidrazi~-
na)

El contenido de la botella 2 est4 lista para usarla
Solucisén hidréxido de sodjo (0.4 mol/I NaOH)

Disolver el contenido de la botella 3 en 1000 ml de
H20 destilada en un contenedor de cristal o polietile-
no. Es estable 15-25 C.

Solucién Estdndar (2 mmol/I piruvato de sodio)

El contenido de la botella 4 esta listo para usar.

Determinacién ALAT (Equipo comercial Merck)

Solucién Buffer-Sustrato (100 mmol/I buffer fosfato

pH 7.4; 100 mmol/ I DL-alanina; 2 mmol/I 2 oxoglutara~-
to).

Disolver el contenido de la botella 1 en 30 ml de agua
destilada. Es estable por una semana a temperatura 2 a
8 C o de tres meses si se mezcla con unas gotas de
cloroformo.

Reactivo de Color (1.5 mmol/I 2,4 dinitrofenilhidrazi-
na)

El contenido de la botella 2 est& lista para usarla

Solucién hidréxido de sodio (0.4 mol/I NaOH)

Disolver el contenido de la botella 3 en 1000 ml de
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18.
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H20 destilada en un contenedor de cristal o polietile-
no. Es estable 15-25 C.
Soluzidén Estandar (2 mmol/I piruvato de sodio)

El contenido de la botella 4 esta listo para usar.

Determinacién de Deshidrogenasa LActica (DHL), [Equipo

comercial Merck].

Solucién Buffer—Sustrato (solvente) 40 ml
NADH

Pipetear 3 ml de la solucién buffer-sustrato, botella
1, al contenido de la botella 2.

Es estable por 8 hrs cuando se almacena a 15-25 C.

Determinacién de Bilirrubinas (Equipo comercial Merck)

Solucién Acido sulfanilico (29 mmol/I C6H7NO3S;170mmol

/HC1)
Solucién Nitrito de Sodio (29 mmol/I NaNO2)
Acelerador (130 mmol/I cafefna 156 mmol/I benzoato de

sodio; 460 mmol/I acetato de sodio).

Solucién Fehling YT (930 mmol/I Tartrato sédice de po-
tasio; 1.9 mmol/I Solucién NaOH)

Todos los reactivos son estables cuando son almacena-

dos 15-25 C.

Solucién Diazo: Mezclar la solucién de nitrito de so-

dio 2 y solucién de &cido sulfanilico 1 en un voldmen

propercional de 1+4.

Es estable por 2 hrs cuando es almacenada 15-25 C.



Todos los reactivos estdn listos para usarse.

19. Reactivos empleados en el Celldyn 3000

te énico
te b
Sheath Acondicionador para
6 cos

Sangre control

No. catalégo 9900231
No. catalégo 9900410

No. Cataldgo 9900311

No. Cataldgo 9900111
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A.

1.

»N

w

METODC

CAS C S

CRITERIOB DE INCLUSION
Pacientes que sean sometidos a cirugia cardiaca por

implante valvular.

CRITERIOE DE EXCLUBION

Pacientes Diabéticos

Pacientes Hipercoleterolémicos

Pacientes que cursan un estado Anémico
Pacientes con anemias Hemoliticas Autoinmunes

Pacientes con Sangrados o Hepatopatias

GRUPO DE TRABAJO

GRUPO I . Pacientes sanos que no son candidatos a
cirugia cardiovascular, que acudan a consulta externa y
al Laboratorio Clinico del Hospital de Cardiologia ™LUIS
MENDE2" del Centro Médico Nacional siglo XXI.

GRUPO II . Pacientes que anteriormente hayan recibido un
implante valvular.

GRUPO III. Pacientes con cirugfa de Corazén, que fueron

sometidos a un implante valvular.

Los pacientes fueron captados a través de los servicios

mencionados Y se revisé el expediente clinico para

considerar los siguientes datos:
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a) Nombre del paciente

b) Edad del paciente

c) Sexo del paciente

d) Namero de afiliacién

e) Antecedentes personales patoldgicos de importancia clini-~
ca.

f) Diagnéstico clinico

g) Tiempo de evolucién

h) Indicaciones del implante valvular

Se realizé como pruebas preoperatorias de rutina 1la

determinacién del antigeno VIH, Hepatitis y Aloanticuerpos.

4. EVALUACION DEL FUNCIONAMIENTO DEL ESPECTROFOTOMETRO
Linealidad: Método Anaranjado de Metilo (Anexo).
chequeo de la linealidad: Método Rojo de cresol (Puntos

Isosbésticos) [Anexo].

B. 0 CION_DE LA STRA GUIN Y_SEP CION DEI, SUERO:

Se empleé material para trabajar nuevo, limpio (libre de
polvo, jabbén u otras particulas, se traté con Acido nitrico
concentrado con un enjuague exhaustivo al material gque lo
requeria). Las muestras fueron analizadas durante el mismo
dia de la extracci®, empleando sueros control de referencia

como Control de Calidad.
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Se realizé6 una extraccién de 8 ml., de sangre venosa
empleande una jeringa estéril o por goteo. Tres mililitros
de la muestra sanguinea fueron depositados en un tubo de
ensaye gque contenia 0.02 ml de E.D.T.A. al 5%, el resto de
la muestra fue depositada en otro tubo de ensaye sin
anticoagulante. Esta ultima muestra recibié un tratamiento
de doble centrifugacién a 2500 r.p.m., durante 10 minutos ,
con el objetivo de separar completamente el suero del
paguete celeular. No se empled aplicador u otro material de
laboratorio para remover la muestra, ya que se hemolizaria y
los resultados no serian confiables por lo gue se 6pto por

una contraccién natural del codgulo.

Es importante indicar que la determinacién de la Hemoglobina
libre (Hb ¢ ) puede realizarse en plasma, sin embargo el
empleo de un anticoagulante, el movimiento del tubo durante
su homogenizacién produce un rompimiento de los eritrocitos
Y por lo tanto una liberacién de 1la hemoglobina
eritrocitaria, incrementandose los niveles de Hb ; Es por

ello que se decidio trabajar con suero.

La muestra sanguinea se trabaj® bajo el siguiente Control de

Calidad:

1. Realizar una extraccién de la muestra sanguinea a través
de la puncién venosa o por gotes, en caso de emplear jeringa

ésta debe estar seca y la muestra debe obtenerse por succién
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suave para minimizar la ruptura de los gébulos rojos.
Emplear preferentemente agujas de calibre 20, debe entrar en

la vena sin excesivo trauma.

2. El efecto de la hemélisis in vitro puede reducirse al
minimo permitiendo que se seque el alcohol que se aplica
sobre la piel antes de practicar la venopuncién. Esto es
debido al contacto directo que puede fener el desinfectante
con las células sanguineas, sin dejar de pensar que esta a

su vez es un factor gue le produce mas dolor al paciente.

3. La estasis venosa prolongada, hace la muestra inapropiada
pues provoca hemoconcentracién. E1 torniquete no debe estar

demasiado apretado.

4. Depositar la muestra a través de las paredes del tubo
lentamente para evitar el choque de la sangre contra el

fondo del tubo y la formacién de espuma.

5. Evitar:
Una larga permanencia de la sangre total en el contenedor
(tubo).
La contaminacién de la sangre con detergentes, agua,
reactivos residuales en los tubos y cristalerfa.
Choque térmico (enfriamiento o calentamiento excesivo)
Centrifugacién inadecuada (uso de freno)

Esto es debido a que todos estos son factores de heméli-

67



C.

sis.

