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1.- INTROOUCCION 



El fin de este estudio es para entender la patofisiolog1a de 
las diversas Anemias Hemol1ticas (AH), las cuales tienen sus 
propias caracter!sticas que marcan sus diferencias como 
enfermedad en este amplio grupo. Es importante hacer referencia a 
los trastornos hemol1ticos cuya importancia radica no sólo en 
conocer su patogenia, manifestaciones clinicas y su tratamiento, 
sino en prevenir y controlar tales defectos, determinando el tipo 
de hemólisis presente en un estado hemol1ticQ evitando as! 
mayores manifestaciones que puedan ser fatales. Tal es el casO de 
las Talasemias, las cuales constituyen un grupo de desórdenes 
heterogéneos que están caracterlzados por la s1ntesis defectuosa 

de una u otra cadena de globina de la hemoglobina, lo que provoca 
una significativa morbilidad y mortalidad en grandes segmentos de 
la población mundial [l, 37, 45, 51, 99]. 

Otros trastornos de importancia son la Esferocitosis 

Hereditaria (EH), deficiencias eritroenzimáticas (Piruvato cinasa 

y Glucosa-6-Fosfato Oeshidrogenasa) , entre otras, las cuales se 

asocian a las Talasemias por un defecto de la proteína 4 .1 del 
citoesqueleto de la membrana del hematíe, la cual determina la 

morfología del hematíe as! como la estabilidad mecánica de la 
membrana [12, 13, 19, 20, 31). 

otro grupo importante son las Anemias Hemolíticas Inmunes 
(AH!) en las cuales los individuos se ven afectados por la 

formación de: Autoanticuerpos contra sus propios hematíes; 

destruyéndolos, los cuales reaccionan cuando se exponen a algún 

contacto flsico, químico o alguna otra causa; e isoanticuerpos 
los cuales reaccionan con hematíes de la misma especie, tal es el 
caso de las reacciones de transfusión sangulnta y la Anemia 

Hemolítica del Recién Nacido (con un indice elevado de mortalidad 

en ésta última). 
La frecuencia de las Anemias Hemollticas en cada pala 

depende de varios factores como son: la evaluación correcta de la 

enfermedad, su determinación a tiempo y sobre todo la 

variabilidad bilógica de cada individuo ante ésta. Además de su 
variada etiolog1a, las Anemias Hemollticas constituyen un grupo 
de enfermedades que repercuten·· de alguna manera en la econornici 

nacional de los países afectados, por lo tanto su estudio abare~ 

una serie de procesos cl1nicos (Médico-Laboratorit;) que ayudan a 



evalua~ a un paciente hemol1tico, considerando que cada tipo de 

enfermedad comprende caracter1sticas cl1nicas y hallazgos de 

iaboratorio que son determinantes en el diagnóstico correcto 

(2, 10, 32]. 

Por las razones anteriores, hemos elegido a las Anemias 

Hemol1ticas por ser éstas de significativa importancid cl1nica, 

pretendiendo que dentro del área de Análisis Cllnic.:os de la 

Facultad de Estudios Superiores cuautitlán (FES-e) se lleve a la 
práctica una estrategia para evaluar a un paciente en el área 

hematológica, no sólo apoyándose en el hemograma primario, sino 

complementando el estudio con pruebas especlf icas para llegar al 

diagnóstico preciso y confiable. Debido a que muchas veces los 

Análisis Primarios son indicadores ·del estado general de salud 

del individuo, no podemos deducir el tipo de anemia basándonos en 

una baja concentración de hemoglobina o en la cifra total de 

hemat1es ya que es importante considerar que tal definición 

comprende diversos tipos, ej. anemia ferropénica, megaloblástica, 

hemolítica entre otras, por lo cual es nece~ario mediante pruebas 
básicas y espec1ficas determinar el tipo de anemia presente y.as! 

ele~ir el tratamiento apropiado. Asimismo, la razón por la cual 

hemos 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 propósito de servir como una gula 

de utilidad en su desarrollo profesional. 

