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I.- INTRODUCCION



El fin de este estudio es para entender la patofismiologia de
las diversas Anemias Hemoliticas (AH), las cuales tienen sus
proplas caracteristicas que marcan sus diferencias como
enfermedad en este amplic grupo. Es importante hacer referencia a
los trastornos hemoliticos cuya importancia radica no sbélo en
conocer su patogenia, manifestaciones clinicas y su tratamiento,
sino en prevenir y controlar tales defectos, determinando el tipo
de hemdblisis presente en un estado hemolitico evitande asi
mayores manifestaciones que puedan ser fatales. Tal es el caso de
las Talasemias, las cuales constituyen un grupoc de desérdenes
heterogéneos que estdn caracterizados por la sintesis defectuosa
de una u otra cadena de gloiaina de la hemoglobina, lo gue provoca
una significativa morbilidad y mortalidad en grandes segmentos de
la poblacién mundial {1, 37, 45, 51, 99].

otros trastornos de importancia son 1la Esferocitosis
Hereditaria (EH), deficiencias eritroenzimaticas (Piruvato Cinasa
Yy Glucosa-6-Fosfatc Deshidrogenasa), entre otras, las cuales se
asgcian a las Talasemias por un defecto de la proteina 4.1 del
citoesqueleto de la membrana del hematie, la cual determina la
morfologia del hematie asf como la estabilidad mecadnica de la
membrana {12, 13, 1%, 20, 31].

Otro grupo importante son las Anemias Hemoliticas Inmunes
(AHI) en 1las cuales los individuos se ven afectados por Ila
formacidn de: Autcanticuerpos contra sus propios hematies;
destruyéndolos, los cuales reaccionan cuando se exponen a algin
contacto fisico, quimico o alguna otra causa; e isoanticuerpos
los cuales reaccionan con hematies de la misma especie, tal es el
caso de las reacciones de transfusién sanguinea y la Anemia
Hemolitica del Recién Nacido (con un indice elevado de mortalidad
en ésta Gltima).

La frecuencia de las Anemias Hemoliticas en cada pais
depende de varios factores como son: la evaluacién correcta de la
enfermedad, su determinacion a tiempo y sobre todo la
variabilidad bilégica de cada individuo ante ésta. Ademds de su
variada etiologfa, las Anemias Hemoliticas constituyen un grupo
de enfermedades gque repercuten’de alguna manera en la economia
nacional de los pafses afectados, por lo tanto su estudic abaroca
una serie de procesos clinicos (Médico-Laboratoricu) que ayudan a



evaluar a un paciente hemolitico, considerando que cada tipo de
enfermedad comprende caracteristicas clinicas y hallazgos de
1aborator:lo que son determinantes en el diagnéstico correcto
[2,10,32].

Por las razones anteriores, hemos elegido a las Anenmias
Hemoliticas por ser éstas de significativa importancia clinica,
pretendiendo que dentro del area de Andlisis Clinicos de 1la
Facultad de Estudios Superiores cCuautitlan (FES~C) se lleve a la
practica una estrategia para evaluar a un paciente en el area
hematoldgica, no sdlo apoyandose en el hemograma primario, sino
complementande el estudio con pruebas especificas para llegar al
diagndstico preciso y confiable. Debido a que muchas veces los
Andlisis Primarios son indicadores del estado general de salud
del individuo, no podemos deducir el tipo de anemia basandonos en
una baja concentracién de hemoglobina o en la cifra total de
hematies ya que es importante considerar que tal definicién
comprende diversos tipos, ej. anemia ferropénica, megaloblastica,
hemolitica entre otras, por lo cual es necesario mediante pruebas
basicas y especificas determinar el tipo de anemia presente y asi
eleyir el tratamiento apropiado. Asimismo, la razdn por la cual
hemés elegido este tema de estudio ha sido para contribuir como
material de consulta a estudiantes y profesionistas relacionados
con el Area de la Salud, con el propodsite de servir como una guia
de utilidad en su desarrollo profesional.

Este trabajo contiene una serie de Pruebas Béasicas y
Especificas montadas y estandarizadas en base al material y
equipo existentes enh el Laboratorio de Andlisis Clinicos ¥y
Patologia de la Facultad, las cuales contienen: Introduccién,
Fundamentos, Método, Valores de Referencia e Interpretacién, con
la finalidad de reunir informacidn teérica y experimental para un
mejor aprendizaje y comprensidén de las Anemias Hemoliticas
incluidas en esta TESIS.



Il.- GENERALIDADES



2.1. EL HEMATIE

Los hematies normales son producidos en la médula Ssea por
la maduracidén de los normoblastos tardfos los que a su vez se
derivan de células jdovenes (Fig. 2-1). Algunas propiedades
fisicoguimicas del hematie maduro se describen en la tabla 2.1
[47, 69, 991].

[Tabla 2-1, Propiedades Fisicoguimicas del hematie [47].

h) Hematie individual.

a) Diamétro: 7.4 a 8.2 um.

b) Grosor (disco bicdncavo): 1.5 a,1.8 um
c)} Area superficial: 130 a 150 pm

d) Volumen: 85 a 95 fl

e) Masa: 90 a 100 ng.

f) Contenido de hemoglobina: 27 a 31 pg

B) Hematie desplazado.

a) Velocidad de produccidn: 2.5 millones/seq,
200 billones/seq.
k) vida media: 110 a 130 dias. .
¢) Hematles en circulacién:
HOMBRES MUJERES

Densidad sanguinea (millén/ul) 4.0 a 6,2 4,0 a 5.5
volumen total hemitico (ml/Kg) 25 a 31 22 a 28
Homoglobina (g/dl) 14 a 18 12 a 16
Hematocritro (%) 47 a 55 42 a 48

2,1,1, La membrana del hematie.

La membrana del hematfe estd compuesta por 1lipideos,
dispuestos en una doble capa, y proteinas, algunas de las cuales
se encuentran unidas en la doble capa de lipides o bien la
atraviesan, y otras se adhieren a la superficie citoplasmatica de
dicha capa, ademas cuenta con un dispositivo metakélico con la
misidn de conservar la hemoglobina en un estado funcional. Esta
red proteindcea sze denomina esqueleto de la mombrana y estd



compuesta de dos partes interactivas: .

1) Una porcién externa formada por la doble capa de lipidos y por
las proteinas hundidas en ésta.

2) La porcién interna formando el esqueleto de la mewbrana, en
donde se encuentran las principales proteinas del esqueleto de la
membranas espectrina, actina, banda 4.1 y banda 4.9. Una quinti"
proteina, anquirina, a pesar de no constituir estrictaﬁente 'unj
componente del esqueleto de la membrana, sirve para ur‘\‘ir'dic/hé

esqueleto a la doble capa de la membrana (Fig. 2-2) (31, 47, 60,
69, 72, 93, 99).

2.1,2 Metabolismo del hematfie.

El metabolismo del hematie no nucleado estd mds limitado que
el de la mayoria de las células del cuerpo, ya que hay poca
capacidad para metabelizar los Acidos grasos y los aminodcides
(aa) Y no hay mitocondrias para el metabolismo oxidative. La
energia se genera casi exclusivamente a través de la
descomposicién de la glucosa, El patrén global de la glucdlisis
del hematie se muestra en la Fig. 2-3, el metabolismo del hematie
puede subdividirse en la via anaerdbica o de Embden-Meyerhof y
las 3 vias auxiliares que actdan de diferentes maneras para
mantener la funcidén de la hemoglobina. Todos estos procesos son
esenciales para que el hematie transporte oxigeno (02) y para
mantener aquellas caracteristicas fisicas requeridas para su
supervivencia en la circulaciédn.

La via de Embden-Meyerhof es responsable de aproximadamente
90% de la utilizacidn de la glucosa por el hematie y proporciona
la energia esencial para el mantenimiento de la membrana. En la
descomposicidn de una molécula de glucosa a lactato, se consumen
dos moléculas de adenosin trifosfato (ATP) durante la porcién
hexosa de la via, pero se deneran de 3 a 4 moléculas a nivel de
la triosa. Es esta ganancia neta en ATP la que proporciona
fosfato de alta energia para el mantenimiento de la forma de
disco y la flexibilidad del hematie para el mantenimiento de los
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Fig. 2-2- Representacidén esquemdtica de 1la estructura del
esqueleto de la membrana del hematie (31, 47, 65, 66, 72].

lipidos de la membrana, y para proporcionar energia a las bombas
metabdlicas que controlan el flujo de sodio y potasio. El papel
esencial del ATP en el hematie estd demostrado por 10 menos en
dos condiciones: (1) la muerte celular temprana (Anemia
Hemolitica, AH) que ocurre cuando el ATP es deficiente debido a
defectos hereditarios en 1la glucdlisis, y (2) la pérdida de
viabilidad que acompafia a 1la degradacidn del ATP de la sangre
conservada in vitro.

La via Embden~Meyerhof también mantiene los nucledtidos de
piridina en un estado de reduccién para permitir su funcidn en la

homeostasis oxidativa-reductora dentro de la célula (28, 38, 47,
937].
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las vias metabdlicas en el hematfe para obtener energh a partir R
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II) Via de metahemoglobin reductasa. .

III) Via de atajo de las pentosas.

IV) V{a metabdlica del monofosfato de hexosa.
v} Via Luebering Rappaport.

Bnzimas que intervienen en la via del monofosfatc de hexosa:
1) Glucopa-6&-fosfato deshidrogenasa.

2} Glutatién reductasa,

3) Fosfogluconato deshidrogenasa,

4} Ribulosa fosfato epimerasa.

S} Ribosa fosfato isomerasa.

6} Transquelotasa.

7} Transaldolasa. [99]




2.1.2.1. Vias Auxiliares en la Glucdlisis.

1) Via oxidativa o del monofosfato de hexosa. Es un sistema
de energia auxiliar que acopla el metabolismo oxidativo con la
reduccidén del nucledtido de piridina (TPN & NADP) y el glutatidn.
Un defecto enzimatico en la via oxidativa puece por si sdlo
causar una Anemia Hemolitica crénica, Por lo tan:o, es evidente
que cierta actividad en la via aerdbica es esencial para 1la
supervivencia del hematie normal.

2) Via de la reductasa de la hemoglobina, es otro componente
importante del metabolismo del hematie asi come hay un mecanismo
para proteger 1la hemoglobina (Hb) de 1la desnaturalizacidn
oxidativa, también hay necesidad de prevenir la oxidacidon del
hierro del heme. Una deficiencia latente de la reductasa de 1la
metahemoglobina (MetaHb) es compatible con la funcién normal de
la Hb en condiciones basales pero resultara en valores altos de
MetaHb cuando se le administre al individuo un medicamento
oxidante (fenilhidrazina). Sin embargo, - los datos clinicos
habjitualmente dependen de un defecto metabdlico subyacente, y
cualquier individuo determinade tendrd solamente una anomalia. Ya
sea gue haya una Anemia Hemolitica debida a un defecto en el
qetabolismo aerobio o cianosis debkida a trastornos de la
reduccidn de la MetaHdb de la formacidn de sulfahemoglobina o de
ambas [28, 38, 47, 93]).

3)Vvia de Luebering-Rapaport, desvia la formacicn directa de
3-fosfoglicerato (3~PG) a partir de 1,3-difostoglicerato
(1,2-DPG) Y permite 1la acumulacién de 2,3-difosfoglicerato
(2,3-DPG). La razdén aparente de la gran cantidad de este
compuesto encontrada en el hematfie (una molécula de DPG por una
molécula de Hb) radica en su efecto profundo sobre la afinidad de
Hb por el oxfgeno (38, 47].

2.1.3. Hemoglobina.

Los hematfes estan compuestos por una proteina que da a }a
sangre su color caracteristico denominada hemoglobina (Hb), ésta
interviene en procesos fisioldgicos de gran importancia, siendo



éstos el transporte de 0z de los pulmones a los tejidos y del
bioxidoe de carbono (CO02) de los tejidos a los pulmones; asimismo
participa en la regulacién &cido-basica eliminando €0z en 1los
pulmones y amortiguando los cambios de pH por li accidén de 1los
grupos histidina-imidazol de la hemoglobina [56]. La Hb es una
proteina conjugada, constituida por una proteina enlazada a un
grupo prostético organico complejo y a un Atomo metédlico (rFe?")
(Fig. 2-4). La parte proteinica recibe el nombre de globina; el
atomo de metal asociado con ella es un atomo de hierro divalente
v la parte organica es una porfirina (protoporfirina 1IX). La
combinacién de hierro y porfirina se designa como grupe heme.
Este grupo es idéntico en todas las variaciones de hemoglobina
humana. La parte proteica de la molécula (globina) consta de 4
cadenas de polipéptidos, de las cuales 2 cadenas son constantes
en los 3 tipos de hemoglobinas normales:Hb A1 (aeBz), Hb Az
(a282) y Hb F (@a2y2) [56, 72, 89].

2.,1.3.1. Metabolismo de la Hemoglobina.

Desde el momento en que el eritrocitec entra en 1la
circulacion y pierde su acide ribonucleico (RNA), sufre de forma
gradual cambios metabdlicos a lo largo de sus 120 dias de vida.
Entonces la célula mencs viable, que empieza a envejecer, es
retjrada de 1la circulagidn; ciertas enzimas glucoliticas
disminuyen su actividad a medida que la célula envejece. Una vez
extraido el hematie de la circulacién, la Hb se desintegra dentro
de las células del sistema reticulo endotelial (SRE) en sus tres
constituyentes: hierro, protoporfirina y globina (Fiq 2-5). E}
hierro gueda depositado y puede ser empleado otra vez. Las
cadenas de polipéptidos de la glebina probablemente son
degradadas y devueltas a la reserva de aminoidcidos del srganisma,
Por el contrario el anillo de protoporfirina se desdobla,
produciéndose un compuesto tetrapirrdljco de cadina abierta, la
biliverdina, la cual pasa rapidamente a bilirrubina por reduccién
Yy eventualmente se excreta con las heces en forma de
urobilindgeno. La descomposiciéﬁ del anillo de protoporfirina ses
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grupos heme en cada molécula de hemoglobina, unidos a la proteina
globina [56].

efectda sdlo a nivel del puente meteno « del heme, en este sitio,
el ‘z‘itomo de carbono se oxida para formar mondxido de carbono
{c0), que aparece en la sangre como carboxihemoglobina (Cdﬂb)
transportado hasta los pulmones en donde se excreta con el aire
expirado. Se ha demostrado que la concentracidon de COHb en 1la
sangre es una medida aproximada de la destruccién enddgena de 1la
hemoglobina.

El hierro obtenido es transportado hacia la médula ésea para
incorporarse a un nuevo grupo heme o permanece en las células

reticulo endoteliales en .forma de ferritina o hemosiderina (Fig.
2.5) [34,99).

2.1.4. Inmunohematologfa del Hematie,

E} interés inpmunoldgico de los hematies se centra en su
membrana, ya gue asta es la gue interviene en las reacciones

Antigeno~Anticuerpo (Ag-Ac). Los hematies son relativamente
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labiles a los agentes quimicos y fisicos, tienden a fragmentarse,
¥ a que se formen fisuras, que permiten la liberacién de la Hb
hacia el medio circundante (lisis ¢ hemdlisis), gquedando en
susp.ensién la membrana del hematie (estroma) y la malla
intracelular. La hemblisis de hematies producida por anticuerpos
(Ac) especificos es una manifestacidn mds de las reacciones Ag-Ac
[21].

2.1.4.1. Antigenos de los hematies,

Se han identificado por medios seroldgicos unos 400
antigenos en los hematies, la especificidad inmunoldgica de
dichos antigenos deriva de las diferencias estructurales
existentes en los carbohidratos, lipidos y proteinas de 1la
membrana eritrocitaria [72]. Los antigenos de los hematies son
estructuras quimicas que proporcionan propiedades especificas a
su superficie y que hasta ahora sb6lo pueden detectarse por la
reactividad de los hematies con anticuerpos que corresponden a
estos antigenos (anticuerpos homdlogos). La mayorfia de estas
reacciones Ag-Ac implican la aglutinacidén de los hematies de tal
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modo que los anticuerpos se denominan hemaglutininas y les
antigenos hemaglutindgenos [34}.

Son isoaglutindgenos e isoaglutininas, respectivamente, los
antfgenos y anticuerpos ¢gue diferencian los hematfes de un
individuo de los otros de la misma especie. Algunos anticuerpos
en presencia de complemento (C’) hemolizan a los hematies y por
lo tante se llaman hemolisinas ([34].

El polimorfismoc de los hematfes depende de las
caracteristicas inmunohematoldgicas (seroldgicas), las cuales se
basan en la presencia o ausencia de las propiedades gquinicas en
la superficie de los hematies, que permite diferenciarlos y
clasificarlos conjuntamente en forma de sistemas de grupos
sanguineos por sus reacciones con las hemaglutininas especificas,
ej. Sistema ABO, Lewils, Ii, Rh, etc. [34, 72}

Los grupos sanguineos muestran 3 caracteristicas
importantes:

1) Son detectables por su reactividad especifica con los
anticuerpos correspondientes que producen aglutinacién o
hemdlisis.

2) Se transmiten por herencia, seglin las leyes de Mendel.

3) Aparecen en cilertas fases del desarrollo fetal, y estéan
plenamente formados al nacer o al principlio del crecimiento
postnatal, para persistir toda la vida [18, 34}.

Sistema ABO. .

En este sistema existen 2 aglutindgenos (A y B) (Fig. 2-6),
que estan ligados a los hematles, y dos aglutininas (Anti-A vy
anti-B) que se presentan en el suero. Las caracteristicas
fenotipicas de este sistema se presentan en la tabla 2-2.

Algunas anomalfas del sistema ABO soh explicadas por la
subdivisidén del grupo A en A1 Y Az2; y del grupo AB en AiB y AzB.
La importancia de estos subgrupos, es dque el antigeno A en los
subgrupos A2z y AzB es débil y los hematfes que lo contienen no
pueden ser aglutinados por suero anti-A [102]. ‘

La sustancia H se ehcuentra sobre los hematies del grupo O,
Y en menor proporcidn sobre ios'hematies de los grupos sanguineos
A (At y MB) y B del sistema ABO, y en los individues del
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genotipo Bombay, los cuales desarrollan anticuerpos naturales
frente a los antigenos A, B y H. Por consiguiente, no pueden
recibir transfusién alguna, a excepcién de la sangre
pertenecientea a este mismo genotipo Bombay [18,72). Los
anticuerpos naturales anti-H generalmente actuan en frio (optimo
a 4'C), y en los sujetos Bombay actian a 37°C. La propiedad de
aglutinar unos hematies determinados por la sustancia anti-H esta
en proporcién inversa a su capacidad de aglutinar frente a sueros
anti~-A o anti-~B en general ([18].

Sistema Lewis. )

Los antigenos Lewis difieren de todos los demds antigehos de
los hematies, en que no se sintetizan en el interior de éstos,
sino que se absorben en su superficie [72]., El sistema esta
formade de 2 genes {(Le® y Leb) con sus correspondientes
anticuerpos (anti-Le® y anti-Le®).

Los factores Lewis son primordialmente wmucopolisacaridos
presentes en los liquidos corporales, inclusive en el plasma Y en
las secrecicnes (saliva) [34]. Los anticuerpos anti-Lewis
consisten de inmunoglobulinas IgM, es decir, estos anticuerpos
resultan ser aglutininas naturales en frio, débiles Y
especificas. Muy Trara vez, se han atribuido reacciones
transfusionales hemoliticas a estos anticuerpos, pero les
antigenos Lewis no pueden ser responsables de ninguna enfermedad
hemolitica [56].

Sistema Ii.

Los antigenos 1i, compuestos por carbohidratos estan
raelacionados con los antigenos de los grupos ABO y, al igual que
éstos, se hallan presentes en muchas otras células diferentes de
los hematies. Los hematies del adulto, con raras excepciones,
tienen muchos lugares antigénicos I y pocog lugares i; en cambio
en la sangre de corddn existen principalmente lugares antigénicos
i; la conversidn al patrén adulto se completa hacia la edad de 2
a 3 afios. En trastornos hereditarios con eritropoyesis anfmala
(Talasemia) y en algunos adquiridos de las mismas caracteristicas
(Anemia aplasica), los pacientes adultos pueden producir hematies
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que conservan rasgos de la eritropoyesis fetal, incluida la
presencia de una mayor cantidad de antfigeno i. El sistema Ii
tiene interés clinico debido a que los anticuerpos responsables
de la mayoria de casos de la enfermedad por aglutinina fria IgM
tienen especificidad anti-I (26, 72].

Sistema Rh. .

Cada individuo posee genes en sus cromosomas, uno procedente
del padre y el otro de la madre. La presencia en un individuo de
un gen D determina e) cardcter Rh', aunque el otro gen sea d. En
cambio, para que un individuo sea Rh™, ha de tener lps 2 genes de
su cromosoma d, teniéndose los siguientes fenotipos:

GENOTIPO : DD " pa ad

FACTOR Rh : positive positivo negativo

El sistema Rh contiene otros antigencs ademas del b, 4d;
puede considerarse que dicho sistema consta de 3 pares de génes
alelomérficos c/c, D/d, Efe, localizades tan prdximos entre si en
el cromosoma que se heredan como unidad de cada progenitor (18].
Algunos de los patrones antigénicos resultantes son mas

@@@9 @@@

© S

Aglutinégeno A Aglutindgeno B

Fig.2-6. La dlferencia entre un aglutinogeno A ¥ un aglutinogeno
B estd dada por la adicidn de la N-acetilgalactosamina (GalNAc) y
Galactosa (Gal) a la galactosa subterminal, confiriendo la
actividad A y B respectivamente. GlcNAc = N-acetilglucosamina,
Fuc = Fucosa(2].
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Tabla -2=2,. Caracteristicas fenotipicas y reacciones de
S X glutinacion del sistema ABO [41].,5 S

“ANTIGENQS i iy

- <14 ANTICUERPOS R

(grupo’ sanguineo) . . (suero o plasma) ;. AB
[ IR "Anti-A; Anti-B + + +
A ) Anti-B . E g B, T
B ' Anti-a - S + - +
AB . ninguno e e - -

(+) Indica aglutinacion de 1los hematies del donante por los
anticuerpos del suero (o plasma) del receptor.
(=) Indica ausencia de aglutinacidn..

frecuentes que otros, con pocas excepciones, el Individuo Rh no
es solamente D/Q, sino también cde/cde.

El antigeno D es altamente inmunogénico Y la
incompatibilidad D es una de las causas principales de enfermedad
hemolitica del recién nacido. Los otros antigenos Rh son mucho
menos inmunogénicos, y solamente producen anticuerpos, despué; de
la transfusién, en algunos individues [72],

2.1.4.2. Anticuerpos Frente a los Hematies.

Las inmuncglcobulinas, son proteinas con actividad de
anticuerpos, cada molécula se une de forma preferente a
determinado antigeno, esta unién con el antigeno altera la
molécula, tras lo cual puede participar en una serie de funciones
efectoras como son:

1) Unién con el complemento y activacidn de éste.

2) Union con un receptor existente sobre los macrdfagos con la
consiguiente fagocitosis del complejo Ag-Ac.

3) Funcién desencadenante de la liberacién del contenido de los
granulos de los mastocitos y probablemente de los eosindfiloa
[15, 72).

Todas las clases de inmunoglobulinas (Ig) a excepuidén de la
IgM tienen en comin el mismo disefio basico molecular estructural
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[15,- 72, 84). Algunas de las propiedades de las distintas clases
de inmunoglobulinas se resumen en la tabla 2-3. En la
tipificacién y las reacciones de compatibilidad cruzada, los
anticuerpos se dirigen contra sitios antigénicos sobre 1la
superficie del hematie. Cuando estos anticuerpos se combinan con
antigenos eritrocitarios para formar masas macroscopicas o
microscoépicas de eritrocitos se produce lo gque se llama
aglutinacién {99].

En condiciones normales, los eritrocitos permanecen
separados a una distancia de aproximadamente 25 nm. Esto se
atribuye a la fuerza repulsiva de las cargas negativas preseﬁtes
en la superficie de los eritrocitos. Las cargas negativas en los
eritrocitos se atribuyen a su contenido en &cido slalico. El1
grado de carga negativa en un eritrocito se ha expresado come

Tabla 2~3, Propiedades de las Inmunoglobulinas [30].
IgG IgA IgM - IgDd - IgE -
—Peso Molecular - 160,000 170,000 900,000 180,000 200,000
(dalt:ons)'. ) P ‘ TRl [
~Concentracidn. : .
plasmatica 700-1,500 250 100 3.0 . o©0.03
(g/dl) i : - s
~Vida media bio~ 21 6 -1 3 2
légica (dias).
-Distribucidén in- 45 40 75 15 50 -
travascular (%) (*)
~-Peso placentario ST NO NO NO NO

(*) % de la cantidad total que se encuentra dentro de los vasos
sanguineos.

Ypotencial zeta", término gque =significa 1la diferencia de
potencial entre las cargas negativas de los eritrocitos y los
cationes del medio. Los cationes del medio se pueden dividir en 2
grupos, los que estan firmemente unidos a los eritrocitos y se
desplazan junto con ellos y los que se mueven libremente en el
medio. La frontera entre ambas capas de cationes se conoce coma
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"frontera de Shear" o "plano dormido". Este punto es en donde se
miden los potenciales zeta y se expresan en -mV (Fig. 2-7). El
Smbito 6ptimo para anticuerpos IgM es de -22 a -17 mV, y para IgG
de =-11 a -4.5 mV. Cuanto menores son los valores nuréricos del
potencial zeta, menor es la distancia entre los eritrocitos [34).
Los anticuerpos IgG forman puentes intercelulares, recubren los
eritrocitos pero no hay aglutinacidén y por tanto se 1llaman
anticuerpos incompletos. Los anticuerpos IgM causan aglutinacién
de los hematies en solucién salina y se denominan anticuerpos
completos [84,55].

Potencial zeta = Diferencia de potencial entre
CNE y CM segin medicién en

RRaaansssssnd
B R ok sk e o ——>» Limite de cortadura (planc
A - o - - dormido)
A - -
e f—————- (-) cargas negativas en el
+H+tH eritrocito (CNE)
B e A -
Fhdbbthbt - ST . - cationes en el medio (CM):
db bt +++t++ A 2 capas: A)se desplazan con
ddtpd b+++4F++ B el hematfe

B)se mueven
libremente.

Fig.2-7, Presentacion esquematica de la medlcién del potencial
zeta de los eritrocitos [34].

Clases de Anticuerpos frente a los hematies.

(A) ANTICUERPOS IgM: Son moléculas grandes, con 10 lugares
de combinacién antigénica por molécula, pueden abarcar el espacio
existente entre los hematies y a unirse mids de uno de ellos en
aichos lugares antigénicos. Estos anticuerpos se unen con mayor
facilidad a los hematies a temperaturas inferiores a 1la del
organismo [15, 18, 72, 84]. Los anticuerpos i1gM activan el
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complemento (C’) sobre la membrana del hematie, la activacién del
complemento por la via clasica requiere la unidn ae un componente
del complemento, denominado Cig, a un lugar que quede disponible
sobre la porcidn carboxilo terminal (fragmento Fc) de una
molécula de anticuerpo, después de la reaccidén entre el antigeno
Y el lugar para su fijacidn existente en aquélla. Los anticuerpos
IgM de importancia clinica son:

1) Isoaglutininas ABH

2) Aglutininas frias que pueden desarrollarse tras una infeccidn
o con manifestacion de un trastorno inmunologico [72].

(B} ANTICUERPOS IgG: Son moléculas de tamafio menor que los
anticuerpos IgM, cada molécula posee 2 lugares de combinacién
antigénica, una sola molécula no puede generalmente reaccionar
con dos hematfies suspendidos en suero fisiolégico. Los
anticuerpos IgG pusden fijar © ne el ¢’ a la membrana del
hematie; ello depende del nimero y clase de IgG de las moléculas
de anticuerpo que se unen a dicha membrana. Los anticuerpas IgG
de importancia clinica son: .

1) Los isoanticuerpos responsables de la enfermedad hemolitica
del recién nacido (EHRN) .
2) .Los anticuerpos responsables de la anemia hemolitica
autoinmune (AHAI) de tipo caliente (30, 72}.

Isoanticuerpos loantjcuerpos) .

‘Un isoanticuerpo antihematie es un anticuerpo de reaccidn
frente a los hematies de la misma especie, pero no frente a los
del individuo que produce el anticuerpo. La hemdlisis debida a
isocanticuerpos se observa.en 2 circunstancias clinicas:

a) Reacciones hemoliticas transfusionales.
b) Enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) ([69, 72].

t e s
Un autoanticuerpo frente a los hematies es un anticuerpo que

reacciona con un antfgeno existente sobre los hematies del mismo
individuo que elabora aquél [15, 69, 72). Los autoanticuerpos se
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clagifican como:

1) Autoanticuerpos de reacclon en caliente. Reaccionan

optimamente a temperaturas de 40°cC. Existen dos tipos:

a) Autoanticuerpos calientes incompletos. Son llamados asi porque
no aglutinan eritrocitos en salina. Son detectakles en la
prueba directa de antiglobulinas (PAD) en los eritrocitos de
pacientes y pueden ser detectados en el suero en la prueba
indirecta de antiglobulinas (PAI) o por técnicas mis sensibles
en las cuales los eritrocitos reciben wun tratamiento
enzimatico [2, 26]. )

b) Autohemolisinas calientes. Estos anticuerpos por definician
son capaces de lisar eritrocitos in wvitro por activaciéon de
Cigg. Las autchemolisinas calientes son autoanticuerpos IgM y
son de 2 clases:

i) Autohemolisinas calientes capaces de 1lisar eritrocitos
normales in vitro. Ellas causan lisis severa intravascular de
los eritrocitos y pueden ser directamente responsabiles de la
muerte del paciente (26].

ii) Hemolisinas calientes gue reaccionan jn vitro solamente
con células enzimidticas. La mayoria reaccionan con antigenos
éusceptibles a la destruceidn por fosfolipasa [26].

2) Autoanticuerpos de reaccién en fric. Corresponden a

inmunoglobulinas IgM, su reactividad seroldgica occurre a 4°c,

pero también reaccionan a 25°C y 31° ¢ (69, 72]. Existen 2 clases:

a) Autoaglutininas frias y hemolisinas frias: son capaces, de

aglutinar y hemolizar hematies sin tratar jn yitro. Ellas

reaccjonan a 0°C y 4*C [26]}.

b) Hemolisinas bifdsicas: Son IgG, autoanticuerpos unidos a

complemento gue se unen. a hematies sin tratar a temperaturas

bajas, pero que aglutinan estas células solamente en forma

débil en salina [26].
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2.1.5, Desequilibrio del Hematfe.

Normalmente existe un estado de eguilibrio entre 1la
formacién y destruccidn de los elementos figurados de la sangre;
lo que se refleja en la concentracidn celular gque es
practicamente constante. Si la produccién de células es
insuficiente o su destruccién excesiva, ello se traducira por un
cuadro hematoldgico alterado de manera transitoria, o mas o menos
permanente (3, 102)

En el caso de los hematies cuando el mencionado equilibrio
se rompe, ya sea porque su produccién es menor o porgue su
destruccidon es mayor o bien porque hay una pérdida anormal de
ellos, el resultado es la aparicidon de ANEMIA [72). Sin embargo,
no es conveniente concluir que hay anenia, basandose
exclusivamente en la cifra de los eritrocitos. En efecto, debe
tenerse en cuenta que la funcidén de éstos, o sea el transporte de
oxigeno (0z) y biéxido de carbono (C02) depende de la hemoglobina
(Hb). De ahi que, en el fondo lo gue importa es la cantidad de
esta sustancia, la cual no siempre guarda un paraleliswmo estricto
con el nimero de hematies ([35, 49, 99, 102].

La Anemia no constituye una entidad nosoldgica sino gque es
la consecuencia de condiciones y circunstancias numerosas, entre
las gue se encuentran: pérdida de sangre, destruccién excesiva de
hematfes, deficiencias de las sustancias indispensables para la
eritropoyesis, disminucidn de la eritropoyesis debida a agentes
fisicos, quimicos o de causa desconocida, por defecto en la
utilizacién de hierro, suplantacidn de los elementos
eritropoyéticos y otras causas miltiples (72, 99, 102]. La anemia
es giempre signo de un proceso patoléogico subyacente y no
constituye por si misma un diagnéstico especifico. De ahi que la
clasificacién ideal de 1las anemias es la etiolégica, la que
ademds indica automaticamente cual debe ser la conducta
terapeiitica por seguir ({34, 35].

Para aceptar que hay anemia es conveniente contar con las 3
determinaciones siguientes: la Hb en g/100 ml de sangre, por ser
el date gue mds importa desde €1 punto de vista fisiopatolégico;
el nimerc de ht‘amaties/mm:I como dato complementario del anterior;
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y el volumen globular o "hematocrito", por ser el procedimiento
con menos cceficiente de error, lo cual permite utiiizarlo en
cierta forma a manera de %control" de los otros datos, asimismo
éstos nos permiten clasificar el tipo morfolégico de las apemlas
en funcién de los indices de Wintrobe; Volumen Corpuscular Medio
(vcM), Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) y <Concentracién de
Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM). En base a estos indices las
anemias se clasifican como: Macrociticas (Anemia Perniciosa),
Normociticas (Anemias Hemoliticas), Microcitica Simple vy
Microcitica Hipocrémica [99]. ’

Los hematies normales tienen una vida media de
aproximadamente 120 dias, bero en los padecimientos hemoliticos
se reduce considerablemente, y si la médula o&sea no puede
compensarla, se desarrolla anemla. Las Anemias Hemoliticas
provienen de una destruccién excesiva de los hematfes
manifestadas por un acortamiento en 1la supervivencia de ellos,
tal defecto constituye la definicidn de hemdlisis [34, 35, 102].

Cuando la destruccidén diaria de hematie es mayor, entonces
se dice gue hay hiperhemdlisis, o bien que se establece un estado
hemolitico. La existencia de hiperhemdlisis no siempre implica el
que haya anemia [3]. En efecto, si la capacidad de reaccidn o de
compensacién de la médula ésta intacta la produccién de hematie
puede aumentar hasta 5 a 8 veces sobre los valores basales en el
plazo de una semana [72], lo gue implica que mientras 1la
hendlisis no tenda un incremento tal que sea superior a esa
capacidad funcional de la eritropoyesis, no habra anemia. En ese
caso, se dice que el estado hemolitico esta compensado. Si por el
contrario, la hemdlisis es mas de 8 veces superior a lo normal,
due es cuando la vida del hematie es menor de 20 dias, aparece
anemia, y el estado hemolitico se conceptia cono descompensado
{3, 102].

La hemolisis produce diferentes pigmentos séricos vy
urinarios que difieren segiin sea el tipoc de hemolisis: Hemdlisis
Extravascular o Hemélisis Intravascular.
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T2i1.5.1. Hemdlisis Extravascular.

‘La’ ~ Hemdlisis Extravascular (HE) tiene lugar como
consecuencia de un aumento de la fagocitosis de los hematfes por
parte de los fagocitos mononucleares existentes en el bazo,
higado y médula dSsea (Fig. 2-8) {47, 72},

Dado que los hematies viejos se eliminan normaimente por
estos mecanismos, los cambios pigmentarios gue ocurren en la HE
corresponden a una exacerbacién del patrdén pigmentario normal.
Cuando la Hb se cataboliza en un macréfago se desdobla en:
aminoacidos (aa) que son reutilizados, el hierro (Fe) se separa
del heme y también wvuelve a reutilizarse, pero la molécula de
protoporfirina se desintegra y se elimina como sigue: La
estructura del anillo de dicha molécula se abre formandose un
tetrapirrol de cadena recta, denominado bilivezdina, eésta se
reduce en los macrofagos a bilirrubina, penetta luego en el
plasma en donde se une a la albimina y, por consiguiente, se mide
en forma de bilirrubina de reaccidn indirecta. El1 higado extrae
la bilirrubina y la convierte en glucurénido de bilirrubina, que
se mide en forma de bilirrubina de reaccién directa. El
glucurdénide de bilirrubina se elimina por la bilis. Las bacterias
intestinales convierten la bilirrubina en urobilindgeno, gque se
excreta por las heces, aunque una pequefia cantidad de éste se
reabsorbe; la mayor parte de este urobilindgeno reabsorbido se
vuelve a excretar por el higadoe hacia el intestino, pero una
pequefia fraccidn se elimina por la orina (72].

En condiciones normales en la HE: Cada gramo de Hb da lugar
a 35 mg de bilirrubina. Puesto gue normalmente se desdoblan cada
dia unos 6 grs. de Hb, se deben eliminar diariamente unos 200 mg
de bilirrubina. El higado normal puede hacer frente a ellos sin
dificultad; por consigquiente, el suero contiene normalmente menos
de 0.2 mg de bilirrubina de reaccidén directa y menos de 0.8 mg de
bilirrubina total por decilitro. Alrededor de 150 mng de
urobilindgeno se eliminan diariamente por las heces; la excrecidon
urinaria normal no excede de 4 mg en 24 hrs. En la HE los
mecanismos normales de eliminacién pueden estar operando a un
ritmo hasta 10 veces superior al normal. El notable aumento de la
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carga de bilirrubina que a ello da lugar ocasiona lo siguiente:

1) En el plasma, una elevacidén de la bilirrubina indirecta. Los
niveles pueden alcanzar 3 a 4 ng/dl, pero no se elevan mas a
no ser que exista una alteracidn simultdénea de la funcién
hepatica (accidén prehepatica).

2) En la orina, un aumento de eliminacién de urobilindgeno, lo
que hace que la orina estancada se vuelva oscura. La orina no
contiene bilirrubina, ya que 1la unida a 1la albumina
(bilirrubina indirecta) no se excreta normalmente en orina.
[721.