Para la obtenciétn del suero, no debe «contonearse» el
coéigulo, ni centrifugar la sangre hasta que se haya for-
mado un codgulo firme. No emplear aplicador para su se -

paracién.

La muestra es centrifugada a 2500 r.p.m. durante lo minu-
tos, separar el suero y este es nuevamente sometido a
centrifugacién en las mismas condiciones. Esto se realiza
con la finalidad de separar el suero de los glébulos ro -
jos completamente, para evitar que éstos intervengan en

la determinacién.

En la determinacién de la MHb y PMHb (sangre total) rea -
lizar la prueba mdximo 2 horas después de se extraccién,
debido a que estos niveles son alterados de una forma

ascendente conforme se expone al oxigeno.

Emplear celdas con una capacidad de 20 ml. para facilitar

la determinacién espectrofotométrica de MHb y PMHb.

EVALUACION HEMOLITICA:

El andlisis para evaluar la hemdlisis de los pacientes del

grupo III se realizé en tres etapas:



I..  Etapa Basal: Se realizarén las pruebas a las 24 horas

antes del implante.

II.  Etapa de seguimiento a tempranc plazo: Se realizaron

las pruebas a las 24 horas después del implante.

III. Etapa de sequimiento a mediano plazo: Las pruebas de
hemblisis se realizaron al tercer, septimo y octavo

dias después del implante.

La evaluacién hemolitica de los eritrocitos se baso en la

determinacién de las siguientes pruebas [Diagrama 1]:

Biometria Hemdtica: Hematocrito, Cuenta de eritrocites,
Hemoglobina, Morfologia eritrocitaria (el objetivo de estos
estudios era clasificar la anemia apartir de su morfologia e
identificar la naturaleza a causa de la hemélisis; el
estudio morfolégico de los eritrocitos se realizé en un
extendido con tincién de Wright), Reticulocitos, Cuenta de
Leucocitos y Cuenta diferencial.

Determinacién de Aspartato Aminoe Tranferasa (ASAT) en suero.
Determinacién de Alanin Amino Transferasa (ALAT) en suero.
Determinacién de beshidrogenasa Lictica en suero,
Determinacién de Bilirrubina directa, indirecta y total en
suero.

Determinacié Hemoglobina libre (Hb#® ) en suero.
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Determinacién de 1la Metahemoglobina y ~ Pigmento de

Metahemoglobina en sangre.

1. HEMATOCRITO:

Método. Automatizado

Equipo. Celldyn 3000

La determinacién del hematocrito se realiza para medir el
volGmen que ocupan los glébulos rojos en muestras de sangre
capilar o venosa.

El resultado del hematocrito es calculado apartir del conteo
de las células rojas y del valor del volGmen medio celular

emplendo la siguiente férmula:
HCT = (RBC X MCV) / 10

Cada resultado de HCT XX.X % es reportado como porciento del

paguete de los glébulos rojos.

2. CUBNTA DE GLOBULOS ROJOB

Método. Automatizado

Equipo. Celldyn 3000

Se aspiran 0.5 ul de sangre total, es aislada en la seccién
central de la vdlvula y es administrado al diluyente
RBC/PLT. La proporcién de la dilucién RBC/PLT es 1:12,500 es
empleado para la medicién del nGmero y tamafio de las células

rojas y plaquetas.



3. HEMOGLOBINA

Método. Automatizado

Equipo. Celldyn 3000

Se prepara una dilucién, con una proporcién 1:250 y se
mezcla con un reactivo litico. La hemoglobina libre apartir
de la ruptura de los glébulos rojos es convertido a un
complejo de cianometahemoglobina, que es medido para su
determinacién a una absorvancia de 540 nm.

cada HGB XX.Xg/dl es reportado directamente como gramos de

hemoglobina por decilitro de sangre total.

4. MORFOLOGIA ERITROCITARIA

Método. Manual

Equipo. Microscopio Carl-Zeiss

El estudio morfolégico de los eritrocitos se realizan en un
extendido con tincién de Wright. Determinar la presencia de
esferocitos, eliptocitos, eritrocitos fragmentados etc.

El objetivo de estos estudios es clasificar a las anemias
hemoliticas apartir de 1la morfologia e identificar 1la

naturaleza o causa de la hemélisis.,

5. RETICULOCITOS8

Método. Manual

Equipo. Microscépio Carl-Zeiss

cuando se tifien con azul de metileno u otros colorantes

vitales que penetran a la célula viva antes de la fijacién,
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se precipita el &cido ribonucléico y aparece como una red
azui que da el nombre de reticulocitos a la célula.

En un tubo 12X75 mm, colocar 4 gotas de azul de metileno
nuevo 1%, afiadir 4 gotas de sangre anticoagulada
homogenizada. Mezclar perfectamente y dejar reposar durante
15 minutos, mezclar bien 1la suspensién y preparar 2
extensiones. Observar al microscépio a 100X. Como base del
cdlculo,  examinar 1000 eritrocitos, .contar el nGmero de

reticulocitos que se encuentran en 1000 eritrocitos.

$Reticulocitos = No. de Reticulocitos encontrados X 100

No. total de eritrocitos examinados

6. CUENTA DE LEUCOCITOS

Método. Automatizado

Equipo. Celldyn 3000

La jeringa de glébulos blancos (WBC) dispensa 32 ul de 1la
sangre total con un diluyente leucoprotectivo dentro del
bafic de dilucién de 1los glébulos blancos (WBC). Estos
reactivos tienen 1la propiedad de mantener las células
blancas en su estado nativo. La proporcién de dilucién de
los gl6bulos blancos es de 1:51 y se emplea para la
determinacién del nGmero de las células blancas (leucocitos)
y para la clasificacién diferencial de las S subpoblaciones

de las células blancas.
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7. CUENTA DIFERENCIAL

Método. Manual

Equipo. Microscépio Carl-Zeiss

El recuento diferencial es un estudio cualitativo de 1los
trombocitos y del nimero de leucocitos que pertenecen a cada
tipo: Granulocitos, linfocitos y monocitos.

La tincién de Wrigth es la m&s utilizada, es un colorante
policromitico soluble en metanol que contiene un colorante

dcido y otro b&sico, producen una diversidad de colores.

- Hacer un frotis de sangre periférica (fino), dejarlo secar

a temperatura ambiente.

Cubrir el frotis con el colorante de Wrigth durante 9

minutos.

Agregar solucién Tampén en igual volumen al del colorante.

Mezclar bien y cuidadosamente por soplado hasta que

aparezca una pelicula metilica en la superficie de la

lamina. Dejar durante 12 minutos.

- Lavar suficiente con agua, limpiar la lamina por el lado
contrario al cual se practicé el frotis y dejar secar.

- Observar a 40X y 100X y efectuar el recuento de método

cruzado [Fig. 5].

Figura 5. Método Cruzado para el conteo de Leucocitos.




8. ABPARTATO AMINO TRANFERASA (ASAT)
Método. Automatizado, Colorimétrico.
Equipo. Express 550
La produccién del consumo del NADH es determinado
fotométricamente y es directamente proporcional a la
actividad de GOT (ASAT) en la muestra.
La Transaminasa glutdmico-oxaloacética (GOT) cataliza 1la
siguiente reaccién:

GoT
ASPARTATO + ALFA-CETOGLUTARATO === GLUTAMATO + OXALACETATO
El Oxalacetato formado reacciona en solucién alcalina con

2,4 dinitrofenilhidrazina.