Este trabajo contiene una serie de Pru~bas Básicas y 

Especificas montadas y estandarizadas en base al material y 

equipo existentes en el Laboratorio de Análisis Cllnicos y 

Patologla de la Facultad, las cuales contienen: Introducción, 

Fundamentos, Método, Valores de Referencia e Interpretación, con 

la finalidad de reunir información teórica y experimental para un 
mejor aprendizaje y comprensión de las Anemias Hemoliticas 

incluidas en esta TESIS. 



11.- GENERALIDADES 



2,1, EL HEMATIE 

Los hemat!es normales son producidos en la médula ósea por 

la maduración de los normoblastos tardíos los que a su vez se 
derivan de células jóvenes (Fig. 2-1). Algunas propiedades 
fisicoquimicas del hematíe maduro se describen en la tabla 2.1 

(47, 69, 99). 

Tabla 2-1. Propiedades Fisicoqu1micas del hemat1e [47]. 

A) Hematie individual. 

a) Diamétro: 7.4 a 8.2 µm. 
b) Grosor (disco bicóncavo): 1.5 a

3
1.8 µm 

e) Area superficial: 130 a 150 µm 
d) Volumen: 85 a 95 fl 
e) Masa: 90 a 100 ng. 
f) Contenido de hemoglobina: 27 a 31 pg · 

B) Hemat1e desplazado. 

a) Velocidad de producción: 2.5 millones/seg. 
200 billones/seg. 

b) Vida media: 110 a 130 dias. 
e) Hernat1es en circulación: 

Densidad sangu1nea (millón/µl) 
Volumen total hemático (ml/Kg) 
Homoglobina (g/dl) 
Hematocritro (%) 

2.1.1. La membrana del hematie. 

HOMBRES 
4.0 a 6,2 
25 a 31 
14 a 18 
47 a 55 

MUJERES 
4,0 a 5.5 

22 a 28 
12 a 16 
42 a 48 

La membrana del hemat!e está compuesta por 11pidos, 

dispuestos en una doble capa, y proteínas, algunas de las cuales 

se encuentran unidas en la doble capa de 11pidos o bien la 
atraviesan, y otras se adhieren a la superficie citoplasmática de 

dicha capa, además cuenta con un dispositivo metabólico con la 

misión de conservar la hemoglobina en un estado funcional. Esta 
red proteinácea ae denomina esqueleto de la m1rn1bra11a y está 



compuesta de dos partes interactivas: 
l) Una porción externa formada por la doble capa de lipidos y por 

las proteinas hundidas en ésta. 
2) La porci6n interna formando el esqueleto de la membrana, en 

donde se encuentran las principales proteinas del esqueleto de la 
membrana: espectrina, actina, banda 4.1 y banda 4.9. Una quinta 

proteina, anquirina, a pesar de no constituir estrictamente un 

componente del esqueleto de la membrana, sirve para uri.ir dichÓ 

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

69, 72, 93, 99). 

2.1.2 Metabolismo del hematie. 

El metabolismo del hemat1e no nucleado está más limitado que 

el de la mayor1a de las células del cuerpo, ya que hay poca 

capacidad para metabolizar los ácidos grasos y los aminoácidos 
(aa) y no hay mitocondrias para el metabolismo oxidativo. La 

energia se genera casi exclusivamente a través de la 
descomposición de la glucosa. El patrón global de la glucólisis 

del hematie se muestra en la Fig. 2-3, el metabolismo del hemat1e 

puede subdividirse en la v1a anaeróbica o de Embden-Meyerhof y 
las 3 v1as auxiliares que actúan de diferente.-:; maneras para 

mantener la función de la hemoglobina. Todos est.:is procesos son 

esenciales para que el hemat1e transporte oxigeno (02) y para 
mantener aquellas caracter1sticas f1sicas requeridas para su 
supervivencia en la circulación. 