2.1.5.2. Hemdlisis Intravascular.

Cerca de un 10% de la desintegracion diaria normal de 1los
hematies tiene lugar dentro del sistema vascular. Por
consiguiente, se liberan cada dia en el plasma unos 0.6 g de Hb.
La nmolécula de Hb compuesta de 2 pares de cadenas polipeptidicas
(azB2) se desdoblan en el plasma en forma de dimeros (aB) los
cuales se unen inmediatamente a una globulina gue posee uha
elevada afinidad hacia ellos denominada Haptoglobina (Hp). Las
células parengquimatosas hepiticas eliminan el cowmplejo diméricoe
Hp-Hb de la circulacién (Fig.2-9) [47, 72). )

Por consiguiente, los niveles normales de la Hb plasmatica
son muy bajos, menores de 5 mg/dl. Esta fijacidén con la Hp impide
la excrecién de los dimeros en la orina y por consiguiente sirve
para conservar los 1.5 mg de Fe que se perderian de otra forma
por -esta via diariamente procedentes del mencionado
desdoblamiento de los 0.6 g de Hb ([72]. La concentracién
plasmatica de Hp medida por la cantidad de Hb afadida gque puede
fijar una muestra de suero es de unos 150 mg/dl. La Hemdlisis
Intravascular (HI) masiva desborda esta capacidad de fijacién con
la Hb; a consecuencia de ello tiene lugar lo siguiente:

1) En ¢l plasma, la Hp desaparece Yy s610 se encuentran complejos

diméricos Hp-Hb:

a) Existe aparicién de complejos diméricos y wetahemoglobina
(MetaHb), el plasma da una apariencia de color entre rosado y
pirpura. Estos dimeros libres pueden:
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b)

2)
a)

b)

1) Ser eliminados en orina
1i) ser captados por las células parenquimatosas hepdaticas y
por los fagocitos mononucleares.
iii) Disociarse en el seno del plasma para formar ferriheme
(heme oxidadeo) y globina {72].
Formacidén de metahemalbimina. El ferriheme del plasma se une a
una globulina que posee una elevada afinidad hacia el heme
libre, denominada Hemopexina (Hx). Sin embargeo, la capacidad
de fijacidn del heme que posee la Hx queda pronto superada por
lo que el ferriheme se une entonces a la albimina v se forma
la metahemalblmina (Mha). Por consiguiente, la Mha mis que la
Hb 1libre del plasma, es el pigmento plasmitico que debe
im}estigarse cuando se trate de buscar signos de hemdlisis
intravascular (la Mha gque da al plasma un aspecto fangoso
amarronado puede cuantificarse con facilidad con el
espectrofotdmetro) (47, 69, 72].
En la orina:
Hemoglobinuria, Los dimeros de Hb y MetaHb gque se filtran en
la orina, se eliminan cuando 1la cantidad filtrada supera la
capacidad limitada de las células tubulares para
reabsorberlos. La hemoglobinuria resultante confiere a 1la
orina un color entre rojo plrpura y negro [47, 69, 72].
Hemosiderinuria. Los dimeros reabsorbidos se desdeblan dentro
de las células tubulares renales. Por consiguiente, cuando la
HI es crdnica, el Fe se acumula en el seno de dichas células
en forma de granuleos de hemosiderina., Las células tubulares
pasan a la orina con lo gue se produce una hemosiderinuria que
puede demostrarse por medio de una tincién para el Fe
practicada en el sedimente urinarie. Por lo tanto, mientras
que la hemoglobinuria se observa en la HI aguda y masiva; la
hemosiderinuria es el signo clave de la HI crdnica [56, 72].
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2.,1,6, Clasificacidon de los Trastornos Hemoliticos,

Algﬁhas clasificaciones que se tienen de los trastornos
hemoliticos son las siguientes: 1) Intracorpusculares
(Entrinsecas) b4 Extracorpusculares {(Extrinsecas) Y 2)
Intravasculares y Extravasculares. Este Gltimo esquema no es
perfecto, ya que la HE puede ser tan intensa que se producen
signos de HI y el primer esquema tampoco es perfecto porque
muchos trastornos hereditarjos se manifiestan s6lo en la edad
adulta, limitando el valor diagndstico diferencial del esguema,
ambos esguemas incluyen un nimero tan grande de tras%ornos, en
cualquiera de las dos categorias, que las posibilidades son
miltiples [72]. La mejor clasificacién de las anemias en general
es etioldgica (Tabla 2-4) para los fines de esta tesis [34,72],
basada en las anemias hemoliticas.

Cada una de las Anemias Hemoliticas (HA) anteriores tiene
caracteristicas clinicas propias que se manifiestan segin sea el
caso. Todas ellas tienen importancia clinica en funcién de su
incidencia en cada pais. Los hallazgos de laboratoric en cada
tipo de enfermedad varian segin el sitio, la cantidad y 1la
velocidad de destruccién de los hematfes.Por 1lo tanto, 1la
hemdlisis se presenta en forma intravascular o extravascular, de
lo cual dependerd 1la aplicacidon de técnicas para evaluar las
muestras de sangre, orina, heces, médula &6sea u otras muestras
biolégicas del paciente en cuestién [3, 10, 1831,

Para el diagndstico de una AH es importante considerar el
origen de ésta y los factores adyacentes a ella, por lo que en

base a lo anterior se proponen 2 tipos de pruebas: BASICAS Y
ESPECIFICAS.
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TABLA 2.4. CLABIFICACION ETIOLOGICA DE LAS ANEHNIAS

HEHOLITICAB (LAWRENCE,

1. ANEMIAS HEMOLITICAS MO INSUNOLOGICAS.

£) AENIAS HEMOLITICAS DEBIDAS h ANOMALIAS HEREDITARIAS DE Lo MEMBRAMA:

DIEREDAD ORICEN
A) Esferocitosis Hereditarfa () Hereditaria (futosdmica
Doninante) (34}
D) Eliptocitosis Hereditarla, Hereditaria HomocEgdtica

o heterocigbtica (Autoss-
nica donlnanta) [H, 721,

2) ANEMIAS HEMOLITICAS DEBIDAS A DEFECTGS ADQUIRIDOS DE LA NEMBRAMA:

A Hemoglobinurla Paroxfstica fmomalfa adquirida Intefn-
Mocturna (HEN). seca (72)

198930471,

ETI0LGTA

Defecto da meabrana on el hesatfe
por la incapacidad da la espectrima
para fljar la protelna 4.1 (31, 68,
66, 72, %1

lefocto en la espectrina qua difi-
cults su autosgrupacién para formar
tetrineros.

En ofrox casos se debo & la flja-
clén ds In anquirim & !z protelna
3, oen aupencia da la protefm 4.1
(9, 3, 61, 2, N,

Disnlnucidn de lasctividad dsl Factor
ficslerador de la Dogeneracidn (FAD)
{72), asi como Inhibidores de la
Lisfs Reactiva dz Mewbrara (MIRL o
€059} y protefnas ds unkdn ab €8 (24,
53, &4, 781,

3) AEMIAS HENOLITICAS BEBIDAS A DEPICIERCIAS ENZIMATICAS EN EL HEMATIE:

) Déflcit de Glucosa-6-Fosfato- Herencia ligada al sexo
deshldrogenasa (6-GOP). (%) (Homocigltica o
Heterocigtica) 118, 99)

Def fciencia enzindtica en la vfa de
las pentosas para catalizar Ia reac-
cldn? Glucosa-G-FosTato + MADP

6-Fosfogluconolactona ¢ NADPH
1, 12, 18, 283
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D) D& icit de Piruveto Cinesa
(0.

Herditario: Homocigética
o Heteroclgdtica (Rutosd-
nico recesive) {19, 72,
91

€ Deticlencia de Metahenoglobtn

a) Déffcit de ta &{afarova 0
WiDi{-notahenoglobin reduc-
tas.

b} DEficit ds 1n Hesoglobin-
reductasa o MDMHnctake-
noglobin reductasa,

Congénlta, hereditaria
ea honocigfiticos (Auto-
séaico recesivo) 1181,

Congénlta (18]

Deflciencia enzinktics ow la via o
Enbdeu-teyerhef por la incapacidad
de los homaties para producir ATP
convertir el WD a WaDH (13, 10, 28
72, ¥l

Déficit de 1 enzima dependiente de
fa glucslists en el ciclo do Eabden-
foyerhaf en donde esta Inhibido ol
paso do mstahomoglobina en el inte-
rlor del hesatls (18],

Deficlencis de la coenzima de la
glutatidn-reductasa no habiendo re-
gomeraclén del glutatibn reducido
6SH (dador de grupos sulthidrllo SH)
provocando la axidacién de la globi-
na y de diversas protafnax estructu-
rales (16, 183).

4) ANENIAS HEMOLITICAS POR DEFICIENCIA EX LA PRODUCCION ¥ DEFECIOS DE La HEMOGLGBINA

A) Talasenlas

Hereditario

a) &-Talasenias: Exlados homocigoticos tMuerte Fatal)

Estados heterocighticos:

Hemoglobinopatia K
“Portadores (casos leves), (16, ]

Se trata de una serio de sindrones
senc jantes, los cuales tienen on co-
ndn un defecto en la sfotesis do al-
guna cadend morsal de globina y por
ello tanblén deficiencia de alquna
hemoglobina normal, deficlencia que
es  mchis veces compensads  por
aunento de otro tipo de homoglobina
118, 51, 72, 99).




b)@-Talasemial  Talasemla mayor (Enfermedad s Cooley).
’ Talasenia nenor (Enfermedad de Rlotti-Greppli-Nichel i),
talasenia nfnima.

eV d-Talusenda,

d37-talasenia (Rosibilidad).

e) Bstados sinilares a la Talasenla: Hemoglobim Lepars.
Persistencia Hereditaria de 1a tiewoglodina F,

£) Estador asoclados: Interacciones Talasenin-tiemoglobinopatia,

B) GLOBINAS PATOLOGICAS POR ALTERACION DE LAS SECUENCIAS DE AMINOWCIDOS DE LAS CADENAS GLOBINICAS:
- Deleciones (falta de uno o mas aninoicidos)

= Sustituclones.
= Nezcla de cadenas {181,

o) Hemoglobimpatfas Q-Homocigbticas:

= fmenia Drepanocitica Hereditario Sustitucidn del dcido glutfaico
(Enfermedad §-5) 86 por 12 waiima [18).
- Trastarno por b € Hereditario Sustitucidn dal écldo glutfnico
Q¢ por la liaina ual.
Enfernedad de la b (€ Hereditario Sustitucién de) dcido glutdnlco
Qs por la lisina (181
- Hemoglabina b Hereditar jo Sustitucidn de la glicina en la
la cadena e“' por arginina (1B]
R s8asn-Lis A
1 S5y Luie Hereditar o Sustitucidn da 1a of A
- Hemoglobina £ Hereditario Sustitucidn del feida glutinico

%“ por la lisina (38].
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4} Homoglobinapat fas Q-Huicrociqﬁﬁus (El cusdro clinfco y los hallazgos do laboratario son poco
significativos) (18],

c) Int jones drepanocitosis—talasenia!

B 3-Talasenla

Hb S/ersistencla Hereditaria de 1a Hemoglobina Tetal (HYS/PHF),
" mC.

0 34D D.

i 30 .

1 § - Talasomias,

Otras hemopatQas, [18, 721.

5) ANDMIAS HENOLITICAS CAUSADAS POR AGENTES INFROCI0S0S:

) Kalarla y otros pardgitos de la fdquirldo La henflisis, es en parte, uma con-
sangre (Toxoplasma gond[i). secusncia directs de la Inuastén
- celular por los meraxoftos (formas
parasitarias que invaden los hema-
ties circulantes) (69, 181). U
importante mecanisao en el desarro~
Ho de la hesdlisis es un procese
fraune ncdiado por el complemente
(€"). los antfgenos de la malarha
comenzar 1 atacar la super—
ficie de los hematfes estando 0 no
Tos pardsitos alojados en las cdlu-
las, posterjoreente, los anticuer-
pos y el C' atacan a los antlgenos
unidos & ta célula y conducen a la
celula cubierts & la fagocitosis
en el bazo [181],
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B) Hendlisix debida a agentes bacterianos y sut toxinas!

a) Clostridiun perfringes Mquirldo

Yy
Clostridius batulioun

V) Babesla &5, Mquirldo

c) Bartonella bacilliforais quirido

(Fiebre do Oraya, Brfermedad
de Carrion's o Bartorellosis)

La hendlisis resulta do la slabora-
cldn de ot-toxina clostridls la
cual es lecitinasa y que Junto con
proteasas ataca la mesbrana {ipo-
proteica de) hematfe para formar
lisolecitinas altanente 1fticas que
producen  severa hemdlisis (14, €9,
1811,

La bondlisis results de la Infec-
cldn del protoroario iransmitido
por palomas, cxta exfermadad z00-
nitica tiemo un reservorio animal
en ciertas especles de anlmales
doséaticos. la Mabesis puede pro-
duclr mecanizmos hemolfticos sini-
lares 2 Ja infeccidn por malaria
(691,

La fichre do Oraya o3 una enferme-
dad fatal en Perf, Ecuador y Colom-
bia. La gente de eates feras puede
desarrollar una lesifn verrucosa en
la plel y un enfermndad hemolftica
severa con flebre despuss do un pi-
quete  procedente  de Phebotomos

verrucun  infectado con Bartomella
Baciliiforais 58, 59 .

az




) Destruccidn de hematfes causade por la exposicién at

) Venenas (procedentes de inssctos: Mquirido
abejas, arafias y escarpiones;
nordoduras de serpientes).

b) Quinicos:

~freénico, Adquirido
“Plo. ) Mmquirido.
- Cobre. Mquirido.

Clertos venencs de algunas serpien
tes (grupo Elapidas, oj. cobras)

contienen lacitinasa, In cual es
capaz de disolver la lecitina den-
tro de 1a meabrama dz los hemtfes
y desencadenar por conslguients la
henflizis (35, 691,

la inhalacidn de gas arsenioso pue-
de causar um scvera aneala, jote-
ricla y homoglobinurla. La morfolo-
gla de los hematles es normocfiica
y rareocrdmica a pesar do la severa
henglisis [69].

La hendlisis es debida a la intem
ferencia con la produccidn de ener-
gia de la célula, pero el principal
efecto del plomo es la Interferen-

" cla con la produccidn del hese. Ya-

rlas enzimas son inhibides, inclu-
yedo el dcido o -axtrolew?fnico
sintetaza, acido &-aninalewlfni-
co deldrase, home slatetasa, por-
firindgenc decarboxilasa y copro-
port irinfgeno oxidasa [69).

T efecto tixico esta relacionado a
la inhibicidn de los sistemas etxi-
aiticos reductores de la mombrana
celular asi cono tambidn & la inhi-
Meidn de las engims de la wla
gleolTtics (69]).
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110 AKEN RS HEMOLTTICAS INMOMOLOGICAS.

1) ANEMIAS HIMOLITICAS AUTOINRINES (AHAI):

DXFEREDAD ORIEEN

A) fnenia Homolftica Induclda por Inducida
farmacos (of-netildop).

2) Hemolglobinurla Paroxfstica Adquirida
a Frigore {HFF).

€) Enfermedad por aglutiniras Myuirida
frias.

ETioLogIa

Estimula la formacidn de autoanti-
cusrpos frente 4 los hematfes [72],

Cansada par uma henolisine bitémi-
ca. Este anticusrpo bitdwica es
una Ig6 unida al bematfe solaments
par frfo (en general 2alo por deba-
Jo 40 16%C) y {ijs ol complomonta.
La lisls aparece debido a la mixina
activacién del conplemento que ocu-
rre cuando [a sangre adquiers su
temperatura normal (37°C) [H, 56,
ML

La enfersedad hesolfiica se produce
por un autoanticuerpo frlo el cual
reaccione Gptimamente a 4°C 4 tan-
bién reaccions entre 25 a 31°C. I
anticuerpo usualnente s una I la
cual ex conpletanente ef iciente pa-
ra activar el conplemento (C') [69)




2) AKNIAS HEOLITICAS ISOINMRES (AHD).

DEREMD ORIGEN
#) Enfermedad Henolitica dal Mdquirido
Recién Macido (BHRN). .
3) Reacciones henalfticas por Adquirido
transfusidn:

= futicuerpos presentes en
el receptor,

- fnt{cuerpos presontes on
el domador,

BYi0L0GIA

Es ol resultado de 1a formacidn de
anticuerpos Bh en una mujer Rh ne-
gativo con un feto Hh positivo por
{nconpatibilidad del Rhy grupe
sanuineo (3, 691, Los fsounti-
cuerpos  maternos transferidos al
foto reaccloan con los hematfes
inconpat ibles y causan headlisis y
acumulacién ds bilirrubina no con-
Jugada en el suero (69, 991,

La hesdlisis de los hematfes es
causada por los anticesrpos pre-
sontes en el receptor o, menos
frecuentesente, uma  destruccidn
de los hematfes del receptor cau-
sads por los anticuerpos trans-
fundidos (34, 691,




.- - OBJETIVOS



A)

B)

c)

D)

E)

Integrar los métodos de laboratoric aplicables en el
diagndstico de Anemias Hemoliticas.

Llevar a cabo el montaje de pruebas basicas y pruebas
especificas para el diagnéstico y clasificacién de Anemias
Hemoliticas.

Realizar 1la estandarizacién de 1las pruebas basicas y
especificas en el diagndstico de Anemias Hemoliticas en
funcidn del material y equipo existente en la seccién de

Analisis Clinicos y Patologia de la Facultad.

Integrar y actualizar los mecanismos de hemdlisis, con 1a
finalidad de conocer la patofisiologfia del trastorno
hemolitico como base fundamental de 1las pruebas para
el diagnéstico.

Elaborar un Manual sobre BAnemias Hemoliticas como apoyo
académico a futuros y actuales profesionistas del area de la
Salud.
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IV.- MATERIAL Y METODOS



4,1 PRUEBAS BASICAS

Estas pruebas nos permiten la valoracién analitica. inicial
de una Anemia en un paciente, con el fin de clasificar el tipo de
Anemia, ceonfirmar o descartar la existencia de alteraciones
morfolégicas de los hematies que sugieran un trastorno en su
produccidn o una hemdlisis y adenmds averiguar las bases cinéticas
de la Anemia (fallo en la produccidn de hematfes pérdida répida
de éstos o ambos mecanismos a la vez) [49]. Estas pruebas basicas
comprenden a:

1) Hemograma de la Férmula Roja.
a) Recuento de hematies.
b) Determinacidén de Hemoglobina (Hb).
¢) Determinacidn de Hematocrito {Hto).
d) Determinacidn de los Indices de Wintrobe:
- Volumen Corpuscular Medio (VCM).
~ Hemoglobina Corpuscular Media (HCM)
-~ Concentracidén de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM).
2) valoracidon y estudio de la extension sanéuinea (serie roja).
3) Recuento de reticulocites e Indice Reticulocitario (IR)

4.1.1. Hemograma de la Formula Roja.
4.1 1.1. Recuento de lematles.

Fundamento [34]:

El principio de los recuentos de hematlies consiste en diluir
la sangre anticoagulada en una proporcidn con el liguids de Hayem
¥ luegoc examinar al microscopio, por medio de un hemocitémetro
una pequefla cantidad de la muestra, contando el namero de
hematies que se advierten en la camara reticulada y calculando
por medio de sencillas operaciones aritméticas el nimero que de
éstos elementos existen por nm® de sangre.
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Material:

Hemocitdmetro (Camara de Neubauer).
Pipetas de Thoma para hematies.
Manguera se succidn.

Gasa.

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
Tapones de hule.

Microscopioc 6ptice (binocular Rossbach)

Material Biolbgico:
Sangre completa.

Reactivos (Anexo 1):
Anticoagulante (sal sddica de E.D.T.A. al 5%)

Ligquido de Hayem.

Método [34]:

Homogenizar la muestra de sangre. Llenar la pipeta de Thoma
hasta la marca de 0.5. Limpiar el exterior de la pipeta

con la pipeta en posicidon de 45° llenarla con el liguido de
dilucidn (Hayem) hasta la marca 101. Tapar los extremos de la
la pipeta con los dedos indice y pulgar y agitar por rotaciédn.
durante 2 min.

Eliminar las primeras 5 gotas para quitar el diluyente del
capilar de la pipeta.

Ccolocar el cubreobjetos sobre la camara y 1llenarla por
capilaridad con la punta de la plpeta sobre el borde de la
camara (entre el cubreob]etos-camara) Dejar en reposo la
cémara durante 3 min.

Localizar la cuadricula central con el ocbjetivo seco débil
(10x), Yy con el objetivo seco fuerte (40x) contar los
hematies en 5 de los 25 cuadros pequefios del centro (los

4 de los extremos y el central).

La suma de los hematies contados se le agregan 4 ceros y
el resultado es el nlmero de hematies por mm’.
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valores de referencia:
Hombres 4.6 a 6.2 x 10° hematies/mm’ de sangre.
Mujeres 4.0 a 5.5 x 10° hematies/mm®> de sangre. (53)

Interpretacién:
Aumento eritroide: Policitemia
Disminucidn eritroide: Anemia

4.1.1.2. Determinacion de Hemoglobina (Hb).

Existen diversos métodos para calcular la cantidad de Hb en
la sangre: unos de tipo guimico, se basan en la determinacidn de
Fe globular; otros, en la capacidad de absorcidén de gases,
algunos se fundan en la espectrofotometria, en la polarimetria y
en determinaciones fotoeléctricas. Los procedimientos méas
adoptados en la prictica clinica son de indole fotocolorimétrica,
y estriban en deducir el color de una muestra de sangre diluida
la cantidad de pigmento hemoglobinice que contiene por medies
fotocolorimétricos de tipos diversos [18].

beterminacién de Hb por el método de  Drabkin
{Cianometahemoglobinal .

Fundamento [94]:

La Hb circulante en la sangre, es una mezcla de Hb,
oxihemoglobina, carboxihemoglobina y peguefias acumulaciones de
otras formas de presentacién de éste pigmento, tales derivados
(excepto la verdoglobina) reaccienan cuantitativamente por medio
de una solucidn reactiva transformandose en cianuro de
hemoglobina (Cianometahemoglobina). La sustancia colorida formada
es muy estable y se mide en el espectrofotémetro a 540 nm,
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Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Gradillas para tubos de 13 x 100 mm,

pipetas seroldgicas de 5 ml.

Pipetas de sahli con tubo litex de 3 mm o.
Espectrofotometro (Bausch & Lomb Spectronic 20)
Celdas, con 1 = 1 cm,

Gasas .

Vortex.

Material Bioldgico:
Sangre completa.

Reactivos (Anexo 1):
Anticoagulante (sal sbédica de E.D.T.A. al 5%)

Reactivo de Drabkin.

Método [94]:

Homogeneizar perfectamente 1la sangre y medlante 1a pipeta Sahll
medir 0.02 ml. de sangre. Limpiar la parte externa de 1la
pipeta.

Afiadir la muestra a un tubo de ensaye de 13 x 100 mm gue
contiene 5 ml. del reactive de Drabkin.

Lavar 3 veces la pipeta con el liquido, mezclar bien y esperar
10 min. para realizar la lectura.

Calibrar el espectrofotcmetro con el blanco de reactivo (5 ml.
de reactivo de Drabkin) a cero de absorbancia. Realizar 1la
lectura de la muestra (Absorbancia) a 540 nm.

calculo:
g de Hb/100 ml. de sangre = Absorbancia x 36.8

valores de referencia:

Hombres 14 a 18 g Hb/100 ml. de sangre.
Mujeres 12 a 16 g Hb/100 ml. de sangre. {94).
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Interpretacién:

Su baja concentracidn indica siempre wuna anemia aungue
también hay anemias de tipo nermocrdmico donde la hemoglobina no
se altera. Los valores bajos en Hb, representativos de anemia
pueden deberse a:

a) Deficiencias de 1las sustancias gque intervienun en su

formacidn, ej. Fe, proteinas, cobre, etc.

b} Alteraciones de los Srganos que la sintetizan y destruyen

(higado, médula dsea y bazo).

c) Baja en el nimero de hematies y la excesiva destruccidén de
&stos [34, 47, 997.

4.1.1.3, Determinacidn de Hematocrito (Hto) [34].

Existen diferentes procedimientos para deterninar los
volumenes respectivos de los eritrocitos y el plasma. Unos son
indirectos y otros directos, siendo éstos Ultimos 1los mis
empleados. Dentro de éstos se tienen al macrométodo (Téchica de
Wintrobe) y el micrométedo (Microhematocrito).

eter aciod de Hematocrito por la técnica de
nicrohematocrito,

Fundamento (34, 99]:

El hematocrito se define como la relacidn del volumen
ocupado .por los hematies respecto al de una muestra de sangre
total, el cual se determina mediante centrifugacidn a velocidad y
tiempo constantes, capaz de concentrar a los hematies en el menor
volumen posible. Este paramétro se expresa en forma de porcentaje

().
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Material:

TuboeAcapllares sin heparina.

Mechero.

Gasas. : R
Microcentrifuga (IFC-MB). .

Lector de microhematocrito (I.C.E. CAT. No.2201).

Haterial Biolagico:
Sangre completa.

Reactivos (Anexo 1):
Anticoagulante (sal s6dica de E.D.T.A. al 5%)

Hétcdo [34]):

Homogenizar perfectamente la sangre. Llenar 3/4 partes del
tubo capilar, limpiar la parte externa del tubo.

Se)lar con calor la parte seca del tubo capilar.

colocar elAcapilar en la microcentrifuga, con la parte sellada
hacia el exterior (fuerza centrifuga). Centrifugar 5 min. a
10000 rpm.

Efectuar la lectura en la escala correspondiente (lector de
microhematocrito). Hacer coincidir el menisco del paquete
celular con la marca cero Y el menisco del plasma con el 100,
obteniendo asi el % de Hto.

Valores de referencia:

Hombres 47 a 55 %

Mujeres 42 a 48 ¥ [34]
.

Interpretacion:

Disminucidn.- significa Anemia, En la hidremia del embarazo,
donde la cifra total de eritrocitos no estd reducida.

~Aumento.~ Significa Policitemia. Normal o incluso elevado en
el shock acompafiado por hemoconcentracién, aungue la wasa total

de eritrocitos puede estar consgiderablemente disminuida debido a
la pérdida de sangre ([34].
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4.1,1.4. Determinacidn de los Indices de Wintrobe (IW)

Wintrobe ha introducido procedimientos cuantitativos para el
estudio de la anemia, é&stos son denominados '"Indices de
Wintrobe", los cuales comprenden: Volumen Corpuscular Medio
{VCM), Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) y Concentracién de
Hemeglobina  Corpuscular Media (CHCM) ; estos indices han
congtituido la base de la clasificacidén morfolégica de Jlas
anemias, En consecuencia, estos indices habrian de calcularse en
todo pacienée anémico, a fin de confirmar la impresién que en el
frotis se ha obtenido a cerca del tamafio celular y del contenido
de hemoglobina, [56, 72, 99].

Volumen cCorpuscular Medio (VCHM)

constituye el promedio de volumen del hematie y se obtiene
como sigue:

Ve = Hto. x 10 u?
Hematfes (en millones)

Hemoglobina Corpuscular Media (HCHM)

Consiste en el promedio de peso de la hemoglobina por
hematie y se obtiene como sigue:

HeM = Hb x 10 pg.

Hematies (mil lones/mma)

Concentracién de Hemoglobina corpuscular Media (CHCM).

Se trata del peso de la Hb por volumen de células y
representa asl un indicador de 1la concentracidn de Hb en 1la
célula media, independientemente del tamafio de ésta; se calcula
como sigue:

Hb x 100

CHCM = .g/100 ml. de hematies (%)
Hto.

43



Valores de referencia:

vem 85 a 95 -u° C(ATY
HeM 28 a33 pg. . (38,69)
CHCM 32 436 %

(43

T

Interpretacion:

Tabla 4-1. c1asificacion Morfologica de 1as Anemias en
funcién de los IW® [34)

INDICES 'MACROCITICA =~ NORMOCITICA  MICROCITICA
‘VVCM., : <“  !:. T o N N
HeM t "
*
CHCM N N | i
1,Aumentado Disminuido N Normal

* Normocitica Hipocrodmica.

R) Anemias Macrociticas:

a)} Anemia Perniciosa.

b) A. Macrocitica nutricional "tropical".

c) A. Megaloblastica del lactante.

d) A. Macrocitica del embarazo.

¢) A. Megaloblastica refractaria.

f) Afecciones habitualmente asociadas a anemia normocitica, en
especial: Anemlas Hemoliticas Macreciticas de etiologia
oscura Hepatopatia.crdnica y extensa y Anemia Macrocitica
del hipotiroidismo.

B) Anemias Normociticas:

a) Anemia posthemorradgica aguda.

b) Anemia hemolitica por:

- Agentes infecciosos, quimicos, fisicos, vegetales vy
animales.

- Por reacciones inmunes.

- Esferocitosis Hereditaria,
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- Drepanocitosis y otras hemoglobinopatias tereditarias.
- Hemoglobinuria Parox{stica Nocturna (HPN)
- Anemias Hemoliticas no esferociticas hereditarias.
¢) Anemia Aplasica o Hipoplasica.
C) Anemia Microcitica Simple:
a) - Por enfermedades inflamatorias subagudas y cronicas, Yy
enfermedades crénicas no inflamatorias.
D) Anemias Microciticas Hipocromicas:
a) Dieta deficiente en alimentos con hierro.
b) Asociada a aclorhidria.
c) Despuds de gastrectomia (total o parcial).
d) Hemorragia crdniea alimentaria o del aparatc urinario.
e) En el crecimiento y embarazos repetidos.
£) Anemia hipocrdmica del lactante.

4.1.2, Valoracién y Estudio de la Extensién Sanguinea (Serie
Roja}).

El examen microscépico de una extensién de sangre periférica
sobfe un porta © sobre un cubreobjetos de vidrio produce una
valiosa informacidén de los elementos formes de la sangre. Es
preciso saber valorar un frotis de sangre periférica para
conducir con acierto un paciente anémico. Con demasiada
frecuencia, la extensidén de sangre periférica se utiliza sdlo
para el recuento leucocitario diferencial y para el diagnéstico
de paradsitos sanguineos. En el anémico, la morfologia del hematie
proporciona importantes orientaciones para el diagndstico, siendo
que ésta proporciona informacién relacionada con la
eritropoyesis, incluyendo:

a) Valoracidn de la estimulacién de la eritropoyetina.

b) Hallazgo de anomalias de maduracidn nuclear y citoplasmica.

c) Deteccidn de trastornos en la arquitectura de la médula Osea.

q) Identifjcacidn de enfermedades especificas debido a.
alteraciones singulares en la forma de la célula (38, 72, 99].

45



Fundamento (34, 56]):

Se aprovecha para la coloracidn, el hecho de los diferentes
pH de las estructuras celulares, de forma gue éstas en ocaciones
son 8cidas, bisicas o neutras, pudiendo ser estas reacciones de
diferente intensidad. El colorante de Wright es policromatico en
solucidn de alchol metilico, siendo una mezcla de colorante acido
(eosina) y un bisico (azul de metileno). Los niicleos, siempre
&cidos, toman los colorantes bdsicos y los protoplasmas se tifien
especialmente por los colorantes neutros, las granulaciones y las
mitocondrias pueden dar diversas coloraciones especificas, o
presentar apetencia para determinados colorantes.

Material:

Portaobjetos de cantos pulidos (limpios y desengrasados).
Tubos capilares.

Gasas.

cCharola de tincidn.

Microscopio Sptico (Binocular Rossbach).

Material Bilégico:
Sangre completa.

Reactivos (Anexo 1):
Colorante de Wright.

Soluci6én amortiguadora: Buffer de fosfatos pH 6.4 a 6.5. fsé)' i
Metanol.
Aceite de inmersién.
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Método [34, 56]:

Homogenizar la sangre Yy tomar con el tubo capilar una muestra

de sangre, colocando una gota de sangre en el extremo de un
portaobjetos.

Con ayuda de otro portacbjetos, en un angulo de 45", dejar que
la gota se. extienda por capilaridad y con movimiento rapido y
uniforme ralizar la extensidn de la gota de la sangre.

Secar al aire para evitar ruptura celular y fijar con metanol
durante 2 min.

Cubrir con el colorante de Wright durante 10 min. Afadir. el
buffer sin eliminar el colorante, hasta que se Eorme una capa
metdlica que lo cubra y dejar durante 10 min.

Enjuagar con agua destilada y dejar secar a temperatura
ambiente.

Observar al microscoplo con objetivo de inmersién (100x%) y
evaluar las caracteristicas fisicas de los eritrocitos.

NOTA: El angule de posicién y la velocidad de extensidén son
factores importantes para obtener una extensidon gruesa o
delgada.

Criterio de lectura:

Observacidon de las caracteristicas fisicas de los hematies
(Fig, 4-1).

Forma: Disco biconcavo, tamafie normal.

Color: Con halo central caracteristico definido.

Estructura: Células maduras sin cuerpos de inclusidn.

Incerpretacl&n:

a) Alteraciones en el color.- Ej. Policromatofilia, en donde se
observan hematies en diferente tono de azul, los cuales son
reticulocitos que contienen restos de RNA, combinados con Hb
indican wuna regeneracién mds activa de lo normal (Anemia
Perniciosa, hemdlisis excesiva, Paludismo, etc.). El punteado
basdfilo estd caracterizado por 1la presencia dentro del
eritrocito de granulaciones, basdéfilas irregulares que varian
en cuanto a su tamaflo, desde finos puntos apenas visibles a
granulos casi tan grandes como granulos azuldfilos de
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N 1
Serle B, Eritrapoyesis megalobléstica
" -

1, Promegaloblasto, 2, Megaloblasto baséfilo. 3, Megnlohlusm

MUTUwyla BHILULIENG LAV D

Sy

1, Eritrocitos normales. 2, Eritrocitos hipocromos, microciticos,
loci cuerpos de Howeil-

h 0 s
ortocromdtico cor punteado basdfila y un cuerpo da Howaell-
Jally. 8, Macrocita. Tincién de Wright (x1.000).

a 4, ulas 'y
Jolly. 8, Punteado baséfilo. 7, Macrocito. 8, Megalacito baséfilo.
9, Cristal de hemoglobina C. 10. Dianocitos o «targat cellss,
11, Polqullocitos en forma de gota. 12, Esferocitos, 13, Retlcu-
locitos (tinclén con nuevo azul de metileno). 14, Estomatocitos.

1, 2, 1 basdfilo. 3, 4, po-

0. 5, [
policromatéfilos (retlculocitaos), Tincién de Wright (x1.000).

3 16, Células on espuela o =spur cellss, 17, «Burr
cells=, o_células en chscara rota y células en casco. 18, Esquis-
. tacltos, Todas excepto la 13, con la tincién Wright (X 1.000).

Fig. 4-1. Observacién del hematie normal y anormalidades fisicas.
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promielocitos que indican una hemopatia grave. El punteado
bisofile también se presenta en exposicién centinua al plomo
{34, 99).

b) Variaciones en el tamafio.- los eritrocitos pueden ser

anormalmente pequefios o microcitos, anormalmente grandes o

macrocitos [} mostrar variaciones andmalas de tamafio

(Anisocitosis) (34, 99].

c) Variaciones en la forma.- La presencia de formas anormales se
llama Poiquilocitosis., »Reciben diferentes nombres segun la
forma que tengan (ovalocitos, esferocitos, eliptocitos, etc.).
Estas variaciones estdn presentes en la mayoria de las anemias
Y generalmente abundan en casos graves (34, 99].

d) Variaciones en la estructura.- Representadas por la presencia
de células nucleadas jovenes o inmaduras que se presentan en
anemia perniciosa o leucemia: normoblastos baséfiles,
normoblastos policromatéfilos y ortocromitices; estan
presentes en anemia. Se puede encontrar restos nucleares
(Cuerpos de Howell-Jolly, anilleos de Cabot). La presencia de
hematies nucleados indica respuesta de la médula Ssea a una
mayor demanda de hematies (34, 56, 99] (Fig. 4-1).

4.1.3. Recuento de Reticulocitos,

El recuento de los hematfes inmaduros (reticulocitos) es un
método simple y directo que evalia el grado eficaz de produccién
de hematies.Debido a la liberacién prematura o retardada de la
médula oésea y a los diferentes grados de maduracidén, los
reticulocitos no siempre reflejan 1la actividad eritroide
absoluta. Sin embargo, la facilidad con que pueden ser contados
en forma seriada en el misme individuo hace del recuento
reticulecitario en excelente método para valorar las variaciones
del grado de produccién de hematies [84, 99].
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Tincién supravital con Azul de Cresil Brillante.

Fundamento [94]1:

La tincién supravital del reticulocito con azul de cresil
brillante o nuevo azul de metileno produce agregados de material
de un color azul muy intenso que se distribuye en filamentos
reticulares, Esto es el artefacto gue da su nombre al
reticulocito y se debe a la precipitacién de RNA residual de los
hematfes inmaduros y agregacidén de ribosomas, mitocondrias y
otros ‘organelos que provocan estos colorantes.

Material:

Portaobjetos de cantos pulidos (limpios y desengrasados).
Gasas.

Gradillas metalicas para tubos de 10 x 75 mm.
Pipetas Pasteur.

Microscopio optico (Bimocular Rossbach).
Tubos de ensaye de 10 x 75 mm.

Material Bioldgico:
Sangre completa fresca.

Ractivos (Anexo 1):
Colorante azul de cresil brillante o nuevo azul de metileno.

Método [94]:

Homogenizar perfectamente la sangre

Con una pipeta Pasteur colocar una gota de sangre en un tubo de
10 x 75 mm y adicionar dos gotas de colorante y mezclar. Dejar
reposar a temperatura ambiente 5 nin.

Realizar una extensidén con la mezcla sangre-colorante, como
para una tincién de Wright. Dejar secar al aire.

Lealizar la lectura con objetivo 100x/aceite de in@ersién,
escogiendo la zopa del frotis donde no haya superposicién
de hematies.

Contar %500 células (eritrocitos y reticulocitos) y sacar el
porcentaje de reticulocitos en ese total de células.
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Valores de referencia: . -
0.5 a. 2.0 % [94]

Interprecacidh:

Aumento: La reticulocitosis ocurre después de una hemorréqia
aguda o hemdlisis y como respuesta al adecuado tratamiento de las
anemias. Valores mayores al 3% son caracteristicos de las anemias
hemoliticas (AH) donde el hierro proveniente de la destruccidn
del eritrocito considerablemente aumentada permite valores altos
de produccidn de la médula dsea {32, 84, 94].