REACTIVOS MUESTRA PATRON
Sol. Buffer-Sustrato (1) 0.50 ml 0.50 ml
Incubar por 5 minutos a 37°C

Suero (fresco, no hemolizado) 0.20 ml -
Mezclar e incubar exactamente 30 minutos a 37°C

Reactivo de Color (2) 0.50 ml 0.50 ml
Estandar - 0.20 ml
Mezclar e incubar exactamente 20 minutos a Temp. Ambiente
Sol. NaOH (3) 5.00 ml 5.00 ml
Mezclar y despuég de 5 a 30 minutos medir la absorvancia de

la muestra a una léngitud de onda 500-560 nm.
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Usando los valores de absorbancia de las muestras leer la
actividad de 1la enzima U/L extrapolando en la curva de

calibracién.

9. ALANIN AMINO TRANSFERAS8A (ALAT)

Método. Automatizado, colorimétrico

Equipo. Express 550

La proporcién del consumo de NADH es determinado
fotométricamente y es directamente proporcional al GPT a la
actividad del ALAT en la muestra.

La Transaminasa-Glutamico~PirGvica {GPT) cataliza la
siguiente reaccién:

GPT
ALANINA + ALFA-CETOGLUTARATO ——> GLUTAMATO + PIRUVATO

El pirGvato formado reacciona en solucidn alcalina con 2,4

dinitrofenilhidrazina.

REACTIVO MUESTRA PATRON
Sol. Buffer-substrato (1) 0.50 ml 0.50 ml
Incubar por 5 minutos a 37°C

Suero (fresco, no hemolizado) 0.10 ml -
Mezclar e incubar por 30 minutos a 37°C

Reactivo de Color (2) 0.50 ml 0.50 ml
Estandar - G.10 ml

Mezclar e incubar exactamente 20 minutos a Temp. ambiente
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Sol. NaOH (3) 5.00 ml 5,00 ml
Mezclar yvdespués de 5-a 30 minutos medir la absor'vancia de

la muestra a una 16ngitud de onda de 500-560 nm.

Usando los valores de la absorbancia de las muestras, leer
la actividad enzimitica en U/L apartir de la curva de

calibracién.

10.DESHYDROGENASA LACTICA (DHL)
Método. Automatizado, UV.
Equipo. Express 550
La proporcién del consumo ‘del NADH es determinada
fotométricamente y es directamente proporcional a 1la
actividad de la DHL en la muestra.
[o-=1}
PIRUVATO + NADH + H+ ———— LACTATO + NADH+
Micrométodo.
Pipetear en una micropipeta
Suero o plasma 10 ul

Sol. de Reaccién 500 ul
Mezclar y después cerca de un minuto medir el descenso de la
absorbancia a 25° ¢ cada minuto durante 3 minutos, a una

16ngitud de onda de 340 nm.

La actividad de la enzima = [( A/min) F (U/I)]



11.BILIRRUBINA DIRECTA, INDIRECTA Y TOTAL

Método. Automatizado, Colorimétrico.

Equipo. Express 550

La reaccion de la bilirrubina con el &cido sulfanilico diazo
da una coloracién roja a pH neutro y azul en soluciones
alcalinas. Dénde la bilirrubina glucoronidas solubles en
agua reaccionan directamente, la, bilirrubina libre

(indirecta) reacciona s6lo con la presencia del acelerador.

La bilirrubina total en suero o en plasma es determinada
usando el método de JENDRASSIK and GROF por acoplamiento con
el 4cido sulfanilico diazo después de la adicién de 1la
cafeina , benzoato de sodio y acetatc de sodio. La
azobilirrubina azul es formada en la solucién alcalina de
Fehling II. Este compuesto azul puede ser determinado
selectivamente en 1la presencia de productos amarillos
{mezcla de colores verdes) por fotometria a upa léngitud de
onda de 578 nm.

BILIRRUBINA TOTAL

REACTIVOS MUESTRA PATRON
Sol. Diazo 50 ul -

Sol, 4cido sulfanilico (1) - 50 ul
Acelerador (3) 200 ul 200 ul
Suero, plasma 50 ul 50 ul

Mezclar, dejar reposar a 15-25°C por 10-60 minutos

sol, Fehling II (4) 200 ul 200 ul
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Mezclar y después de 5 minutos medir la absorbancia de 1la

muestra {A) contra la muestra blanco a una léngitud de onda

de 578 nm.

BILIRRUBINA DIRECTA

REACTIVO MUESTRA
Sol. Diazo 50 ul
Sol. Acido sulfanilico (1) ——

Sol. salina fisiolégica 500 ul
Suero, plasma 50 ul

PATRON
50 ul
500 wul
50 ul

Mezclar inmediatamente, dejar reposar a 15-25 exactamente 5

ninutos después de adicionar el suero/plasma,

absorbancia (A) a la muestra.

Cdlculos:

La concentracién de Bilirrubina = Ab X F

F Micrométodo mg/dl
Bilirrubina Total 8.60

Bilirrubina Directa 13.70

BILIRRUBINA TOTAL=BILIRRUBINA DIRECTA +BILIRRUBINA

medir 1la

uml/L
147

235

INDIRECTA



ESTR TESIS GG DERE
SAUR BE LA BIBLIOTEGR

12 .DETERKINACION DE HEMOGLOBIMA LIBRE (Hbt)

Método. Manual, Colorimétrico.

Equipo. Colleman Jr. IIA

Se basa en la accién catalitica de 1las proteinas que
contienen el grupo hem, producen una oxidacién de 1la
Bencidina por el peréxido de hidrogeno obteniendose una

coloracién verdosa que cambia a azul y posteriormente al

rojo violeta. - -
N
{1 )
+ 2420 i
Percmdaso ‘\}'
HaM= @& — B MNH2 + 410z ——? ; }*H
- .J

A 1 ml. de bencidina base 1% en &cido acético al 90%
adicionar 0.02 ml de la solucién a evaluar (suero del
paciente y hemolizado estandar) posteriormente adicionar 1
ml. de una solucién de peréxido de hidrégeno 1%.

Mezclar vigorosamente y dejar reposar durante 20 minutos,
posteriormente adicionar 10 mls. de A4cido acético al 10%,
dejar reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente,
después de mezclar y leer en el espectrofotémetro a una

16ngitud de onda de 515 nm.
Célculos:

Ab_problema X A X Dilucién del problema
Ab esténdar



A= Sedimentacién estandar Hb (mg/100 ml)

REACTIVOS BLANCO E.STA.NDA.R MUESTRA
Sol. Bencidina 1% 1.00m1 1.00 ml 1.00ml
Suero del paciente - - 0.02m1
Hemolizado esténdar - 0.02 ml -

Sol. Peréxid\o de

Hidrdgeno al 3 § 1.00ml 1.00 ml 1.00ml
MEZCLAR Y DEJAR REPOSAR 20p

Sol. acido acético

al 10 % 10.00ml 10.00 ml 10.00m)

DEJAR REPOSAR 10p A TEMP. AMBIENTE

Leer la absorbancia de la muestra a una 1l6ngitud de onda de

515 nm.

13 .DETERMINACION DE METAHEMOGLOBINA Y PIGMENTO DE METAHEMO-
BIMA EN BANGRE.

Método. Manual, Colorimétrico.

Equipo. Colleman Jr. IIA.