La v1a de Embden-Meyerhof es responsable de aproximadamente 

90\ de la utilización de la glucosa por el hematie y proporciona 
la energ1a esencial para el mantenimiento de la membrana. En la 

descomposición de una molécula de glucosa a lactato, se consumen 

dos moléculas de adenos1n trifosfato (ATP) durante la porción 
hexosa de la via, pero se generan de 3 a 4 moléculas a nivel de 

la triosa. Es esta ganancia neta en ATP la que proporciona 
fosfato de alta energ1a para el mantenimiento de la forma de 

disco y la flexibilidad del hemat1e para el mantenimiento de loa 
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A Prote1na 4.1 
B Colesterol 
c Prote1na 3 
D Anquirina 
E Glicoporina A 
F Filamentos de 

actina 
G Interacción 

d1mero-d1mero 
H Cadena a 
I Cadena f3 
H,I Espectrina 
J Ant1genos de 

membrana 
K Bicapa 

fosfolipida 
L citoesqueleto 

de espectrina 
M Proteina integral 

Fig. 2-20 Representación esquemática de la estructura 
esqueleto de la membrana del hematie (31, 47, 65, 66, 72]. 

L 

del 

11pidos de la membrana, y para proporcionar energia a las bombas 

metabólicas que controlan el flujo de sodio y potasio. El papel 

esencial del ATP en el hemat1e está demostrado por lo menos en 

dos condiciones: ( 1) la muerte celular temprana (Anemia 

Hemol1tica, AH) que ocurre cuando el ATP es deficiente debido a 

defectos hereditarios en la glucólisis, y (2) la pérdida de 

viabilidad que acampana a la degradación del ATP de la sangre 

conservada in vitre. 

La via Embden-Meyerhof también mantiene los nucleótidos de 

piridina en un estado de reducción para permitir su función en la 

homeostasis oxidativa-reductora dentro de la célula [28, Ja, 47, 

93]. 
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ig. Z-3. Metabol l o de la glucosa en el hematíe. Se muestran 
as vías metabólicau en el hematíe para obtener energía a parti 
e la glucosa. 

IJ Vía de Embden-Meyerhof. 
II) Vía de metahemoglobin reductasa •. 
III) Vía de atajo de las pentosas. 
IV) Vía metabólica del mono fosfato de hexosa. 
V) Vía Luebering Rappaport. 

Enzimas que intervienen en la v!a del monofosfato de hexosa: 
l) Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 
2} Glutatión reductasa, 
JI Posfogluconato deshidrogenasa. 
4) Ribulosa fosfato epimerasa. 
5) Ribosa fosfato isomerasa. 
6) Transquelotasa. 
7) Transaldolasa. (99) 



2.1.2.1. V1as Auxiliares en la Glucólisis. 

1) V1a oxidativa o del monofosfato de hexosa. Es un ·sistema 

de energ1a auxiliar que acopla el metabolismo oxidatlvo con la 

reducción del nucleótido de piridina (TPN ó NADP) y el glutatión. 

Un defecto enzimático en la v1a oxidativa pue<:e por s1 sólo 

causar una Anemia Hemol1tica crónica. Por lo tan.:.o, e.; evidente 
que cierta actividad en la v1a aeróbica es esencial para la 

supervivencia del hemat1e normal. 
2) Via de la reductasa de la hemoglobina, es otro componente 

importante del metabolismo del hematie asi como hay un mecanismo 
para proteger la hemoglobina (Hb) de la desnaturalización 

oxida ti va, también hay necesidad de prevenir la oxidación del 

hierro del heme. Una deficiencia latente de la reduct.asa de la 

metahemoglobina (MetaHb) es compatible con la función normal de 

la Hb en condiciones basales pero resultará en v~lores altos de 

MetaHb cuando se le administre al individuo un medica~ento 

oxidante (fenilhidrazina). Sin embargo, los datos cl1nicos 

habitualmente dependen de un defecto metabólico subyacente, y 

cualquier individuo determinado tendrá solamente una anomalla. Ya 

sea que haya una Anemia Hemolltica debida a un defecto en el 

metabolismo aerobio o cianosis debida a trastorn1Js de la 

reducción de la MetaHb de la formación de sulfahemoglobina o de 

ambas [28, 38, 47, 93]. 