Risminucidn: Reticulocitopenia'asociada a un trastorno de
maduracidn de los hematfes supresién eritropoyética,
inmunodestruccidén de precursores de hematies o provision
deficiente de hierro [32, 84, 99].

4,1,4, Indice Reticulocitario,

- El indice de produccién de reticulocitos (IR) es una medida
de la produccién efectiva de los hematies. Su férmula es la
siguiente:

Hto. paciente

% de reticulocitos x —
IR = X Hto. normal

%)

2 (tiempo de maduracion del reticulocito, en dias)

Tabla 4.2, Relacidn del Hto. corregido, % reticulocitos e IR.

% Hto. X &% Hto. $ Reticulocitos - IR
Hombres 47 a 55 51 0.5 a 2.0 0.24 a 1.07
ujeres 42 a 48 45 0.5 a 2.0 0.23 a 1.06

(*)Correccion de Hto.
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Una vez que se ha corregido el recuente de reticulecitos por
el Hto. se divide por 2 para corregir el mas largo tiempo de
maduracién de los reticulocitos liberados prematuramente de la
médula ésea para dar lugar al Indice de produccién [99).

Valores de referencia:

Hombres 0.24 a 1.07
Mujeres 0.23 a 1.06
Interpretacién:

" Los valores mayores de 2 son caracteristicos de las anemias
hemoliticas donde el hierro proveniente de la destruccién del
hematie considerablemente aumentada, permite valores altos de
produccidén de la médula dsea [32]. Este indice de reticulocitos
es de gran ayuda en la separacidén de los defectos proliferativos
y de maduracidn mediante una valoracidn simultanea de la relaciédn
Eritropoyetina/Maduracién de la médula Ssea (E/M). En las anemias
hipoproliferativas y hemoliticas, la relacién E/M de la médula
disminuye o© aumenta en forma paralela a la respuesta del
reticulocito., Aungue el recuento de reticulocitos aparece
aumentado ya desde el comienzo de la anemia el IR no se eleva
hasta los 3 a 5§ dias. Un nivel completo de la produccidén de la
médula &sea medido por el IR sélo se consigue al cabo de 8 a 10
dias, momento en el que la hiperp]:asia hemdtica de la médula
y el IR tienen la misma magnitud. El maximo nivel de produccién
de hematies que se obgerva hacia el décimo dia después de la
hemorragia estd condicionado por la integridad de la médula, la
cuantia de estimulo anémico y por los aportes de hierro a 1la
médula (Tabla 4-3) [84, 99].
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[Tabla 4-3. Respuesta del IR.frente-a:una- Hemorrﬁgia aguglai'[sgl';.‘v

6 hrs.  1ata 2°23°dias ~ 5 dias . 10 dfas
Policromasia Comienza swr%zu‘
Relacién E/M 1/3 173
medular C

Indice de 1
Reticulacites

4,2, PRUEBAS ESPECIFICAS,

las pruebas tradicionales como las . de concgntracién de
bilirrubina directa en el suero, excrecién de urobilinégeno,
concentracidon de haptoglobina sérica y antiglobulina de Coombs,
entre otras, por si solas no constituyen indices sensibles de
Anemia hmolftica (AH). Ocasionalmente la hemoglobinuria y 1la
hemoglobinemia pueden sugerirle al médico un trastorno hemolitco.
El recuento de reticulocitos es la prueba que daebe usarse
inicialmente para identificar si una anemia es el resultado de
hemolisis. La presencia y el grado de hemdlisis generalmente
pueden deducirse en base al indice de reticulocitos (IR) y a la
concentracidn de hemoglobina en sangre [49]. Por lo anterior, es
necesario llevar a cabo una serie de pruebas para confirmar o
descartar el trastorno hemolitico presente. Para llegar al
diagnostico correcto se propone la siguiente clasificacién de
pruebas (Tabla 4-4) [49):
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iTabla?4.l; Pruebas de laboratorio usadas en el diagndstico de AH.

1

II)

III)

Iv)

v)

vI)

VII)

" PRUEBAS PARA DETERMINAR HEMOLISIS.

a) supervivencia del hematfe marcado con ¢r°l.
b) Haptoglobina sérica.
c)Hemopexina del plasma.

PRUEBAS PARA DETERMINAR HEMOLISIS INTRAVASCULAR (HI).

a) Hemoglobina del plasma.

b) Metahemalbiimina del plasma.
c) Hemoglobina de orina.

d) Hemosiderina de la orina.

PRUEBAS PARA DETERMINAR UNA ENFERMEDAD HEMOLITICA

~ INMUNITARIA.

a) Prueba de antiglobulina de Coombs.
b) Titulo de aglutininas frias.

PRUEBAS PARA DETERMINAR HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA
NOCTURNA.

a) Prueba de hemdlisis con sacarosa.
b) Prueba de hemdlisis acida de Ham.

PRUEBAS PARAMA DETERMINAR ESFEROCITOSIS HEREDITARIA.

a) Fragilidad osmética.
b) Autochemdlisis.

PRUEBAS PARA DETERMINAR DEFICIENCIAS ENZiHATICAS DEL
HEMATIE.

a) Valoracion de piruvato cinasa (PC)
b) Vvaloracidn de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G-6-PD) .

PRUEBAS PARA DETERMINAR UNA HEMOGLOBINOPATIA.

a) Electroforesis de hemoglobinas anormales.

b) Prueba para determinar hemoglobina falciforme (HhS).

¢) Prueba de hemoglobina dlcali-resistente (3% HbF).

d) Prueba de estabilidad de hemoglobina al calor
(hemoglobinas inestables).
i)Método microscépico: Cuerpos de Heinz en

henoglobinas inestables.

e) Prueba de solubilidad para hemoglobina (HbS y HbC

son insclubles).
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4.2.1, Pruebas para Determinar Hemdlisis.

4.2.1.1. Supervivencia del Hematie a exr™ (Na“c:oﬂ.

Un acortamiento en 1la supervivencia de 1los hematies
constituye la definicidn de hemdlisis. Las mediciones directas de
la velocidad de destruccién del hematie (longevidad) pueden
llevarse a cabo en el hombre determinande la rapidez de
desaparicién de sus propios hematies marcados con material
radiactivoe. Las técnicas de supervivencia del hematie con
Na®'cros han ayudado bastante a comprender las AH. La prueba es
una medicién especifica y sensible de la supervivencia del
hematie, pero rara vez es necesaria para la evaluacién de un
trastorno hemolitico. Es dificil practicarla, requiere varios
dias para completarse, implica la administracién de radiactividad
y su costo es elevado {34, 38, 49].

Fundamento [94]):

El cromo radiactivo en forma de ion cromato (ﬂCrO4) penetra
rdpidamente y marca a los hematfes., Cuando los hematies marcados
con cromo in vitro son inyectados por via intravenosa, su
dilucidn inmediata proporciona una medida directa y muy exacta de
la masa de hematies total. El subsiguiente ritmo de desaparicién
de la reactividad es una medida de la vida media del hematie y
las detecciones externas para )la radiactividad pueden poner de
manifiesto los lugares mas importantes de destruccidn del hematie
(Fig. 4-2 y Tabla 4-5).

Valores de refererencia:
Tiempo de los hematies marcados con Sler = 25 a 32 dias.

Corresponden a una vida celular hematica comprendida entre 100 y
120 dias [99].

Interpretacidn:

El ritmo de elucién del cromo a partir de las células con
HbS © HbC se ha encontrado considerablemente superior respecto a
las células normales, mientras que el ritmo de elucién de los
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Diagrama de flujo representando el estudio de la vida
wedia de los hematfes por medic de S'cr.

1) MARCADO DE HEMATIES IN VITRO.

£
C : 7/{[/////’ .
IO ¢ by G
2

2) TOMAS DE MUESTRAS. DETERMINACIONES.

137 dfa: 30 min. 100 %
2° a 6° dia: cada 48 hrs. —_
7° a 30° dia: cada 4 dias

3

' DETECCIONES EXTERNAS

Zona Cardiaca
Zona Hepatica
Zona Esplénica

{*) NaaCr‘“(‘)c: 50 a 100 ucC. Act. esp.:450 mC mg.
" Solucidn Strumia: Citrato sédico, dc. citrico y dextrosa.
(&) 100 mg. ac. ascorbico.

Fig. 4-2. Técnica de la cinética del hematie mediante marcado de
los hematies c¢on cromo radiactivo, mediclones de reactividad de

estos hematfes y detecciones externas (Domenech, Setoain y Monné)
{18).

hematies con Hemoglobinas A=~S, A-C o HbF son normales. Los
hematies inmaduros (reticulocitos) tienen una afinidad mayor por
el 5lC!x: que las ceélulas maduras, dando lugar a un error potencial
en la medida de la vida media del hematie de los pacientes con
Anemia Hemollitica. En la enfermedad de la Hb H de las medidas de
la vida media pueden ser asimismo errdneas debido a gque las 4
cadenas 8 presentan una afinidad por el crome mayor que las 2
cadenas B de la Hb A {99]. '
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Ebln 4-5. Detecciones” externas usando 'Cr. Principales
. hallazgos en las Anemias Hemoliticas [99].

TIPO VIDA MEDIA DEL HEMATIE CAPTACION ESPLENICA
Anemia hemolitica Notablemente acortada Elevada
Esferocitica l l l 1 1 T
AH Autoinmune Normal o acortada Noimal o Elevada

. cl. o T
A. Hemolitica Acortada Elevada
de otros

tipos. loll 1011

Observaciones:

1) La adicidén de &clido ascérbico puede alterar hematlies con
defectos metabdlicoes intrinsecos, tales como el déficit de
G-6-PD. En tales situaciones, el exceso de cromo debe ser
extraido mediante el lavado Yy no mediante la conversién por
transformacidn es ascorbato.

2) . E1 exceso de croi? tieme un efecto nocive sobre los
hematies. Cuando se afiade en proporciones superiores a los 10 a
20 pC.Cr/ml de hematies, 1la Hb se oxida parcialmente, 1la
glutatién reductasa se inhibe, y la vida media del hematie
resulta acortada in vivo.

3) El exceso de ACD (Acido-Citrato-Dextrosa) que es el
anticoagulante preferido para el marcaje de células con cromo
puede proporcionar una vida media acortada artificialmente, sobre
todo en la microesferocitosis congénita y en la Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna (HPN).

4) La determinacién de la vida media con S'or tawbién esta
enmascarada por el aumento de ,la incorporacién del isdtopo por
las células jovenes [89].
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4.2.1.2. Determinacidn de Haptoglobina Sérica.

El nombre de haptoglobina viene del griego haptein (fijar)'y
globina o fraccidn proteica de la hemoglobina, se han encontrado
grupos con diferencias en la composicién de haptoglobinas,
considerindoseles como grupo © marcador sérico, y se le denomina
por la sigla Hp. La sintesis de Hp tiene lugar en e) higado con
una vida media de 2 dfas, existe en proporcidén de 1.4 g/l de
plasma [18, 54, 99]. )

Snmithies (1955), encontrd 3 grupos distintos de
haptoglobinas viendo que se trataba de 2 genes alelomorfos y
codominantes denominandolos Hpl Y sz, con lo cual resultaba 3
fenotipos: Hp 1-1, Hp 2-1 y Hp 2-2 de acuerdo con las bandas en
que se separaba en 1la electroforesis sobre gel de almidon [18,
99]. La molécula de Hp contiene 2 tipos de cadenas (a y B), y las
variantes de la primera son las que condicionan 1los grupos
fundamentales de las Haptoglobinas, 1la cadena g no variara en
estos tipos.

" La funcidn de esta proteina es la de unirse
irreversiblemente con los dimeros de Hb, formando el complejo
Haptoglobina-Hemoglobina (Hp~-Hb) gue no pasa por el filtro
renal. Este complejo resultante impide la excrecién renal de Hb
plasmdtica y estabiliza la ligadura del heme y la globina, y con
ello evita unas pérdidas gue serlan pequefias perc constantes por
la orina. No obstante cuande el nivel de Hb sérica alcanza cifras
superiores a los 125 mg/l00ml aproximadamente, va pasa a la orina
[18, 38, 54]. Cuando la Hp es eliminada como el complejo Hp-Hb su
concentracién en el plasma disminuye con la hemdlisis (56, 99].

Se emplean algunas técnicas para medir }a cantidad de
haptoglobina presente en el plasma, entre éstas se jincluyen las
técnicas quimicas, filtracién en gel de Sephadex o Inmunodifusidn
radial, asi como técnicas electroforéticas en papel, gel de
almidén, gel de poliacrilamida y mis recientemente en gel de agar
[993}.
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Fundamento (Owen Yy col. 1960) [56, 99]:

Las haptoglcobinas del suero se combinan con metahemoglobina
(MetaHb) para formar un complejo Hp-MetaHb, que se mide a través
de su efecto catalizador (de tipo peroxidasa) sobre la oxidacidn
del guayacol por el perdxido de hidrogéno, para dar
tetraguayacol. La cantidad de Hp se expresa en términos de
MetaHb.

Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Pipetas serolégicas de 1, 2 y 5 ml.

Gasas‘ '

Bafio de incubacién a 25°C con tapa (Serial No. A 16145).
Termdmetro (0 a 100°C).

Espectrofotdmetro (Bausch & Lomb Spectronic 20).

Celdas con 1 = 1 cm.

Gradillas metilicas para tubos de 13 x 100 mm.

Material Biolbgico:
Suero del paciente.
Mezcla de sueros frescos normales.

Reactivos (Anexo 1):
Cloruro sddico 0.15 M.
Soln de Metaib,
Reactivo de Guayacol.
H202 0.05 M.

Método (56, 99]:

Diluir 0.5 ml de suero fresco del paciente con 2 ml de solu-
cién salina ¥y colocar 1 ml de la dilucidén del suero en 2 tu-
bos, rotularlos como P (problema) y B (blanco).

En el tubo P adicionar 1 ml de la solucidn de MetaHb y en el
tubo B 1 ml de agua destilada.
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simultianeamente preparar las diluciones coffésﬁondientes*de
l1a mezcla de sueros para la curva de calibracién:(C,C.). gl
Serie A: Preparacion de la e, c. (mezcla de_‘sueros) (volumen en
ml)

~TUBOS b 3 2 3
-Soln. 1 1 1.

MetaHb. ) R AR
-Mezcla o 0.1 0.2 0.3-°0.4 :.0.57%
sueros. oLl TR
-SSF. 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5

Volumen total: 2 ml para cada sistema.

serie B: Preparar los siguientes sistemas: - -
~TUBOS 1’2 3 4 5 6 77 8. 9. 10 ,11 P B Bc
-Reactivo de . ¢ : Ll

Guayacol (ml) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Mazclar e incubar a 25°C/10 minutos. Bs indispensable tapar
los sistemas. : R

De las diluciones B, P y de la C.C. adicionar 0.1 ml de cada
una a los correspondientes tubos puestos en el bafio de agua a
25°C. El tubo Bc recibe 0.1 ml de SSF.

Afiadir 1 ml de perdxido de hidrdgeno, inmediatamente mezclar.
incubar durante 8 min.

Leer las D.O. a 470 nm. Para la curva de calibracidn ajustar
con el tube Bc a cero de absorbancia y leer la serie de C.C. -
Ajustar nuevamente con el tubo B y leer el tubo P.

Las lecturas se registran graficamente frente a la cantidad de.
suero de c/u de los tubos de la C.C. Interpolar la D.O. del
tubo P.

El punto de inflexion de la curva cbtenida, a partir del cual
ésta se hace plana, indica 1la cantidad de mezcla de suero no
diluido que fija toda la MetaHb presente, puesto que la adi-
cién de mas suero no significa influencja alguna en las lectu-
ras. La lectura en este punto corresponde a una capacidad de
fijacidén de MetaHb de 50 mg/dl.

Debido a que el suero problema se diluye 1:5, las lecturas
coiresponden a un contenido de Hp de 250 mg/dl (Metalb)
(Fig. 4=3).
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S ! '

250 mg/$00ml
Mezcla de sueros (ml)

qu.t.a.Curva défc,a}i'i'b-i:a'chién para las Haptoglobinas.

Valores de referencia:
La concentracion media de Haptoglobina en suero expresada
como Metalb fijada es de: 100 mg/100 ml.
Intervalo: 30 a 200 mg/100ml [18, 56, 99].

Interpretacién:

Los niveles de haptoglobina son fisioldgicamente bajos en
recién nacidos de hasta un mes, edad a la que se alcanzan niveles
adultos. Hay deplecion adquirida de Hp en 3la enfermedad
hepatocelular aguda y cronica, casos raros de haptoglobinemia
congénita, hemolisis intravascular y extravascular aguda y
cronica, reaccién hemolitica de transfusién sanguinea y
hemorragia tisular. La Hp disminuye rapidamente en respuesta a
cantidades incluso pequefias de lisis intravascular (lisis de 10
ml de hematfes disminuye el nivel, en unos 100 mg/dl,
deprimiéndolo asi hasta una concentracién de casi cero). Después
de un episodio hemolitico el nivel minimo de Hp se alcanza unas 8
horas mids tarde. Aunque no haya mas hemdlisis el nivel de Hp
continia deprimido durante varios dias porque pueden ser
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necesarias hasta 2 semanas para gque la sintesis hepdtica
reestablezca los niveles prehemoliticos (84, 99).

La concentracién de Hp aumenta hasta 6 a 8 veces los valores
normales en el embarazo, después de 1la administracidén de
‘esteroides y andrégenos {anticonceptivos orales), estados
asoclados a necrosis de tejidos (infarto al mwiocardia,
inflamacién) y en procesos malignos. La mayor sintesis de Hp
puede enmascarar la depresidén hemolitica de Hp, de medo que los
valores de Hp obtenides en 1los estados mencionados deben
compararse con los niveles de otros reactivos de fase aguda
(¢-1l-antitripsina o a-l-antiquimiotripsina). También es util 1la
comparacidén de niveles prehemoliticos y posthemoliticos de Hp
[84]. La variabilidad de valores en cierto grupo de enfermedades
como en hiperesplenismo y anemia megaloblédstica puede estar
relacionada a los sitios particulares de destruccién de hematies
y el grado variable de liberar la hemoglobina intravascular [54].

Observaciones:

1) Los sueros no deben estar hemolizados.

2) Toda la cristaleria utilizada debe ser completamente libre de
hierro.

3) La solucidén de perdxido de hidrégeno al 0.05 M debe
conservarse en el refrigerador en un frasco de plastico.

4) El color desarrollado durante la reaccién (tetraguayacol)
dismimuye lentamente si se expone a la lui, por lo que la
tapadera de bafio debe estar cerrada durante el desarrollo de
la coloracién y 1los tubos deben de ser guardades en’ la
oscuridad hasta la realizacion de las leclturas [18, 56].

4.2.1.3, Determinacién de Hemopexina (H) Plasmitica
(Mancini, Fahev y Mackelwey, 1965).

La disociacién de Hp plasmatica libre puede originar grupos
metaheme libres que Se unen a una f-globulina especifica: La
Hemopexina (Hx). Esta es sintetizada en el higade y tiene una
menor ‘afinidad de unién a la hemoglebina que las haptoglobinas,
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Su. concentracidén estd reducida en -los desdrdenes hemoliticos
{32). . )
El complejo molecular hemopexina-metaheme también es
aclarade por el Sistema Reticulo Endotelial. Cuando la hemcpexina
estd saturada por completo se forma otro complejo proteico
denominade metahemalbimina (S0, 99].

Fundamento (76]:

Los niveles de Hx plasmitica se determinan por el método de
Inmunodifusidn Radial (IDPR). En la prueba de IDR, uno de los
reactantes, por lo comin el anticuerpo (anti-Hx humana) es
uniformemente distribuido en una capa de gel de agar o agarosa,
mientras que el otro reactanté, usualmente el antigeno
(Hemopexina) se introduce en concavidades circulares practicadas
en gel. El1 antigeno difunde en forma radial en la mezcla
gel-anticuerpo, formando un anillo visible de precipitado en un
punto gue depende de la estequiometria antigeno-anticuerpo. A
medida que difunde hacia afuera el antigeno, el anillo de
precipitacién se disuelve en exceso de antigeno y reaparece en
una distancia mayor de la concavidad. Este incremento en el
diametro del anillo de precipitado continia con el tiempo hasta
que el antigeno y anticuerpo alcanzan el equilibrio. En el
equilibrio el diametro-‘del disco es directamente proporcional a
la cantidad de antigenp originalmente colocado e inversamente
proporcional a la concentraciéon de anticuerpé. Los resultados
obtenidos con las muestras deben compararse con los de la curva
estiandar que se incluyen en cada corrida (Fig. 4-4).

Valor de referencia:
50 a 100 mg/100 ml [80].

Interpretacién:

Los valores de Hx en lactantes se aproximan a los valores de
los adultos al finalizar el primer afio de vida. En las
enfermedades hemoliticas no s8dlo se remueve del plasma
haptoglobina si no también hemopexina asociadas & grandes
concentraciones del heme en las anemias hemoliticas hereditarias,

63



La disninucidédn es mas marcada en talasemia mayor, y no tan
pronunciada en talasemia drepanocitica o enfermedad de este
dleime tipo. La concentracidn de hemopexina mejora (peroc no se
normaliza) después de la esplenectomia.

24 nr's: Se

mantiene el . Equilibrio=-

x¢eso de Ag Disco Estabi-
TR lizado,

Tiempo cero’
‘Exceso:de’ Ag

TrcatutiTo BIL Ad

Aumento, vde,l _@idmetro del
disco.”

Fig.. 4-4. Representacion esquemdtica de Inmunodifusién Radial
[763. .

Como los episodios hemoliticos incluse menores provocan
deplecién de 1la concentracién plasmatica de haptoglobina, la
evaluacién de 1la menos 1dbil concentracién plasmitica de
hemopexina puede ofrecer una prueba apropiada para hemdlisis
crénica (84).
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4.2,2. Pruebas para Determinar Hemdlisis Intravascular.

4.2.2.1. Determinacidén de Hemoglobina en el Plasma. (Naumann,
' H.N. 1964)

El proceso de destruccidn de hematies particularmente en
estados patoldgicos puede tener lugar a traves de 2 vias y el
proceso no es usualmente del todo intra o extravascular. El punto
final es casi siempre extravascular como el resultado de 1la
acaparacion del previo dafio a las celulas por el sistema
reticuloendotelial. La desconpesicién catabdlica de la Hb en este
sitio resulta de la conversion del 65 al 80% del heme a
biliriubina [32). Normalmente existe escasa cantidad de
hemoglebina en el plasma, pero cuando hay un proceso hemolitico
puedé aumentar, si bien pronto se transforma a bilirrubina [18].

Fundamento {89]:

El método se basa en la propiedad quimica de la hemoglobina
de catalizar la rdpida oxidacidén de ciertas diaminas aromiticas
por perdxido de hidrdégeno. La amiha gue se usa mds comunmente es
la bencidina. Esta amina se oxida a una serie de formas quinoides
¥y que inicialmente tienen color verde a negro azulado, pero que
con el transcurso del tiempo se transforman en color rojo, que es

el color mas estable para medirse espectrofotométricamente a 500
nnm.

Quinoides

—He—me—> + 2 H20

NH2 NH
H* @ 0
+ H202
NH

50
b
=

Azul de bencidina
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Haterial:

Tubos de esaye de 15 x 150 mm.

Gradillas metalicas para tubos de 15 x 150 mm.
Pipetas seroldgicas de 10 ml.

Pipetas seroldgicas de 1 ml (1/100).

Eapectrofotdmetro (Bausch & Lemb Spectronic 20).
Celdas i =1 cm,
Gasas .

Material Bioldgico:
Sangre completa.

Reactivos (Anexo 1):

Reactivo de bencidina al 1% p/v en acido acético.
Perdxido de hidrégeno al 3% v/v.

Estandar de hemoglobina 0.5 mg/100 ml.

Testigo de bencidina.

Acido acético glacial al 20% v/v.

Hetodo {89]:

Obtener el plasma y centrifugar 3 veces a 5000 rpm/10 min, °

Diluir 1 ml del plasma con 2 ml de agua destilada, mezclar Y.
seguir el procedimiento: R .

TUBOS “B BRI - ST

Plasma diluido (ml) 0.25° 0.25.  0.25
H202 3% (ml) 0.25 © 0.25 -

MEZCLAR BIEN Y DEJAR EN REPOSO DURANTE 10 MINUTOS (%)

Testigo bencidina (ml} .. 0,50 . (ii-= 0.50
std. de hemoglobina (ml) & == " +0.50 N .
H202 3% (ml). == e 10425 | (AR}

Acido acético glacial -~ 10.0° T 1c.0

(ml)

Tapar los tubos y mezclar por inversiédn. Tomar las lecturas
de los tubos § y T frente a B (%%*). Leer & 500 mm.

Motas en fa-sigulente hola.
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Notas del Método.

(*) Este paso permite corregir por interferencia del plasma,
al inhibir selectivamente la reactividad de la hemoglo-
globina del plasma en las mezclas de reaccién estandar y
testigo.

(**) Cuando se agrega el H202 después de la bencidina, ocu-
rrira la reaccion de azul de bencidina.

(**%) Si la absorbancia de la muestra en el sistema T es dema-
siado alto se repetira el trabajo con una dilucidn 1:10
a 1:20 del plasma original.

Calculo:

En el procedimiento se compararid 0.25 ml de una solucidn 1:3
de suero con un estandar de 0.50 mg/100 ml, por consiguiente:

L AL 0.50
mg Hb en plasma/100 ml = s X 9.25 * 0.50 x D
AT
= i3 x D

Donde:

D = Dilucidn realizada en el plasma (1:3).
At = Absorbancia del problema.

As = Absorbancia del estandar.

Valor de referencia:
0.50 a 2.5 mg Hb plasma/100 ml [89).

Interpretacién: .

La cifra esta aumentada an las Anemias Hemoliticas (5 a 65
ng/i00 ml), en las que existe cierto grado de hemdlisis
intravascular; sindromes hemoglobiniricos (20 a 250 mg/100 ml),
paludismo, favismo, sindrome de hemdlisis por criohemolisinas,
después de transfusiones mal toleradas (15 a mas de varies
cientos &e mg/100 ml) [18, 89].

En menor cantidad se pueden hallar aumentos en casos de
anemias de células falciformes, anemias mediterrineas, por
anticuerpos calientes, etc. Siempre debe de considerarse com® un
signo de hemdlisis, si bien cuando esta hemdlisis tiene lugar en
los sitios neormales y sin gran intensidad puede ng aparecer
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aumento de esta hemoglobina plasmidtica [18].

Observaciones:

1) Teda la cristaleria a usar debe estar exenta de hierro,

2) Los plasmas deben estar libres de henmdlisis. '

3) Una elevacidén de 5 a 10 mg da al plasma un color
amarillo-naranja. Con un aumento mayor, el color adguiere un
tono rosado.

4) Debe tenerse cuidado al manejar la bencidina debido a que es
un material carcinogénico. ]

5) Las proteinas del .plasma inhiben la reaccién del rojo de
bencidina, en el prbcedimiento precedente se agrega proteina
al estdndar (S) de modo que el efecto de inhibicidén sea
idéntico en los tubos estandar y de la muestra desconocida
[89].

4.2.2.2. Determinacidén de Metahemalbimina del Plasma.

La metahemalbimina (Mha) en el resultado de la oxidacién de
la Hb plasmatica libre a metahemoglobina (hierro trivalente), 1la
cual se disocia en heme y globina. El heme forma complejos con
hemopexina y también con albimina para formar metahemalbimina la
cual imparte color pardec al suero [84].

La Mha aparece en el té&rmino de 5 horas del inicio de 1la
hemélisis intravascular y persiste durante mas de 24 horas. En
cambio la Hb y la MetaHb suelen eliminarse en 6 a 12 horas. Por
consiguiente habria que investigar la presencia de Mha, si se
sospecha gue unas horas antes se haya producido un episodio de
hemdlisis intravascular, ej. una reaccidn post-transfusional [72].

Fundamento (Schumm, 1912) [56]:

Si la concentracion de Hb libre en el plasma es tan grande
gque no puede ser fijada completamente por la haptoglobina, el
exceso se transforma en metaheme, y se combina cnn una alblimina
plasmatica formando 1la Mha (o ferrihemalbimina). Se puede
reconocer, la presencia de Mha'a través de un hemocromdgenc que
se produce con el sulfuro de amonio.
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Material:

Gasas.

Tapones de plastico.

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. .
Espectrofotdmetro (Bausch & Lomb Spectronic 20).
Celdas para espectrofotometro con 1 = 1 cnm.
Pipetas serolégicas de 1.0 ml. '
Pipetas serolégicas de 5.0 ml.

Haterial Biolégico:
Sangre completa.

Reactivos (Anexo 1):
sulfuro de amonio concentrado (NHa}2S 20% v/v.

Hidréxido de amonio concentrado (NHiOH).
Eter.

Método (56]:

Obtener plasma libre de hemdlisis mediante centrifugacién a
2500 rpm / 10 minutos.

En un tubo colccar 3.0 ml de plasma fresco. Leer la banda de
absorcidn a 576 nm para investigar la presencia de Hb ¥y a 630
nm para la Mha, (esta (ltima banda puede ser escasa).

Adiclionar una capa de éter (1 cm).

Afiadir 0.3 ml de sulfuro de amonio (NHs}25 y 3 gotas de
amoniaco concentrado.

Agitar y esperar la separacién., Leer:;

Si hay Mha presente, la banda de 630 nm (roja) desaparecera y
una banda densa de 558 nm (verde) aparecera. El1 tubo debe
examinarse inmediatamente puesto que al estancarse el sulfuro

tendera a producir sulfohemoglobina con una banda de absor-
cidn en los 618 nm.
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Interpretacion.
1) Normalmente no .se encuentra presente en el plasma, pero puede
' detectarse como secuela de un episodio hemolitico cuando hace
';tiempo gue 1la hemoglobinemia y la hemoglobinuria han
desaparécido [(8o0].
'2) Aparece cuando’ la Hb ha saturado ya la haptoglobina y 1la
fraccidn beta-l, en:
a) Los procesos con hemdlisis intravascular rapida, pero esti
‘ausente en la hemdlisis extravascular (ictericia hemolitica
. familiar, talasemia, anemia drepanccitica, etc.).
h) Pancreatitis aguda, sobre todo en su forma hemorragica.
c) Embarazo ectdpico, escorbuto, trombosis mesentérica,
hematoma intra-abdominal y estrangulacién intestinal [4].
3) 5i coexiste insuficiencia hepatica y hemdélisis intravascular,
se eleva notablemente la metahemalbuminemia (4].

4.2.2.3. Determinacion de Hemoglobina en Orina.

En diversas circunstancias patoldgicas puede encontrarse
pigﬁento hematico en la orina, bien porque éste ha sido eliminado
directamente por el riindén (hemoglobinuria), debido a destruccidn
excesiva de hematies (ictericias hemoliticas), o bien por 1la
destruccién de los hematies que fueron eliminados por la orina
(hematuria sintomatica de tumores renales, litiasis, tumores de
vias urinarias, =tc.) [18].

La hemoglobinuria es consecuencia de un aumentc brusco y
transitorio en la concentracion de la hemcglobina plasmatica, que
casl siempre se debe a hemdlisis intravascular (34]. Cuando el
nivel de hemoglobina crece en el plasma sanguineo (crisis
hemoliticas), el glomérulo renal deja pasar hemoglobina, pero el
tubo renal es capaz de captarla y transformarla, por una parte,
en bilirrubina (que pasa a la sangre), y por otra, en
hemosiderina, que en forma de granulos es eliminada por la orina.
Pero cuando la hemoglobinemjia sobrepasa el umbral de eliminacidn
de 1.35 g/l de plasma, los tubos renales no son ya capaces de
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transformar toda la hemoglobina gque ha pasado a través del
glomérulo, y aunque parte de esta hemoglobina es transformada,
otra parte se elimina sin transformar; asi esta hemoglobinuria
verdadera se acompafia slempre de una cierta cantidad de
hemosiderinuria [18].

Método de las Tiras Reactivas.

Fundamento [84]:

Las pruebas con tiras reactivas de inmersién para
hemoglobina en orina se basan en que la hemoglobina actia como
una peroxidasa y cataliza la oxidacién de la o-tolidina con
perdxido dando color azul.

Material:
Tiras reactivas.

Haterial Bioldgico
Oorina

M&todo [18]).

Resuspender el sedimento urinario.

sumergir una tira reactiva en. la muestra biolégica.

Sacar la tira y efectbar la lectura por comparacién con la
escala correspondiente.
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Método de Adler (Prueba de la bencidina).

Fundamento [18]:

El método se basa en el poder oxidante del perdxido de
hidrdégeno sobre la bencidina, ¢ataliza 1la reaccidn por la
hemoglobina presente, La bencidina es oxidada a una serie de
formas que dan la coloracidn caracteristica a los pocos segundos.

Quinoides

r T

+ H202 —"r>

Home + 2 H20

© <>
) ©)

NH2

Azul de bencidina

Material:

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm.

Pipetas seroldgicas de 2.0 ml.

Gradillas metdlicas para tubos de ensaye de 13 x 100 nm.

Material Blologlico:
Orina.

Reactivos (Anexo 1):
Bencidina (r.a.).
Hz02 de 12 vollmenes.
Acido acético.
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Método [18]:

colocar en un tubo de ensaye 0.10 g de bencidina: (r.a.):.
mas 2.0 m)l de &cldo acético., (corresponde a una_ soluci
saturada) .

Afiadir 10 gotas de Ha0a2 de 12 volimenes,

Adicionar 4 gotas de orina resuspendida.
En caso positivo apareceri una coloracidn azul verdosa y mas
o menos intensa a los pocos segundos.

Informe de resultados:
Negativo.

Interpretacién:

Despuds de un episodio hemolitico intravascular se excreta
hemoglobina en la orina si se excede la capacidad ligadora de
haptoglobina sérica (100 a 200 mg/dl de Hb). La Hb excratada en
la orina se reabsorbe y se cataboliza en las células
tibulorrenales hasta exceder su umbral (90 a 100 mg/dl) con la
aparicién de Hb libre en la orina (hemoglobinuria) (84].

La hemoglobinuria suele deberse a hemoglobinemia por
accidente hemolitico intravascular, a veces es causada por
desintegracién de los hematies dentro de las vias urinarias,
generalmente en la vejiga [56].

4.2.2.4. Determinacién de Hemosiderina en Orina.

cuando 1los hematies dejan escapar hemoglobina, ésta es
desdoblada por ciertas regiones de la mitocondria (siderosomas)
de las células (sobre todo los histiocitos) en hematoidina
(hemoglobina sin hierro) y hemosideripa (hemoglobina con hierro).
Este (ltimo compuesto contiene hidréxido férrico (Fe(OH)2) unido
a una proteina (ferritina) (56].

Desde el momento en que los hematies dejan escapar la
hemoglobina hasta que aparece la hemosiderina , pasan de 2 a 3
dias. La hemosiderina (Hs} es un pigmento granuloso, pardo
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amarillento-o dorado; es insoluble en dlcalis, pero es soluble en
dcidos. Después de la fijacidén en soluciones de formaldehido, se
disuelve lentamente en los Aacidos diluidos; por lo tanto, 1la
fijacidén con formol en suero fisioldgico puede, después de un
tiempo, producir la desaparicidn completa de los depdsitos de

hemesiderina, con excepcién de los mayores [56].

Fundamento ([56]:
(Modificacidn de Gomori a la reaccién de Perls del azul de prusia
para la hemosiderina).

La hemosiderina puede ser captada por las células del
epitelio tubular renal, que se cargan con hierro, descamandose
posteriormente en la orina donde pueden ser descubiertas por
tincidén del sedimento urinario mediante la reaccidén del azul de
Prusia (siderinuria) [102].

El método se fundamenta en la combinacion del hierro
inorganico con el ferrocianure de potasioc en solucién acida para
formar ferrocianuro férrico (Azul de Prusia):

4FeCla + 3KiFe(CN)s ——> Fed(Fe(CN)e)3 + 12 KC1  [56]
Mateérial:
Portaobjetos.
Cubreobjetos.
Centrifuga (Modelo J-12).
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
Gradillé metdlica para tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
Pipetas seroldgicas de 5.0 ml.
Microscopio éptico (Binocular Rossbach).
Guantes.

Material Biolégico:
Orina.

Reactivos (Anexo 1):

Colorante azul de prusia.

Ferroclanuro de potasio al 2.0%. T ”n} RS
HCl al 1.0%. '
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Método del portaobjetos [56]:

. - oy
SIS I it

Centrifugar una muestra Jde “orina de’ la mafiana a
2000 rpm / 5 min. : Lo :

Decantar el sobrenadante.ﬁié‘

Colocar una gota del sedimento urinario en un portacbijetos y
afiadir una gota del colorante azul de prusia,

Mezclar bien y. colocar un. cubreobjetos.

Observar al microscopio con cbjetivo seco fuerte (40x).

Examinar la presencia de granulos negros o azules, aislados o
dentro de las células epiteliales o de ¢ilindros, © como de-~
tritos amorfos. :

Método del tubo [56):

Centrifugar una muestra de orina (la primera de la mafiana) a
2000 rpm/5 min.

Decantar sobrenadante.

Examinar con el microscopio varias gotas del sedimento
buscande granulos marrones toscos sobre todo dentro de las
células epiteliales, '

Si se observan estos granulos, suspender el resto del sedi-
mento en una mezcla reciente de 5.0 ml de ferrocianuro
potasico al 2.0% y 5.0 ml de HCl al 1%.

Dejar reposar durante 10.min.

Centrifugar a 2000 rpm/ 5 nmin.

Decantar scbrenadante y examinar el sedimento con el objetivo
40x en el microscopio.

Los granulos toscos de hemosiderina aparecen azules en esta
preparacion.

S8i no se.tifien los granules, volver a examinar después de
30 min.
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Interpretacidn:

La hemosiderina aparece en el sedimento urinario en 1las
enfermedades gque producen una auténtica siderosis del parénquima
renal, ej. anemia perniciosa, anemia hemolitica crénica, anemia
micrbanglopitica hemolitica, pacientes politransfundidos,
hemoglobinuria paroxistica nocturna y hemocromatosis (34].