La Metahemoglobina (MHb) es un tipo de hemoglobina en 1la
cual el ién ferroso ha sido oxidado al estado férrico, tiene
la m&xima adsorcién a 630 nm. Cuando se afiade cianuro esta
banda de absorcién desaparece y el cambio resultante en 1la
densidad 6ptica es directamente proporcional a 1la

concentracién de MHb.
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densidad éptica es directamente proporcional a la
concentracién de MHb.

Pipetear 0.1 ml. de sangre fresca completa en una solucién
de tampén de fosfato M/60 de 10 ml. Mezclar bien y leer la
absorbancia a 630 nm., calibrar con agua o tampén, estd

lectura es Absorbancia "aA'".

Afiadir una gota de cianuro neutralizado a la cubeta agitar y
practicar una segunda lectura de la absorvancia a 630 nm., 1
0 2 minutos después. El tiempo de la no es critica pero si
debe ser constante. Esta lectura es Absorbancia "B".

Pipetear 2 ml. del contenido de la cubeta a 8 ml. de tampdn
fosfato M/15. Afladir una gota de ferrocianuro potasico al

20%. Afiadir una gota de la solucién de cianuro sédico.

Esperar por lo menos 2 minutos y leer la absorbancia a 540
nm., calibrar con el tampén fosfato M/15. Estid lectura es

Absorbancia "cn,

Calculos:
Metahemoglobina (g/dl) = (Ab "A" - BAb "B") X FA
% de Pigmento que es MHb = JAb "A" - Ab "BY X _FB

Ab "c®

con el empleo de un Espectrofotémetro Colleman Jr. IIA con
cubetas de 25 mm. Se puede emplear estos factores:

Factor A (FA) = 35

Factor B (FB) = 84
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METODO

CO PACILNITES

30 PACIENTES

SANOS CONTROL

A CIRUGIA

CON PROTESIS

70 PACIENTES

I

T

EXTRACCION DE 10 1l DE SANGRE DE LA VENA CEFALICA

[

[

5 ml DE SANGRE COMPLETA SUERO
I 1 |

BHc MHD Hb LIBRE DHL
RETICULOCITOS | | PMHO ASAT | A
C.DIFERENCGIAL ALAT
VIORF.ERITROGC B.DIRECTA
VIORF.ERITROC. B.INDIRECTA

B.TOTAL

I

CELLDYN 3000

COLLEMAN Jr If A

EXPRESS 550

DIAGRAMA |



DIBERO ESTADISTICO

Tomando en cuenta el nivel de medicién de las variables que
se estudiaron, asi come las caracteristicas del tipo de
estudjo realizado, los estudios obtenidos fueron sometidos
al andlisis estadistico propuesto por W. S. Gosset: " La
distribucién t student" (CUADRO II} y el Andlisis de
Varianza (ANDEVA) descrita por Sir R. A. Fisher (CUADRO

III).

A, 18] STAD C

Las pruebas estaditicas que se presentan a continuacién
permiten demostrar la confiabilidad diagnéstica de los datos
clinicos y exémenes de laboratorio.

z Sumatoria

> Mayor que

v

Mayor o igual a

< Menor que

4 Menor o igual a

P Probabilidad de exito en un evento
= Aproximadamente igqual a

g.l Grados de libertad

B Media Muestral

[ Desviacién esténdar

n Tamafio de la muestra

Ho Hipétesis nula
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X43
X.3
xij

X

Media de una poblacién de probabilidad de una poblacién
Diferencia supuesta

Hipétesis alternativa

Nivel de confianza

Nivel de significacién

Variable aleatoria de t de studen

Variable aleatoria de F de Fisher

i-ésima observacién que recibe el j-ésimo tratamiento
suma de j-ésimo tratamiento

Media de j-ésimo tratamiento

Suma de todas las observaciones

Gran media
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"t de student”

CUADRO i
HIPOTESIS A | SUPUESTOS | ESTADIGRAFO |
CONTRASTAR DE CONTRASTE‘
Ho: pisu2= o Muestras Ze — %

Independientes




CUADRO Iil ANALISIS DE VARIANZA
PARA EL DISENO COMPLETAMENTE ALEATORIO

SUMA DE

FUENTE DE gl CUADRADQCS Fc Ft
VARIACION CUADRADOS MEDIOS
Entre
K-1
Tratamientos 3 R R
A
Dentro
N-k
Tratamientos 5 EQ <=
'y I:‘-I y
Total N-1 g




REBULTADOS

Fueron incluidos 70 sujetos sanos como control (GRUPO I) y
30 pacientes portadores de vAalvula mecdnica de aplicacién
crénica (3 meses a B afos de tiempo de implante GRUPO II}.

Y 20 pacientes que fueron seleccionados prospectivamente
{(GRUPO III) a los que se le implanté prétesis valvular tipo
sorin en los siguientes periodos: Prel;omba, 1o, 30, 70 y 80
dfas postbomba con una edad media de 43 afies (con un rango
de 15 a 61 afios de edad), sometidos a cirugia con una media
de tres horas y empleandose una Bomba ExtracorpSrea COBE de

rodillos y flujo continuo (CUADRO IV).

No se incluyen aquellos padecimientos que en forma &guda o
crénica tuvieran relacién con la hemélisis o relacién

enzimdtica para efectos de este estudio tales como:

-~ Pacientes Diabéticos

-~ Pacientes Hipercolesterolémicos

- Pacientes que cursan un estado anémico

-~ Pacientes con anemias hemolfiticas autoinmunes y

~ Pacientes con sangrados o hepatopatias
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DATOS8 CLINICOS8 DE LOB GRUPOS8 ESTUDIADOS
(CUADRO IV)

El estudio realizado se baso en trabajar con tres grupos- de .

pacientes diferentes:

El GRUPO I. Pacientes ambulatorios que acudfan a consulta
externa en el Hospital de Cardiologfa, sin antecedentes
quirGrgicos cardfacos. Se trabajd como grupo control para la
obtencién de valores de referencia de los parédmetros

hemoliticos en base a las condiciones en que se labors.

El GRUPO II. Pacientes ambulatorios con implante valvular
cardliaco que acudian al laboratorio clinico del Hospital de
Cardiologia "LUIS MENDEZ" , para determinarles las pruebas

de TROMBOTEST.

El GRUPO III. Pacientes hospitalizados en el centro Médico
Nacional Siglo XXI, Hospital de Cardiologia, los cuales
frueron sometidos a cirugfia a corazén abierto, debido a
implante valvular. Grupo de estudio, a los cuales se les
realizé una evaluacién hematolégica en diferentes pericdos:

Prebomba y postbomba (1o, 30, 70 y Bo dias).

En el CUADRO IV aparecen los principales datos clinicos de

estos grupos.