J)Vla de Luebering-Rapaport, desv1a la 

3-fosfoglicerato (3-PG) a partir de 

(1,3-DPG) y permite la acumulación de 

formación directa de 

1,3-difosfoglicerato 

2,3-difosroglicerato 

(2,3-DPG). La razón aparente de la gran cantidad de este 

compuesto encontrada en e1 hematie (una molécula de DPG por una 

molécula de Hb) radica en su efecto profundo sobre la afinidad de 

Hb por el oxigeno [38, 47]. 

2.1.3, Hemoglobina, 

Los hematles estan compuestos por una protelna que da ~ i~ 

sangre su color caracterlstico denominada hemogloPina (Hb), ést~ 

interviene en procesos fisiológicos de gran impo~tancia, siendo 
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éstos el transporte de 02 de los pulmones a lo• tej J dos y .del 
bióxido de carbono (C02) de los tejidos a los pulmones; asimismo 

participa en la regulación ácido-básica eliminando C02 en los 
pulmones y amortiguando los cambios de pH por lL acción de los 

grupos histidina-imidazol de la hemoglobina [56]. La Hb es una 

prote1na conjugada, constituida por una prote1na enlazada a un 
grupo prostético orgánico complejo y a un átomo metálico (Fe2

•) 

(Fig. 2-4). La parte prote1nica recibe el nombre de globina; el 

átomo de metal asociado con ella es un átomo de hierro divalente 

y la parte orgánica es una porfirina (protoporfirina IX) . La 

combinación de hierro y p9rfirina se designa como grupo 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 norrnales:Hb At (a2{32), Hb Az 

(a2~2) y Hb F (a272) [56, 72, 89]. 

2.1.3.1. Metabolismo de la Hemoglobina. 

Desde el momento en que el eritrocito entra en la 

circulación y pierde su ácido ribonucleico (RNA), sufre de forma 

gradual cambios metabólicos a lo largo de sus 120 d1as de vida. 

Entonces la célula menos viable, que empieza a envejecer, es 

retirada de la circulación; ciertas enzimas glucol1ticas 

disminuyen su actividad a medida que la célula envejece. Una vez 

extra1do el hemat1e de la circulación, la Hb se desintegra dentro 

de las células del sistema ret1culo endotelial (SRE) en sus tres 

constituyentes: hierro, protoporfirina y globina (Fig 2-5). El 

hierro queda depositado y puede ser empleado otra vez. Las 

cadenas de polipéptidos de la globina probablemente son 

degradadas y devueltas a la reserva de aminoácidos del Jrganismo 1 

Por el contrario el anillo de protoporfirina se desdobl~, 

produciéndose un compuesto tetrapirrólico de cadt:na abierta, l~ 

biliverdina, la cual pasa rápidamente a bilirrubina por reducción 

y eventualmente se excreta con las heces en forma de 

urobilinógeno. La descomposición del anillo de protoporfi~in~ se 
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Fig. 2-4. Núcleo de porfirina de hierro. Existen 4 de estos 
grupos heme en cada molécula de hemoglobina, unidos a la proteina 
globina (56]. 

efectúa sólo a nivel del puente meteno « del heme, en este sitio, 
el Íltomo de carbono se oxida para formar monóxido de carbono 
(CO), que aparece en la sangre como carboxihemoglobina (CciHb) 

transportado hasta los pulmones en donde se excreta con el aire 

expirado. Se ha demostrado que la concentración de COHb en la 

sangre es una medida aproximada de la destrucción endógena de la 
hemoglobina. 

El hierro obtenido es transportado hacia la médula ósea para 

incorporarse a un nuevo grupo heme o permanece en las células 

ret1culo endoteliales en .forma de ferritina o hemosiderina (Fig. 