4.2;3. Pruebas para Determinar Enfermedad Hemolftica Inmune,
4.2.3.1. Anemias Hemolfticas Inmunes.

La anemia hemolitica inmune (AHI) esta definida por 1la
supervivencia acortada del hematie mediada a través de la
respuesta inmune,,gspecificamente por anticuerpos humorales (69].
Los tipos de anemia hemolitica se clasifican por el tipo de
anticuerpo producido durante la respuesta inmune (tabla 4-6).

Tabla 4-6. Clasificacidn de las Anemias Hemoliticas
Inmunes [69].

I. Anemias Hemoliticas Isoinmunes.
A) Reacciones Hemoliticas de Transfusién.
B) Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido.
II. Anenias Hemoliticas Autoinmunes.
A) Anticuerpos tipo caliente.
B) Anticuerpos tipo frio.
III, Anemias Hemoliticas Inmunes Inducidas peor Dregas.
A) Hecan}smo por haptenocs.
B) Formacién de complejos inmunes.
C) Induccién de Acs asociada con la administracién
de medicamentos.
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Mecanismos ‘de destruccién de hematies:

La destruccidon de los hematies tanto en la anemia hemolitica
isoinmune y autoinmune se lleva a cabo por uno de dos mecanismos
principales. Los anticuerpos IgM geheralmente causan la
destruccién intravascular inmediata de hematies sensibilizados o
au éecuestrb por el higado. En contraste, los anticuerpos IgG
facilitan el secuestro de hematies sensibilizados por el bazo y
su destruccidn extravascular en este sitio. Estos mecanismos
bdsicos son ilustrados por anticuerpos anti-A, anti-B y anti-Rh
[101].

'4,2.3.1.1. Anemias Hemolliticas Isoimnunes.

La isoinmunizacidn es el proceso mediante el cual el sistema
inmune de un individuo es estimulado por un antigeno extrafio con
la produccidén del correspondiente anticuerpo. ELl anticuerpo
producido por asta respuesta inmune es denominado
"jisoanticuerpo". El anticuerpo recubre a los hematies extrafios
introducides dentro de 1la circulacidn, resultando una hemélisis.
La hemdlisis debjda a isoanticuerpos es producida a través de dos
procesos [69, 77]:

A) Reacciones hemoliticas de transfusidn.
B) Enfermedad hemolitica del recién nacido.

A} nggéigngg Hemoliticas de Qransfusién:
1) Inmediatas (agudas) i) Reacciones ABH.
ii) Reacciones Rh.
iii) Reacciones ante otros
antigenos de los hematies. -
2) Tardias.

1) Reacclones hemoliticas transfusionales Inmediatas
Estdn caracterizadas por hemolisis intravascular aguda y mis
comiinmente asociadas con isointicuerpos IgM ABH, 128 cuales
activan complemento.
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El procesc de hemdlisis es iniciade por 1la unidn del
isoanticuerpo del paciente al correspondiente antigenc del
hematie del donador, el cual activa la cascada del complemento
hasta su término, causando 1lisis intravascular de les hematfes
transfundidos. El tipo inmediato de reaccién de transfusién es el
mise cominmente asociado con incompatibilidades ABH. Estas
reacciones son severas debido a la naturaleza potente anti-A o
anti-B IgM circulantes en el plasma de los pacientes ‘al momento
de la transfusidn [69].

2) Reacciones hemoliticas transfusionales Tardias (RHTT).

Resulta de una respuesta secundaria a la transfusién de
antigénos de los hematies. Esto ocurre previamente en pacientes
sensibilizados en los cuales el nivel de isocanticuerpos es
suprimido al punto de ser indetectable, después de una
estimulacidén inicial. La mayoria de los casos de RHTT, leos
anticuerpos implicados en estas reacciones son inmunoglobulinas
1gG y son usualmente demostrables en el suero de los pacientes en
las proximas 48 hrs. después de la trans-fusién, alcanzando un
nivel maximo al cabo de 6 dias. Este tipo de reaccidn es llamada
"'I‘al:'dia", debido a que da tiempo a que el paciente produzca
niveles incrementados de anticuerpos IgG que ataquen y destruyan
les hematfies transfundidos (69, 77].

B) Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido (EHRN).

La eritrcblastosis fetal es una enfermedad isoinmune. E1
anticuerpo es elaborado por la madre contra el antigeno presente
en las células fetales, pero no en sus propias células. Esto
ocurre cuando las células. fetales que son portadoras del antigeno
se introducen en 1la circulacién materna. Entonces, si el
anticuerpo es capaz de atravesar la placenta, se une a loa
hematies fetales y acorta su supervivencia [34, 69, 77, 85, B6],

La enfermedad hemolitica del recién nacido dabida a
incompatibilidad de Rh es consecuencia habitualmente de los
siguientes hechos:

a) El feto recibe del padre el antigeno D, antigeno que la madre
no posee,
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b)

€)

La madre ha sido sensibilizada previamente frente al antigeneo
D ﬁor un embarazo anterior o por exposicién a productos
sanguineos.

"A causa de ello, produce un anticuerpo anti-bD de tipo IgG,

en respuesta al estimulo antigénico de memoria gque supone el
paso de una cantidad minima de hematies a través de 1la
Placenta durante el embarazo.
Puesto que los hematies maternos no poseen el antigeno D, no
reaccionan con el -anticuerpo. Sin embargo, el anticuerpo IgG
cruza la placenta y reacciona con los hematies fetales, con la
consiguiente hemélisis (Fig. 4-5) (22, €%, 72, 97].

Bebé Madre Rh negativo
Rh positivo pro

ot : )

Respuesta 7,‘&_

inmune @ (—_—:> anthon

subsiguiente
.embarazo

& - 1388

A | Y,(v’,(”‘*"*

HDN en el ) Incremento de Anti-D
neonato en la madre.

Fig. 4-5. Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido [69].
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4,2,.3.1.2 Anenmias Hemoliticas Autoinmunes.

La Anemia Hemolitica Autoinmune (AHAXI) representa una
anormalidad ‘del sistema inmune, en donde la habilidad para el
reconocimiento propio de antigenos proplos de un individuo es
baja. Como resultado, los pacientes destruyen sius propios
hematies por la produccidn de autoanticuerpos, los cuales se unen
a los eritrocitos del paciente, induciendo la hemdlisis [8, 15,
69].

La Enfermedad Hemolitica Autoinmune se caracteriza por una
velocidad aumentada de destruccidn de los propios hematies del
paciente y de los hematies normales que le son transfundidos; la
aceleracidén de la hemdlisis estd mediada por uno © mis mecanismos
invelucrando componentes del sistema inmune [34, 69, 99].

Las caracteristicas de este grupo de enfermedades son por lo
tanto:

1) vida media del hematie disminuida in vivo.

2) Evidencia de "Autoinmunidad", dirigida contra los hematies,
usualmente demostrado por una prueba de antiglobulina directa
(PAD) positiva, frente a los hematies del paciénte, o a la
existencia en el suero del paciente de un autodanticuerpo
contra el hematie, demostrable por una serie de métodos
seroldgicos o ambos.

3) Evidencia de incremento en la produccién de sangre, como
respuesta al proceso hemelitico, en los pacientes cuya médula
6sea es capaz de esta respuesta [16, 26, 82].

Estas anemias son convenientemente clasificadas de acuerdo a
las propiedades térmicas de los anticuerpos contra los hematies
en cuestién:

A) AHAI tipo caliente.

Se produce por autoanticuerpos IgG en cerca del 90% de los
pacientes, este trastorno puede ser idiopatico (con desarrollo de
hemdlisis persistente sin signo alguno de afecciones subyacentes)
o secundario (enfermedades que“se acompafian de alteracidn de 1la
reactividad inmunelégica) (55, 72].
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Mecanismo de Hemdlisis:

La incubazidn de los autoanticuerpos IgG tipo caliente con
hematfes in-vitro no parece ocasionar alteracidn alguna en éstos.
Sin embargo, si dichos hematies, gque han quedado recubiertos por
la IgG? se transfunden a un sujeto, son eliminados rapidamente de
la circulacidn (72, 101}. Los hematies asi tratados se adhieren a
los macrdfagos en el bazo, higado y médula ésea, los cuales
poseen receptores en su membrana para el fragmento F¢ de la IgG.
Estas células pueden fagocitar la totalidad del hematie o
fragmenteos de su membrana; lo filtimo da lugar a la formacidn de
esferocitos, que son fagocitados con mas facilidad por los
macrb6fagos, especialmente en el bazo [72].

Si puede fijarse la suficiente cantidad de anticuerpo a los
lugares antigénicos para formar dobletes, los autoanticuerpos 19G
de tipo caliente pueden fijar asimismo el complemento sobre 1la
membrana del hematie. Esta clase de autoanticuerpos raras veces
activan la secuencia total del complemento, con la consiguiente
hemdlisis intravascular, pero pueden ocasionar la fijacién de Cib
a la membrana del hematie. ’

Los hematies recubiertos de IgG y Csb se adhieren a los
recéptores FC y C3b de los macrdfagos, por lo que son fagocitados
con mayor facilidad que los que se hallan recubiertos solamente
por IgG (69, 72}.

Los hematies recubjiertos ligeramente por IgG son eliminados
por los macrdfagos esplénicos. En cambio, los hematies
intensamente recubiertos por Ig6 y Cib simultdneamente, son
elininados preferentemente por las células de Kupffer, debido a
que el flujo sanguineo del hidado sobrepasa ampliamente el de el
bazo [72].

El estado funcional del sistema fagocitaric mononuclear
influye sobre la gravedad de la hemdlisis. Los procesos gque
activan los macrdfagos (infecciones), intensifican la hemdlisis.
A medida gque aumenta el nimero de hematies destruidos en el bazo,
incrementa su tamafio, originando un enlentecimiento aln mejor del
paso de ios hematies a través del bazo, con 1o que aumenta el

atrapamiento de los hematies y su fagocitosis por los macréfagos
{69, 72, 101j}.
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B) AHAI tipo frio.

Algunos anticuerpos reaccionan mds eficientemente con ‘los
antigenos de los hematies a temperaturas inferiores a 32°C y son
llamados “anticuerpos reactivos frios", Los adtoar.ticuerpos frios
patoldgicos estdn divididos en los siquientes tipos:

1) Sindrome de Aglutininas Frias (Enfermedad hemolitica

autoinmune idiopatica por el frio) [9].

Mecanismo de Hemdlisis:

Los anticuerpos IgM de reaccidn en frio producen hemdlisis a
través de la siguiente secuencia de hechos:

a) Al pasar la sangre por las 2onas mas frias del cuerpo el
anticuerpo IgM se une a los antigenos de la membrana del
hematie, llevando consigo a Cig hasta la membrana.

b) Al volver los hematies a otras regiones del organismo con
mayor temperatura, el anticuerpo IgM se separa de la membrana
del hematfe, pero se desencadena sobre &sta la activacidn del
complemento.

¢) 81 se han depositado grandes cantidades de Ciq sobre los
hematfes como ocurre cuando la temperatura del organismo
disminuye, la activacidén del complemento puede progresar hasta
la formacién del complejo de ataque a la membrana (CAM:
Csb’s’7’8'9), con la consiguiente hemdlisis intravascular.

d) Si, como es habitual, se deposita una menor cantidad de Cigq
sobre los hematfes, la activacion del complemento se
interrumpe con la unién de Csb a su membrana.

e) A los hematies recublertos con Cib pueden ocurrirles:

i) Ssufrir hemblisis por adherencia de Cib a los macréfagos y
subsiguiente fagocitosis. Debido al elevado flujo

. sanguineo hepitico, ésto ocurre principalmente en las

células de Kupffer. )

ii) Que el factor I de la secuencia del complemento puede
desdoblar al Cib existente sobre la superficie de los
hematies, con formacidén de Cid. Aungue éste permanece
unido a la membrana del hematie los macrbéfagos no poseen
' receptores para Cid, po¥ lo cual los hematies ue escapan
de la hemblisis [89, 72, 101].
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2) Enfermedad hemolitica autoinmune secundaria por el frio
(autoanticuerpoes frios relacionados ¢on infeccidn).

Bl autoanticuerpo frio es una inmuncglobulina TIgM con
caracteristicas de especificidad anti-I. Se ha reportado que la
autoaglutinina fria producida en la infeccidén por Mycoplasma
pneumonjae es un respuesta inmunoldgica a los énticue;pos
micoplasmales y este anticuerpo reacciona cruzadamente con{ el
antigeno eritrocitario I existente sobre la membrana del hematle.
Los hematies son nuevamaenée sensibilizdos con componentes del
complemenéo debido al autoanticuerpo frio producido, el cual es
liberado por 1la infeccién particular. Si 1la cascada del
complemento no procede a C9 (las células mueren por 1lisis), los
macrdfagos del sistema reticulo endotelial pueden liberar
constantemente a los hematfes sensibilizados a través de sus
receptores de los fragmentos C3b y por lo tanto causar hemdlisis
[1s, 69, 72,).

3) Hemoglobinuria Paroxfstica por el frio.

A diferencia de las aglutininas frias IgM postinfecciosas,
que poseen especificidad para el sistema antigénico Ii, el
anticuerpo frio de tipo 149G tiene especificidad para el sistma
antigénico P de la membrana de los hematies [72].

La destruccion celular es debida a un anticuerpo frfo llamado
" auytohemolisinas " , la cual sSe une a los hematies del paciente a
temperaturas bajas y fija complemento. La hemdlisis ocurre cuando
la temperatura del cuerpo alcanza 37°C v las células
sensibilizadas sufren lisis intravascular mediada por el
complemento. Caracteristicamente esta aglutinina £fria es un
anticuerpo IgG con actividad "bifdsica®™ 1llamada hemolisina
bifdsica (anticuerpc de Donath-Landsteiner) [15, 69, 95].
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4.2.3.1.3. Anenmias Hemoliticas Inmunes Inducidas por
Drogas.

Las anemias hemoliticas inducidas por drogas son ejemplos de
enfermedades en las cuales la exposicidn de antigenos extrafios
causa destruccién de 1las propias celulas de los individuos
sensibilizados [15, 101].

Los estados inmunohemeliticos desencadenados por
medicamentos, comprenden 3 mecanismos en los cuales el
medicamento o la droga desempefia diferentes papeles:

A) Mecanismo por haptenos:

El medicamento aparece en cowbinacién como un componente de
la membrana del hematie. La preséncia del farmaco induce la
formacidn de un anticuerpo, casi siempre del tipo IgG, frente a
dicho medicamento. En una exposicidn subsiguiente al farmaco este
anticuerpo interactiia con los hematfes que se han cubierto de
nueve de nmedicamento. La presencia del anticuerpo sobre los
hematies se revela con la prueba antiglobulinica directa positiva
[99]. Las drogas implicadas en esta réspuesta incluyen 1las
penicilinas y raramente las cefalosporinas y estreptomicinas
(Fig.4~6) [15, 69 99].

Hematie Anticuerpo

N \"r’.,/

Droga %

Fig, 4-6. Mecanismo de absorcién de farmacos
[697.

B) Formacidn de complejos inmunes:

En este mecanismo, el farmaco probablemente formando
complejo con un portador, desencadena también una respuesta
inmune, generalmente del tipo IgM. La administracidn subsiguiente
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del medicamento da como resultade la formacién de complejos
farmaco-anticuerpo que son capaces de interactuar con las
wenbranas de los hematfes, ligando a ellas componentes del
complemento por mecanismos ain no bien conocides. E1 complejo
farmaco-anticuerpo se disocia dejando al hematfe reactivo a la
prueb& antiglobulinica con anti-complemento {99). Los farmacos
mds cominmente involucrados en esta respuesta incluyen a 1la
quinidina, fenacetina, estibofeno, tiazida, sulfonamidas, acido
p-aminosalicilico, entre otros [15, 69 99] (Fig. 4-7).

Farmaco

o D Complemento
ﬂ Formacion del

[
-

complejo
Anticuerpo

24 o4 vea

Fig. 4-7. Mecanismo por complejos inmunes [69].

C) Induccién de anticuerpos asociada con la administracién de
medicamentos.

Este es un mecanismo de hemdlisis inmune relacionado con
nmedicamentos. Su notabilidad estriba en gque, al parecer el
farmaco o sus metabolitos no son componentes nhecesarios en la
reaccidén inmunoldégica con los hematies, es decir, no precisa
estar presente para mediatizar la interaccién de los hematies con
los anticuerpos en los ensayes in vitro [99). Los farmacos
implicados en esta respuesta incluyen a-metildopa y drogas
relacionadas (L-dopa, dcido mefénamico, etc.) (Fig. 4-B) [15, 69,
99].
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Fig. 4-3. Mecanismo por modificacidn de la membrana [69].

4.2.3.2. Prueba de Antiglobulinas de Coombs,

Los trastornos autoinmunitarios son identificados por una
prueba de Coombs (antiglobulina) positiva que indica 1la
adherencia de la inmunoglobulina o del complemento a la
superficie del hematie. Una envoltura de IgG sola puede llevar a
la fagocitogis por las células reticuloendoteiiales, lae cuales
reconocen los sitios especificos en el fragmento Fc de la cadena
pesada de Ig@, La IgG y la IgM también pueden fijar el
complemento a la membrana del hematfe, cuandoc ocurre ésto, 1la
prueba de Coombs es positiva solamente cuando el suero con
antiglobulina contenga anticuerpos contra Ci, Cs o ambos (2, 38].

4.2.3.2.1. Prueba Directa de Coombs.
Fundamento [15, 26, 30]:
A una suspensidn de hematies del paciente se agrega el suero

de Coombs {antiglobulina humana), cuando dichos hematies
contienen en sus membranas los anticuerpos aglutinantes
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especificos, la adicidén del suero de Coombs provoca una
aglutinacidn visible como se indica en la Fig. 4-9, pero al no
haber tales anticuerpos, no ocurre la aglutinacién de 1los
hematfes del paciente.

Hematies + BAntigleobulina —-3> Aglutinacidn
sensibilizados

Fig. 4-9, Representacidn esquemitica de la prueba de
de la antiglobulina directa. Al enfrentar los hematies
sensibilizados a un suero antiglobulina, ésta se f£ija
a los anticuerpos produciéndose puentes de unién que
se visualizan como una aglutinacidn macroscdpica [15].

Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Tubos de ensaye de 10 x 75 mm.

Gradillas metdlicas para tubos de 13 x 100 mm. y 10 x 75 mm,
Pipetas Pasteur.

Pipetas seroldgicas de 1 ml.

Centrifuga (mod. J-12).

Bafio de incubacién a 37°C.

Termdmetro (escala de 0° a 100°C),

Material Bioldgico:
suspensidn de hematfes del paciente al 2.0%.
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Reactivos (Anexo 1):
Suero de Coombs (antiglobulina: humana).
Solucidn Salina Fisioldgica al 0.85% (SSP)

Método [34]:

Colocar 1 ml de sangre anticoagulada en un tubo de ensaye de
13 x 100 mm, y adicionar 5ml de SSF al 0.85%.

Mezclar y centrifugar a 1500 rpm / 1 min. para concentrar los
hematies.

Decantar el sobrenadante lo m&s completamente posible. Repetir
los lavados 3 veces, retirando cada vez todo el sobrenadante.
El lavado deberi realizarse inmediatamente y sin interrupcidn.

Preparar una suspensidén de hematies al 2.0% en medio salino.

En un tubo de ensaye de 10 x 75 mm colocar 0.1 ml de suero
antiglobulina humana, afiadir 0.1 ml de 1la suspension de
hematies al 2.0% y mezclar perfectamente.

DEJAR REPOSAR DURANTE 5 MIN.

CENTRIFUGAR POR UN MIN. A 1500 rpm.

Resuspender el botdén de hematies y comprobar macro y
microscépicamente si hay aglutinacion. Incluir controles
sin los cuales la prueba no tiene validez.

Preparacidén de los controles:
control positivo:

Preparar una suspensidn de hematfies Rh positivo normales al
2% en SSF al 0.85%.

‘Colocar en un tubo de ensaye de 10 x 75 ymm-0.1 ml de. suero
anti-D y diluir con suero salino 2:1 (0.1 ml:0.05ml) con
una pipeta seroldgica de graduacidn 1/100.

Affadir 0.1 ml de la suspensidén de hematfes e incubar durante
30 min a 37°C.

Homogenizar y centrifugar la mezcla de células y Suero. a
1000 rpm / 1 min. Decantar el sobrenadante 1o mas -
completamente posible.

Cnntln;n cn Ia migulente hoja.
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especificos, 1la adicién ‘del . suero de Coombs provoca una
aglutinacidn visible como ; se indica enla Fig. 4-9, pero al no
haber tales anticuerpos, no ocurre la aglutinacidén de los
hematfes del paciente. '

Hematies + Antiglobulina -—> Aglutinaciodn
gengibilizados

Fig., 4~9. Representacidn esquemitica de la prueba de
de la antiglobulina directa. Al enfrentar los hematies
sensibilizados a un suero antiglobulina, ésta se fija
a los anticuerposg produciéndose puentes de unidén que
ge visualizan como una aglutinacién macroscdpica [15].

Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Tubos de ensaye de 10 x 75 mm.

Gradillag metdlicas para tubos de 13 x 100 mm. y 10 x 75 mm.
Pipetas Pasteur.

Pipetas serolégicas de 1 ml. N
Centrifuga (mod. J-12}.

Bafio de incubacién a 37°C.

Termdmetro (escala de 0° a 100°C).

Material Biolbdgico: .
Suspensién de hematfes del paciente al 2. 0* : i
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Reactivos (Anexo 1):
Suero de Coombs (antiglobulina humana) .
Solucidén Salina Fisioldgica al 0.85% {SSF)

Método [34]:

Colocar 1 ml de sangre anticoagulada en un tubo de ensaye de
13 x 200 mm. y adicionar 5ml de SSF al 0.85%.

Mezclar y centrifugar a 1500 rpm / 1 min. para concentrar los
hematies.

Decantar el sobrenadante lo mis completamente posible. Repetir
loe 1lavados 3 veces, retirando cada vez tocdo el sobrenadante.
El lavado deberad realizarse inmediatamente y sin interrupcién.

Preparar una suspensidn de hematfies al 2.0% en medio salino.

En un tubo de ensaye de 10 x 75 mm colocar 0.1 ml de suero
antiglobulina humana, afladir 0.1 ml de la suspensidn de
hematfes al 2.0% y mezclar perfectamente.

DEJAR REPOSAR DURANTE 5 MIN.

CENTRIFUGAR POR UN MIN. A 1500 rpm.

Resuspender el boton de hematfes y comprobar macro y
microscépicamente si hay aglur.lnacm.on. Incluir controlea .
sin los cuales la prueba no tiene validez. o

Preparacién de los controles:
Control positivo:

2% en SSF al 0.85%.

Colocar en un tubo de ensaye de 10 x 75 mm-0.l:ml:de sueron’:
anti-D y diluir con suero salino 2:1 (0.1 ml:O0. 05ml) con .
una pipeta seroldgica de graduacidn 1/100.

Afladir 0.1 ml. de la suspensidn de hemar.ies e. incubar durante
30 min a 37°C. o

Homogenizar y centrlfugar la mezcla de células y suero.a.
1000 rpm / 1 min. Decantar el sobrenadante 1o mas o .
compleétamente posible. . R TS I E TS (8

Continia en la_siguients hojs.
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Continuacidn control positivo.

Lavar 3 veces el sedimento celular con 2ml de SSF al 0.85%.
Centrifugando a 1000 rpm / 1 min ., decantando después de
cada lavado. .

Después del tercer lavado afiadir SSF al 0.85% al concentra-
do de hematfes hasta el volumen inicial (0.25 ml):
Dilucidn del anti-D (2:1) = 0.1 ml de suero anti-D +
0.05 ml de SSF + 0.1 ml de
suspensidn de hematies al 2%
= 0.25 ml.

Aﬂgdir 0.1 ml de suero anti-humano (de Coombs} a la suspen-
8ién de células. Mezclar perfectamente.

Dejar reposar a temperatura ambiente por 5 min.

Si hay aglutinacidén anotarla. Si no se aprecia aglutinacién,
centrifugar a 1000 rpm /1 min y comprobar nuevamente. El
resultade final deberd ser la presencia de aglutinacidn.

control negativo:
Se prepara de la misma forma que el control positivo, pero
se sustituye el suero de Coombs por SSF al 0.85%.

Informe de resultados:

La prueba directa es positiva si hay aglutinacidn en 1la
prueba y el control positive y si falta la aglutinacidén en el
control negativo.

Interpretacién:

La prueba de antiglobulipna es positiva con frecuencia en
lactantes con enfermedad hemolitica del recién nacide, en
pacientes con anemia hemolitica autoinmune y en receptores de
transfusiones de sangre incompatible [34].

Bs frecuente encontrar la prueba directa de antiglobulina
humana positiva en pacientes con anemia hemolitica inmune
inducida por drogas, ej. las penicilinas, cefalotina, metildopa
y estreptomicina; en la cual la presencia del farmaco induce la
formacidén de un anticuerpo casi siempre del tipo IgG [34, 69,
99].
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Observaciones:

‘a) La presenc1a de unos pocos aglutinados visibles solo por el
microscopio, en sf, es un resultado dudoso debiéndose repetir
la pw;peba preferiblemente con un reactivo de antiglobulina
distincto (341.

:b) El revestimiento de los hematfes de los grupos A y B con las
correspondientes isoaglutininas anti-A y anti-B en recién
nacidos, es a menudo diffcil de detectar con la prueba de
antiglobulina debido a que los isoaglutindgenos A y B
solamente pueden ser demostrados en el segundo mes de la vida
fetal, pero en general no estdn completamente desarrollados al
nacer. De modo especifico los heri\aties del arupo A o AB de los
recién nacidos reaccionan en la mayoria de los casos como Bi
perteneciesen al subgrupo Az o AzB. Al cumplir un afio, los
isoaglutindgenos han alcanzado su plena potencia [34]. Para
conseguir resultados &ptimos hay que centrifugar la muestra
engeguida después de la adicidén del suero de antiglobulinas.
Resultan apropiados los reactivos antiglobulinas
especificamente estandarizados [34].

4.2.3.2.2. Prueba Indirecta de Coombs

Fundamento [2, 15, 30, 56, 92):

Se basa en la’ sensibilizacién de los hematies in vitro,
exponiéﬁddlos “alun - auero ‘que contenga anticuerpos IgG
incomﬁletéé, 105 cuales no son capaces de aglutinar por si solos
en forma directa, siendo necesaria la adicidn de un segundo
am::.cuerpo (antiglobulina humana) para inducir la aglutinacidn
{Fig. 4-10). )
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|

Fig. 4-10. Representacidén esquemitica de la prueba de
la antiglobulina indirecta. Los anticuerpos libres en
el suero son enfrentados a hematies con antigenos
conocidos produciendo la unidn Ag-Ac. Posteriormente
los hematies sengibilizados son enfrentados con un
suerc antiglobulina que se fija a los anticuerpos
produciéndose puentes de unién y se visualizan como
una aglutinacién macroscdpica [15].

Material:
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Tubos de ensaye de 10 x 75 mm.

Gradillas metalicas para tubos de ensaye de 13x100 y 10x75 mm.
pipetas seroldgicas de 1 ml (1/100).

Pipeta Pasteur.

Centrifuga (Mod. J-12).

Baflo de incubacidn a 37°C.

Termémetro {escala de 0° a 100°C).

Gasas.
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Material Biolégico: )
Suspensién de hematies al 2% de la muestra a'analizar (antigeno)
o en su defecto suero de la muestra a analizar (anticuerpo).

Reactivos {(Anexo 1):
Suero antiglobulina humana (de Coombsa).

Solucidén salina figioldgica al 0.85% (SSF).

Método [34]:

Nota 1: Si se trabaja con un suero cuyo contenido de
anticuerpo se conoce, puede establecerse el contenido
de antigeno {(fenotipo) en los hematies.

Nota 2: Si se realiza la prueba con hematfes de composicidn

antigénica conocida (fenotipo), puede saberse si un
suero problema contiene los anticuerpos
correspondientes, ej. anti-Duffy o anti-Kell [53].

Preparar una suspensidn al 2% de la muestra a analizar.

En un tubo de ensayoe de 10 x 75 mm adecuadamente marcado,
colocar con una pipeta de 1 ml (1/100) 0.1 ml de suero que
haya de usarse (notas).

Afiadir con pipeta de 1/100, 0.1 ml de suspensidén de hematies
al 2% y homogenizar.

Incubar la mezcla de hematies y suero durante 30 min a.37°C,
segiin la reacbivzdad y sensibilidad del suero. 8i no ha habi-
do aglutinacidn después de la-incubacidn, adicionar 2 wl de
SSF y centrifugar a 1000 rpm / 1 min,

Decantar el 8obrenadante lo maAs completamente posible y
repetir los lavados tres veces con SSF al 0.85% (hasta este
paso tenemos a los hematies sensibilizados con el anticuerpo
especifico) .

En otro tubo de 10 x 75 mm adicionar 0.1 ml de puerc antiglo-
bulina humana.

Afiadir 0.1 ml de la suspensidn de hematies sensibilizados,
mezclar y dejar reposar durante 5 min a temperatura ambiente.

Centrifugar a 1000 rpm / 1 min. Resuspender el botdn y com-
probar macro y microscopicamente si hay aglutinacidn.

Para que la prueba sea valida hay que incluir controles en
que se empleen hematies de composicidén antigénica conocida
o anticuerpos de especificidad conocida parcialmente con
la prueba.

Los controles se realizan de la misma manera que los prepara-
dos en la prueba directa de antiglobulinas.
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Informe de resultados:

La prueba indirecta de las antiglobulinas es positiva si hay
aglutinacidén en la prueba y en el control positivo y 8i falta
aglutinacidén en el control negativo.

Interpretacién:

La prueba indirecta es uno de los mérodos mas fidedignos
para lag pruebas sangufineas cruzadas y en la deteccidén en los
hematies de factores sanguineos para los cuales estin disponibles
los anticuerpos IgG esclusiva © predominantemente, ej. Kell o
Duffy. Este método sSe emplea también para la demostracidén de
variantes de Rho poco reactivos (DY) [24].

Es una prueba aplicable en 1la profilaxia de 1la
eritroblastosis fetal, en esta enfermedad se buscan los
anticuerpos antes del parto en el suero de la madre [56],
asimismo esta prueba permite la demostracifén de autoanticuerpos
en el suero de enfermes con anemia hemeolfitica autoinmune {34].

Observaciones :

1) La prueba indirecta de las antiglobulinas no puede emplearse
con hematfes que se sabe dan pruebas de antiglobulina directa
positiva [34].

2} Existe una modificacién de la prueba indirecta de
antiglobulina que en algunos casos tiene una sensibilidad
aumentada y que se basa en el empleo de hematfes tratados con
enzimas. Este método, sin embargo, no puede emplearse para la
demostracidén de anti-Duffy, anti-S y algunos otros anticuerpos
que reaccionan con factores sanguineos que son destruidos o
quedan m&s débiles por la accidn de las enzimas proteoliticas
{34].

causas de reacciones falsas negativas:

a) Neutralizacién del reactivo de antiglobulinas por la globulina
gdrica humana, por lavado inadecuado de 1la suspension de
hematies.

b} El empleo aumentado o disminufdo de la concentracidn de
nematies.
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c) Periddos inadecuados de incubacidn en la prueba [34].

4'.2‘;3‘.3'.:béf:_ermihacién del T{tulc de Aglutininas Frias.

Las - aglutininas de frfo (criocaglutininas) para hematies
hpm.ahbis"»)pqeden . tener importancia en el diagndstico de
1abofator5.o. Estos anticuerpos se descubren en diversos procesos
p_at:plégicos y pueden también existir en sueros humanos normales
{16] .b Los anticuerpos de hematfes tienden a pertenecer a una
clase dada para un antigeno dado, por lo tanto, anti-A, anti-B,
anti-P, anti-M, anti-I y anti-Lewis, son generalmente IgM. Bl
resto es IgG. Los anticuerpos IgM (énticuerpoa cempletos) tienden
a reaccicnar "en f£rio" con temperaturas éptimas de 4° a 25¢C, Los
anticuerpos IgG (anticuerpos incompletos) reaccionan mejor a 37°C
[9, 15, 84},

Las aglutininas frias son anticuerpos especificos para un
antigeno llamado I, el cual se encuentra presente en los hematies
de casi todos los seres humanos adultos {26, 34, 99. 101]. El
sindrome de cricaglutininas debe considerarse en todos los
pacientes con anemia hemolftica adquirida que presentan una
prueba de antiglobulina directa (PAD) positiva con anti-Cs y
negativa con anti-IgG [76].

Fundamento (34, 99]:

La prueba se basa en una reac¢idn de autoaglutinacién de la
sangre anticoagulada enfriada a 4°c, a esta temperatura se
favorece la formacidn del complejo antigeno-anticuerpc (Ag-Ac).
La aglutinacion queda pronto y completamente dispersada al volver
a calentar a 37°C.

En el caso de que la aglutinacién se deba a las aglutininas
de fric (cricaglutininas (CA)), se dispersard al calentarse,
mientras que cualquier otro tipo de aglutinacidn producida por
anticuerpo no sufrird disgregacidn del aglutinado.
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Material:

Tubos de ensaye de 10 x 75 mm,

Gradilla metdlica para tubos de ensaye de 10 x 75 ‘wm.
Pipetas seroldgicas de 1 ml (1/100).

Bafio de incubacidn a 37°C.

Termbémetro (escala de 0° a 100°C.

Hielo.

Material Bioldgico:
Suero del paciente, o s
Suspensidn de hematies del paciente al 5&

Reactivos: :
Solucion sallna Eisiologica al D 85% (SSF)

"Método 1561 :

Extraer sangre y colocarla en incubacién a“37°C hasta la re-
traccién del coagulo.

Centrifugar a 2500 rpm / 10°min. Separar suero, evitando la
hemolisis Colocar el tubo con suero en bafio de incubacidn a
372

Extraer sangre de un control nermal y mezeclar con anticoagu-
lante (sal disddica de EDTA al 5%).

Incubar la muestra sanguinea a 37 C durante 5 min.

Tomar 1 ml de esta muestra y lavar 3 veces ]os hematfes con
SSF al 0.85% previamente calentada a 37 C, centrifugar a
1000 rpm / 1 min en cada lavado.

Preparar una syspension de hematies al 5% con SSF previamente
calentada a 37 C.

Tanto el suero problema como la suspensidén de hematies al 5%
(control ngrmal) deberan mantenerse a temperatura de 37 C
hasta el término de la prueba.

Rotular una gerie de tubos de ensaye de 10 x 75 mm y colo-
carlos en una gradilla metalica a baifio de incubacién a 37°C,
sequir el diagrama siguiente:

Continda en la sigulente hoja.
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Continuacidn del n\n_é/t:,odﬁ 2

Tubo ;. 1" 10
Dil 1/20:1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2150 1/5120 T

SSP 0 85% a:37 c (VQl “en ml) - 0.2 ml en cada tubo- (1 al 10)

...... B

9 10
Mezclar real:.zar d:.luciones dobles hasta el tubo
9, eliminar el volumen de 0.2 ml después
de la mezcla.

suero" dél
paciente -’
(0.2 ml)

Suspensién ,de hematfes: Adicionar 0.2 wml en cada tubo y
al 5% a 37°C. mezclar.

Colocar los tubos en un vago de precipitado de 250 m)l. Este
debe colocarse en un recipiente con hiele y refrigerar duran-
te una hora,

sin centrifugacién previa, leer los tubos macroscépicamente
:investigando la presencia de aglutinacion. ..

‘Realizar posteriormente una lectura al microscopio, colocando
‘una gota de la mezcla en un portaobjecoa previamente enfr:.ado
‘en el refrigerador. Leer con objetivo 40x o 100x.

Anotar el nimero de tubo en que existe la aglutinacidn.

Colocar 1los tubos en bafio de incubacién a 37°C durante 20 min
y volver a leer.

S8i el efecto se debe a aglutininas en frio, la aglutinaci
debera desaparecer. Sl

P

$i se observa aglutinacién en el tubo 10 es necesario xepetir.
la prueba. S TR

T

Tubo T = Tubo testigo (tubo 10}.

Ccriterio de lectura:
El tftulo es la reciproca de 1la dilucidn del dltimo tubo
final de la serie que muestra aglutinacién.

valor de referencia:
Titulos menores de 1:1000 [99]
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Interpretaclion:

Titulos mayores de 1:1000 indican el desarrollo de hemdlisis
activa [99]), y alteraciones caracterizadas por anemia hemolitica
y obstruccidn de la microcirculacidn [16, 99], estos anticuerpos
aglutinan hematies en una extremidad enfriada, como la punta del
dedo, de la mano o del pie, la nariz o el ldbulo de la oreja, el
taponamiento de los capilares por los hematies agregados causa
necrosis local [16].

Un paciente que ha sufrido un choque por frio tiene un grave
episodio hemolftico tras de recuperar su temperatura corporal.

Algunas formas de anemia hemolitica autoinmune se asocia con
© son causadas por cr-ioaglutininas. El origen de estos
anticuerpeos puede gser, a que son el resultado de una brecha en la
tolerancia a los antifgenos normales o que la modificacidn de los
componentes celulares por 1la terapéutica medicamentosa o 1la
infeceidn viral produce "necantigenos" que incitan la formacién
de anticuerpos [16].

Observaciones:

1) La temperatura recomendada para la incubacién debe observarse
estrictamente, efectuar la prueba a 37°C significa mantener
esta temperatura desde que se obtienen las muestras sanguineas
hasta que se leen los resultados, puesto que el enfriamiento
tendria por consecuencia la adsorcién sobre los hematies de
los anticuerpog en frio existentes [34, 56].

2) Los titulos de aglutinacidn fria suelen disminuir cuando 1la
temperatura de incubacidén aumenta, pero existen variaciones
congiderables entre los individuos por lo que se refiere al
margen térmico dentro del cual se produce aglutinacidn;
algunos sueros reaccionan solamente por debajo de 20°C, otros
hasta 35°C [16].