DATOS CLINICOS DE LOS GRUPOS ESTUDIADOS

CUADRO IV
DATOS GRUPO | GRUPO i GRUPO III-
EDAD X 45 afios 47 afos 48 arios
DES. ESTAN 14.90a 14.308 1
n 70 30
n HOMBRES 34 1t
n MUJERES 36




VALORES MEDIOS DE LA BIOMETRIA HEMATICA EN PACIENTES
CONTROL, CON IMPLAKTE Y A CIRUGIA.
CUADRO V
No se encontrd diferencia en los resultados (excepto en los
valores de linfocitos) en los tres grupos estudiados, sin
embargo la hem6lisis se vié expresada en la intensidad y
tiempo de acuerdo al GRUPO III, pacientes con cirugia de

corazén.
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VALORES MEDIOS DE LA BIOMETRIA HEMATICA

CUADRO V
VAR PREB 10 30 70 80 Gl al
Hb(g/di) 14.31 12.42 11.81 12.34 | 13.26° {1522 |14.84
Hto(%) 43.80 37.62 36.02 37.30 | 40.83 [48.23 |45.14
Leucos(mm3)| 7086 12815 12585 11430 | 12150 (6890 | 6687
Linfoc(%) 30.76 5.08 4.79 8.85 1087 (2870 |32.41
Monoc(%) 6.35 6.34 5.54 5.90 6.80 | 473 | 4.03
Eosin{%] 1.83 0.64 0.95 0.95 240 | 280 | 303
Basof(%) 0.44 0.35 0.33 0.66 007 |o40 |oa3g
Seg(%) 60.58 87.84 88.00 84.08 | 79.20 |62.80 |59.50
Band{%) 0.1 0.65 0.40 0.05 000 {057 |o066
Retic(¥) 0.96 122 736 728 187 171 | .60




VALORES MEDIOS DE LAS DIFERENTES8 DETERMINACIONES REALIZADAB

PARA LA EVALUACION HEHOLITICA (CUADRO VI).

RESULTADOS DE LA APLICACION DE LA t de student A LO8 GRUPOS

IXI Y IXII (CUADRO VII).

En los CUADROS VI y VII se expresan los valores medios Yy
probabilidades respectivamente, en el Gltimo cuadro cada una

de las etapas se compardn contra el control.

Existe una diferencia significativa en el GRUPO II comparado
con el GRUPO I, en los siguientes analitos: ASAT, DHL, Hb}
MHb y PMHb. Los pacientes cursan anemia sin evidencia

clinica y una hemélisis de tipo crénica.

En el GRUPC 1III presenta a su vez una diferencia
significativa en todas las determinaciones gquimicas durante
las diferentes etapas. Y por lo tanto el paciente cursa una

hem6lisis de tipo aguda.
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VALORES MEDIOS PARA LAS DIFERENTES DETERMINACIONES
REALIZADAS PARA LA EVALUACION HEMOLITICA

CUADRO W1

VAR PREB 10 30 70 80 G Gl
B.O(ma/d) | 0.5 1.67 1.50 0.77 142 |o01s | o010 o
B.(ma/d1) 0.78 1.79 1.97 1.32 118 | 082 0.50
8.T(ma/d) | 0.91 3.48 3.61 2.08 260 | 077 070
ASAT(u/ml) | 17.60 92.05 | 102.70 54.96 | 3350 |2677 | 20.20
ALAT(u/ml) | 1675 56.45 | 55.40 3510 | 2567 [28.20 | 26.80
DHL{u/mi) | 154.45 326.76 | 474.80 332.55 | 268.35 17488 | 127.20
Hbl(g/dl) 2.73 16.45 25.31 14.60 11.18 | 8.18 3.50 - -
MHb(g/7dl) | 0.18 0.21 0.27 0.12 003 |o0.10 0.20
PMHb(%) 0.49 0.62 0.77 0.35 0.08 | 088 0.50
L. Tot(mm3) | 2138 636 587 901 1994 | 1704 2152 ‘




RESULTADOS DE LA APLICACION DE LAt student”
A LOS GRUPOS 1 Y il

CUADRO Vi

VAR PREB 1o 30 70 8o Gll
B.D 0.35C 0.0005" 0.0005" 0.0006° | 0.0005° 0.3500
B.1 0.200 0.0005" 0.0005° 0.0006" | 0.2500 0.2200

B.T 0.100° 0.0005" 0.0005° 0.0005" | 0.0005° ns
ASAT 0.220 0.0005° 0.0005" 0.0008" 0.1000* 0.1000°
ALAT 0.100° 0.0005" 0.0005" 0.1000° ns 0.3500
DHL 0.2200 0.0005" 0.00056° 0.0005° | 0.0100° Q.1000°
Hbt 0.220 0.0005" 0.0005° 0.0005* | 0.0005° 0.0050°
MHb 0.220 0.2200 ns 0.0500' 0.0500° 0.0100"
PMHb 0.0100" 0.0100° 0.0100° 0.0050° ; 0.0500° 0.1000°

L.Tot ns 0.0050" 0.0050° 0.1000° | 0.0005° ns
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" APLICACION DEL ANALISIS DE VARIANZA {(ANDEVA) A CADA UMNA DE
LAB DETERMINACIONES HEHOLITICAS DEL GRUPO III EN LAS

DIFERENTES ETAPAS DEL ESTUDIO (CUADRO VIXI).

cada una de estas determinaciones quimicas en estas
poblaciones con excepcién de la MHb y el PMHb son

significativamente diferentes al 5% de significancia.

La MHb y PMHb no presentan signifiéativamente diferencia
estadistica en la evaluacién de cada una de las etapas. Sin
embargo las es evidente el incremento de cada uno de sus
valores en la etapa posquirtGrgica, 1o cual indica el estado

hemolitico por el cual cursa el paciente.



DETERMINACION DE LA ANDEVA EN CADA UNA DE
LAS DETERMINACIONES HEMOLITICAS

CUADRO Vit

ANAUTOS Foelculads Ftabdrica Ho
Hb —r . 20.78 —_— 2.78 ——tm— Sa rechaza
Hto —_—r 2027 ——— 2,78 et . 89 rechsza
Retfculocitos __ { 4.99 _ 2.78 —d ___ Sarschaza
Linfocitos 4 . 10.14 —— 2.78 . Saracheza
B.0 —t . 8845 PGS S 2.78 ——trr 58 rachaza
8.1 —_——— 5.53 —_r 2,78 ——t e 83 rechaza
B.T —_—r 8.92 ———— 2.76 e~ Serechaza
ASAT —t—— 1085 ——— e 2.78 —_—t - Serechsza
ALAT —_———— 1018 —_— 2.76 —_—1 . Sertochaza
DHL —. 35,50 — 2,76 ———de—~ S8 rtechaza
Hb 1 —_—te . 83.78 PR . 2.78 -t Serechaza
MHD [N S 0.25 ———— e 2.76 rrferee NO 38 rechaza
PMHD —_— . 0.2577 —————— 2.78 ~———f—~————— NO S& rechgza




MORFPOLOGIA ERITROCITARIA
{(CUADRO IX)

En frotis tefildos de sangre periférica suele haber
manifestaciones netas de la anomalia congénita o adqui;ida
de la estructura de los eritrooitos, en forma de
esferocitosis, poiquilocitosis, anisocitosis o puteado

baséfilo.

Podemos detectar si el paciente cursa un cuadro de hemdlisis

basandonos en su morfologia eritrocitaria:

a) Una disminucién de la concentracién de hemoglobina total
(hipocromia), disminucién del tamafio celular (microcitica) y
alteracién en la permeabilidad de su membrana
(esferocitosis), conlleva a un incremento de la
concentraci6n de la Hb4, lo cual indica que el paciente esté

hemélizando. Bl 43.75% de los pacientes lo presentaron.

b) AGn cuando el paciente no presenta alteracién en el
tamafio globular (normocitosis), pero si en su concentracién
de Hb eritrocitaria (hipocromia), el paciente cursa un

estado hemolitico y lo presento el 25% de los pacientes.