2.5) [34,99]. 

2.1.4. Inmunohematolog1a del Hematíe. 

El interés inmunológico 

membrana, ya que ésta es la 

Ant1geno-Anticuerpo (Ag-Ac). 

de los hemattes se cen-:.ra en su 

que interviene en las reacciones 

Los hemattes son relotivamente 
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<9 >20 d1a 

Hematíe 

Fig. 2-s. Metabol smo de la hemoglobina: origen y formac on de 
bilirrubina [90]. 

lábiles a los agentes químicos y físicos, tienden a fragmentarse, 
y a que se formen fisuras, que permiten ia liberación de la Hb 
hacia el medio circundante (lisis o hernólisis), quedando en 

susPensión la membrana del hematle (estroma) y la malla 
intracelular. La hemólisis de hematles producida por anticuerpos 

(Ac) especif icos es una manifestación más de las reacciones Ag-Ac 

[21]. 

2.1.4.1. Antígenos de los hematíes. 

se han identificado por 
antígenos en los hematíes, la 

dichos antígenos deriva de 

medios serológicos unos 400 
especificidad inmunológica de 

las diferencias estructurales 
existentes en los carbohidratos, llpidos y protelnas de la 

membrana eritrocitaria (72]. Los antígenos de los hematíes son 

estructuras químicas que proporcionan propiedaden espncíf icas a 
su superficie y que hasta ahora sólo pueden detectarse por 12' 
reacti vidad de los hematíes con anticuerpos que corresponden a 

estos antígenos (anticuerpos homólogos). La mayoría de estaq 

reacciones Ag-Ac implican la aglutinación de los hematíes de tal 
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modo que los anticuerpos se denominan hemaqlutininas y los 

ant19enos hema9lutinó9enos (34]. 

Son isoaglutinógenos e isoaqlutininas, respectivamente, los 

ant!qenos y anticuerpos que diferencian los hemat!es de un 

individuo de los otros de la misma especie. Algunos anticuerpos 

en presencia de complemento (C') hemolizan a los hematíes y por 

lo tanto se llaman hemolisinas (34). 

El polimorfismo de los hematles depende 

caracter1sticas inmunohematológicas (serológicas), las 

de las 

cuales se 

basan en la presencia o ausencia de las propiedades qu1micas en 

la superficie de los hemat1es, que permite diferenciarlos y 

clasi~icarlos conjuntamente en forma de sistemas de grupos 

sanqu1neos por sus reacciones con las hema91utininas espec1f icas, 

ej. Sistema ABO, Lewis, Ii, Rh, etc. [34, 72] 

Los sangu1neos 

importantes: 

l) Son detectables por su 

anticuerpos correspondientes 

hemólisis. 

muestran caracter1sticas 

reactividad especifica con los 

que producen aglutinación o 

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

3) Aparecen en ciertas fases del desarrollo fetal, y están 

plenamente formados al nacer o al principio del crecimiento 

postnatal, para persistir toda la vida (18, 34]. 

Sistema ABO. 
En este sistema existen 2 a9lutinó9enos (A y B) (Fig. 2-6), 

que están ligados a los hematles, y dos aglutininas !Anti-A y 
Anti-B) que se presentan en el suero. Las caracter1sticas 

fenot1picas de este sistema se presentan en la tabla 2-2. 

Algunas anomal1as del sistema ABO son explicadds por la 

subdivisión del grupo A en A1 y Az; y del grupo AB en A1B y AzB. 

La importancia de estos subgrupos, es que el antigeno A en los 

subgrupos A2 y A28 es débil y los hemat1es que lo contienen no 

pueden ser aglutinados por suero anti-A (102]. 