Causas de falsos negativos:

El almacenamiento del suero en forma inadecuada pierde
completamente gsu actividad [34]. El suero puede guardarse algunos
dias en la nevera a 5°C y hagta 10 a 15 dfas en la congeladora de
una nevera y a -20°C. Puede guardarge practicamente de una forma
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indefinida sin que se pierdan sus propiedades si se somete a
liofilizacién que es la forma mis manejable para su conservacidn
[183 .-

4.2,4. Pruebas para Determinar la Presencia de Hemoglobinuria
Paroxfstica Nocturna.

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) se caracteriza
por una anomalfa intrinseca adquirida de la membrana del hematfie
y aumenta la propensidn de los hematfes a su lisis por el C’'. El
trastorne surge c¢omo una mutacidén somdtica en una célula
primitiva hematopoyética pluripotenbial, cue puede diferenciarse
no solamente para formar hematies sino también granulocitos y
plaquetas, los cuales son asimismo defectuosos en este trastorno.
Ocasionalmente la HPN puede desarrcllarse tras un episodio
evidente de lesidn de la médula dsea, ej. después de una aplasia
medular idiopdtica o provocada por farmacos [24, 72, BO, 101].

La hemdlisis aumenta a menudo por la noche debido a que la
retencidén de anhidrido carbdnico durante el suefio lleva a una
ligera cafida del pH plasmatico, gue facilita la activacidn del
C’, a. consecuencia de ello, se produce una hemoglobinuria
nocturna que tifle la orina del paciente de un color oscuro (de
ahi el nombre de la enfermedad) [68, 72, 79].

. La causa gubyacente del defecto de la meﬁbrana del hematie
en la HPN es desconocida, pero guarda relacidén con uno de los
modos de fijacién de las proteinas de la membrana. Ciertas
proteinas localizadas principalmente en la superficie externa de
la doble capa de lfpidos, se unen a la membrana por una cola
glucolipida, la cual comienza en el COOH-terminal de la proteina
y termina en su fijacidén al fosfatidilinositol, fosfolipido que
se encuentra en la capa externa de la doble capa de lipidos. Una
de estas protefnas es la enzima acetilcolinesterasa y otra, una
protefna denominada Factor Acelerador de Degradacion (FAD), cuya
actividad se encuentra notablemente disminuida en esta enfermedad
Is6, 64, 72, 981. Aunque el déficit de acetilcolinesterasa de los
hematies en la HPN puede constituir un sintoma que aparece en el
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curso de la enfermedad, la disminucidén de la actividad del FaAD

parece ser, al menos parcialmente, responsable del aumento de la

sensibilidad al C’, que ocasiona la hemdlisis en ese trastorno,

asociado a una dismunucidn de pH (6.5 a 7.0) [101].

FAD es una proteina reguladora del €’ que inhibe 1la
actividad de las vias cladsica y alterna, la cual particularmente
inhibe la lisis en suero acidificado por blogueo de la actividad
de amplificacidén de la C3 convertasa. Evitando que se lleve a
cabo sobre la membrana la secuencia completa de activacidn del
c, con la formacidn resultante del complejo terminal
Csb,6,7,8, vy 9, el llamado complejo de ataque a la membrana [59,
64, 72, 98].

Los hematies de la HPN han sido clasificados en tres
categorias basadas sobre su interaccién con el C’:

a) Hematies de la HPN I.- Reaccionan normalmente ccn el C' y sBe
piensa que son residuos de células normales, porgue son
similares a hematies normales en todo respectivamente,

b) Hematies de la HPN II.- Tienen wmederada sensibilidad al
componente del complemento C: Yy son de 3 a 5 veces mWis
gensibles a la lisis por el C’ gue los hematfes normales.

¢) Hematies de la HPN III.- Son células mas sensibles al C’,
siendo de 15 a 25 veces mis sensibles al componente del
complemento C3 que los hematfes normales; también tienen una
incrementada sensibilidad al componente del C’ terminal Cs a
Co [69].

4.2.4.1. Prueba de Hemdlisis a la Sacarosa.

El diagnéstico de HPN requiere una prueba positiva con suero
acidificado (Prueba de Ham), asimismo, las pruebas selectivas son
las de hemdlisis a la sacarosa y la de lisis de los anticuerpos
por frio. Las tres pruebas dependen de una susceptibilidad poco
comin de las c&lulas de HPN a la lisis por el C’ (34, 64).

En la prueba de hemdlisis ¢on sacarosa los hematies de la
HPN son mas sensibles a la hemdlisis cuando se colocan en
soluciones de baja fuerza idnica, mientras gque las células
normales no lo son (18, 99].
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Fundamento {33, 59]:

Cuando se suspenden hematfes en una solucidn isotdnica de
sacarosa no hay lisis osmbtica ya que esta solucién no penetra la
meabrana del hematfe. En presencia de pequeflas cantidades de
suero, la células HPN sufren la lisis en la citada solucidn de
sacarcsa. La baja fuerza iénica de la golucién de sacarosa
empleada aumenta probablemente los compuestos fijadores del C’ de
la membrana del hematie.

Las células sensibles al complemento de la HPN desarrollan
unos efectos de la wmembrana gue permiten a la sacarosa
introducirse en el hematie y originan la lisis osmdtica. De la
misma manera, es posiﬁle que defectos de la membrana
suficientemente grandes, c¢omo para permitir la pérdida del
contenido del hematie sean debidos a la accién del C’.

Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Gradillas metdlicas para tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
Centrifuga (Mod. J-12).

Bspectrofotdmetro (Baush & Lomb Spectronic 20).

Celdas con 1 = 1 cm.

Gasas.

Material Bioldgico:

Suero sanguineo fresco normal compatible de grupo sanguineo ABQ
(SSFN) .

Paquete celular del paciente al 50% (PCP).

Paquete celular normal al 50% (PCN).

SSF al 0.85%.

Reactivos (Anexo 1):

Solucidn isotdnica de sacarosa de preparacidn reciente (SIS).
NH4OH al 0,04% (v/v).
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Método [34]):

) TUBOS
D B 2
SSFN ABO compatible (ml) . .0.25 0.25. .

SIS (ml) ’ .. 4.28 : 4.25

MEZCLAR' POR INVERSION

PCP al 50% (ml} 0.5 e
PCN al 50% {ml) -- 0.5

HOMCGENIZAR PERFECTAMENTE

Incubar a temperatura ambiente por 30 min,

CENTRIFUGAR A 2500 rpm POR 10 MIN

Observar si hay hemdlisis en los sobrenadantes. Si existe
hemélisis determinar el ¥ de Hb libre en éstos,

Simultaneamente preparar un blanco y esténdar como slgue.

BLANCO: 0.25 ml de suero normal compatible ABO mds 4.25 ml
de SIS.

ESTANDAR: 0.5 ml de paquete celular del paciente al 50% mis
4,5 ml de NH4OH al 0.04%,

Leer a 540 nm ajustando a cero de absorbancia con el blaneco
de reactivo.

célculos:
100% de hemdlisis.
X % de hemdlisis.

D.0. estandar
D.0. tubo problema

valores de referencia:
Negativo: menor o igual al 5% de hemdlisis.

Positivo: mayor al 5% de hemdlisis.

Interpretacidn:

Del 5 al 10% es un resultado dudoso. Si se tiene una lisis
mayor al 5% el diagnéstico de HPN es casi cierto. Sin embargo,
algunas hemopatias pueden causar este grado de hemdlisis. Por
encima de un 10% es pogitivo y virtualmente diagndstico para HPN
[33, 34].
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Observaciones:

Causas de falsos positivos:

a) El empleo de sangre desfibrinada. .

b) El uso de suero del mismo paciente en caso de anemia
hemolfitica inmune. )

c) El almacenamiento de las soluciones de sacarosa durante largo
tiempo [34]). ’

4.2.4.2. Prueba de Hemdlisis Acida de Ham.

Se trata de investigar una pdsible hemdlisis de hematies
defectuosos cuande se ponen en contacto con un suero normal
" acidificado.

) En esta prueba Ham (1952) deduce lo siguiente: Los hematies

de HEN son hemolizados por c¢ualquier suero normal fresco; la
hemdlisis puede presentarse a un pH normal, pero aumenta al
acidificarse el suero; la destruccién del sistema hemolitico
sérico por el calor impide el fendmeno de la hemdlisis, el lavado
de los hematies del paciente no impide la accidén del suero fresco
aciﬁificado y finalmente, el suero del paciente no tiene
propiedades liticas sobre hematfies normales [18].

Fundamento (Dacie y Lewis 1968) [98, 99):

En la HPN, los hematies son sensibles a la lisis por el C’,
el cual es adsorbido por aquéllos en suero acidificado en
ausencia de anticuerpos [34]. En el andlisis de la lisis con
suero acidificado, el C' es destruido mediante calentamiento, lo
cual induce a una pérdida de la actividad hemolitica del suero
respecto a las células HPN [98, 99].

Material:

Tubos de ensaye de 10 x 75 mm.

Gradillas metdlicas para tubos de ensaye de 10 x 75 mm.
Pipetas serologicas de 1 ml (1/100).

Centrifuga (Med. J-12).

Bafio de incubacién a 56°C.
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Texmémetro (escala de ‘0* 'a 100.%) . .
'Espectrofotometro (Bausch & Lomb Spectronic 20)
Celdas con 1= :L cm,

’ :HQCerial' B.iolégicoé

Suspensidn de hematies del paciente al 50% (SHP). -
Suspensién de hematfes del control normal al 50% (SHCN) (ABO
compatible) .

Suero sanguineo fresco del paciente (SsFpP).

Suero sanguineo fresco del control normal (SsFCN).

Suero sanguineo fresco del control normal inactivado por calor a
56°C por 30 min. (SgFCNI).

Reactivos (Anexo 1):
HC1l 6.2 N.

NHOH al 0.04%.

SSF al 0.B5%.

Método ([34]:

Digponer de 7 tubos y rotularlos’ de a cuerdo.al esquema
siguiente: : . ; o

TUBOS 1 2 3 4, 5 6 7
SsFCN  (ml) 0.5 " 0.5 _— - 0.5 0.5 --
SeFP  (ml) -- -- 0.5 -- - me -
SSFCNI (ml) -- - a- 0.5 .- - 0.5
HCl 0.2N (ml) -- 0.05 0.05 0.05 - 0.05 0.05

MEZCLAR POR INVERSION

SHP 50% (ml) 0.05 0.05 0.05 0.05 -- -- -
SHCN 50% (ml) -- -- -- -- . 0.05 0.05 0.05

MEZCLAR HOMOGENIZANDO PERFECTAMENTE

Incubar en bafio de incubacién a 37°C por una hora.

‘Centrifugar cada tubo a 2500 rpm / 10 min.

Continia en la sigutente hoja.
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Continuacidn del método.

Examinar si hay sefiales de lisis en el liquido sobrenadante y
comparar con la siguiente tabla:

TUBOS . 1 2 3 4 5 6 7
Grado de hemdlisis

cualitativo que se v ++4+ + - - - -
presenta en la :
prueba positiva.

En caso de que la prueba sea positiva determinar el grado de
hemdlisis cuantitativo del ligquido sobrenadante en los tubos
1, 2y 3, wmezclando 0,3 ml del gobrenadante en 5.0 ml de
NH:OH al 0.04%.

Simultineamente preparar un blanco y un estindar como sigue:

BLANCO: .3 ml del SsCn en 5 ml de NH«OH al 0.04%.

ESTANDAR 100%: 0 05 ml de hematies del control normal al 50%
en 0.55 ml de NaCl al 0.85%, homogenizar. De
la mezcla anterior tomar 0.3 ml y adicionar en
5 ml de NH4OH al 0.04%, mezclar.

Ajustar a cero de absorbancia o 100 de transmitancia el
espectrofotémetro con el blanco a una longitud de onda de 540
nm y leer las D.O. (absorbancias) de los tubos 1,2,3 y del
estandar, preparados anteriormente.

V = vestigios de hemdlisis.
+++ = hemdlisis marcada.
+ = ligera hemdlisis.

Célculos:
D.0. estindar —————— 100% de hemdlisis,
D.0. tubos 1,2, ¥y 3 X.Y y 2% de hemdlisis,

Valor de referencia:
Normal: menor al 10% de hemolisis, en loa '3 tubos.

Interpretacién: E

La ligis de las celulas HPN aparece con suero normal y del
paciente acidificados- (este {ltimo a menudo en un grado menor}) .
5i la lisis se presenta también con el suero normal acidificado e
inactivado por el calor, la prueba es negativa porque las células
intensamente esferociticas pueden reaccionar en esta forma. Las
células normales no sufren la lisis en ninguno de los tres tubos.
La lisis de las células HPN es siempre parcial, de modo general
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entre un 10 y 50% [34, B84, 94]. Una prueba de suero acidificado
positiva define la anormalidad HPN, tanto en la HPN tipica como
en la anemia apldsica (ya que el defecto estd asociade con una
clona anormal de células hematopoyéticas, resultantes de un
evento mutagénico que ocurre durante el curse de aplasia o
hipoplasia medular ) [18, 69], Asimismo, se ha observado un
proceso raro, la anemia digeritropoyética congénita tipo II (en
este desorden la 1lisis no ocurre con el propio suero del
paciente; en este caso es debida a un antigeno extrafio del
hematie que reacciona c¢on IgM, un anticuerpo activador del
C'presente en muchos sueros normales) [34, §9, 99).

Observaciones:
1) Falsos positivos debidos a:

a) Suero no compatible. El empleo de suero con isoanticuerpos
capaces de reaccionar con las células que se examinan
pueden 1llevar a una positividad siendo las células
normales, Este efecto queda anulado empleando suero normal
de un donante de grupo sanguineo AB compatible o
tipificande cuidadogsamente 1las células que se van a
examinar y las del donante cuyo suerc se va a emplear.

b} Sobreacidificacién. 8i el pH del suero se encuentra a un
nivel demasiadeo bajo puede aparecer lisis. Cuando hay una
sobreacidificacidén, normalmente hay 1lisis en el tubo que
contiene el suero .sanguineo del control normal inactivado
por calor [99].

2) Falsos negativos debidos a:

a) Suero "impotente". El suero de algunos individuos no lisa
riapidamente las células de la HPN. Si se emplea suero de un
donante por primera vez, se debe practicar el examen con
células de la HPN conocidas para estar seguros de gque el
suero a emplear es capaz de lisar las células de la HEN
[991.
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4.2,5, Pruebas para Determinar Esferocitosis Hereditaria.

La esferocitosis hereditaria {BH) o ictericia hemolitica
cangénita abarca un grupo de trastornos hereditarios de diversa
importancia, caracterizados por transmisién genética autosomica
dominante y presencia de esferocitos en la sangre periférica
[723.

Todos log pacientes con EH padecen un cierto gradeo de
disminucidén del contenido de espectrina en el esqgueleto de la
membrana; en la forma recesiva rara de la infeccidén, esta
reduccidn puede llegar a ser del 50% [56]., Puesto gue la base
molecular del trastorno no puede determinarse en la mayoria de
los pacientes, no se sabe si existen algunos o miltiples defectos
de la espectrina de los que eventualmente llegue a averiguarse
que originan el sindrome de EH. En una minoria de casos ha podido
demostrarse un defecto de la espectrina que altera su fijacién a
la protefna 4.1 (66, 93). Esta proteina es un componente
estructural importante del esqueleto de la membrana que ayuda a
determinar la morfologfa del hematie y las propiedades mecanicas
de la membrana [19, 20, €39].

Cualesquiera que sean las bases moleculares, en la EH existe
una anomalia del esqgueleto de la membrana del hematie y, de este
modo .cambia su forma de disco bicdncavo para convertirse en una
esfera (esferocitos)., Ello iwplica wuna disminucién de su
deformabilidad ¥y, como consecuencia, los esferocitos quedan
retenidos en el bazo, mientras intentan pasar a través de las
fenestraciones de los cordones esplénicos para penetrar en los
sinusoides de este Srgano. Al hallarse inmersos en este ambiente
de carencia metabdlica {con una baja concentracidn de glucosa),
los hematfies se hacen particularmente propensos a perder mas
fragmentos de su membrana. Tras un nimero indeterminado de pases
a través del bazo, los hematies quedan tan alterados gue sufren
una fagocitosis selectiva por parte de los fagocitos
mononucleares del Dbazo. Por consigquiente la esplenectomfa, a
pesar de no influir sobre la anomalfa subyacente que padece el
esqueleto de la membrana de los hematies corrige la anemia de la
EH [31, é6, 72}.
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4.2.5.1. Prueba de Fragilidad Osmdtica.

La forma de disco bicdncavo del hematfe implica un exceso de
extensidén superficial en relacidén con su volumen. Esta
caracteristica fisica del hematie se considera responsable de la
deformabilidad normal del hematfe. Si la superficie del hematie
disminuye respecto a su volumen, éste tiende a tomar una forma
esférica que da "a la célula cierto grado de rigidez que
interfiere en el paso de la misma a través de pequefios capilares
sanguineos {84, 99].

La membrana de los hematies es de tipo permeable. Cuando
éstos son colocados en una solucidén hipertdnica pierden liquideo
(por lo tanto disminuye su volumen'y ge destruyen) hasta que se
establece el equilibrio osmdtico con el liquido circulante. Sin
embargo, cuando los hematfes son colocados en una solucidn
hipoténica, captan liquido (hinchindose) hasta que se alcanza el
equilibrio osmdtico o hasta que se rompen. Por lo tanto existe un
limite a la hipotonicidad de una soluciép soportable para los
hematies [99]).

La prueba de fragilidad osmética evallla la relacidén entre
superficie y volumen de hematies normales y anormales. Esta
prueba depende de la désmosig; la ruptura de las células resulta
de la alteracién en su forma y disminucidén de su resistencia a la
fuerza osmdética mis que a un cambic en la composicidn de la
célula. ’

En las condiciones de la prueba las cé&lulas esferociticas se
rompen mis facilmente que las demis, de tal modo que la prueba de
fragilidad osmotica es considerada como el Indice mas sensible de
la magnitud de la esferocitosis (56, 99].

En ciertas Anemias Hemolfticas, ej. EH y Anemias Hemoliticas
idiopaticas y sintomaticas adquiridas, la resistencia de los
hematfes a la 1lisis en soluciones Thipotdnicas disminuye
{fragilidad osmotica aumentada), permitiendo que el agua entre a
la célula en concentraciones salinas que no deforman los hematies
normales. E1 agua entra expande la membrana y la hemoglobina
escapa. Asi es gque la fragilidad osmdtica indica formacidén de
hematies esféricos, es decir, disminucidon de la relacién entre
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superficie/volumen de éstos [34].

En el caso de las talasemias y enfermedad drepanocitica, la
mayor resistencia a soluciones salinag hipotdnicas, es decir,
menor fragilidad osmdtica, es el resultado de un aumento de
superficie o disminucién de volumen o de contenido bioquimico
del hematie. En estas condiciones este Gltimo toma la forma de
célula blancc o no se lisa por completo en concentraciones
salinas bajas gue lisan por completo hematies normles [69, 84].

Fundamento:

Cuando los hematies se sitan en una serie de soluciones de
cloruro sdédico de concentraciones decrecientes, el agua entra
osméticamente a través de la membrana. Esto resulta en un aumento
de volumen de la célula, que. inicialmente se convierte en
esférica. Una vez que alcanza el volumen critico de la célula, la
membrana empieza a permitir la salida de moléculas de gran tamafio
tales como la hemoglobina. La liberacidén de hemoglobina al
liquido sobrenadante se mide espectrofotométricamente y se
grafica contra la concentracion de cloruro de sddico (84, 99].

Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Gradillas metdlicas para tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
Pipetas serolégicas de 1 ml (1/100).

Pipetas serolégicas de 5 ml.

Tapones de hule.

Baflo de incubacidn a 37°C.

Termdmetro {escala de 0° a 100°C).

Espectrofotdmetro (Bausch & Lomb Spectronic 20)

Celdas con 1 = 1 cm. -
Balanza granataria (Serie No. AC5664, capacidad 2 Kg a 0.453 Kg).
Piseta. :

Material Biolégico:
Sangre desfibrinada.
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Reactivos: . . i

Soluciones de cloruro sédico: 1.0, 0.95, 0.90, 0.85, 0.80, 0.7S,
IR 7 0.65,°0.60, 0,55, 0.45, 0.40,

::0,35,:.0,30, 0,25, 0.20, 0;15, 0.10.

Método [34, 99]:

- I
Rotular 19 tubos de ensaye de 13 -x 100 mm. con 1la
concentracién en forma decreciente.

Adicionar 5 ml de la concentracion de NaCl correspondiente- a
cada tubo de ensaye.

Aflfadiz 0.05 ml de sangre desfibrinada a cada tubo, - procurar
que la gota de sangre caiga en el centro de la solucién de
cloruro sddico.

Mezclar y dejar reposar 30 min.

Centrifugar A 2500 rpm durante 5 min. para facilitar la
gsedicmentacidn de las células no lisadas.

Tomar las lecturas de D.O. de los Bobrenadantes a_ 540 nm
utilizando como blanco 5 ml de solucidén de c¢loruro sddico al
0.9% .

Estas lecturas correspenden al tiempo de 0 horas. Graficar el
% de hemdlisis contra la concentracidn de cloruro sbddico.

II
Con sangre desfibrinada preincubar a 37 € durante 24 horas ,
realizar el procedlmlento anteriormente descrito y obtener el
grafico correspond1ente a las 24 horas (% de hemdlisis contra
contra concentracidén de cloruro sbddico).

I1I

Se deben obtener dos graficos por paciente (0 y 24 horas). La
prueba de fragilidad de hematies es expresada mejor como una
curva sobre papel milimétrico lineal 1nc1uyendo siempre el
control normal e indicando las concentraciones salinas a las
cuales:

a) Se inicid ta hemdlisis.

b) Bsta fue completa.

¢) Ocurrid el 50% de hemdlisis.
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% Hémé;iéis =

; Interpretacion :

Célculp:

. 'D.0.. tubo:"X" de’la ‘serie de tubos/paciente x 100

70}"{ @élitubs -0 por'paciente.
valores de’ referencia T
Nfso%g"mz 'HEMOLISIS:

'24 horas - [34]
2.0 455 a’'0.59 % NaCl

Antes de, 1a ncubacion;el lim:.te -normal para la fragilidad
osmética: es: de 0:4:a 0 445 ¥ide NaCl.

La: 1ncubacion 37 C durante ' las 24 horas aumenta la
fragllidad de ‘los hematies normales (Fig. 4-12, [1-1A]). El
aumente es ,inclusowmas, ‘intenso para los hematfes de la
esferocitosis hereditaria y de la anemia hemolitica congénita
debida al deficit de piruvate cinasa, la hemdlisis puede
inici‘ar}se«entre 0.4% de NaCl y puede ser completa en casi 0.65
y 0.7% de Nacli (Fig. 4-12: ([2+2Aa)). La prueba permite el

-reconocimiento de la esferocitosis hereditaria de bajo grado en

que 1a f‘ralgi.lidad osmdtica ne incubada puede ser normal [34].

El- -aumento de la resistencia 1litica del Thematfe
(fragilidad osmética disminuida) en la cual la hemblisis
comienza- a 0 4% de salina y en la gque algunas células no
hemolizadas pueden estar presentes a 0.30% de salina, es
obgervado en la talasemia, anemia falciforme, y en la anemia
hlpocromica ordinaria (ferropénica) y enfermedades hepaticas
(ictencia obstructiva, enfermedad de Gilkert) (Fig. 4-11)
[34]

. Observaciones:

1} La prueba debe realizarse tan pronto como sea posible
después de tomar la muestra.

"2) 'El uso de anticoagulantes del tipo oxalatos que comprende la

adicién de sales osmSticamente activas es indeseable. La
heparina es el anticoagulante de eleccidén, pero puede usarse
sangre desfibrinada cuidadosamente.
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3) Para la prueba cuantitativa mencionada resulta evidente que
las cantidades de sangre afladidas a cada tubo deben ser
precisamente iguales.

4) Debe tenerse cuidado de que las gotas de sangre caigan
directamente en las soluciones salinas sin hacer contacto con las
paredes Becas del tubo ya que ésto puede causar pérdida de
muestra [34).

4.2.5.2. Prueba de Autohemdlisis.

Mientras el hematfe es libremente permeable para los aniones
plasmaticos ‘(cloruro y bicarbonato) y para el agua, es de un
grado relativamente bajo para los cationes sodio y potasio {72,
93). A fin de regular su volumen y mantener el balance osmdtico
en presencia de la presidn osmdética de los constituyentes para
los que no es permeable {principalmente la hemoglobina y los
diversos intermediarios glucolfiticos), el hematie mantiene un
sistema energético dependiente de trangporte catidnico activo
{34, 99].

Los hematfes no contienen glucdgeno y dependen de la glucosa
para la produccidn de ATP. Mediante la incubacidn sin glucosa los
hematfes normales sufren variaciones estructurales y quimicas
progresivas. Los niveles de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) y Qe
ATP descienden y en ausencia de ATP se pierde el control del
volumen,

Durante las primeras 24 horas, las células aumentan de
volumen debido a una antrada de sodio que supera la salida de
potasio. Estos hematfies se asocian con un aumento de la
fragilidad osmdtica [99). Los eritrocitos que han sufrido estas
variaciones tienen una viabilidad dismunuida cuando se reinyectan
en la circulacién. Después de 24 a 48 horas de incubacién se
pierde la impermeabilidad de la membrana para los cationes, y los
cationes intracelulares se equilibran con el medio. La pérdida de
potasio (K*) se manifiesta y se acompafia de la pérdida de fosfato
y de un nimero de intermediarios gluceliticos que origina
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téduécién'delrvolumen celular. Simultdneamente, se pierden los
liﬁiddéwde la membrana y decrece el volumen hemolitico critico de
1a celula, Aproximadamente después de las 48 horas de incubacidn,
los hematfies normales se vuelven permeables para la hemoglobina y
ocurre autohemélisis [99].

Fundamento {Dacie y Lewis, 1968) (34, 5%):

cuando la sangre desfibrinada estéril se incuba a 37°C, los
hematies sufren una serie compleja de cambios existiende un
proceso hemolitico gradual. Las células con defectos metabdlicos
o de membrana manifiestan una lisis mayor que las normales. A
pesaxr de que el mecanismo exacto de la lisis es probablemente muy
complejo, parece que la imposibilidéd de mantener los gradientes
catiénicos juega wun papel importante en la esferocitosis
hereditaria.

Material:

Matraz Erlenmeyer de 250 ml est&ril (con 15 esferas de vidrio de
2 a 4 mm de didmetro). )

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm con tapén de rosca estériles.
Tubos de ensaye de 15 x 100 mm.

Gradillas metdlicas para tubos de ensaye de 13x100 mm y 15x100mm.
Pipetas seroldgicas de 1 ml (1/100) estériles.

Pipetas sercldgicas de 10.0 ml.

Pipetas Sahli con tubo litex.

Epectrofotfmetro (Bausch & Lemb Spectronic 20).

Celdas con 1s1 cm.

Microcentrifuga IEC MB Centrifuge (Damon/IEC- Division)

Centrifuga (Mod. J-12).

Lector para hematocrito (IEC).

Balanza granataria (Serie No. Ac5664.,‘cap. 2Kg - 0 453 Kg)
Termémetro {escala 0° a 100'C). h

Material Biolbdgico: )
Sangre periférica desfibrinada’estéril.’
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Reactivos (Anexo 1)
501ucion esteril de’ glucosa al .10% en cloruro EOdlCO al0.85¥%:
 SSF al 0: est‘ steril.
Soluc1oﬁ de Drabkin.

'Métoqq 1981+

Se ‘toman:’ on una’ jeringa estéril, 10 ml de sangre y se
desfibrinan < mediante agitacidén 1ligera y constante en un
matraz. Erlenmeyer estéril el cual contiene esferas de vidrio.

Adicionar '0:1 ml de solucidn de glucosa al 10% estéril en SSF
al-0.85% en 2 tubos de ensaye de 13 x 100 mm con tapdn de
rosca;. a otros 2 tubos adicionar 0.1 ml de SSF al 0.85%
estéril. . .

Colocar 2. ml de sangre desfibrinada a cada tubo (2 con
glucosa al 10% en SSF al 0.85% y 2 con SSF al 0.85%).

Incubar a 37°C durante 48 horas. Invertir una vez los tubos.a
las primeras 24 horas y continuar la incubacién por 24 horas
mas;

Cumplidas las 48 horas de incubacidn:

Homogenizar 2 de los tubos Los 2 tubos regtantes
{glucosa al 10% en SSF al {glucosa al 10% en SSF al
0.85% y SSF al 0.85%). De 0.85% y SSF al 0.85%) se
éstos pipetear 0.02 ml Y] centrifugan a 2500 rpm
colocarlos en 10 ml de soO- por 15 min para obtener
lucidn de Drabkin para de- suero, Adicicnar 0.2 ml
-terminar-la concentracidn del suero de cada uno de
de Hb, asimismo determinar los tubos anteriores a 2
el Hto. tubos de ensaye de 15 x
. 100 mm que contengan 10
ml de solucidn de Drabkin

respectivamente.

Efectuar 1las -lecturas de las D.0. a 540 nm. Utilizar como
‘blanco: 10 ml de solucién de Drabkin tanto para las muestras
de'sangre como para las de suero.




caculos:
oy A s

) B AST (100°-=""Htor)

Pormula general del % de HemdOlisis = . - =

- ABT-X.10
Donde: - ;
AST = D.0. de la muestra de suero en el tiempo T (48 horas).
Htor = Hematocrito en el tiempo T (48 horas).

ABr = D.0. de la muestra de sangre en el tiempo T {48 horas).

. AStissr) (100 - Htortssh)}
% de Hemdlisis en SSF =

ABT(SSF) x 10

AStie) (100 - Htorm)

%t de Hemdlisis con Glucosa =

ABT(c) . XX 10
Valores de referencia:
Con gluccsa = inferior al 0.6%
Con SSF = inferior al 3.5% [99]
Interpretacidn:
La autohemdlisis, en ausencia de glucosa, estd generalmente
aumentada en esferocitosis hereditaria (10 al 50%), este

porcentaje de hemdlisis puede disminuir mediante la adicidn de
glucosa en forma variable; mientras que en el sujeto normal (en
ausencia de glucoga) raramente excede del 4% [99].

Les pacientes con anemia hemolitica congénita no
esferocitica cuyos hematies muestran unicamente una moderada
autchemdlisis (entre 3 y 6% en SSF) y ésta es corregida por la
glucosa, se clasifican como portadores de anemia hemolitica
congénita no esferocitica tipo I [34, 99].

Los pacientes en quienes la autohemdlisis es congiderable
sin glucosa (entre 7 y 15%) y en los que este defecto no se
corrige mediante la adicién de glucosa, se clasifican como
portadores de una anemia hemoliuca no esferocitica de tipc II
[34, 991.

La autohemdlisis estd también aumentada en las anemias
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avtoinmunes con esferocitosis y en las anemias hemoliticas
hereditarias enzimopaticas (deficiencia de piruvato cirasa,
etc.). En las primeras, la adicién de glucosa usualmente no
protege y en las segundas la respuesta a la glucosa es variada
[59]1.

4,2.6. Pruebas para Determinar Deficiencias Enzimaticas del
Hematfe.

Para conocer las anomalfas enzimdticas de los hematfies es
preciso conocer su metabolismo glucolfitico, asi como algunos
procesas de oxido-reduccidn que tienen lugar en los hematies [18,
93],

Desde el punto de vista wmetabdlico, el hematfe es un
corpisculo empobrecido, por carecer de niicleo, mitocondrias,
reticulo endoplésmico rugoso y de otros organelos; tampoco puede
tener Aacidos nucleicos ni ciertas cadenas energéticas, como el
ciclo de Krebs y la cadena de citocromos. Le es imposible la
gintesis de woléculas completags y no puede realizar el
metabolismo de las grasas ni el de los prdtidos. Contiene una
solucidn de hemoglobina al 33% y una baja concentracién de
enzimas y otros componentes que intervienen en un nimero limitado
de reacciones metabolicas. Estas reacciones dan lugar a 4
sustancias importantes para la funcidn de la célula:

1) Adenosin-Trifosfato (ATP), que proporciona la energfa
necesaria a las bombas catidnicas para mantener la
concentracién intracelular normal de cationes, asi como para
otras reacciones que permiten a la membrana conservar su forma
y grado de deformabilidad.

2) Dinucleotido de Nicotinamido-Adenina reducido  (NADH),
necesario para reducir la metahemoglobina.

3} ¢Glutatién reducido (GSH), que sirve de reservorio de la
potencia reductora para proteger la Hb de la lesién oxidativa
a que darfan lugar el peréxido de hidrdgeno y otros perdxidos.
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4} 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG), que facilita la liberacidn del
bxigeno de la hemoglobina en las condiciones de tensién de
oxigeno existentes en los tejidos y que puede intervenir
también en reacciones con la protefnas del esqueleto de 1la
membrana, necesarias para conservar la deformabilidad normal
de la membrana del hematfie [18, 72, 93].

Pero su funcidén se cumple con una energia proporcionada por
la degradacién de la glucosa en todo el transcurso de su vida.
Con ello tiene suficiente para sus necesidades y es capaz de
sobrevivir una vida de 120 dias a lo largo de la cual estd sujeto
a numerosas agresiones mecdnicas y quimicas [18].

La integridad funcional y Ffisica de la Hb, y por ende el
hematfe maduro, depende de la eneréia derivada de la conversidn
de glucesa en lactosa, ya sea por la via Shunt oxidativa
(aerobia) de hexosa monofosfato (HMP), o la via anaerobia de
Embden-Meyerhof. Muchas enzimas son necesarias para mantener las
vias de las que depende la degradacidn. Las deficiencias severas
congénitas (o raramente adquiridas) de estas enzimas traen
cambios funcionales de la Hb y hemdlisis, produciendo el cuadro
de anemia hemolitica no esferocitica hereditaria (84].

Las enzimopatfas del hematfe, son anomalias congénitas a
menudo asintomdticas, y que a veces se manifiestan al
establecerse contacto con ciertas sustancias a dosis usualmente
inofensivas, pero que en los sujetos marcados c¢on estas
deficiencias pueden provocar cuadros hemoliticos a veces graves
[18, 84, 94].

En el hematie normal existen dos componentes metabdlicos
importantes: la glucdiisis y los procesos de &xido-reduccidn.
Todas las deficiencias:- enzimdticas se refieren a estos 2
procesos.

" 7" 'por lo que respecta a la glucdlisis, las deficiencias pueden

afectar a ciertas enzimas determinadas, que pueden afectar

enzimas de las dos vias, tanto de la aerobia (Pentosas) como de
la anaerocbia (Cicio de Embden-Meyerhof). El1 otro componente
metabélico es el de las Oxido-reducciones, pudiendo existir
deficiencias o anomalfias en las metahemoglobinreductasas, en
enzimas relacionadas con el glutatidn o en esta misma gustancia y
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en la catalasa; esSte grupo no es anemizante [18, 84].

Existen dos dificiencias enzimiticas que afectan
directamente a enzimas de la glucdlisis y que son verdaderamente
importantes desde el punto de vista clinico: la de 1a
Glucosa-6-Fosfato-Deshidrogenasa {G-6-PD}, que afecta a millones
de individuos y que corresponde al atajo de las pentosas y la
deficiencia de 1la Piruvate Cinasa (PC), del ciclo de
Embden-Meyerhof (Tabla 4-7 y Fig, 2-3) (18, 28, 69),

4.2.6.1. Deficiencia de Piruvato Cinasa.

La piruvato cinasa (PC) estabiliza uno de los pasos
productores de energfa de la glucolisis, la transferencia de
fosfato desde el fosfoenol piruvato hasta ADP, lo gue da lugar a
la fosforilacidn de un compuesto de gran energia, el ATP, de la
forma siguiente:

(Acido fosfoenolpixivico) {Acido Pirdvico)
COOH COOH
CoPoaHa* COH
CH2 CHz
Piruvatocinasa X
ADP ATP (16, 94]

La reaccidn en esencia es irreversible. Las propiedades
cinéticas de la PC estdn influidas intensamente por cantidades
insignificantes de difosfato de fructosa (13, 28]. Un déficit en
la enzima PC es una causa importante de enfermedad hemolitica
congénita no esferocitica [99]. Se hereda como una caracteristica
autosdmica recesiva, awbos sexos se ven afectados por igual. El
diagnéstico se establece mediante una prueba de investigacidn
especifica o por pruebas eﬁziméticas {34, 69, 99).
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Tabla 4-7, Clagificacidn de ias deficiencias enzimiticas

[iel.