En ambos casos los pacientes sufren un cuadro hemolitico

tipo intravascular, atribuido al empleo de 1la Bomba
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Extracorp6érea COBE durante la cirugia y al implante valvular

cardiaco.
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MORFOLOGIA ERITROCITARIA

CUADRO IX
MORFOLOGIA Hb TOTAL Ho LIBRE | % CASOS. |
MICROCITICA
HIPOCROMICA BAJA
ESFEROCITICA
HIPOCROMICA -
NORMOCITICA BAJA

NORMOCITICA
NORMOCROMICA NORMAL

NORMAL | 1668%




MORFOLOGIN BERITROCITARIA
(GRAPICA I)

A los pacientes con cirugia de prétesis vilvular se les
realizé una evaluaci6én de la morfologia eritrocitaria como

un pardmetro de hemblisis.

El 43.75% de los pacientes presentar6n una morfologia
microcitica, hipocrémica esferocitica y el 25% hipocromica y
normocitica 1lo cual indica una 1liberacién de 1la Hb
eritrocitaria. Lo cual indica una elevacién de la Hb

circulante.

Bl 15.63% corresponde a eritrocitos normales los cuales

probablemente no fueron afectados durante el procedimiento.
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MORFOLOGIA ERITROCITARIA

MICRO-HIPOCR-ESFER
43.75

< NORMOCROM-NORMOCI - .- :
SABBGT i
HIPOCROM-NORMOGIT
25

GRAFICA |



HEMOGLOBINA LIBRE EN PACIENTES CON IMPLANTE VALVULAR
(GRAFICA II)

A los pacientes con cirugia a corazén abierto se les
determiné en diferentes etapas la concentracién de BHb
circulante (g/dl) por el método de 1la reaccién de 1la

Bencidina (36).

La primera muestra se tomdé un dia antes de la cirugia (-1),
correspondiente a la muestra basal. Las siguientes muestras
corresponden después que el paciente sufrio la intervencién
quirGrgica en las siguientes etapas lo, 30, 70 y 8o dias.

En la grafica se detecta un pico méximo al 3er dia postbomba
alcanzando niveles de 25.31 g/dl de HbY, que posteriormente

desciende hasta el 8o dia a 11.16 g/dl de Hbt.
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METAHEMOGLOBINA EN PACIENTES CON iHPLANTB VALVULAR
(GRAFICA III)

A los pacientes con cirugia a corazén abierto se les
determiné en diferentes etapas la concentracién de
Metahemoglobina MHb en sangre total (g/dl) por el método de

la reaccién con cianuro neutralizado (36).

La muestra basal corresponde a un dia anterior al que el
paciente sufriera la intervencién quirdrgica (- 1), 1las
siguientes muestras corresponden a la etapa postquirdrgica

durante los siquientes etapas: lo, 30, 70 y 8o dias.

En la grafica se observa un pico maximo al 3er dia postbomba
alcanzando niveles de 0,271 g/dl, que posteriormente

desciende hasta el 8o dia a 0.029 g/dl.
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PIGMENTO DE METAHEMOGLOBINA EN PACIENTES CON IMPLANTE
VALVULAR

(GRAFICA IV)

A los pacientes con cirugia a corazén abierto se 1les
deterniné en diferentes etapas la concentracién del PMHb en
sangre total (%), por el método de la reaccién con cianuro

neutralizado (36).

La muestra basal corresponde a un dia antes de la operacién
(-1) y las siquientes muestras corresponden posterior a la
cirugfa durante el lo, 3o, 70 y 8o dias.

En la grafica se observa un pico midximo al 3er dia postbomba
alcanzando un nivel de 0,772 %, posteriormemte desciende

hasta el 8o dia a 0.500%.
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LINFOCITO8 TOTALES EN PACIENTES COM IMPLANTE VALVULAR
{GRAFICA V)

A los pacientes con implante de prétesis valvular se les
determiné en diferentes etapas los valores absolutos de
linfocitos totales (linfocitos/mm3) por el método

automatizado Celldyn 3000 (36).

La muestra basal corresponde a un dia antes de la cirugia
(-1) y las siguientes muestras corresponden a la etapa

posquirGrgica durante el lo, 30, 70 y 80 dias.

En la gra&fica se observa un pico extremoc descenedente al 3er
dia postbomba alcanzando niveles de 566.54/mm3 y ascender

posteriormente hasta el 8o dfa a 1,994.10/mm3.
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NIVELES8 DE DEBHIDROGENASA LACTICA EN PACIENTES CON IMPLANTE
VALVULAR

(GRAFICA VI)

A los pacientes con implante valvular cardiaca se les
determiné durante las diferentes etapas los niveles de la

DHL sérica (U/ml), por el método automatizado y UV (36).

La muestra basal corresponde a un dia antes de la cirugia (-
1) y las siguientes muestras corresponden a la etapa

posquirGrgica durante el lo, 30, 70 y Bo dias.

En la grafica se observa un pico m&ximo que corresponde a
los niveles de 474.80 U/ml gque posteriormente desciende a

268.33 U/ml al 8o dia.
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DISCUSICN DE REBULTADOS

Una serie de estudios informa que cerca de la mitad de los
pacientes sobreviven al reemplazo valvular mueren o tienen

serias complicaciones varios afios después de la operacién.

Las principales complicaciones gue puede sufrir el paciente
cardiépata son la Endocarditis Infecciosa, Tromboembolismo,

Disfuncién de prétesis y Hemélisis.

El incremento intravascular hemolitico ocurre en la mayoria
de los pacientes con implante valvular mecénico y en pocas
ocasiones por reemplazo valvular con prétesis biolégicas. El
trauma mec&nico que sufren los eritrocitos debido a la
turbulencia del flujo sanguineo a través de la prétesis,
permite la liberacién de 1la hemoglobina eritrocitaria al
espacio extracélular. Ocasionando que- el paciente curse un
cuadro hemolitico, el cual puede ser de diferentes grados:
Ligero, moderado o severo hasta llegar a fatal, esto puede
conducir al paciente a la muerte debido a su estado

hematolégico.

Integrando los resultados de los CUADROS VI y VII se observa
concordancia con la Hipétesis expuesta, debido a que el
grupo de pacientes con cirugla de corazén presentd un
incremento del nivel de Hemoglobina libre (Hb ) en suero,

Metahemoglobina (MHb) y Pigmento de Metahemoglobina (PMHb)
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asli‘como de las pruebas complementarias B.D., B.I., B.T.,

'ASAT Y DﬁL.

La morfologia eritrocitaria fue afectada obteniendose el
43.75% de los casos de hipocromia microcitica esferocitica y
el 25% presenté un cuadro hipocrémico normocitico, lo cual
indica una disminucién de la concentracién de la hemoglobina
total y un incremento de la hemoglobina libre en plasma. El
15.63% corresponde a eritrocitos normales los cuales no
fueron afectados por el implante valvular o el enmpled de la
Bomba Extracorpérea COBE durante la cirugia, observado en el

CUADRO IX (GRAFICA I).

Los pacientes con implante de prétesis (GRUPO II) cursan con
una Hemdlisis Crénica debido a que presentan un incremento
de los niveles de Deshidrogenasa Lictica (DHL), Hemoglobina
libre (Hb% ), Metahemoglobina (MHb) y Pigmento de
Metahemoglobina (PMHb): 174.33 u/ml, 8.13 g/dl, 0.10 g/dl y

0.88 % respectivamente.