1) Deficiencias de las enzimas de la glucdlisis.
'A) Deficiencias del ciclo de Embden-Meyerhof.
a) Hexocinasas.
b) Fosfofructosacinasa.
c) Triosafosfatodeshidrogenasa.
d) Fosfogliceromutasa.
e) Fosfohexosaisomerasa.
f) Foefotriosaisomerasa.
g) Fosfoglicocinasé.
h) Piruv in
B) Deficienciag del atajo de las Pentosas.
a) Hexocinasa.
b) glucosa-6-fosfato deghidrogenasa,
¢) 6-fosfogluconodeshidrogenasa.
d) Lactonasa.
e) Epimerasa.
£) Transquelotasa.
2) Deficiencias de mecanismos energéticos.
A) De 6xido-reduccidn.
a) Glutatidén reducido.
b) Glutatidén reductasa.
c) Glutatidn peroxidasa.
d) Catalasa.
B) De fosforilizaciones.
a) Adenosin trifosfato.
b) Adenosin trifosfatasa.
c} Adenilatocinasa.
Migceldnea.
A) Hemoglobinas inestables.
B) Aumento de la lecitina del estroma.
C) Hematfes con sodio bajo y potasio alto,

3
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Mecanismo de Hemdlisis:

La PC cataliza la formacidn de piruvato desde
fosfoenolpiruvato (PEP) con la generacién de ATP desde ADP [28]).
Los hematies generan aproximadamente 90% de sus requerimientos
energéticos a través de la via de la glucdlisis anaerdbica de
Embden-Meyerhof. Los hematies deficientes en PC fallan para
generar cantidades suficientes de ATP para mantener la funcién
normal de la membrana del hematfie (69). En los defectos graves de
PC, la anemia hemolitica se debe probablemente a una glucélisis
jmperfecta en el hematie, la cual depende a su vez del
metabolismo de la glucosa a lactato para proveer 10s
requerimientos de energfa del hematie. Debido a la incapacidad
heredada de catalizar normalmente un determinado paso en la
glucdlisis, los reticulocitos y otros hematies jovenes
probablemente sobreviven un corto espacio de tiempo en virtud de
su mds flexible y, cuantitativamente, mds activa maquinaria
metabdlica. A medida que envejece la célula, sus actividades
enzimiticas incapaces de mantenerse se desgastan y decaen. Este
proceso normal aumentado por una imperfeccidn genética
determinada de un punto de la glucdlisis conduce a un
acortamiente de la vida media y a la anemia hemolitica {28, 44,
93, 99).
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Fundamento (Beutler, 1871) [94]:

La PC, cataliza la fosforilacifén del ADP al ATP por la
accidén del PEP con formacién de piruvato. La pérdida de
fluorescencia del NADH bajo luz ultravioleta se observa como
prueba de la presencia de PC, teniéndose la siguiente reaccién:

PC
PEP + ADP

> Piruvato + ATP
MgCla KCl

Piruvato + NADH > Lactato + NaD¥

Material:

Micropipetas de 5, 10, 20 50, 100 y 500 pl.
Bafio de incubacién a 37 c (Serial No A1614.5)
Termémetro (escala 0° a 100° c) " ]
Epectrofotémetro para celdas de cuarzo. ‘

Material Bioldgico: ) )
Hemolizado 1/20 (dializado 12 horas en solucidn estabilizadora)
{Anexo 1). T '

Reactivos {Anexo 1}:

Tampon Tris HCL-EDTA, pH 8.0.
KC1 {mol/lt).

MgClz (0.1 mol/l). .
NADH (2 mmol/l).

ADP (30 mmol/l).

LDH (60 U/ml) .

PDF (10 mol/l).

PEP (100 mmol/1}.

Agua bidestilada.
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Het:oda [94]

Efectuar las siguienCes :I.ndicaciones. - CHLT LR PR el

i

Tampdn Tris HCl- -EDTA
- .pH 8.0 (pl) -
KC1 mol/1 (ul) '
MgCla 0.1 mol/Ll (ul)
NADH 2 mmol/l (ul)
ADP 30 mmol/l (ul}
(neutralizado)
LDH 60 U/ml (ul)
EDF 10 mol/1 (ul) ;
H20 bidestilada (ul) . 380" R .
Hemolizado 1/20 (ul) 20 20 2020 F 20

INCUBAR A 37°C (DURANTE 10 MIN’UTOS)

PEP 100 mmol/l- 100 100" B

MEDIR LA VARIACION DB LA ABSORBANCIA . (A) POR MINUTO A 3 '0 nm.
A UNA T *® OSCILANTE ENTRE 25°R 37°C. :

Céaculos:

A*/min.
Hb(g/dl)

Con./u:‘z:lo -anterior se pretende por wuna parte, medir la
actividad de . PC a concentracidn saturada de su substrato PEP
(reaccidn - enzimdtica .convencional), y por otra, detectar la
posible existencia de variantes deficientes de PC con alteracidén
de su.comportamiento cinético, por el cual el déficit solamente
puede manifestarse a concentraciones no saturadas de PEP o
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también bajo activacidn por los productos de degradacién de la
fibrina (PDF) [84, 94},

Valores de referencia:

(x ¥ 2 DE a 37,0).

PC (S1): 6.9 a 11.1 Ul/g Hb,
PC (S2): 9.0 a 31.0 UI/g Hb,

BC (S2 + PDF): 42.5 a 60,9 UI/g Hb,

Interpretacién:

La PC es una enzima dependiente de los hematfes jovenes, por
lo que aumenta, a veces intensamente, en el curso de una
reticulocitosis.

En ciertas anemias, especialmente las debidas a
dishemopoyesis, puede hallarse disminufda incluso hasta en un 50%
de su actividad normal [94].

Observaciones:

Dado que 1la actividad de 1la enzima (PC) aumenta en
aproximadamente un 2 a 7% por grado, no es posible obtener una
buena reproducibilidad sin un equipo que este termostaticamente
controlado [991.

4.2.6.2. Deficiencia de la Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-FD) constituye la
enzima del hematfe que se ha investigado de wun modo mas
exhaustivo.

Cataliza la oxidacién de la glucosa-6-fosfato {G-6-P) a
6-fosfogluconolactona, que rapidamente se desdobla a Aacido
6-fosfoglucénico. En la reaccién el NADP' se reduce a NADPH (18,
28, 93, 99].

La enzima es mucho mis activa en los hematies jovenes que en
los viejos. Bn presencia de su coenzima, el NADP', la enzima se
desplaza electroforéticamente como una banda principal unica (18,
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99]. Se conocen muchas mutaciones que afectan la actividad,
estabilidad y propiedades cinéticas de la enzima [99]. Se tienen
dos variantes de la G-6-PD preséntes en personas normales
denominados tipo A y tipo B, cuya mayor diferenciacidén se
establece por electroforesis en medio alcalino.

El tipo B es caracteristico de la raza blanca, y el tipo A
de las razas de color [18, 72].

La deficiencia de G-6-PD es una enfermedad hereditaria en la
que estd muy disminufida la actividad de la enzima,
Particularmente los hematies se encuentran gravemente afectados y
la deficiencia de G-6-PD da como resultado una anemia hemolitica,
scbre todo después de la administracién de farmacos o agentes
quimicos [99] que incluyen sulfonamidas, dcido p-amino-salicilico
fenilhidrazina, acetanilida, primaquina y nitrofurantoina o bajo
otras condiciones de estrés [67, 70].

El defecto de la G-6-PD se debe a la herencia de alguna de
la amplia gama de anormalidades de la estructura del gen X gue
condiciona la secuencia de aminoacidos de la enzima G-6-PD. La
enzima normal que se forma puede ser sintetizada en cantidad
normal, pero su estabilidad in vivo puede estar disminuida comeo
ocurre en el caso de la mutacidén A, Otras mutaciones tal como la
que produce la enzima, parecen originar la formacidén de un menor
nimero de moléculas de enzima cada una de ellas con actividad
enzimidtica normal, pero con propiedades distintas [28, 69, 72,
93, 99].

Mecanismo de Hemdlisis:

Se desconoce la razdén exacta del por qué la vida media de
los hematfes deficientes en G-6-PD se acorta en muchas
circungtancias como en la administracién de farmacos, el periddo
neonatal o durante las infecciones.

La hemdlisis inducida por farmacos en las células
deficientes en G-6-PD se acompafia generalmente de la formacién de
los cuerpos de Heinz, particulas de Hb despaturalizada vy
proteinas del estroma, gque solo se producen en presencia de
oxigeno. ’
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. :El mecanismo por el cual tales cuerpos de Heinz se forman y
se - agregan -al estroma de los hematies ha estado sometido a
miltiples investigaciones y especulacicnes. Se ha encontrado que
la exposicidén de los hematfies a ciertos farmacos da lugar a la
formacidén de bajos niveles de perdxido de hidrégeno (H202), como
8i el fdrmaco reaccionase con la Hb. Por otra parte, algunos
productos pueden formar radicales libres que oxidan el glutatidn
reducido (GSH) sin formacidn de H202 como intermediaric ([10], La
formacidén de radicales libres de GSH por medio de la accién del
perdxido o por accidn directa de los wmedicamentos puede seguirse
de oxidacidén del GSH a la forma de disulfuro (GSSG) [67, 70, 991,
o bien, combinando el glutatién con 1la Hb para formar un
disulfuro mixto. Estos disulfuros ﬁixtos se cree gue se forman
inicialmente con el grupo sulfhidrilo en posicién 93 de la Hb. El
disulfuro mezcla de GSH y Hb probablemente es inestable y sufre
cambios en su estructura, exponiendo los grupos sulfhidrilos
internos a la oxidacidn y a la formacidn de disulfuros mezclados.
Una vez que a ocurrido esta oxidacién 1la Hb esta
irreversiblemente desnaturalizada y precipitada en forma de
cuerpos de Heinz. Hasta cilerto punto, los hematies normales
pueden defenderse de estos cambioB por reduccién de GSSG a GSH y
por reduccidén de los disulfuros GSH-Hb por medio de la reaccidn
de la glutatién reductasa [11, 28]. Sin embargo, la reduccién de
estos puentes disulfuro requiere una fuente de NADPH. Los
hematies deficientes en G-6-PD son incapaces de reducir el NADP a
NADPH en proporcidn noyrmal. En consecuencia, no pueden liberar
H202 ni reducir los disulfurcs de Hb-GSH. Cuando tales células
son estimuladas por farmacos forman cuerpos de Heinz més
ripidamente que las células normales. Las células que contienen
cuerpos de Heinz encuentran dificultades para sgalvar la barrera
esplénica y son eliminadas rapidamente de la circulacidn [11].

La formacién de MetaHb acompafia frecuentemente a 1la
administracién de firmacos que tienen capacidad de producir
hemdlisis de las células con defecto de G-6-PD. Los grupos heme
de la MetaHb se separan de la oxihemoglobina (OxiHb). Por esto,
se ha sugerido que la formacidn de Metalb puede ser un paso
importante en la degradacidn oxidativa de la Hb a cuerpos de

126



Heinz (o es wun efecto sgecundario incidental de farmacos
oxidativos), La susceptibilidad a la icterieia neonatal de los
nifios deficientes en G-6-PD puede representar el resultado de la
escasez de G-6-PD junto con un descenso de log niveles séricos de
glucosa, ambas circunstancias se encuentran en el " periddo
neonatal, y la relativa inmadurez enzimdtica del hematfie del
recién nacido (11, 12, 69, &7, 99].

4.2.6.2.1, Prueba de los cuerpos de Heinz para Células
Deficientes de Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa.

Fundamento [34, 69, 84]:

La acetilfenilhidrazina, sustancia oxidante, se afiade a la
sangre del paciente y a la del control. Después de una incubacidn
a las 2 horas y 4 horas a 37°C se examina la posible existencia
de los cuerpos de Heinz en cada una de las muestras mediante la
‘coloracidn con cristal violeta.

Material: ‘
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.,

Tapones de hule.

Gradillas metdlicas para tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
Pipetas seroldgicas de 1 ml (1/100),

Pipetas serolégicas de 5 wl,

Bafio de incubacidn a 37°C (Serial No. A16145).

Gasa.

Cubreobjetos.

Portaobjetog,

Pipetas Pasteur.

Microscopio Sptico (Binocular Rossbach).

Termémetro (escala 0° a 100°C).

Material Bioldégico
Sangre completa.
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Rehc;ivas (Anexo 1):
Acetilfenilhidrazina (r.a.).
Violeta de crisgtal,
Oxalato de sodio y potasio.

Método [34):

A 2 ml de solucidn de acetilfenilhidrazina contenida en un
tubo de ensaye de 13 x 100 mm, adicionar 0.1 ml de sangre
problema (homogenizada). Se corre otro tubo de la misma forma
pero con sangre del control normal.

Mezclar y colocar en bafio de incubacidén a 37°C durante 2
horas.

Al término de la incubacidn, colocar una pequefia gota de cada
muestra en un portaobjetos y adicionar una gota de violeta de
cristal, homogenizar.

Tapar las preparaciones con un cubreobjetos y dejar reposar
10 min,

Bxaminar al microscopio con el objetivo de 40x la posible
existencia de cuerpos de Heinz tanto para el control como
para la muestra problema.

Contar los cuerpos de Heinz presentes en un total de 100
células y sacar el porcentaje correspondiente.

Valores de referencia:
De 0 a 30% [34]

Interpretacion:

Los valores de individuos con déficit de G-6-PD (o defectos
en el gistema glutatién o hemoglobinas inestables) seran mas

elevados generalmente mas de un 45% [34].
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' 4.2.7. Pruebas para Determinar Hemoglobinopatfas. -~ -*':

En loe individuos normales se encuentran por 1lo menos tres
tipos distintos de hemoglobinas (Tabla 4-8 y Fig. 4-14).
1) Hemoglobina adulta (Hb Ai): azB2. Consiste de dos porciones
moleculares idénticas, cada una de ellas formada por dos cadenas
polipeptidicas « (constitufida por 141 a.a.)} y dos cadenas g
(constituida 146 a.a.). Cada cadena estid ligada a un grupo heme.
La molécula es elipsoidal, con los 4 grupos heme en su superficie
donde funciona combindndose reversiblemente c¢on el oxigeno (02) a
bi6éxido de carbono (CO2). La Hb A1 es la fraceiém mayor en
adultos y constituye el total de hemoglobina de 92 a 96% [34, 62,
69, 72].
2) Hemoglobina Az: «2é2. Constituye del 1.5 al 3.5% de 1la
hemoglobina del adulto normal y consiste de dos cadenas a como la
Hb A1 més dos cadenas 8. Las cadenas o son similares a las
cadenas 8 difiriendo solamente en 8 de sus 146 a.a. [34, 62, 69,
72).
3) Hemoglobina Fetal (HbF):o2y2, La HbF se asemeja a la HbA en
que posee 2 cadenas «, pero difiere de ella en que tiene 2
cadenas 7 en vez de 2 cadenas g. La produccidén de cadenas 7
comienza durante las primeras fases de la vida fetal y contintia
luego sin interrupcidn. La produccidén de cadenas 7 empieza a
disminuir poco después del nacimiento, hasta ger reemplazada por
cantidades crecientes de cadenas B. Al nacer la HbF constituye
cerca del 75%, pero a los 6 meses de edad desciende por debajo
del 5%. El adulto normal sintetiza tan sdlo cantidades minimas de
HbF (menor del 1%) [34, 62,69, 72].

Cuando se presentan alteraciones cualitativas o
cuantitativas de la globina, secundarias a mutaciones genéticas,
cuya consecuencia puede ser una modificacién estructural
(hemoglobinopatias estructurales) o a una disminucién mids o menos
importante en la sintesis de una cadena globinica
estructuralmente normal (talasemias) se denominan

hemoglobinopatfag (globinopatfas) [34, 69, 72, 94].
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Tabla 4-8, HEMOGLOBINAS ‘NORMALES PRESENTES.EN EL ADULTO.,

Denominacién Cadenas de Hb total 7. - Intervalo de edad
globina o ® C
HbA1 azf2 ‘92 al 96 .. Bxiste después del

.nac:Lm:Lento y a partir
del 6°* mes de vida
constituye el ¥ de Hb
total en el adulto
- [34, 69, 72].

HbAz aéz 1.5 al 3.5 Constante desde el
nacimiento [36, 69,
72, 941.

HbLP oy2 1 Elevada durante la

wvida fetal, después
del nacimiento dismi-
nuye hasta permanecer
constante a los 6 me-
meses de edad [18,
34, €9].

Cadena « (adulta)

) '\ ’ Cadena adulta)
\
N\ Cadena 7
\ (fetal)
40
\
ambio de HbF a
30 Hb adulta
4 Cambic de Hb
embrionaria a
HbPF
20
Cadenas I + E
/ \ (embrionarias)
10 / J ’
7/ P Cadena & {Hb
4
0 -6 -3 +3 +6
Prenatal Nacimiento Postnatal

Edad en Meses.

Fig. 4-14. Sintesis de cadenas de globina prenatal y postnatal.
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. Las anomalfas genéticas pueden dar lugar a una variante
estructural de la hemoglobina, alterar la produccién de una
cadena de polipéptidos o ambas cosas a la vez. La gran mayorfa de
las anomalias estructurales resultan de sustitucicnes de un sdlo
aminodcido como congecuencia del reemplazamiento de un sdlo
nucledtido en un codén (triplete de nucledtidos que codifican un
aminodcido). Las variantes estructurales raras, surden a
consecuencia de la deleccién de un nucledtido de un coddn, lo que
da lugar a un cambio en la trama de lectura de los codones en
sentido descendente, con la consiguiente deleccidén de uno o mas
residuos de aminodcidos ©0, a la inversa con extensién de 1la
cadena polipéptidica por alterarse el coddn final [72].

Segin sean su clase y localizacidn, la sustitucién de un
aminodcido en una cadena de globina puede alterar o no el
comportamiento de la molécula de hemoglobina. Si la anomalfa
estructural produce manifestaciones clfnicas, se dice que el
paciente padece una hemoglobinopatfia. Teniendo en cuenta su
prevalencia a escala mundial, las variantes estructurales de
importancia de la cadena son 3:

HbS (uzﬂzé_“"'“‘)
HbE (uzﬂzzﬁ-ulu-l.ll) [721
HbC (azﬁzﬁ—ﬁluwlll)

Mecaniomos responsableg de la enfermedad clipica.

Cuando una anomalfa genética de 1la sintesis de globina da
lugar a una enfermedad clinica interviene en ella unoc de los
siguientes mecanismos:

1) Polimerizacidén y Gelacidén intracelulares de las moléculas de
Hb.

En los hematies que contienen grandes cantidades de Hb S,
este fendmeno se incrementa cuanto mayor es la desoxigenacidn de
la molécula de Hb, inicia la formacidén de células rigidas y
deformes. Tales células, denominadas falciformes o drepanocitos,
tienen una supervivencia sumamente acortada y son capaces de
viajar normalmente a través de la microcirculacién. A
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consecuencia de elle, se produce una anemia hemolfitica crénica y
crisis dolorosas de oclusidn vascular. Aunque en menor grado, la
Hb C tiende a agregarse y a dar lugar a células mis rigidas de lo
normal (72).

2) Supresidén de la sintesis de la cadena de globina.

Ello da lugar a los sindromes talasémicos. La anemia surge
no solamente a consecuencia de una reduccién global de la
sintesis de Hb A, sino que tiene igual importancia a este
respecto el desequilibrio en la sintesis de la cadena de globina.
En las talasemias B, se acumula un exceso de cadena o en el
hematie en desarrollo; a consecuencia de ello pe forman
precipitados de cadenas o agregadas que se asemejan a los cuerpos
de Heinz y se adhieren a la membrana celular. Los precursores del
hematie en desarrollo que contienen estos precipitados pueden
destruirse en el geno de la médula oOsea, por lo que se produce
una eritropoyesis notablemente inefectiva, caracteristica de las
Talasemias B graves.

Los hematies que consiguen penetrar en la circulagidn son
rdpidamente eliminados de ella por los fagocitos mononucleares
del bazo. Sometidos a este estrés, en la médula algunos
precursores del hematfe siguen una via de diferenciacidn mis
primitiva, con la formacidn resultante de hematies que contienen
cantidades variables de Hb F. Debido a ello reduce el nimero de
cadenas 7 libres, tales hematies son capaces de supervivencias
mis prolongadas [1, 72, 84].

En la talasemia «, las cadenas 8 en exceso existentes en la
c¢dlula forman tetramercs (B4) que pueden permanecer en solucidn
durante cierto tiempo, como una Hb anormal, en las células
circulantes, dencominadas Hb H. Los pacientes con limitada
capacidad de sfintesis de las cadenas « forman también una Hb F
que es anormal y que contienen tetrimeros de las cadenas v (Hb
Bart's) (1, 72, 84].

3) Desnaturalizacidn de las hemoglcbinas inestables.

Existen diferentes ancmalifias estructurales, ej. 1las
sustituciones de aminodcidos que desestabilizan la cavidad de
fijacidén para el heme en una cadena polipeptfdica de la globina,
las cuales incrementan la susceptibilidad de la molécula de
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hemoglobina a la desnaturalizacidn. Ya sea de manera espontnea o
tras la exposicidn de los hematies a un estrés oxidativo (ej.
exposicidén a un farmaco sulfamfdico), la Hb desnaturalizada se
precipita y se une a la membrana celular, formando los cuerpcs de
Heinz, que dan lugar a que el hematfe sea ingerido por 1los
fagocitos mononucleares, con el consiguiente desarrollo de una
anemia hemolitica (72, 83, 84, 91, 100].

4) Acumulacidn de metahemoglobina.

Bn las raras hemoglobinas M, la sustitucién de un aminoicido
en una cadena de globina favorece la tendencia del hierrxo a
oxidarse para formar metahemoglobina [52). Puesto que esta no
puede fijar oxigeno, el estado homocigoto es incompatible con la
vida, el individuo heterocigoto tiene cerca de un 40% de Hb M, y
la manifestacidon eclinica principal consiste en wuna cianosis
persistente [25].

5} Afinidad anormal por el oxfgeno.

Este cuadro surge por la existencia de una Hb anormal, con
sustitucidon de un aminoacido de la globina, lo que da lugar a un
aumento de la afinidad del heme hacia el oxigeno. La Hb anormal
fija el oxfgeno tan fuertemente que éste deja de liberarse
normalmente en los tejidos, al caer la presidn parcial de oxigeno
en los capilares. Los tetrdmeros Hb H (B4) y Hb Bart’s (ys) fijan
asimismo el oxfigeno tan intensamente que no pueden ejercer la
funcidn de proteinas transportadoras del oxigeno {72, 84].

4.2.7.1. Hemoglobinopatias Estructurales.

Son el resultado de una mutacidén (en general sustitucidn de
un aminodcido por otro), a nivel de una de las cadenas de globina
(¢ 0 B8). Asimismo se han descrito mutaciones de las cadenas § y 7
siendo &stas mucho mas raras. Las hemoglobinopatias estructurales
ge transmiten hereditariamente con cardcter autosdmico, por lo
que en el estado homocigoto no existe Hb normal y solo hay la Hb
andémala, mientras que en el estado heterocigoto existe un 50% de
la HbA y un 50% de Hb andmala, si la mutacidon afecta la cadena B;
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y un 70% de HbA y un 25% de Hb. andmal

: i la mutacion afecta. a
la.cadena «a (Tabla 4-9) [37, 63, 94] :

" _frabla 4-s. Principales cuad'fol_;}‘drep',a'x;géit;icos [721..

Diagnéstico. Genotipb'ﬁ‘ . Pé_éi:én -de hemoglobina
Rasgo de células g'g% . i L, HOA > HbS
falciformes. .

Anemia de células g%g HbS, no HbA
falciforwes.

Enfermedad SC a%s® . HbS = HbC
Talasemia-Drepa- g°g°® HbS, no HbA
nocitosis.

s%g* HbS > HbA
otras hemoglobino-
patfas estructurales
(Hemoglobinas inestables)

g° indica un gen talasémico que bloquea completamente la,
. Sintesis de cadena.

g’ indica un gen talasémico gue limita, pero que no blo-
quea completamente dicha sintesis.

i) anemia de Células Faleiformes,

La anemia drepanocitica es una anemia hemolfitica producida
por la homocigosis de los genes de los hematfes falciformes. Se
encuentra casi exclusivamente en los individuos de raza negra
{37, 72, 101).

En la HbS, el Acido glutdmico del aminodcido en la sexta
posicidn sobre la cadena B es sustituido por valina
(azpf7¢'Yaly | Bsta sustitucién se efectila en la superficie de
la molécula y cambia su carga, de ahf su movilidad electroforéti-
ca. La HbS es libremente soluble cuando estd completamente
oxigenada; cuando se elimina el oxfgeno de la HbS, aparece la
polimerizacién de la Hb anormal formando tactoides (cristales
iiquidos) que son rigidos y deforman la cé€lula dandole la forma
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faiéiﬁorﬁé proceso que ogurre cuando los hematfes contienen la Hb
S en céntidad superior al 20%. (18, 34, 37]. En la enfermedad de
HbS homocigdtica aparece la drepanocitosis en tensiones fisiold-
gicas del oxigeno, y la rigidez de los hematfes es responsable de
"1la hemdlisis asf como de la mayorfa de las complicaciones. Las
células rigidas son wis vulnerables a los traumatismos y son
fdcilmente atrapadas por el sistema reticulo endotelial, en
especial por el bazo, lo que explica la hemSlisis [34, 69].

La enfermedad de células falciformes no es de una sola

patofisiologfa, existen factores que afectan el comienzo, la
gravedad y los resultados clinicos de la formacidén de
drepanocitos como son:
1) Bl porcentaje de HbS y HDF: Los individuos con rasgos de HDS
en cuya sangre hay un porcentaje de la misma inferior al 50%, son
generalmente asintomaticos. En individuos de genes homocigotos de
HbS, el porcentaje de ésta puede llegar del 70% al 99%. Hay una
correlacidén inversa entre el % de HbF y la gravedad de los sinto-
mas clinicos. Existe una distribucion heterogénea de HbF en los
hematies S-S homocigotos, a mayor cantidad de HbF es mendr la
formacién de células en hoz. Estd demostrado el efecto protec-
tor de la HbF, en individuos que son heterocigotos para la HbS y
la Persistencia Hereditaria de la HbF (PHHF). Dichos individuos
tienen un % mayor del 50% de HbS pero también poseen una gran cap
tidad de HDF, homogéneamente distribuida en los hematfes (S, 99].

2} La tensién de oxigeno: Siendo éste el mas importante
determinante fisiolégico para la gelacién de HbS. La
polimerizacién ocurre solamente con desoxigenacién [101].
Estudios in vitro indican que la tensién de oxfgeno en la sangre
se acerca a la proporcidn de 35 a 45 mmHg, la cual debe disminuir
mis para inducir la formacidn de hoces en individuos que tienen
rasgos drepanociticos. También es evidente que para la formacién
de drepanocitos in vivo es necesario que 1la sangre este
desoxigenada [99].
3) Distribucidn homogénea de densidad celular: Morfologfa y tipo
de distribucidon de Hb en las células [B7].
a) Células falciformes irreversibles {(con HbS de 70 a 90%). Estas
células son deformadas y no recuperan la forma normal al ser
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expuestas al oxigeno., La existencia de esta forma, en los
‘hemacfes proporciona un eslabdn en un ciclo progresivo de
deformacidén en drepanocitos, estasis, desoxigenacidn y mayor
formacion de &stos (5, 99).

b} Células falciformes reversibles (con HbS menor al 50%). Son
células que revierten a su forma normal al ser expuestas al
oxigeno [99].

4) pH: La formacion de drepanocitos depende también del pH, con

mayor formacidén a menor nivel de éste [99].

5) Fragilidad mecénica de las c¢élulas falciformes: Factor

importante en la hemélisis debido a un incremento de la cantidad

de Hb libre en la sangre en pacientes con drepanocitosis indica

que se produce lisis intravascular [99].

Estos y otros factores permiten la reconstruccidén de un
ciclo patoldgico, en el cual la desoxigenacidén conduce a 1la

deformacién de los hematies [98, 99].

ii) Raggo gde C&lulag Falciformes.

Ei término "rasgo", esta referido al estado heterocigoto.
Este €5 una combinacidén de HbA y HbS [69], es decir un gen g%y
otro B" y carece de sintomas clinicos. Aunque 1la intensa
desoxigenacidn origina que los hematies adopten la morfologia
falciforme in vitro, el grado de dicha desoxigenacién, resultante
de la sangre a través de la mic¢rocirculacién, no da lugar a la
aparicién de la mencionada morfologfa de un modo significativo in
vitro [69, 72, 101). La electroforesis de la Hb revela 1la
presencia de aproximadamente 60 a 70% de HbA y 30 a 40% de HbS.
La mayor proporcién de HbhA se cree que refleja la mayor afinidad
de las cadenas « hacia las B* que hacia las B°. Los niveles de
HbF no se encuentran elevados (72, $9, 101).

1i1) Enfermedades SC (azg2™ """ “'*).
Eg un estado heterocigoto deble (2 hemoglobinopatfas B),

donde una cadena B anormal y diferente, heredada de cada
progenitor ocasionando una interaccién de la HbC con la HbS
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produce una anemia hemolitica cuya gravedad puede ser variable
(intermedia entre el rasgo y la enfermedad drepanocitica} [34,
47]. La HbC y la HbS se dan en cantidades iguales. La Hb fetal
varfia desde normal hasta un 7%. Dado que no se pueden formar
cadenas normales, no hay HbA [34, 72, 101).

iv) Talagemia-Drepanccitosis

1) Talasemia a-concomitante.

Aproximadamente un 15% de individuos de raza negra poseen un
solo gen o« en el cromosoma 16 (delecidn genética conocida como
talasemia «2). Por lo tanto, se tienen pacientes con anemia ge
células falciformes que al mismo tiempo sean homocigotos o
heterocigotos para la talasemia oz [72, 101). Debido a que la
reduccién de la concentracién intracelular de Hb disminuye la
tendencia de la HbS al pasar al estado de gel, los pacientes con
anemia de células falciformes y talasemia o concomitante suelen
hallarse algo menos endémicos gque los que presentan solamente
anemia de células falciformes [72).

Debido a que la sintesis limitada de las cadenas a acentiia
el efecto de la mayor afinidad de éstas hacia las cadenas g* que
hacia las ﬁs, la combinacién del rasgo de células falciformes y
talasemia oz aumenta la diferencia entre los porcentajes de HbA y
HbS hallados en los hematies de las células falciformes. Asf, un
individuo con rasgo de células falciformes puede tener
aproximadamente un 60% de HbA y un 40% de HbS siendo homocigoto
para la talasemia az dichas cifras pueden ser de 70 y 30%
respectivamente [72, 101]).

2) Talagemia- g-grepanocitogig,

Mientras que el gen de 1la talasemia o disminuye 1la
expresividad del gen Bs, ésta aumenta por el de la talasemia @.
La heterocigosidad doble para un gen gt y para otro de la
talasemia B aumenta la proporcién de HbS en los hematies y da
lugar a enfermedad clinica. Si el gen de la talasemia B suprime
totalmente la produccion de g* (Gen %), 1los hematfes no
contendran HbA, y la gravedad de la enfermedad clinica del
paciente ge acerca al estado homocigdtico para la HbS, es decir,
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anemia de células falciformes. Si en cambio, dicha supresifn no
es completa (Gen g%), los hematfes contendran aproximadamente un
15 a 30% de Hba con manifestaciones clinicas mias leves que en la
drepanocitosis (72, 101].

Otras hemoglobinopatias estructurales.

1) Hemoglobina € (x2* @259'""L"%)  pn 1a Hbc, el A&cido
glutamico de la sexta posicién N-terminal de la cadena B es
sustituido por 1lisina [18, 47, 99, 101]. El individuo

heterocigoto para el gen de la HbC no sufre enfermedad clinica,
en estos casos se observan células en diana en la extensidn de
sangre priférica y, HbA y HbC en la electroforesis [72}. El
individuo homocigoto para este gen padece una enfermedad
hemolitica leve, en la morfoleogfa se presenta una combinacidn de
células en diana y una poblacién de células pequeilas
distorsionadas y de aspecto plegado [18, 72].

2) Hemoglobina D ({azf2'?"®¢")  pegulta de una sustitucién

del 4cido glut&mico por glutamina en la posicién 121 de la cadena
g f{1i0].

El estado heterocigoto no origina sintomas. La Hb anormal
representa entre un 35 y 50 % de la Hb total [99].
3) Hemoglobina E (azBz °°™7M%)  Es una mutacién de la cadena
B. En los heterocigotos constituyue del 30 al 45 % de la Hb
total, estos individuos son asintomdticos. Los individuos
homocigotos para la Hb E tienen una anemia benigna, caracterizada
por microcitosis y formacidén de hematieg en diana (74, 99].
4) Hemoglobinas Inestables. Son aguellas hemoglobinas que se
desnaturalizan y precipi'tan dentro del hematfe en presencia de
ciertas condiciones fisicas (temperatura o agentes quimicos) [18,
91] en forma de cuerpos de Heinz, Esta enfermedad es conocida co-
mo anemia hemolitica congénita con cuerpos de Heiz (Tabla 4-10).
Los precipitados de cuerpos de Heinz atacan a la membrana del
hematie afectando y disminuyendo la permeabilidad de ésta. Las
células no son habiles para atravesar el bazo, y mientras el bazo
elimina los cuerpos de Heinz, los hematfes hipocrémicos prema-
turos son dafiados y destrufdos produciendo hemélisis [91, 100].

138



La inestabilidad de la molécula de Hb puede ser causada por:
1) Sustitucidn de aminodcidos que afecten los sitios de
interacecidn con el heme. En general egte tipo de
hemoglobinopatfas tienen la mutacién estructural a nivel de la
cavidad del heme (deleciones o cambios de a.a. en intima relacitn
con este grupo), por lo que su desnaturalizacién va precedida de
la pérdida del grupo heme o deshemizacién espontdnea ([18].

2) Sustituciones en los puntos de contacto entre las cadenas a y
8 (particularmente en la unidn ofr). La mayoria de 1las

hemoglobinas inestables son pertenecientes a la cadena B [69].

3) Sustitucién de aminodcidos no polares en el interior de 1la
molécula.’

4) Delecciones o elongaciones en la estructura primaria.
5) Sustitucidn con prolina [69].
La enfermedad es inherente como un estado autosSmico

dominante y todos los pacientes son heterocigotos. Bl estado
homocigoto no es compatible con la supervivencia [69].

Tabla 4-10. HEMOGLOBINAS INESTABLES
Cadena 8 Cadena «
Hb Zurich Hb Sinai
Hb K&ln - Hb Bibba
Hb Genova Hb Torina
Hb Sydney
Hb Hammersmith
Hb Freiburg
Hb Gun Hill
Hb Porto Alegre, etc.
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P N I LU .
. 4,2.7.2, Talasemias,.

Bl término talasemia abarca un grupo heterogéneo de
trastornos hereditarios que habitualmente conducen a la
ingtauracién de una anemia microcitica hipocrdmica [47, 84, 99].
La caracteristica comin de este grupo de enfermedades eg la
produccidén alterada de una de las cadenas polipeptidicas de la
hemoglobina, es decir, el fndice de sintesis esta disminuido en
un grado variable, pero la cadena formada es normal en cuanto a
su estructura (18, 34, 69, 99]. Estos sindromes se clasifican
mejor segiin sea la cadena polipeptfdica afectada, por lo tanto,
existen las talasemias o, B, 5§, ¥ &8, con una sintesis disminufida
de sus respectivas cadenas, siendo las més comunes lag talagemias
ey 8 [45, 99].

Las formas severas y leves de la enfermedad pueden ser
designadas como Talasemias Mayor (forma homocigdtica) y Talasemia
Menor (forma heterocigdtica), basadas en el grado de anemia y
complicaciones sistémicas [47].

En los sindromes Talasémicos B graves, la médula Osea
muestra una notable hiperplasia eritroide, pero las células en
desarrollo que contienen precipitados de a4 Son tan defectuosas
que la mayoria se destruyen en 1la médula 6sea antes de su
liberaciédn o en el bazo poco después de @sta (eritropoyesis
inefectiva) [72].

Patofigjologia de la Talagemia.

El defecto genético en la talasemia resulta de mutaciones
gue dificultan ampliamente ¢ impiden la sintesis de una de las
cadenas de globina. Estas mutaciones pueden ser de 2 tipos:

1) Mutaciones que suprimen o reducen en alto grado la sintesis de
la cadena, sin alterar la secuencia de sus aminodcidos. La
escasa cantidad de cadena polipeptidica que puede elaborarse
tiene una estructura normal. Estas mutaciones pueden ser
consecuencia de lo siguiente:

a) Delecién' de un gen, que esg respensable de la mayorfa de
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los casos, aunque no de todos, de supresién de la cadena «
(Talasemia ea) [72].
b) Sustitucidn de una sola base, ¢ deleciones de una o mas
bages en un gen, por lo demis intacto, que explica la mayoria
de los tipos de talasemia g. Estas mutaciones, tienen lugar en
puntos importantes para 1la transcripeidn, procesado,
estabilidad o trangporte nuclear-citoplédsmico del Acido
ribonucleico (RNA), Puesto cque no afectan la secuencia de
nucledtidos del RNA maduro trasladado, sea el que fuere éste,
no afecta la estructura de la cadena polipeptidica ([72].

2} Mutaciones que reducen la sintesig de la cadena y al mismo
tiempo dan lugar a una cadena polipeptidica estructuralmente
anormal (ej. HbE y Hb Lepore) {72, 83].

I) Talagemias Mayoreg,

A) «-Talasemias. La mayorfa de las talasemias a derivan de
deleciones del gen «. Las células diploides normales contienen 4
genes, la delecidn de un s5lo gen « no provoca manifestaciones
clinicas. Si dicha delecidn tiene lugar en los 4 genes a, el nifio
nace con sindrome de  hydicpe felalia; en este caso, la
hemoglobina consta de tetraméros de ys (Hb Bart’s) los cuales,
debido a su elevada avidez por el oxfgeno no pueden funcionar
correctamente como protefinas transportadoras de éste [1, 45, 69,
72).

M : de Hembligi

Una caracteristica de la a-talasemia, es el hecho de que la
produccién disminuida o ausente de cadenas « podria resultar en
exceso de cadenas 7 durante la vida fetal y en el nacimiento, y
un exceso de cadenas B después de éste. Esto causa la formacidn
de tetrameros inestables, tales como ¢ o Hb Bart’s y B4 o HbH,
ambas presentan incrementada afinidad por el oxigeno, resultando
una oxigenacién pobre de los tejidos, lo cual establece
tetrameros no funcionales que precipitan dentro de los hematies
viejos formando cuerpos de inclusidn (cuerpos de Heinz) {47, 72];:
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los hematies que contienen estos precipitados pierden su caricter
deformable, lo qgue produce su lesidn en la microcirculacién y
rdpida eliminacidn por los fagocitos mononucleares provocando una
disminufda supervivencia del hematfe y en el cual se induce una
crisis hemolitica durante procesos infecciosos (47, 69, 72).

Formag de o-Talagemia,

1) Hb Bart’s (Sindrome de hAydiops Jetalls). Bs una enfermedad
letal causada por 1la homocigosidad del gen talasémico oo
(delecidén de los 2 genes o del cromosoma 16) [69, 72) y 1los
infantes con este sindrome mueren dentro del {itero o antes del
nacimiente. Ellos no producen cadenas o, Yy solamente las
hemoglobinas encontradas son la Hb Bart’s (y4) y Hb Portland
(&2 ¥2); debido a que la Hb Bart’'s es ineficiente como acarreador
de oxigeno, la supervivencia de estos fetos dentro del tercer
trimestre o hasta el nacimiento es completamente debida a 1la
presencia de Hb Portland (69, 101].

2) Enfermedad de HbH. Es la consecuencia de la delecién de 3
genes, en donde solamente un gen « de los 4 es funcional.' Esta
enfermedad es el resultado de una doble heterocigosidad de un gen
talasémico oo con un gen talasémico a* ( deleccién de un sdlo gen
o del cromosoma 16) [69, 72), asimismo también se han encontrado
como resultado de homocigosidad de una forma més severa del gen
ot [69]. Esta hemoglobina es muy inestable, precipita por
diversos agentes {(oxidantes, sulfonamidas, etc.), e incluso
precipita con facilidad almacenada a 4°C (18, 69, 101].

B) B-Talasemias (Enfermedad de Cooley, Anemia Eritrobléstica,
Anemia Mediterradnea, Anemia de Células en Diana). La B-talasemia
mayor resulta de una homocigosis o doble heterocigosis de un gen
anormal [47]. La talasemia B puede originarse por diferentes
tipos de mutaciones. En algunog casos interviene un mecanismo de
delecidn: del gen 8 solo, de los genes B y & (talasemias B3), o
de los B, &8 ¥y AT (Talasemia A,éB)- Sin embargo, en la mayoria de
los c¢asos la talasemia § deriva de mutaciones en un punto
concreto (sustituciones de un solo nucledtido o deleciones en el
gen B gque producen defectos en la transcripcidén, procesado o
transporte del RNA mensajero de las cadenas f8) (1, 47]. La
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mutacidn puede suprimir completamente la éintésis de cadena g
(Talasemia 8°) o bien dificultar dicha sintesis, pero sin
impedirlo del todo (Talasemia g%). El desarrollo de
oligonucleétidos de DNA sintéticos especificos para las
secuencias anormales de los nucledtidos en diversas mutacicnes
concretas de la talasemia B permite actualmente efectuar el
diagnéstico prenatal de una serie de variantes de éstas [45, 69,
72, 88].

Mecanismo de Hemdligis.

Son descartadas muchas teorias concernientes al mecanismo
por el cual la talasemia produce supresidén de la sintesis de
hemoglobina, por el hecho de que la supresidn es especifica para
una cadena polipeptidica dada. Por tanto, la B-talasemia produce
una disminucidén especifica de la sintesie de la cadena B (99].
Una produccién de cadenas 7 compensa la pérdida de cadenaa g
resultando un incremento de HbF (20 al 90%), la HbAz puede ser
normal o incrementada (45, 47, 51, 83].

En el caso de 1la B-talasemia, 8e sugiere que pueden
acumularse cadenas « libres y que &stas ejercen un efecto adverso
sobre la membrana de los hematfes y Bu permeabilidad. De tal
manera, las mitocondrias de los eritrcblastos se cargan de hierro
y existe 1a posibilidad de que ésto produzca una afectacidén de la
sintesis de ATP y una destruccidn intracelular (99], de tal forma
que se produce hemdlisis de los precursores del hematie en 1la
médula O6sea, resultando en una eritropoyesis inefectiva y
originandose una anemia usualmente severa [47, 69].

I1) Talagsemias Menoreg.

A) a-Talasemias Heterocigotas.

i) Hemoglobinopatfa H («-talasemia intermedia o «-talasemia-1-
heterocigdtica). La HbH es un tetrdmero g4, y en los pacientes
adultos existe en la sangre periférica en una proporcién del §
al 25%. BEn 1los nifios se puede encontrar la Kb Bart's
(tetrdmero . y4), la cual casi desaparece al mismo tiempo que

'normalmente 1o hace la HbF, permaneciendo una pequeila cantidad
‘en ‘el adulto. El cuadro clinico es menos severo que en la
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enfermedad de Cooley [18, 45, 101}l.

ii) Portadores del gen (x-talasemia-2-heterocigdtica). Son
portadores relativamente sanos o 85lo escasamente anémicos que
ofrecen rasgos talasémicos (18, 101].

B) B-Talagemia heterocigota (Enfermedad Rutti, Greppi, Michelli o

anemia de Cooley benigna). Losg estados heterocigotos de los genes

B° o B* constituyen el genotipo comin de talasemia menor [101].

Esta talasemia menor se debe a una depresidn heterocigdtica de la

produccién de las cadenas {84}. Se presenta generalmente en

adultos en paises mediterrdneos que son portadores de la
enfermedad con cierta tendencia a la hemdlisis. Generalmente los
pacientes son asintomiticos, las alteracioneg son mdg moderadas

que en la enfermedad de Cooley [18, 88, 101].

I1I) gSipdromes gimilares a las Talagemiag,
A} S-pg-Talasemias y Sindrome de Hemoglobina Lepore.

La hemoglobina Lepore (Hb Lepore), es una hemoglobina de
estructura anormal en la que la cadena a es normal y la cadena no
a estd formada por una seccidn de la cadena & y una seccién de la
cadena £. Tiene 1la movilidad electrofordtica de la HbS en pH
alcalino perc no forma drepanocitos.

La Hb Lepore es congiderada parte del sindrome de
&§-p-Talasemia porque su concentracidn parece fijarse en un nivel
bajo y hay ausencia de sintesis normal de cadenas & y B. lLa Hb
Lepore se produce en formas homocigdticas y heterocigdticas
ascciadas a pg-Talasemias y variantes de B-hemoglobina (HbS y HbC)
[84, 101}.

B} Persistencia Hereditaria de HbF (PHHF).

Cconsiste de un grupo de condiciones caracterizadas por la
retencidén de HbF en el adulto (15 al 30% de Hb total) y una
produccidn disfuncional o ausente de cadenas &8 y 8 [5, 47, 69).
La diferencia en sus propliedades fisicas consiste en que tiene
mayor afinidad por el oxfgeno, menos carga positiva en soluciones
a pH 8.6 ¥ en su resistencia a la desnaturalizacién por &lcalis
[102] , La movilidad de la Hb F es muy semejante a la Hb del adulto
(Hb A) en 1la electroforegis sobre los sistemas tamponados
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habitualmente parxa el andlisis de hemoglobina. Su posicién en 1la
tira electroforética es demasiada proxima a la de la Hb A para
llevar a cabo wuna separacién y cuantificacién adecuada
[e2, B4, 94, 99].

La PHHF se clasifica en dos categorias diferentes de acuexdo
a la distribuci6n de Hb F en los hematies:
1) PHHF pancelular, en la cual la Hb F estd uniformemente
distribuida en los hematies. Parece ser una forma de talasemia &-8
en la cual los genes ¥ no son entrecruzados y no son hébiles para
compensar la falta de produccién de cadenas & y 8 [5, €9, 84).
2) PHHF heterocelular, en el cual la HbF se encuentra en una
porcentaje pequeflo de las células. EBEn el adulto normal, las
c¢élulas conteniendo HbF pueden ser encontradas ocasionalmente,
pero la cantidad es siempre menor del 2% y es usualmente menor del
1%. Estas células son llamadas c@iulas F. La PHHF heterocelular
es una condicidn inherente en la cual el nimerce de células F esta
incrementado sin circunstancias anormales en la produccién de
cadenas g y & [5, 64, B4).

Clinicamente los homocigotos pueden demostrar hallazgos de
talasemia menor y los heteroccigotos pueden ser hematoldgicamente
normales [69, 84, 101].

Existen algunag técnicas relativamente sensibles para la
investigacidén de hemoglokinopatfas patoldgicas por alteraciones
de sus globinas y de sus cadenas de aminodcidos que nos permiten
detectar una fraccidn andmala y clasificarla dentro de un grupo
determinado aunque en mucheog casos resultan insuficientes para
precisar el tipo exacto de la misma. Las miag usuales y aplicadas
son las siguientes:

a) Técnicas electroforéticas sobre papel o acetato de celulosa,
isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida.
b) Prueba de deteccidn seriada para hemeoglobina falciforme.
c) Técnica de la desnaturalizacidn alcalina.
d) Prueba de estabilidad al calor de las hemoglobinas inestables.
i) Métodos microscdpicos (cuerpos de Heinz) en hemoglcbinas
inestables.
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e) Medicidn de la’ aolutlaili.dad.“

T£)” Tecxucas nuevas’ como el estudioc de las curvas de oxigenacién,
“del’ efecto Boht y la influencia del pH de ciertas enzimas
[13] L

4:2:7:3. Electroforesis de Hemoglobinas.

Laaihemoglobinopatias constituyen un grupo de enfermedades
caracterizadas por produccién de hemoglobinas con moléculas
anormales. Las sutiles modificaciones de origen genético en 1la
molécula de hemoglobina pueden reconocerse por métodos guimicos
en uno o dos casos, €j. Sse reéonoce la HbF por su mayor
resistencia a la desnaturalizacidn con &lcalis, pero para
identificar y separar los otros miewbros del grupo, se suele usar
la electroforesis [56}.

Una valoracién de un paciente con un posible trastorno de la
hemoglobina debe incluir la electroforesis de un hemolizado para
detectar una hemoglobina anormal, cuantificacidén de HbhAz y HbBF y
ulteriores examenes especializados para definir cualgquier
anormalidad existente [99].

La electroforesis es un método mediante el cual, 1las
moléculas cargadas en solucién principalmente proteinas y &cidos
nucleicos, migran en respuesta a un campo eléc?frico. Su rango de
migracidn o movilidad, a través del campo eléctrico, depende de
la‘ fuerza del campo, de la carga neta, tamafio y forma de las
moléculag; y también de la fuerza idnica, viscosidad, y de la
temperatura del medio en el cual las moléculas se mueven. Es una
herramienta analftica y-un método simple, rdpido y altamente
sensible, Es usada en el estudio de las propiedades de especies
de una sola carga y también como t&cnica de separacidn. El método
se lleva a cabo en geles contenidos en tubos, placas o en
superficies horizontales [(39]. .

La diferencia estructural entre las hemoglobinas A, F, y C,
no es sino la sucesién de aminodcidos en una regidén de 1las
cadenag peptidicas que las componen. En el caso de la HbA, el
sexto aminodcido del grupo es Acido glutdmico, de carga negativa.
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En la HbS, este aminodcide es valina, eléctricamente neutro; en
la HbC, es lisina, con carga positiva. Estas diferencias de carga
eléctrica modifican la movilidad de las hemoglobinas en un campo
eléctrico (electroforesis), lo que permite su separacion [56,
§7] . Por lo anterior, dado gue las hemoglobinas son proteinas,
éstas se comportan como compuestos anfotéricos, conteniendo ambos
‘residuos &cidos y bAsicos. Su carga neta es determinada por el pH
del medio que las contiene. La mayoria de la carga de las
proteinas resulta de la ionizacidn dependiente del pH de 1los
grupos carboxilo y amino (-COOH coo” + HY; -Nm2 + HY NH3Y) .
Cada proteina tiene caracteristicas propias, las propiedades de
carga dependen del nimero y tipo de aminodcidos que llevan los
grupos amino y carboxilo (39]. Existe un pH en el cual no existe
carga neta sobre la proteina, este pH es llamado punto
isoeléctrico (pI). Cada proteina tiene un pI propio, ej. el pI de
la hemoglobina humana es de 7.07; el de la g-lactoglobina es de
§.34. En una solucidn en la cual el pH estd por arriba de este
pI, la protefina presenta una carga neta negativa y migra hacia el
dnodo en un campo eléctrico. por debajo de este pI, la proteina
es positiva y migra hacia el cdtodo. El pH de una solucidn en un
sistema de electroforesis puede permanecer constante para
mantener la carga, por lo tanto, la movilidad de las proteinas.
Por esta razdn la solucidn usada en la electroforesis debe de ser
buferada [39].

La electroforesis en una solucidn alcalina‘tamponada {PH 8.6
a 8.8), es el principal método de diferenciar las hemoglobinas
anormales de la hemoglobina adulta normal (HbA). El medio de
soporte puede Ber acetato de celulosa, gel de almiddén, papel,
bloque de almiddén o agarosa. La electroforesis en acetato de
celulosa es el método de eleccidn para el laboratorio clinico en
general, debido a la disponibilidad comercial del material,
facilidad de preparacion y rapidez de andlisis (Tabla 4-11) [99]).

El uso de acetato de celulosa es adecuado para detectar las
hemoglobinopatias comunes, la electroforesis sobre gel de almidén
proporciona una mejor resclucién de las hemoglobinas [99]. La
electroforesis en gel de agar a pH 6.2 es (til para diferenciar
la HbS de la HbD y la HbC de la HbO y HbE. La electroforesis en
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gel de almiddn a pH 6 8 a 7.0 separa claramente 1a HbH y la Hb
Bart’'s de todas las demis hemoglobinas [991. .

o . TR R KR

Tabla 4-11. Velocidades ' ‘electroforéticas ‘relativas’ de  las
diversas hemoglobinas -en ' -diferentes’s condiciones]
(84], . . S .

DS
GF

m——. l
. [ |
o

€t
B
(2]
m

.,,——————— CA1
Placa aplicadora
normal (Ai1SAz)

|

l Drepanocitica (A1SAz)
l Drepanocitosis (S)
|

Sangre del cordén
umbilical (AF)

Heme control (A1FSC)

l
I Enfermedad SC (SC)
i

S-Tal {Ai1FSAz)

Medio de soporte; amortiguador y pH: Acetato de celulosa,
amortiguador tris-EDTA-borato, pH 8.

Bl acetato de celulosa es el soporte ideal por su caricter
homogeneo ¥ no absorbente asi como por su elevada resistencia
mecanica quele confiere una facil rnanxpulac:.cm Tiene la ventaja
de ser completamente soluble en &acido etanoico concentrado, lo
gque permite eluir 1las fracciones separadas y analizarlas

cuantitativamente por colorimetria. Cualitativamente, esta
técnica permite la separacidén de las hemoglobinas normales de un
hemolizado {A, Az, F}, asi como determinados mutantes

egtructurales (HbS, HbBE, HbJ). El agar forma geles rigidos a
¢oncentraciones del 1.0%. Resulta muy manejable y especialmente
dtil, ya que permite separar la HbS de la HbD y la HbC de la HDE,
trabajando a un pH acido ({84, 941.

-continla en la siguiente hoja.
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Tabla 4-11 (Continuacion)

-F -8 Caracter en hoz”
‘:-1, ‘ GDA ———g ) ‘ C -
9 ! Normal (Athz).
. {A1-SAz)
. | (drepanocitico) .
. Enfermedad
| drepanocitica (S).
. . Sangre del corddn
| umbilical (A1F).
Heme control
[ e @ | o (A1FSC)
] i @ s-Tal (mFn2).

. g @ | ® Enfermedad C.

Medio de soporte; amortiguador y pH: RAgar gel, amortiguador
fosfato o citrato, pH 6.2,

La electroforesis en gel de agar (citrato pH 6.2) permite
diferenciar perfectamente la HbA de la HbF lo cual resulta
dificil mediante la electroforesis sobre acetato de celulosa a pH
8.6. Asimismo, resulta 1til para diferenciar perfectamente
ciertas]hemoglobinas patoldgicas entre si, como la HbS de la HbD
[84, 94],

. HbA, Hb Bart
HbA

traza,

HbAz, HbA, Hb Bart,
HbH

8
. HbAz, HbA __;113 Bart
®

Sangre del corddn

. umbilical (sin HhAz,
HbF y HbA no estan
separadas) .

Medio de soporte; amortiguador y pH: Gel de almiddn, papel,
soporte de almiddn, agarosa y barbital pH 8.6; amortiguador
tris-EDTA-borato, pH 8.6.

Método ]satisfact:ono para identificacién de HbRz, A, F y C ¥y D
(G) (84].
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_El gel ha demostrado ser mis util para presentar una mejor
resolucidn de las fracciones es el de poliacrilamida, que separa
lag distintas moléculas de hemoglobinas de acuerdo a su pI,
ademds es utilizado como soporte en la técnica de
isoelectroenfoque (IEF), en esta técnica el conocimiento del pl y
de la carga de las hemoglobinas a diferentes valores de pH es de
interés para su caracterizacién y para predecir su comportamiento
electroforético (571.

Iscelectroenfoque eon gelesg de poliacrilamigda.

La separacién de hemoglobinas es importante en varias areas
de investigacidn biomédica, pero con frecuencia es dificil debido
a las pequefias diferencias de sus propiedades fisicoquimicas, Lag
técnicas de separacidn mis comiinmente usadas son cromatografia de
intercambio ‘idnico y electroforesis, especialmente en gel de
almidén o gel de poliacrilamida, los cuales son apropiados para
al andlisis de rutina de miltiples muestras [42].

La combinacidén de varias electroforesis sobre agar vy
acetato de celulosa a diferentes pH, en presencia o ausencia de
urea, parece ser mds efectiva para la identificacidn de varias
mutantes de hemoglobina. Sin embargo, este procedimiento necesita
de varias electroforesis en cada muestra y los resultados algunas
veces son diffciles de interpretar [7].

Una técnica en pequefla escala para IEF en geles de
poliacrilamida fue wutilizada para separar hemoglobinas en
hemolizados humanos. Las hemoglobinas fueron purificadas
cromatograficamente y usadas como estdndar para identificar
compeonentes en los hemeclizados humanos. Los resultados indicaron
que esta técnica ofrece un significativo avance para la
separacidn de hemoglobinas de alta resolucién, siendo un método
para la caracterizacidn de variantes de hemoglobina [42].

EL IEF ofrece un método alternativo para la separacién de
proteinas sobre las bases de su carga superficial, y bajo
condiciones adecuadas, puede detectar proteinas cuyo pI difiere
tan solo en 0.02 unidades de pH. El potencial de esta técnica
para separar hemoglobinas fué demostrado por Svensson quien
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desarrollo gradientes de pH por electrdlisis mediante el acarreo
de anfolitos en gradientes de densidad de sacarosa [42].

El electroenfoque en gel es una extensidén de la técnica de
gradiente de densidad y esti basado en el mismo principio de
separacidén. La sustitucidn del gradiente de sacarosa por el gel
de poliacrilamida como medio de soporte hace el procedimiento mas
apropiado para la separacién analftica de wmuchas muestras
pequeflas. Algunos resultados indican que el electroenfoque en gel
da superior resolucidn que la técnica de gradiente de densidad de
sacarosa y también ofrece considerable ahorro de tiempo vy
material [43}.

El IEF es un método en el cual las protefnas son separadas en
un gradiente de pH de acuerdo a sus pI, estos son los pH en los
cuales la'carga neta de la molécula de proteina es cero. En este
pH, las moléculas de proteina no tienen movilidad electroforética
[23, 75].

El enfodque ocurre en dos estados:

1) qumacién de gradiente de pH, en este estado, un gen no
regtrictivo es polimerizade, este gel contiene una mezcla de
compuestos anfotéricos altamente mdviles l1lamados anfolitos. Para
generar el gradiente, el voltaje es encendido, y los anfolitos
son colocados de acuerde a sus propics pl, el mis acido se mueve
hacia el anodo y el mids basico hacia el catodo [39).

2) Bn el segundo estado, las proteinas comienzan su migracién
hacia el anodo 8i su carga neta eg negativa, o hacia cétodo si su
carga es positiva. La muestra de proteinas es aplicada a la
mezcla de polimerizacién o bien puede ser aplicada al gel antes
de generar el gradiente de pH. Cuando una proteina alcanza este
pI en el gradiente de pH, ésta lleva una carga neta de cero y
podria darse f£in a la migracidn (39).

Tipos de Isoelectroenfoque:
1) IEF horizontal en unidades grias.

Es el mis cominmente empleado, ofrece la posibilidad de
correr muchas muestras sobre un solo gel, lado por lado. Bn una
unidad horizontal se puede usar poliacrilamida o agarosa (Fig.
4-15) [77]).
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2) IEF en unidades verticales frias.

En este método el €Oz no hace contacto con la superficie del
gel vertical, el €Oz causa la acidificacidn sobre la porcidn
final bisica del gradiente de pH, imposibilitando concentrar las
protefnas basicas, tales como las protefnas ribosomales. Esta
caracterfstica le permite correrse a altos voltajes {29, 39].

3) IEF en geles de acrilamida en tubos.

Los geles en tubo contienen un grosor de 3 a 5 mm lo cual
hace la disipacidn mds lenta. Esto significa que el enfoque en
geles en tubo debe ser corrxido a voltajes bajos durante un large
tiempo [39]. Esta restriccidn puede ser corregida por IEF en capa
fina a alto voltaje proporcionando las condiciones requeridas
para el desarrollo de una técnica aplicable a la determinacién
{71.

Hb Lepore
HbH

Hb 5/C
Hb A/F
HbA

Hb A/D

. . Hb Barcelona

Hb Fanin-Lubbock

Fig. 4-15. Imagen caracteristica de una separacidn
de hemoglobinas mediante isoelectroenfoque herizon-
tal en unidades frias (94).
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4.2.7.4 Prueba de Deteccién Seriada para Hemoglobina
Falciforme.

1) Prueba Microscépica del Metabisulfito S&dico al 2%
(Jean Atwater, Allan J. Erlev)}

Fundamento:

El fendmeno de la formacidn-  de células falciformes se
demuestra mediante la privacidn de 02 a los hematies, tapando con
un cubreobjetos la preparacién, en el cual se forman "tactoides"
que Bon responsables de 1la forma de los hematies. Esta
cristalizacion intraeritrocitica es responsable de la
birrefringencia de las células drepanociticas en los preparados
himedos, de 1la condensacién de hemoglobina en el centro de la
célula drepanocitica en los frotis tefiidos [84, 99). Para acelerar
la reaccién se emplean gran cantidad de sustancias reductoras,
comiinmente se usa el metabisulfito sédico al 2% (99, 101].

Material:

Portacbjetos de cantos pulidos.
Cubreobjetos,

Pipetas Pasteur,

Microscopio éptico (Binocular Rossbach),
Baflo Marfa a 37°C.

Termdmetre (escala 0° a 100°C).

Caja de Petri de vidrio.

Material Bioldgico
Sangre completa.

Reactivos (Anexo 1):

Solucién de metabisulfito sddico al 2% recientemente preparado.
Sal sbdica de EDTA al S%.

SSF al 0.85%.
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Método (34]:

Sobre un portaobjetos se mezclan una gota de metabisulfito
sédice (NazS20s) al 2% con una gota de sangre completa
(dilufda 1:5 con SSF).

Realizar a la vez un control, el cual consiste de una mezcla
de una ?ota de SSF y una gota de sangre completa (diluida 1:5
con SSF).

Colocar un cubreobjetos sobre cada una de las preparaciones
anteriores, presionar suavemente para formar una fina
pelicula.

Segar el exceso con una gasa. Guardar en una camara himeda a
37 C durante 5 min.

Cbservar inmediatamente las preparaciones en el microscopio
con el objetivo seco de gran aumento (40x). La formacidn de
células falciformes se observa mejor en el borde del
cubreobjetos. Mantener la preparac1on en camara himeda a 37°C
y volver a observar en el microscopio a los 30 min. Segu:r la
incubacidén en cimara hiimeda a 37°C para efectuar un dltimo
examen a las 2 horas antea de concluir que la prueba es
negativa.

Informe de resultados: .
Positivo: Las células parcialmente falciformes presentan la
forma de hoz.
Negativo: Ausencia de células en forma de hoz.

Interpretacién:

Las células con una cantidad corpuscular de HbS por encima
del 7% sufrirdn la transformacidén bajo 1las condiciones de 1la
prueba. Este examen, sin embargo, no clasifica a las personas
como portadoras de una forma homocigdtica o heterocigdtica de
HbS. ES necesario tener presente que algunas otras hemoglobinas
anormales (HbCteorgetown, HbCHarlem 0 HbI) también forman células
falciformes en ausencia de HbS [99].

En los nifios con HbS el examen tal vez no sea positivo
hasta transcurridos uno o dos meses de edad [99].

La preparacién del control es 1til cuando existe
eliptocitogis o poiquilocitosis, especialmente en los casos de
talasemia, Las células crenadas o con espiculas se diferencian
por la presencia de estas prolongaciones finas y por sus formas
mis bien redondeadas que alargadas [99].
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Observaclones'\

.. Causas de falsos negatlvos.

é) Deterioracidn del agente reductor (Na2S20z al 2%).

b) 8i la cantidad de HbS es pequefia para gue se pueda detectar.

¢) Por la presencia de aire atrapado entre el portaobjetos y el
_Cubreobjetos (34].

.

2) Prueba del tubo de Ritionita.

Fundamento {84]:

Los hematfes son lisados por 1a gaponina, y la hemoglobina
es reducida por la ditionita en un buffer de fosfatog, La HbS
reducida se caracteriza por ser de muy baja solubilidad y por la
formacién de cristales 1iquidos hemfiticos, de modo que en
presencia de HbS o hemoglobinas no S drepanocfticas el sistema se
enturbia. )
Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 wm.

Gradilla metadlica para tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
Pipetas seroldgicas de 1 ml (1/100)}.

Pipetas seroldgicas de 5 ml.

Crondémetro.

Material Piolégico:
Ssangre fresca anticoagulada.

Reactivos {Anexo 1):

Tampon de fosfatos 2.36 M.

Reactivo precipitante: Saponina al 5% y Ditionita sddica al 20%
recientemente preparado.
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Hétoda [34]:

Efectuar pruebas con sangre del paciente y sangre ~de"un’
control normal. . N

Colocar 0.02 ml de sangre en tubo de ensaye de’ 13°%5100 ‘mm.

Afiadir 2 ml del reactive precipitante.

Invertir el tubo 3 veces.

Incubar a temperatura ambiente durante 3 minutos

Examinar la transparencia en el tubo.

Leer la prueba sosteniendo el tubo 2.5 cm ‘e
lineal.

Incluir controles positivos y negativos respécﬁiv@mgnté{

Informe de resultados:

Positivo: La solucion se enturbia y las lineas por detras del
tubo no son visibles.

Negativo: Solucidn clara, permite ver las lineas a través del
tubo.

Interpretacidn:

La opacidad indica wuna hemogleobina insoluble que casi
giempre es HbS (o0 una Hb no S drepanocitica) en estado
homocigoto, heterocigoto o heterocigoto mixto [34].

La sangre normal u otras hemoglobinas anormales son
transparentes [34].

Observaciones;
Causas de falsos positivos:
1) Por el uso de demasiada sangre en relacidén con el reactivo
como puede ocurrir en policitemia [84].
2) EBn trastornos con hemoglobinas inestables después de 1a
esplenectomia, cuando existe gran niimero de cuerpos de Heinz
[34].



3) Bn las alteraciones de las protefinas sanguineas, tales como
" mieloma  miltiple, debidas a precipitaciones de las proteinas
plasmiticas [34].
Causas de falgos negativos:
1} Si_el paciente presenta anemia grave con niveles de Hb menores
" de 7'g/dl., [76). Es aconsejable duplicar la cantidad de sangre
gi el Hto. es menor de 30% [34].
2} Reactivos deteriorados [34, 84]).
3) Interpretacidn inexacta de la escala de lectura [84].
4) Pequeflags cantidades de HbS como las que se ven después de
transfusiones miltiples y en sangre del corddn umbilical [84].
§) Interferencia de altos niveles de HbF [84].

4.2.7.5. Prueba de Desnaturalizacién por Alcali.

Fundamento {Singer et al, 1851):

La prueba se fundamenta en que la hemoglobina del adulto se
desnaturaliza rapidamente en presencia de una solucién alcalina,
cambiando de color; en cambio, la HbF tarda mucho en
desnaturalizarse. La técnica consiste en afladir a la solucidén de
Hb un reactivo alcalino y después un reactivo que precipite la Hb
desnaturaizada, dejando en cambio en solucidn la Hb no cambiada
f1al.

Las lecturas de D.0O. a 540 nm de la solucidn sobrenadante
dan la medida de la cantidad de HbF presente en sangre [94].

Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Gradilla metdlica para tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
Pipetas seroldgicas de 2 ml (2/100}.

Bafio Marfa a 20°C.

Termométro (0°a 100°C).

Bspectrofotdmetro (Baush and Lomb Spectronic 20).
Celda para espectrofotdmetro 1l=lcm.

Piseta. ‘
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Haterial Biolégico:

Solucidén de Hb del pac:.ent:e de 10 g/100ml de sangre (Hb
primitiva): Se extraen 5 ml de sangre los cuales son colocados en
un tubo de ensaye de 13 x 100 mm conteniendo sal sddica de EDTA.
Homogenizar, centrifugar a 2500 rpm/10min. para extraer plasma,
lavar los hematfes 4 veces con SSF al 0.85%. Lisar las células
con un veolumen igual de agua destilada seguida de wvigorosa
agitacién y centrifugar a 5000 rpm/i5min. Tomar el sobrenadante
y analizar el contenido por el método de cianometahemoglobina y a
base del wvalor hallado se ajusta a una concentracion de 10
g/100ml .

Reactivoes (Anexo 1}):

Reactivo alcaline: Solucidn de hidrdxido sédico 12 N pH=12.7
conservar en nevera en frasco parafinado.

Reactivo precipitante: Solucidn saturada de sulfato de amonio.

Método [18):

En un tubo de ensayo de 13 x 100 mm {tubo R) Be colocan 1.6 ml
del reactivo alcalino, se deja reposar durante 10’ en bafio
Maria a 20°C,

8¢ afiaden a este tubo 0.1 ml de la solucién de Hb de 10
g/100 ml, enjuagando la plpeta con el liquido del tubc {en el
momento de verter esta solucidn poner en marcha el segundero
de un reloj).

Agitar durante 10 segundos.

Al minuto se afiade al tubo 3.4 ml de la solucién precipitante,
la cual bajara el pH del medio ¥ precipltara la Hb
desnaturalizada.,

Mezclar invirtiendo 6 veces el tubo.

Efectuar la filtracién’ de esta solucion utxllzando papel
filtro Whatman No.42 F

Preparar un control afladiendo’a 5 ml de agua destilada 0.1 ml
de la solucidn de Hb primitiva (tubo C).

Leer los tubos Ry C:contra blanco de agua destilada a 540 nm
registrar la D.0. (absorbancias de los tubos}.
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calculos:

‘ . D.O..del.tubo R - .
% de HDF = '

- " x 100
‘D.0. del’tubo C- 0l ¢

D.0. del tubo C'= al 100% de Hb total.

D.O. del tubo' R = % de Hb F (4lcali xesistente).

valores de referencia:

Valor normal en adulto: 2% de HbF

Valor dudoso 2 a 4% de HDF.

Significativo clinicamente: 4% de HbF ({18].

Interpretacién: )

En una persona normal se encuentra menos de un 2% de HbF
después de los dos aflos de edad. En la sangre umbilical 1los
niveles de HbF se encuentran entre 65 y 90%; niveles que van
decreciento con el tiempo de forma que a la edad de 4 meses la
HbF que se encuentra es inferior al 2% de la cantidad total de
Hb.

Se han encontrado niveles de HbFP entre el 2 y 5%, en
algunos casos de esferocitosis heredicaria, anemia hipoplésica,
leucemia aguda y crénica, anemia perniciosa no tratada y
carcinoma con metdstasis en la médula dsea. )

Aproximadamente el 50% de los pacientes afectados de
a-talasemia presentan cantidades de HbF entre el 2 y el 5%. En
los pacientes homocigotos para la @-talasemia, la HDF se
encuentra casi siempre elevada alcanzando niveles del 15 al
100%.

Los pacientes que son homocigotos para la HbS pueden no
tener HbF o presentar niveles tan altos come el 20%, las
personas heterocigotas para el -gen presentan cantidades normales
de HbF. Cuando la HDF alcanza el 15% en pacientes que no
prsentan otro trastorno hematoldgicamente aparente, debe
sospecharse la presencia del gen para la PHHF [18, 84, 99].
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Observaciones:

a) Bs importante correr un control positivo utilizando sangre
fetal {(del cordon umbilical} paralelamente con las muestras
problema; el cual nos diferencia el color en la reaccidén en
el tube R.

b) Debido a que el sulfato de amonio posee cierta reaccidn
alcalina en el tubo R final la reaccidn es alcalina y la Hb
continila desnaturalizéndose con cierta rapidez, por lo cual
debe cambiarse el egulfato aménico usado, o bien, afiadir una
pequefla cantidad mas ‘de 1la solucién de HCl al reactivo

precipitante.
c) El color del tubo R debe permanecer inalterable durante al
menos una hora, lo cual ha de comprobarse en el

espectrofotdmetro [18].

4.2,7.6. Estabilidad de la Hemoglobina al calor
{Hemoglobinas Inestables).

Método de estabilidad al calor, (Dacie y cols., 1970).

Fundamento:

Determinadas hemoglobinas anormales son inestables y tienen
tendencia a precipitar dentro de los hematfes. Pueden ser
‘demostradas in vitro empleando la observacidn de que el calor
intensifica esta precipitacidn ([99). La HbA en solucidén no
precipita cuando se calienta a 50'C durante una hora o a 6c’c
media hora. Las hemoglobinas que se desnaturalizan parcial y
facilmente precipitan a esta temperatura (84]. Comparando 1la
densidad éptica del sobrenadante antes y después del
calentamiento permite el cAlculo del % de hemoglobina inestable

[99].
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Material:

Tubos de ensaye de 15 x 100 mm.

Gradilla metdlica para tubos de ensaye de 15 x 100 mm.'
Pipetas seroldgicas de 1,2 y 5 ml.

Baflo Marfa a 50°C.

Termométro (0°a 100°C).

Espectrofotémetro (Baush and Lomb Spectronic 20).
Celda para espectrofotdmetro l=lcm.

Crondmetro.

Tapones de hule latex.

Centrifuga (Mod. J-12).

Balanza granataria (Serie AC5664).

Piseta.

Gasas.

Material Bioldgico:
Sangre completa.

Reactivos {Anexo 1):

Sal sddica de EDTA al 5%,
Amortiguador isotémnico a pH 7.4.
Solucidén de Pbabkin,

Método [18]:

Extraer sangre con anticoagulante EDTA Qyj‘determinar 1la
concentracion de Hb y Hto. ({en cago de existir -anemia
centrifugar ligeramente la sangre Yy excraer el plaama hasta
consegur una Hb mds o menos normal).

Homogenizar perfectamente.

Colocar 1 ml de esta sangre en un tubo de ensaye de 15 x 100 mm
y lavar con 3 ml de SSF al 0.85% dos veces.

Decantar el sobrenadante del 1dltimo lavado. Lisar el
concentrado de hematies con 5 ml de agua destilada,
homogenizando hasta completa hemblisis.

Adicionar 5 ml de amortiguador isoténico de pH 7.4. Mezclar
bien con agitacién intensa.
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Continuacién del Método.

Centrifugar a 2500 rpm durante 10’,

Colocar 2 ml del sobrenadante en cada uno de tres tubos. Dos
de  estos  tubos someterlos a incubacién a 50°C, bien
controlados. El tercer tubo dejarlo a temperatura ambiente.

‘Al término de una hora de incubacidn, observar si existe
precipitacidn en los tubos incubados, en case de que ésta
exista se retira uno de los tubos; si no es asf, continuar la
incubacién.

A las tres horas de incubacidn se retiran los tubos (los dos
o.. el gque quedaba) y observar si existe precipitacidn
({normalmente s5lo existe un pequefio precipitado a 1las tres
horas de incubacion. Si este precipitado es muy intenso o
bien =i existe precipitado en .el tubo de 1la hora de
incubacidén, es que existe Hb facilmente precipitable o
inestable) .

Céntrifugar los tubos turbios a 2500 rpm por 107,

Determinar la concentracién de Hb de los sobrenadantes por el
método de la cianometahemoglobina: mezclande una parte del
hemolizado con 19 partes de solucidn de Drabkin (1:20).

El tercer tubo incubado a temperatura ambiente nos servira de
control, el cual se centrifuga y se realiza la dilucién como
a los tubos anteriores,

Leer la D.O. (absorbancias) de los tubos a 540 nm contra
blanco de reactive (5 ml de Drabkin y 0.25 ml de
amortiguador) . : :

Calculo [35]:

D.0O. Mtra. no calentada - D.O. Mtra, calentada
D.0. Mtra. no calentada

% de Hb inestable

i valor de referencia:

) Norpal: menor del 5% de Hb precipitard a s0°c.
Interpretacidn:

‘ Mayores cantidades de precipitados, de un 10 al 40% del
total, =se encuentran en las hemoglobinopatias debidas a
hemoglobinas inestables: Hb Torino, Hb Bibba, Hb Hammersmith, Hb
Sydney, Hb H, Hb Kansa, Hb Tacoma, etc. (18, 84]).

La prueba se encuentra positiva en las anemias hereditarias
con presencia de corpisculos de Heinz (34].
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Observaciones: .

1) Los- buffers de- fosfato retardan la precipitacion de la Hb a
50.°C y no deben ser empleados en esta prueba.

2) Debe’ dirigirse atencion al color del precipitado:
a) . Se halla un precipitado blanco cuande la inestabilidad de
la: hemoglobxna es debida a una mutacioén en la zona cercana al
heme gque resulta en la pérdida de este grupo de .a cadena
protéica.
'b) . Se forma wun precipitado pardo rojizo cuando las cadenas « Yy
B se disocian mas fiacilmente de lo normal con ur.ién normal del
heme .a la globina [99].

4.2.7.6.1. Método Microscdpicoe de los Cuerpos de Heinz en
Hemoglobinas Inestables.

Fundamento [99]:

Los cuerpos de Heinz adoptan un color pQrpura cuando son
expuestos a ciertos colorantes bésicos (violeta de metilo o
cristal violeta). Se ven mas facilmente cuando los hematies estan
ligeramente distendidos por suspensién en una solucién
hipoténica.

Material:

Portacbjetos de cantos pulidos (limpics ¥y desenérasados).
Cubreobijetos.

Pipetas graduadas 1/100 de 1 ml.

Microscopio éptico (Binocular Rossbach).

Material Biolbgico:
Sangre completa.
Reactivos:

violeta de metilo 0.5qg,° 6 Cristal vieleta 2g, se ‘disuelven en 100
nl de solucidn salina y se filtran. )
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Método [34]:.

Se coloca en un portaobjetos 0.01 ml de solucién colorante,
por otro lado se colocan 0.025 ml de sangre éen un
cubreobjetos.