Los pacientes del GRUPO III cursan una Hem6lisis Aguda ya
que los niveles de Bilirrubina Directa (B.D), Bilirrubina
Indirecta (B.I), Bilirrubina Total (B.T), Aspartato Amino
Transferasa (ASAT), Alanin Amino Transferasa (ALAT),
Deshidrogenasa LA&ctica (DHL), Hemoglobina libre (Hb?),
Metahemoglobina (MHb) y Pigmento de Metahemoglobina (PMHD)

presentan un incremento durante la evaluacidn.



Estos pacientes sometidos a cirugla presentaron un pico
maximo de HbY, MHb y PMHb al tercer dia después de la
operacién, posteriormente estos niveles descendian hasta
alcanzar una media de 11.16 g/dl, 0.096 g/dl y 0.884%
respectivamente, hasta el octavo dfa de estudio, y sin
embargo los pacientes aln se encontraban hemolizando

debido a que los valores afin se mantenfan elevados (GRAFICAS

II, III y IV).

Los pacientes con cirugia a corazén abierto presentaron una
linfocitopenia. El1 valor medio de 1linfocitos totales
circulantes antes de la operacidén corresponde a 2138.34/mm3
los cuales alcanzaron un pico extremo descendente al tercer
dia postquirGrgico correspondiente ; un valor medio de
566.54/mm3 con una significancia estadistica de p= 0.995 y

alfa= 0,005 (GRAFICA V)

La determinacién de la Deshidrogenasa LActica Sérica es una
prueba sensible ademds de econémica que se recomienda para
tamizaje y seguimiento de la hemélisis intravascular. Con
base en los niveles de la DHL podemos clasificar el estado
hemolitico con que cursan estos pacientes como una hemélisis
ligera, debido a que no se sobrepasa los 500 U/ml de la

prueba (GRAFICA VI).
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Durante la evaluacién de la hemdlisis en estos pacientes se
trabajo con un paciente VIH+ presentando una hemélisis
aguda, una linfocitopenia severa y sin embargo con una

recuperacién positiva a la cirugia.

Un paciente de sexo femenino, edad 37 afios presenté en la
etapa postquirGrgica una inflamaci6n torédcica severa y
fallecio debido a una septicemia al 13avo dia posterior al

implante de prétesis.

Por lo tanto se puede mencionar como posibles causas de los

niveles elevados de Hb} , MHb y PMHb en 1la circulacién

sanguinea :

1. Material de la valvula

2. Turbulencia causada por el incremento de la resistencia
del flujo, el cual es el resultado del incremento del

gradiente de presidén o del decremento del adrea del

orificio.
3. Regurgitacién Transvalvular
4. variacién del Balén

5. Fenémeno autoinmune

6. Empleo de Bomba Extracorpérea Cobe de rodillo y flujo
continuo durante la cirugfa asi como la presencia de
pasajes estrechos de la misma.

7. E1 material y tamafio del tubo de la bomba

8. Una succién y presién elevada aplicada a la sangre

9. Posible oclusién de la Bomba la cual produce una
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turbulencia y.por lo tanto un dafio sanguineo.

Todos estos puntos pueden ser afectados por diversos
factores los cuales son de gran importancia clinica:

a. Estado nutricional del paciente

b. Estado inmunolégico del paciente

c. Deficiencia de hierro

d. Estado anémico que puede cursar el paciente

¥ por lo tanto unc o ambos repercuten al estado hematolégico

del paciente.
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CONCLUSIONES

La hemblisis eritrocitaria es un cuadro clinico que los
pacientes con prétesis valvular pueden cursar después del
implante, durante el trauma trans y postquirGrgico sometido
a Bomba extracorpérea, clinicamente puede conducir a una

anemia hemolitica adgquirida.

La hemélisis se evalfia a través del andlisis de acuerdo a la
sensibilidad de 1la Hemoglobina 1libre, Metahemoglobina y
Pigmento de Metahemoglobina, en los pacientes portadores de
vilvula cardiaca en forma crénica. En todos los sujetos
sometidos a implante cardiaco y Bomba extracorpérea durante
la intervencién quirdrgica, hasta los 8 dias que duro el
estudio cursan una hemélisis aguda, aunque no existe
traduccién clinica la hemSlisis es evidente en todos los

portadores de la vidlvula cardiaca mecénica.

Se encontr® que estos pacientes presentan hemdlisis
demostrada con base en las pruebas gquimicas sensibles como
lo es la determinacién de la Hemoglobina libre (Hb4),
Metahemoglobina (MHb) y Pigmento de Metahemoglobina (PMHDb)

circulantes.

La determinacién de estos analitos no ha sido considerado
como parametro de seguimiento, se demostré en este estudio

su utilidad como pruebas sagnificativas (p= 0.005), cuyo
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incremento es directamente proporcional al grado de

hemélisis.

como dato no informado en la literatura se demostré una
linfocitopenia significativa (p= 0.005), en el pericdo
postbomba, el cual se atribuye a una participacién de éstas
células en los procesos traumiticos o inflamatorios. Es
importante continuar estd investigacién cientifica del
"secuestro linfocitico" posible de una respuesta del Sistema
Inmune Célular o debido al materiai empleado durante 1la
cirugia y terapia postquirGrgica como los es la Bomba
Extracorpérea COBE de flujo continuo y el oOxigenador de
Burbuja. Sin dejar de considerar el estado del paciente,
como lo es su incapacidad para enfrentar un estimulo
adecuadamente con sus consecutivas respuestas emocionales o
psicolégicas "stress", lo cual conlleva a una disminucién de

los linfocitos.
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PROPUESTAB Y RECOMENDACIONES

Realizar otras determinaciones quimicas para la
evaluacién hemolitica como lo es:

Determinacién de Hierrc (Fe++), Transferrinas y
Haptoglobinas.

Con base en éste estudio se propone continuar con una
investigacién cientifica con el fin de determinar:
¢Porqué los pacientes con cirugfa a corazén abierto
cursan una Linfocitopenia severa?

Por lo que se puede determinar las subpoblaciones de
Linfocitos CD4 y CD8 antes, durante y después de la
cirugfa.

Si existe un secuestro de ésta linea celular ;Qué

factores son los que intervienen ?, ¢(Porque lo producen?

y &¢D6nde se encuentran estas células?

Por lo gue se propone realizar una biopsia de Ganglio

Linfatico, aunque es un procedimiento agresivo por lo que

se debe valorar probablemente a través de animales

experimentales de laboratorio, especificamente en Conejo.

Realizar pruebas para valorar la respuesta Inmune tales

como IgG, e investigar perfil viral para citomegalovirus,

toxoplasma, VIH y hepdtitis.
Establecer de rutina las pruebas de Hemoglobina libre,

Metahemoglobina y Pigmento de Metahemoglobia para la

evaluacién hematolégica, asi como las cifras absolutas de

linfocitos.
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ANEXO8
A. VALORES DE REFERENCIA:
DETERMINACION | HOMBRES MUJERES
Hemoglobina ( g/dl) 15-20 : 13.5-17
Hematocrito “(.°% ). . 45-60 40-52
Reticulocitos (- % <) : 0.5-2.0
Leucocitos (xyary. '5000-10,000
Lincocitos totales ( K/d1) »j; ‘1000-4,090
Diferencial: e :
Linfocitos (&) 24-38
Monocitos (%) ‘ 4-9
Eosinéfilo (% 1-4
Segmentados ( %) . 50-70
Baséfilos ( %) 0~1
Banda { % ) 0-7
Bilirrubina Directa (mg/dl) 0.0-0.2
Bilirrubina Indirecta {mg/al} 0.2-0.8
Bilirrubina Total {mg/dl) 0.2~1,0
ASAT (U /ml) ' 13-33
ALAT (U /ml) 8-30
DHL (U /ml) 114-255
Hb#* (g /d41) 0-5
MHb* (g /d1) 0.0-0.4
PMHb* ( % ) 0.0-0.5

Fuente: Manual de Procedimientos del I.M.S.S

* Valores obtenidos del grupo testigo de este protocolo.