Se coloca el cubreobjetos sobre el portaobjetos de modo que
la sangre se ponga en contacto con la solucidn colorante,
incubar la preparacién a temperatura ambiente/5 min.

Examinar al microscopio.

Informe de resultados:

Los cuerpos de Heinz se tifien intensamente de color pirpura
y su diametro varfa de 1 a 4 micrometros. Tienden a unirse a la
membrana del hematie.

Los reticulocitos no se tifien con este colorante [34].

Interpretacidn:

Normalmente los hematies no contienen cuerpos de Heinz. la
presencia de éstos significa que existe una de las 3 situaciones
siguientes:

1) El individuo muestra un defecto hereditario, una anemia
hemolitica asocciada c¢on «-talasemia (HbH), y con varias
hemoglobinas inestables tales como las hemogleobinas de 2lirich,
K8ln y Gun Hill [34, 99].

2) Se ha administrado al individuo (o a los hematies in vitro),
fenilhidrazina, colorantes ] un compuesto nitro o
aminoaromidtico, a una dosis adecuada, lo que da origen a una
desnaturalizacidén oxidativa de la hemoglobina y a la formacidn
de cuerpos de Heinz {34).

3) Se ha dado un farmaco come la primaguina ¢ uno de los
indicados anteriormente a blajas dosis (insuficiente para
afectar los hematies normales), a individuos deficientes de
G-6-PD (o algin otro defecto eritrocitario que provoca un
déficit de glutatidn reducido), por lo gue la hemoglobina, no
puede ser protegida de la desnaturalizacién oxidativa [34, 99],
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4.2.7.7. Prueba de Solubilidad para Hemoglobinas.

Fundamento [88, 94]:

La desoxigenacién de la HbS (HbS reducida), se asocia a
mayor viscosidad de HbS en solucidn, cuya solubilidad es unas 50
veces menor que la HbA reducida, por lo que a diferencia de Hb A
¥y la mayoria de hemoglobinopatias, en una solucibn tampén de
fosfatos a una elevada concentracién de Hb drepanocitica, liberada
de los hematies por accién de un agente reductor ( ditionita
sédica), la Hb S se vuelve insoluble (gelificicién) y forma
cristales acuosos (tactoides) que producen una s3lucién turbia.

Por ello, esta prueba es précticanente especifica de
hemoglobinopatias.
Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Gradillas metalicas para tubos de ensaye de 13 ¥ 100 mm,
Pipetas serolégicas de 2 ml (2/100).

Pipetas serolégicas de 1 ml (1/100).

Gasas.

Material Biol&gico:
Sangre comﬁletu.

Reactivos (Anexo 1):

Sal sédica de EDTA al 5%.
Ditionita sddica (Naz25:04) (r.a.).
Tampén de fosfatos a pH 7.5.



Método (94):

En dos tubos de ensaye ‘de- 13-%°100 mm’ rotulados como paclenten
(P) y control (C}, respectivamente, X ml.. de. la
solucidn tampon de fosfatos
sddica (r.,a.).

Mezclar y adicicnar: o”
hematies lavados.

‘: min':

Leer la,turbidmz}queﬂse’presente.

Informe de resuitados:

1) La presencia de un sobrenadante rojo con precipitade
blanguecino en el fondo indica solubilidad normal.

2) La presencia de un sobrenadante rosado con precipitado
hembglobinico indica solubilidad parcialmente disminuida.

3) La preéehcia de un scbrenadante pilido con precipitade rojo
indica insolubilidad total [94].

Interpretacion:

a) cuando se presenta una solubilidad normal indica que el
paciente no presenta ninguna alteracidn de HbS.

b) Cuando la solubilidad es parcialmente disminuida indica que el
paciente es un portador heterocigoto HbA/HbS.

c) Cuando se presenta una insolubilidad total, es indicativo de
un paciente con hemoglobinopatia S homocigota [94].
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V.- RESULTADOS



El desarrolle experimental se 1levd a cabo en el Laboratorio
de “andlisis Clinicos y Patologia de la Facultad de Estudios
superidres_Cuauti.tlén (F.E.S.C,~U.N.A.M. Campo 1).

) .Las'’ muestras normales empleadas correspondieron a la
"pcblacién estudiantil de la FES-C1 los cuales fueron
sele;&cionados bajo criterios que se muestran en la tabla 5-1, a
estos pacientes se les realizd la serie de pruebas basicas con la
finalidad de efectuar una valoracidén analitica inicial para
descartar la existencia de anemia y poder ser considerados en el
trabajo. Las pruebas basicas fueron las siguientes: Recuento de
hematies; Determinacién de 1la concentracidon de hemoglobina y
hematocrito; Indices de Wintrobe; Valoracién y estudio de 1la
extensién sanguinea (serie roja} Y Recuente del & de
reticulocitos e Indice Reticulocitario.

Una vez realizada la evaluacidon inicial se procedié a 1la
serie de pruebas especificas para el diagndstico de Anenmias
Hemoliticas, las cuales fueren: Haptoglobina Sérica;
Determinacién en plasma de: Hemoglobiné y Metahemalbﬁ}nina;
Detgrminacian en orina de: Hemoglobina y Hemosiderina; Prueba de
Antiglobulinas de Coombs (Directa e Indirecta); Determinacién del
titulo de Aglutininas Frias; Hemdlisis a la sacarosa; Hemdlisis
dcida de Ham; Fragilidad osmdtica, BAutchemdlisis; Detecciédn
seriada para Hemoglobina Falciforme; Desnaturalizacién por
&dlcali; Cuerpos de Heinz; Estabilidad al calor y Solubilidad de
hemoglobinas.

Las siguientes pruebas: Supervivencia del hematie a Sler,
Determinacién de Hemopexina plasmidtica, Deficiencia de Piruvato
Cinasa, peficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y
Electroforesis de hemoglobinas no se realizaron experimentalmente
en este trabajo por carecer de reactivos y equipo, pero se
incluyen tedricamente en el mismo debido a la importancia clinica
que tienen para efectuar el diagndstico de Anemias Hemoliticas.
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_Tabla 5-1. Caracteristicas de la pobléciéh _'e_sthdiada.

No. de muestras = 35 pacientes.

Sexo = 20 Femeninos.

‘ 15 Masculinos.

Edad = Femenino: 20 a 24 afies.
Masculino: 20 a 26 afios.

. 1le8




Cuadro S5-1._COMPARACION DE LA X EXPERIMENTAL EN FUNCION DE LA
X DE REFERENCIA PARA LAS PRUEBAS BASICAS EN
MUESTRAS NORMALES.

HOMBRES

PRUEBA Vror Krot X exp.
Recuento de ) S

hemgtiqp 4.00 - 6.20 5.10 5.40
(10" /mm™)

Hemoglobina 14.0 - 18.0 16.0 16.45 .,
{(g/100 ml)

Hematocrito 47.00 - 55.00 °~ 51.00 . 50.00

MUJERES

Recuento de

Hematies 4.00 - 5.50 - 4.75 4.72 -
(10°/mn’) _ R e
Hemoglobina 12.00 - 16.00 14.00  14.20
(9/100 ml) AR s
Hematocrito 42,00 ~ 48.00 45.00 43.00
Ty IR o . ‘

X = Media aritmética.’
Xexp. = Media aritmética experimental.
Xref. = Media aritmética de referencia.
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Cuadro 5-2. COMPARACION DE LA X EXPERIMENTAL EN FUNCION DE LA
X DE REFERENCIA PARA LAS PRUEBAS BASICAS EN
35 MUESTRAS NORMALES.

PRUEBA Vrer _ . Krer X

Indices de

Wintrobe .
veM (i) 85.00 - 95.00 . 90.00 91.88
HCM (pg) 28.00 - 33.00 30.50 30.28
CHCM (%) 32.00 ~ 36,00 34.00 32,95
Reticulocitos 0,50 - 1,50 1.00 0.77

(%) T
Indice de 0.20 - 1.00 0.60 0.40

reticulocitos

- X = Media aritmética. . o - St
- Xexp. = Media aritmética.experimental.
Xref. = Media aritmética de referencia.

170



Cuadro 5-3,:COMPARACION DE LA ¥ EXPERTIMENTAL:EN FUNCION 'DE.LA“
X DE REFERENCIA - PARA'LAS 'PRUEBAS:ESPECIFICAS: EN
35 MUESTRAS NORMALES.

PRUEBA Vrer

' Haptoglobina .
Sérica 30.00 - 200,00
(mg / 100ml) [
Hemoglobina .
del plasma 0.50 ~.2.50".:
{(ng / 100ml) ’
Hemolisis a la < 2.50. .
sacarosa (%)
Hemolisis S
acida de Ham < 10.00
AW
Fragilidad osméticas SR
0 horas (% NacCl) 0.40 = 0.445:
24 horas (% NacCl) 0.465 - o,ssJ
Autohemolisis: L
Glucosa (%) < 0.60°77
SSF (%) <'3.50.
Desnaturalizacién "< 2.00"

por &lcali

X = Media aritmética.
Xexp. = Media aritmética experimental.
Xref. = Media aritmética de referencia.
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CUADRO 5-4. RESULTADOS ESTADISTICOS (X, S;.yiC.V.).DE:LAS" .
PRUEBAS BASICAS. EN:MUESTRAS NORMALES. -

HOMBRES

PRUEBA X .exp. s . C.V.
Recuento de 5.40 x 10°/mm® .  0.29 5.38 8%
hematies . )
Hemoglobina 16.45 g/100m} 0.79 4.85 %
Hematocrito 50.00 % 2.39 4.78 %

MUJERES

Recuento de 4.72 x 10%/ma” 0.25 . .. 5.37 %
hematies N .
Hemoglobina 14.20 g/100ml 0.53

Hematocrito N 43.00 % 1.45

Xexp. = Media aritmética experimental. )
5 = Desviacidn estandar. - e
C.V. = Coeficiente de variacién. -
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CUADRO -5~5. RESULTADOS ESTADISTICOS (I.C., Ee., PRUEBAS DE
HIPOTESIS) DE LAS PRUEBAS BASICAS EN MUESTRAS

NORMALES.
HOMBRES
PRUEBA I.C. (95%) ' "ERRCR DE PBA. DE
ngn ESTIMACION  HIPOTESIS
] (95%)

Recuento de 5,23 < p € 5.55 0,16 Ho:l < 5.40
hematies 6 3 (i o

(20" /mm™)
Hemoglobkina 16.01 < u < 16.89 ¥ 0.44 Ho:u < 16.45

{g/100m1) '
Hematocrito 48,68 < u <‘51 32 Ho:u = 50,00

Caanas AR hars Laid M ori s g .

I.Cc. = Intervalo de confiinéé;‘\
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CUADRO 5-6, RESULTADOS ESTADISTICOS (I.C.,

Ee., PRUEBAS DE
HIPOTESIS) DE LAS PRUEBAS BASICAS EN MUESTRAS

NORMALES.
MUJERES
PRUEBA I.C. (95%) ERROR DE PBA. DE
e ESTIMACION HIPOTESIS
(95%) (95%)
Recuento de 4.60 < 4 < 4.84 % o.12 Hosy = 4.72
hematies s 3 .
(107 /mm”)
Hemoglobina 13.94 < u £ 14 44 t 0.25 Ho:pt = 14.20
(g/100m1)
Hematocrito 42.39 = U g 43.68 Hosu = 43.00
) PN SEN RS to ) .
(%)

I.C. = Intervale de’ Sonfiansar
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CUADRO 5~7, RESULTADOS ESTADISTICOS (X, S, y C.V.} DE LaS
PRUEBAS BASICAS EN 35 MUESTRAS NORMALES. AN

PRUEBA ¥ exp. ' s )
Indices de . ,:’zi:"
Wintrobe R

e o1.88 (%) - .° ""'"3'.3of"'- o
Heu 30.28 (pg). L L.

: 1".'64': f&). g

CHCM 32,95 (%)

Reticulocitos L0077 %) “32 13 (%)‘,:-
Indice de " 0,40

a7, sz (t),
reticulocitos .

. ¥exp. = Media aritmética experimental. :
| § =:Desviacién estandar. - B :
! €.V. = Coeficiente de variacién.
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CUADRO 5-8.

RESULTADOS ESTADISTICOS- (I.C., Ee., PRUEBAS DE
HIPOTESIS) DE LAS -PRUEBAS BASICAS EN MUESTRAS
NORMALES, = -

PRUEBA

Indices de
Wintrobe:

VCH

HCH

: CHCM

Reticulo-..
cltos. -

Indice de
Reticulo-:
citos. T

I.¢0 (95%) © " ERROR DE PBA. DE

Cgh ESTIMACION HIPOTESIS
‘ (95%) (95%)

1+

90.79 < 4 < 92.98

1.09 Hotu < 91,88
)
29.91 < p < 50';‘65 t.0.37 Ho:u = 30438
- (pa):
32.77¢ 7,‘.1'5";!':}.‘1; PR

0.18° " “Horp"3"32%95 "

1.C. =-fn€ef§al&{de:confiahiaJ3
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CUADRO 5-9, RESULTADOS ESTADISTICOS (X, S; 'y C.V.) DE LAS
PRUEBAS ESPECIFICAS EN 35 MUESTRAS NORMALES.

PRUEBA X exp. s R

Haptoglobina o
Sérica 92.64 mg/i00ml = 25.35 v 27.37%
Hemoglobina .

en plasma 1.60 mg/looml '~ 0.59 36.52%
Hemdlisis a la 1.41 % 0.71 . 5o.22%
sacarosa ’
Hemdlisis

acida de Ham:

Tubo 2 4.94 % 0.61 12.34%
Fragilidad osmbética:

0 horas - 0.42 (% Nacl) 0.01 o 2.91%
24 horas 0.49 (% Nacl) Q.02 3.60%
Autohemdlisis: -

Glucosa 0.32% 0.07 21.58%
SSF 1.87% 0.40 21.54%

Desnaturalizacidn 0.97% 0.30" 31.19%
por alcali . .

Xexp. = Media aritmética experimental,
S = Desviacidn estandar.
C.V. = Coeficiente de variacidn.
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CUADRO 5-10. RESULTADOS ESTADISTICOS (I.C., Ee., PRUEBAS

DE HIPOTESIS) DE LAS PRUEBAS ESPECIFICAS EN
35 MUESTRAS NORMALES.

PRUEBA I.C. (95%) ERROR DE PBA. DE
. " ESTIMACION HIPOTESIS
(95%) (95%)
Haptoglobina +
Sérica 84.24 < u £ 101.04 - 8.40 Ho:u = 92,64
{mg/100ml)
Hemoglobina -
en plasma 1.41 £ 4 £ 1.80 - 0.21 Ho:uy = 1.60
(mg/100ml)
Hemblisis a la e . .
sacarosa 1.18 £ 4 £ 1.65% - 0.23 Hoipt = .41
Hemdlisis o - .
acida de Ham: : .
Tubo 2 4.74 s 1 Hoip = '4.94
Fragilidad osmética: P N
0 horas 0.42 < 45 0.43 T o.00  Hoiw= o0.a2”

édAhoras

0.49
Autohemdlisis:
Glucosa 0,32
SSF 1.87
Desnaturalizacién
por Alcali 0.97

I.C. = Intervalo'de confianza. ',
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CUADRO 5-11. RESULTADOS OBTENIDOS . PARA LAS PRUEBAS
;. ESPECIFICAS CUALITATIVAS EN 35 MUESTRAS
NORMALES,

PRUEBA CRITERIO DE LECTURA  CRITERIO DE LECTURA

OBTENIDO DE REFERENCIA
Metahemalbimina
del plasma. (- (-
Hemoglobina
en orina. (- (=)
Hemosiderina
en orina. (-) (~)
Antiglobulina
de Coombs:
-pirecta, (=) (-
-Indirecta. (=) ' (=~
Titulo de
aglutininas (=) (-

frias.

(

- ) Negativo,
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Arac ios S—3

Curva de cal fbracicn para la detersinacicn de
Haptogloblina S&rica.

8.8 T

Punto de
8.7 — inf loxidn
8.6 2

LT EREE AN NN &7

[ [ ' 1 t t [ 1 [ ! 11—
B - D% § .2 9.2 8.4 B8.5 B.6 8.7, 8.8 8.9 1.8 1.1
Yolumon (ml) mozcla do suoros froscos normales.
18.852
92.6 mgrdl.
2.5 18.?75 25.88 31.25 3I7.50 43.7S SO.00 wmgr/dl. 2
258 mgrdl .
El punto de inflexidn do la curva obtenida, a partir del cual esta =e hace
Pplans, indieca la cantidad do mozcla de susro no diluida que £§ ja toda la
MotaHb proseonto. La lectura on osteo punto corresponde a una capacidad de
fijacidn do HotaHb do S8 mgrsdl. Debido a que ol muerco probloma aoc diluye
1:5 lam lecturas corrospondon a un contonido deo Hp do ZS& mgral.,
(HotaHbh) .
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Bo Fr-gllld.d cendtica do henatfos
después de incubacidn a IT°Cr24
(Wref= 8.465 a 9.59: NaCl).

A Fragilidad cemStica do homatfos dada on S8« do homdlisis a

las ® horas. Unxp. B .42« NaC2."

dada on SBx de homdlisis
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V.- DISCUSION



El presente trakajo tiene la finalidad de conjuntar una serie
de - pruebas basicas y especificas para el diagndstico vy
clasificacién de 1las Anemias Hemoliticas. E1 montaje y 1la
estandarizacidn de estas pruebas estdn basados en funcidn del
material y equipo existente en el laboratorio de Andlisis Clinicos
y Patologia de la Facultad con el propoésito de servir como
matertial de apoyo didictico y experimental.

De acuerdo a los datos experimentales obtenidos se realizd
lo siguiente:

La técnica utilizada en el Andlisis Estadistico de 1las
pruebas basicas y especifiéas en las muestras ncrmales fue una
Distribucién Normal ( Prueba "t" student y z ), con un nivel de
significancia de a = 0.05 para obtener los siguientes parametros
estadisticos:

a) Media aritmética ( X ): Mediante la cual comparamos los
valores experimentales con respecto al intervalo de valores de
referencia observidndose due ésta se encuentra dentro de los
intervalos de cada prueba (Cuadres 5-1, 5-2, 5-3).

b) Desviacidn estandar ( § ) y Coeficiente de Variacién ( C.v. ):
Medidas de dispersidn con las cuales no se observa variacién
de los valores experimentales con respecto a la X (Cuadros
5-4, 5-7 y 5-9).

Lo anterior se complement6é con otros parametros con los
cuales se lograron obtener resultados que nos permitieron observar
con mas detalle si existen diferencias significativas entre los
valores experimentales obtenidos en cada prueba con respecto a los
de referencia. Estos fueron:

1) Construccién de Intervalos de cConfianza (I.C.) (Condiciones
arriba mencionadas) mediante los cuales se observa que al
interpolar 1los intervalos de confianza experimentales se
encuentran dentro del intervalo de valores de referencia
(cuadros 5-5, 5-6, 5-8 y 5-10).

2) Error de Estimacién (E.e.) el cual nos permite evaluar si
existen o no diferencias significaiivas entre los valores de
la media experimental y los de la media de referencia (Xref.)
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en cada método [27, 73, 95]. Los cuadrqs 5-5, .5=6 ¥y 5-10 nos
muestran que no existen tales diferencias entre las medias
aritwéticas de referencia y experimental.

3) Pruebas de Hipbtesis: Se realizaron con el propdsito de
ayudarnos a tomar una decisidn con respecto a los métodos
empleados, determinando si los valores experimentales
obtenidos son similares o no con los datos de referencia de
que se dispone {27, 73, 95], por lo tanto apoyandonos en estas
pruebas (Cuadros 5-5, 5-6, 5-8 y 5-10) y, en conjunto con los
intervalos de conflanza y el error de estimacidbn antes
descritos, se propone gue para los metodos empleados en este
trabajo no existen diferencias tales gue generen el rechazo
experimental de los mismos bajo las condiciones de montaje y
estandarizacion realizadas. Al determinar la distribucidén de
nuestros resultados se encontrd que éstos valores de cada una
de las prucbas se encuentran en los rangos de HNeormalidad
esperados. . .

En el cuadro 5-11 se presentan una serie de pruebas en las
que el criterio de lectura es Positivo o Negativo, por lo que en
éstas no se realizd andlisis estadistice; el criterio de lectura
normal debe ser negativo.

En la grdfica 5-1 se representa la curva de calibracién de
Haptoglobina sérica, donde la X experimental de las densidades
dpticas (D.0.) interpoladas nos da una media de 92.6 mg/100 ml
halldndose ésta dentro de intervalo de referencia.

En la grafica 5-2 se muestran las curvas experimentales
correspondientes a la prueba de fragilidad osmdética a las 0 y 24
hrs. (Curvas A y B) respectivamente, en las cuales se graficaron
los valores de las medias experimentales correspondientes al % de
hemdlisis v.s. la concentracidén de NaCl expresada en % (p/v). Al
realizar la interpolacién del 50% de hemdlisis se obtienen los
valores de 0.42 y 0.49 % de NaCl para las curvas de 0 y 24 hrs.,
los cuales se encuentran dentro del intervalo de los valores de
refé'ren;é:ié como lo representan las curvas Ao Y Bo respectivamente.
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Las diferencias halladas de los valores obtenidos entre 1la
poblacién estudiada, pueden deberse a la variabilidad bioldégica,
ya que los seres humancs tenemos una diferente respuesta ante las
circunstancias que nos acontecen, y que la mayoria de las veces
se pretende encajar esta respuesta bioldgica, dentro de una
cierta rigidez que nos conduce a errores, pero pocas veces
tenemos conciencia de lo que esto significa, la variabilidad
humana es la regla y no la excepcldn, en muchas situaciones que
acostumbramos a considerar como "anormales* no necesariamente
puede considerarse como patologfia porque la variabilidad puede
verse afectada por una gran cantidad de factores.

Podemos concluir que una parte fundamental de este estudio
radicé también en que es importante el comparar los respectivos
avances y limitaciones de los métodos convencionales (basicos y
especificos) en el diagndéstico de Anemias Hemoliticas para uma
mejor interpretacién de los resultados.
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En

1)

2}

3

~—

4)

5)

base a los resultades obtenidos se concluye lo siguiente:

Se logrd la elaboracidn de un manual para el diagndstico de
Anemias Hemolfticas, el cual comprende pruebas de laboratorio
con sus fundamentos y metodologias, asi como una breve
explicacidén de las mismas en funcién del trastorno hemolitico,
cuya finalidad es servir como apoyo académico y experimental a
futuros y actuales profesionistas del Area de la Salud.

Se llevd a cabo la integracién de las pruebas basicas Yy
especificas con la finalidad de reunir informacién tedrica y
éxperimental de los métodos mis aplicados en el diagnéstico de
Anemias Hemoliticas.

Se realizd el montaje y estandarizacién de las pruebas bisicas
y especificas para diagndstico de Anemias Hemoliticas en
funcidén de la Infraestructura del Laboratorio de Andlisis
clinicos y Patologia de la Facultad.

Las bases fundamentales de 1los mecanismos de hemdlisis
incluidos en este trabajo nos permltieron conocer la etiologia
de los trastornos hemoliticos y asi comprender los métodos
utilizados en el diagnéstico.

Finalmente podemos concluir que existen pocos centros de

Investigacién enfocados a la realizacidén de estudios

necesarios para detectar las causas de las Anemias

Hemoliticas. Por otro lado, tales estudios nos ayudarian a

conocer la frecuencia con la que se encuentran estas

patologias en nuestro pais y reportar estos hallazgos para que

otros laboraterics apliquen estas pruebas como complemento al
diagnéstico en el &rea hematolégica.
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ANEXO 1

PREPARACION DE SOLUCIONES

I.- PRUEBAS BASICAS.

1) RECUENTO DE HEMATIES.

a)biluyente de Hayem.

- Dicloruro de mercurio 0.5 g.
- Cloruro $édico 1.0 g.
~ Sulfato sddico 5.0 g.
- H20 destilada c.b.p. 206:0 ml.

' 2) DETERMINACION DE HEMOGLOBINA.

a) Reactivo de Drabkin

- cianuro de seodio 100.00 mg.
~ Ferricianuro de potasio 300.00 mg.
- H20 destilada c.b.p. 1000.00 ml.
3) VALORACION Y ESTUDIO DE LA EXTENSION SANGUINEA:

a) Colorante de Wrigth

~ Colorante de Wrigth 5.0 g.
~- Glicerina q.p. 30,0 ml.,
- Metanol c.b.p. ’ 1000.0 ml.

Este cclorante debe dejarse madurar por lo menos
mes y filtrarse antes de usarse,
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b) Solucién amortiguadora para colorante de Wrigth

Disolver:

~ Fosfato sddico 4.539-g.
- Fosfato monopotasico 5.940 g.
- Hz0 destilada c.b.p. .. 100,0 ml. ‘

De esta solucién tomar 9.54 ml y aforar a 1.0 litros
con Hz0 destilada, esta solucién debe guedar a un pH
entre 6.4 y 6.5.

4) RECUENTO DE RETICULOCITOS:

a) Colorante azul de cresil brillante

- Azul de cresil brillante 1.0 g.

- Disolver en 100 ml de solucién salina citradada (1
parte de citrato sddico al 3.0% mas 4 partes de
cloruro sddico al 0.9%).

b) citrate sddico al 3.0%
- citrato sddico 3.0 g.
- H20 destilada c.b.p. 100.0 ml.

IX.- PRUEBAS ESPECIFICAS.
1) PETERMINACION DE HAPTOGLOBINA EN PLASMA.

a) Reactivo de Guayacol (Connel y Smithies) .

- Guayacol gq.p. 3.72 g.
~ Hz0 destilada c.b.p. 700.0 ml ..
- Acido acétice 1 M 100.0 ml.

Ajustar el pH de la mezcla a 4.0 por adicidn de
hidrdéxido de sediec 1 M, y verificar con un
potencidmetro. Completar con Hz20 destilada c.b.p.

1000.0 ml.
b) Peréxido de Hidrdgeno (H202) 0.05 M, sSe prepara antes
de usarse.
- H202 grado reactivo de 5.66 ml.
100 vol. (30.0%).
- H20 destilada c.b.p. 1000.0 ml.
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" ¢) Selucidén de Metahemoglobina
- Determinar la concentracién de Hb en sangre de un
control normal por el método de la
cianometahemoglobina.
- Diluir la sangre hasta alcanzar una concentracién de
Hb de 1g/100ml.
A 25 ml de esta solucidén se le afladen 10 ml de
ferricianuro de potasio (100mg/100ml) para convertir
la Hb en Metahemoglobina.
- Dejar reposar 10 min. a temperatura ambiente.
- Completar el volumen a 500 ml con H20 destilada. La
solucién puede guardarse durante 2 semanas a O C.
d)} Cleruro Sddice 0.15 M
- Disclver 8.775 g de clorurc de sodio (grado reactivo)
en H20 destilada y aforar a un litro.

2) DETERMINACION DE HEMOGLOBYNA EN PLASMA.

a) Reactivo de Bencidina al 1.0% (p/v).
- Bencidina base (no el clorhidrato) 14009,
- acido acético glacial c.b.p. . 100.0 ml. .
La solucidn a de ser clara Yy - caéi_,incolora; se
oscurece un poco al cabo del . tiempo,. = El reactivo
es estable durante 7 a 10 dias si -se guarda
refrigeradc. Antes del uso se calienta a = temperatura
ambiente.
b) Perdxido de Hidrdgeno (H202) al 3.0%.
c) Estdndares de Hemoglobina:
i) Esténdar de depdsito: Se cbtienen 10 ml de sangre
citratada, se separa al plasma por centrifugacién a
2500 rpm durante 10 min. Eliminar el plasma y lavar
las células residiuales 4 veces con SSF al 0.85%. Se
lisan las células por adicidn de un volumen igual de
H,0 destilada seguida de vigorosa agitacidn y se
centrifuga a 5000 rpm durante 15 min. Se extrae con
pipeta Pasteur el sobrenadante (Soln. acuosa de Hb).
Se analiza el contenidoc de Hb por el método de
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cianometahemoglobina ¥y, en base a 1la concentracién
de Hb presente se diluye hasta ajustar a una
concentracién de 10g/100ml, Se guarda la solucidn en
congelacidén repartida en porciones alicuotas de un
ml.

~ii) Estandar de depdsito diluido:

Un ml de la solucidn de depdsito se diluye 1:100
(iml = 100mg, serid la concentracién de esta nueva
solucidn). Este estindar es estable en refrigeracidn
durante 1 mes.

iii) Esténdar de trabajo: Se diluye 1 ml de la solucién
estandar de depdsito diluido 1:100. Un volumen de
esta solucién se diluye con un volumen igual del
reactivo de bencidina. Se prepara esta mezcla de
modo gue sea reéiente, es estable durante 3 o 4
hrs. (la concentracién de esta dltima solucién
debera ser de 0.5 mg/100ml). .

c) Testigo de bencidina.

- Se diluye un volumen del reactivo de bencidina con un
volumen de H20 destilada. Es estable durante una
semana.

d) Acido acético glacial al 20.0% (v/v).
- La solucién a de usarse recién preparada.

3) DETERMINACION DE HEMOSIDERINA EN ORINA.

(Reaccidn de Azul -de Prusia).

a) Ferricianure potéasico a,1 g,

i) H20 destilada c,b.p. 10.0 ml.
Mezclar y afiadir:

ii) Acido clorhidrico 0.1 ml.

b) Ferrocianuro potisico al 2.0%
Acide clorhidrico al 1.0%...

7»189



4) PBARA VERIFICAR LA PRESENCIA DF HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA
NOCTURNA. :

a) Prueba Confirmativa de Hemdlisis con Sacarosa.

i) Solucidn Isotdnica Sacarosa: Disolver 92.4 g de
sacarosa en 91 ml de POWHzNa de S0 mM y 9.0 ml de
PO4HNa de 50 mM, y ajustar el pH a 6.0 con &cido
clorhidrico o hidréxido de sodio concentrado. Afiadir
H20 destilada hasta un volumen de 1000.0 ml. Esta
solucién debe conservarse a 4,C durante 2 semanas.

1i) Hidrdxido amdnico 0.04%.
b) Prueba de Hemdlisis Acida de Ham.

i) Acldo clorhidrico 0.2N.

ii) Hidréxido Amdnico 0.04% (v/V)

5) PARA DETERMINAR ESFEROCITOSIS HEREDLTARIA.

i) Prueba de Fragilidad Osmética.

-~ Solucidn de Nacl de concentraciones:
1.6, 0.95, 0.90, 0.85, 0.80, 06.75, 0.70, 0.65, 0.60,
0.55, 0.50, 0.45, 0.40, 0.35, 0.30, 0.25, 0.20, 0.15,
0.10% (p/v).

i1) Prueba de Autohemdlisis.

a) Solucidn estéril de glucosa al 10% en NaCl al 0.85%.

b) Solucidn de NacCl al 0.85% estéril.

c) Reactivo de Drabkin.

6) PARA DETERMINAR DEFICIENCTAS ENZIMATICAS DEL HEMATIE.

a) Valoracién de Piruvato Cinasa (PC).
i) Tampon Tris HC1-EDTA pH 8.0: Disolver 12.1 g de Tris
y 168 mg de EDTA disédico en aproximadamente 80 ml
de Hz20 destilada a temperatura ambiente. La adicidn
de HCl se hace mientras se agita la disolucidén y el
pH se va controlando mediante un pH-metro hasta : que
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alcance el valor de 8.0. Se lleva el volumen total
hasta 100 ml. Esta solucién es estable durante 3
meses congelada o a 4'c.

ii) solucidn de MacClaz 0.1M: Disolver 2.0 g de MgCla,6Hz20
en agua destilada hasta alcanzar un velumen de 100
ml, esta solucidén es estable a temperatura ambiental
a menos que se desarrollen mohos.

iii) Solucidn de KC1 1 M: Pesar 7.5 g. de KC1 vy
disolverlo en 100 ml de H20 destilada a menos gque se
formen mohos.

iv) ADP 30 mmol/l (0.03M): Pesar 0.30 mmoles de ADP vy
disolver en 8.0 ml de H20 destilada, Ajustar el pH
alrededor de 7.0 mediante solucidén de NaOH al 0,5%
empleando un pH-metro se completa hasta 10 ml con
H20 (la cantidad exacta usada variara con la
hidratacién, pureza y la sal usada. Serdn necesarios
128 mg de &dcido libre anhidro).

v) Solucidén NADH 2 mmeol/l (2mM): Se pesa la cantidad
suficiente de NADH para hacer una solucidén de 2
mg/ml de H20 destilada aproximadamente. Colocar 0.85
ml de Hz0 destilada en una celda de
espectrofotométro de 1 ml con 1 cm de paso para luz.
Affadir 0.1 ml de Tampon 1 M Tris HC1-EDTA, pH 8.0.
Leer la D.0. a 340 nm (lectura Ri1), afiadir 0.050 ml
de NADH y tomar una segunda lectura (Rz2). El
volumen de la solucién de NADH restante (Vi) debe
ser ajustado mediante la adicién de Hz0 destilada
hasta alcanzar el volumen (V2) segGn la sig.
ecuacidn:

Rz = R1
Vz=——m——~x\h

Esta solucidn debe prepararse diariamente pero es

estable por lo menos durante 8 horas a 4 c.

b) Valoracidén de Glucosa-6-Fosfato deshidrogenasa.
i) Acetilfepilhidrazina: 100 mg de acetilfenilhidrazina
se disuelven en 100 ml de fosfato amortiguador 0.066
Ma un pH de 7.6. A esto se afiaden 200 mg de
glucosa. Esta solucidn debera prepararse antes de
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usarse.

ii) violeta de metilo: 0.5 g por 100 ml de SSF; [

violeta de cristal 2 g por 100 ml de SSF,

7) PARA VERIFICAR UNA HEMOGLOBINOPATIA.

a) Para determinar Hb falciforme (Hbs}).
i) Prueba macroscépica del metabisulfito sddico:

- Metabisulfito sédico al 2%, recién preparado.

ii) Prueba del tubo de ditionita:

~ Buffer de fosfatos 2.36 M: Disolver 236.7 g de

hidrofosfato potasico y 135.9 g de dihidrofosfato
potasico en H20 destilada y ajustar el volumen
fianl a un litro. El pH debe ser aproximadamente
de 7.0.

Reactive precipitante: Afiadir 2 ml de saponina al
5% y 2 ml de Ditionita sédica al 20% a 100 ml del
buffer de fostatos. Debe usarse ditionita fresca
cada dia ya que esta se deteriora rapidamente.

b) Prueba de la Hb alcali-resistente.
i) Reactivo alcalino: Solucidn de hidrdxido de sodio 312

N de pH 12.7. Se conserva en la nevera con frasco

- parafinado.
Reactivo precipitante:
Solucidén saturada de sulfato de amonio 400 g.
H20 destilada 400 ml.
Acido clorhidrico 10 N 2.0 ml,

iid)

Ajustar a un pH de 3.6

Solucién de Hemoglobina: Solucién de Hb de
10 g/i100ml

c) Prueba de los cuerpos de Heinz.
Violeta de metilo: 0.5 g por 100 ml de SSF & Cristal
violeta: 2.0 g por 100 ml de SSF, filtrar.

d) Estabilidad de Hemoglobina al calor (hemoglobinas
inestables). -

i) Amortiguador isoténico de pH 7.4: Se preparan las
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ii)

dos soluciones siguientes ambas de concentracién
0.15 M:

Soln. A: POaHaNa.2H20 23.4 qg.
H20 destilada c.b.p. 1000 ml.
Soln B: POaHNa 21.3 g.
H20 destilada c.b.p. 1000 ml.

Se mezclan 18 ml de la soln. A y 82 ml de la soln.
B, ajustar a pH 7.4.
Reactivo de Drabkin.

e) Pruebas de solubilidad paré hemoglobinas

i)

Tampon de fosfatos a pH 7.5: En un vaso de
precipitado de 100 ml se disuelven 30 g de sulfato
amdnico en 90 ml de agua destilada. Se afiaden 1.2 g
de fosfato dipotasico, calentando moderadamente para
disolver a continuacién 1 g de saponina. .Debe
agitarse lentamente la mezcla, ya que la saponina en
solucidn forma espuma con rapidez, La agitacién debe
mantenerse hasta dque la disolucién sea conpleta.
Ajustar el wvolumen a 100 ml y el pH a 7.5 con
solucidn de hidréxido de potasio 1 N,

El buffer asi preparado es estable en frasco
ogecuro durante 1 mes en refrigeracién.
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B

[

-~

B

-

D)

ANEXO 2
PARAMETROS EMPLEADOS EN EL ANALISIS ESTADISTICO.

Media Aritmética (X).

n

T oxi

i=1
X = a

donde: n = # de valores

n
¥ Xi = sSumatoria de los valores de la variable.
i=1

Desviacidn Estdndar (S).

n . o 2
§= T (Xi - %)
1=2

coeficiente de variacién (c.v.).

s
C.V. & —— )
Koo i N )
Intervalo de wcéhfianza (I.c.) para la distribucién *t"
student. ERENE :
I SO EE Rt -
r.c.=X tiica)2)
: E SR n
.S ) o
donde; —=— = error estandar.
e n- T

t(1 —af2) = Coeficiente de Confiabilidad
) ) {valor de tablas)
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=) Intervalos de Confianza de distribucién Normal "z"

=i

+
TR -af2) —

donde : = Coeficiente de Confiabilidad

(Valor de tablas)

2(1 -af2).

F) Prueba de Hipdtesis (al 95%, a = 0.05).

1) Ho ¢ u = X donde:
Hi : p #X Ho : Hipdtesis nula.
Hi : Hipdtesis alterna.

Ssfi HL « u #X Entonces: Ho : pu > X

Hi : p ¢ X
2) pistribucién t.

% -u donde: _

t = I 4 = Media poblacional (X de los

valores de referencia)

X = Media de la muestra.
s/Jf = Error Estandar.

3) pistribucidén z.

X-u
T
af2 = 0.025 af2 = 0.025
Negativo valor de tablas _/+ Positive

Regidn de -—*— Regiofi de Aceptacioi ———*——— Region de
rechazo . rechazo.
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