B. PREPARACION DEL HEMOLIZADO:

Para los estudios hemoglobinicos convencionales, la sangre
se puede colectar con cualquiera de los anticoagulantes que
se utilizan en 1los laboratorios clinicos (Heparina,
E.D.T.A., Oxalato o Citratos). Recomendamos la obtencién de
la sangre con EDTA 5% en tubos estériles, bajo condiciones

de refrigeracién (4 C), no mas allad de 2 semanas.

Método de Singer et al.:

1. Centrifugar sangre anticoagulada con EDTA a 3000 r.p.m.
durante 5 minutos; remover el plasma y' lavar los eritrocitos
tres veces con solucién salina al 0.85%. Después del Ultimo
centrifugado se remueve el sobrenadante de solucién salina y

se mide el volGmen de células empaquetadas.

2. Por cada ml de células rojas empaguetadas adicionar un ml
de agua destilada y mezclar bien por 2 minutos. Afiadir luego
un volGmen comparable de tetracloruro de carbono (CCl4) o en
su defecto tolueno, agitar vigorosamente por unos tres
minutes y centrifugar por 20 minutos a 3000 r.p.m. Si la
hem6lisis es incompleta lo cual es frecuente cuando hay
muchas células en diana, la mezcla debe congelarse y

descongelarse.

3. El hemolizado con CCl4 queda encima de la capa de estroma

Y se recoge con una pipeta Pasteur., Usualmente no hay
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necesidad de filtrarle antes de su uso. El filtrado acuoso
_debe ser rojo rubi y cristalino.

4. Determinar 1la concentracién de hemoglobina de los
hemolizados y ajustar el concentrado de hemoglobina a 10

g/dl.

‘Para estudios de investigacién no es aconsejable utilizar
hemolizados de mds de una semana. N
C. LINEALIDAD ESPECTROFOTOMETRICA:

Con Anaranjado de Metilo

El anaranjado de metilo nos sirve para medir la linealidad
espectrofotométrica mediante puntos isosbésticos utilizando
soluciones a la misma concentracién pero a diferentes pHs,
un alcalino (8.0) y un 4cido (4.0). Ademds de que variando
concentraciones nos da una curva que cumple perfectamente la

Ley de Beer.

Medir las extinciones de las soluciones de anaranjado de
metilo: 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 y 1.0 mg/dl a 465 nm.
Realizar la gréfica de Absorbancia contra Concentracién.
Colocar un tubo de Anaranjado de Metilo de concentracién
conocida en el portaceldas a 465 nm, cambiar la léngitud de

onda y regresar a la inicial (GRAFICA VII).
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D. PUNTOS ISOSBESTICOS:

con Rojo de Cresol

Preparar una solucién Madre de 1% (p/v) de rojo de cresol
disclviendo 250 mg de rojo de cresol en 10 ml de alcohol y
lleve al afor6é de 25 ml con agua destilada.

Preparé 3 soluciones de 0.0005% de Rojo de Cresol en &cido,

alcali y a un pH de 4.0 como se indica a continuacién.

Afiada 100 ul de la solucién madre de Rojo de Cresol a

1. 100 ml de H2SO4 (500 mmol/L)

2, 100 ml NaOH {500 mmol/L)

3. 100 mil de Solucién Tampén pH 4.0

Mida la Absorbancia de cada solucién contra el blanco de H20

en un fotémetro usando filtro correspondiente.

Grafique la Absorbancia vs Loéngitud de Onda del filtro para

cada solucién.

Repita las mediciones usando un espectrofotémetro desde 350

a 700 nm., con intervalos de 10 o 20 nm (GRAFICA VIII).

E. EQUIPO AUTOMATIZADO CELLDYN 3000

El Celldyn 3000 es un analizador hematolégico designado para
"diagnéstico in vitro" en 1los laboratorios clinicos. Se

divide en dos médulos: Analizador y estacién de datos.
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El médulo correspondiente al analizador contiene el hardware
necesario para aspirar, diluir 'y analizar cada muestra

sanguinea.

El segundo médulo se refiere a la estacién de -datos,

contiene la computadora, monitor y tablero.

El citdmetro de flujo irradia un rayo laser, esté cruza
sobre un orificio donde fluyen la muestra sanguinea, analiza
y clasifica las células correspondientes a los glébulos

blancos [Fig. 6].

F. EQUIPO AUTOMATIZADO EXPRESS 550

El Express 550 contiene los siguientes componentes
principales: Componente de operacién, componente de manejo
de muestras, componente del fotémetro y componente de

reaccién.

Los componentes de operacién es el lazo de comunicacién

entre la computadora y el operador.

Los componentes del fotémetro son usados para obtener datos
fotométricos. Los datos fotométricos son usados para
determinar la absorvancia de las muestras. Y esta compuesto

por un componente &ptico y un tablero del fotdémetro.



Contiene una l&mpara de cuarzo con halégeno para emitir
energfa radiante, un policromador para dispersar 1la
radiacién y producir 1luz policromdtica y y oéptica de
formacién de imagenes (lente plano convexo, lente biconvexo

y rejilla holografica céncava) para enfocar la luz.

La luz de la l&mpara de cuarzo con halégeno es enfocada por
un lente planoconvexo al centro de la cubeta., Luego, un
lente biconvexo enfoca la luz que sale de la cubeta hacia la
ranura de entrada del policromador. Luego esta luz da en una
rejilla holografica céncava que enfoca y dispersa todo el
espectro de luz de primer orden a través de una matriz

fotodiédica [Fig. 7].

G. ABREVIACIONES Y SIMBOLOS

a Afios

d Dias

VAR Variables
PREB Prebomba

POST-BOM Postbomba

BD Bilirrubina Directa

BI Bilirrubina Indirecta

BT Bilirrubina Total

ASAT Aspartato amino transferasa
ALAT Alanin amino transferasa

DHL Deshidrogenasa ldctica
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Hb

PMHDb
GI
GII
GIIT

ns
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Hemoglobina libre

Metahemoglobina

Pigmento de Metahemoglobina

Grupo I

Grupo II

Grupo III

No presenta significancia estadistica

Presenta significancia estadistica



112

LINEALIDAD ESPECTROFOTOMETRICA (GRAPICA VII)

PUNTOS IS8OBBRSTICOS (GRAFICA VIIX)

Se obtuvé una 1linealidad aceptable del espectrofotémetro
Colleman Jr. IIA aplicada antes de iniciar el estudio. ¥
fue corroborada con el chequec de la linealidad mediante la
determinacién de Puntos Isosbésticos seflalados en la GRAFICA

VI correspondientes a la bibliografia..
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PUNTOS ISOSBESTICOS
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Figura 6. Equipo »Aut'o'matiz‘ado 'Celldyn 3000

Mo auls  ABALIZADOR “MooULe” EETACIGN B2 CATES

~

C L1 E)

an m -

o
oN be ® @

=
N

Leasac
Muitigdes Angulas

e la loz \dsar

Moestea -~



120
Figura 7. Eq’uipo*hutbmatizudo Express 550
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