La sustancia H se encuentra sobre los hematles del grupo o, 
y en menor proporción sobre los .• hemat1es de los grupos sanguíneos 

A (A1 y A1B) y B del sistema ABO, y en los individuos del 

12 



genotipo Bombay, los cuales desarrollan anticuerpos naturales 

frente a los ant1genos A, B y H. Por consiguiente, no pueden 

recibir transfusión alguna, a excepción de la sangre 

perteneciente a este mismo genotipo Bombay [18, 72). Los 
anticuerpos naturales anti-H generalmente actúan en fr1o (Óptimo 

a 4•,c), y en los sujetos Bombay actúan a 37•c. La propiedad de 

aglutinar unos hematles determinados por la sustat,cia ilnti-H está 

en proporción inversa a su capacidad de aglutinar frente a sueros 

anti-A o anti-Ben general [18). 

Sistema Levis. 

Los antígenos Lewis difieren de todos los demás ant1genos de 

los hemat1es, en que no se sintetizan en el interior de éstos, 

sino que se absorben en su superficie [72]. El sistema está 

formado de 2 genes (Leª y Leb) con sus correspondientes 

anticuerpos (anti-Le• y anti-Leb). 

Los factores Lewis son primordialmente mucopolisacáridos 

presentes en los líquidos corporales, inclusive en el plasma y en 

las secreciones (saliva) [34). Los anticuerpos anti-Lewis 

consisten de inmunoglobulinas IgM, es decir, estos 

resultan ser aglutininas naturales en frío, 

especificas. Muy rara vez, se han atribuido 

transfusionales hemollticas a estos anticuerpos, 

antígenos Lewis no pueden ser responsables de ninguna 

hemol1tica [56). 

Sistema Ii. 

anticuerpos 

débiles y 

reacciones 

pero los 

enfermedad 

Los ant1genos Ii, compuestos por carbohidratos están 

relacionados con los ant1genos de los grupos ABO y, al igual que 

éstos, se hallan presentes en muchas otras células diferentes de 

los hemat1eS. Los hematles del adulto, con raras ex~epciones, 

tienen muchos lugares antigénicos I y pocos lugares i; en cambio 

en la sangre de cordón existen principalmente lugares antigénicos 

i; la conversión al patrón adulto se completa hacia la edad de 2 

a 3 arios. En trastornos hereditarios con eritropoyesis anómala 

(Talasemia) y en algunos adquiridos de las mismas caracter1sticas 

(Anemia aplásica), los pacientes adultos pueden ptQdUcir hemat1es 

13 



que conservan rasgos de la eritropoyesis fetal, incluida la 

presencia de una mayor cantidad de antigeno i. El sistema Ii 

tiene interés clinico debido a que los anticuerpos responsables 

de la mayoría 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 el carácter Rh•, aunque el otro gen sea d. En 

cambio, para que un individuo sea Rh-, ha de tener los 2 genes de 

su cromosoma d, teniéndose los sigu~entes fenotipos: 

GENOTIPO DO Dd dd 
FACTOR Rh : positivo positivo negativo 

El sistema Rh contiene otros antígenos además del D, d; 

puede considerarse que dicho sistema consta de 3 pares de genes 

alelomórficos C/c, D/d, E/e, localizados tan próximos entre si en 

el cromosoma que se heredan como unidad de.cada progenitor [18]. 

Algunos de los patrones antigénicos resultantes son más 

Aglutinógeno A Aglutinógeno B 

Fig.2-6. La d ferenc a entre un aglut nogeno A y un aglut nogeno 
B está dada por la adición de la N-acetilgalactosamina (GalNAc) y 
Galactosa (Gal) a la galactosa subterminal, confiriendo la 
actividad A y B respectivamente. GlcNAc = N-acetilglucosamina, 
Fue= Fucosa[2]. 
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Tabla 2-2 .. Caracter1sticas · fenot1picas Y" reaccion"s' de 
_;.,aglutinación dél. sio;itema, l\BP .C41J, 
., ·~: ,. , ... ,. . ... .,. ·~:'" 

:·~'i:;.RE.C:EP.orOR,,.n, ._,,~;.,O< ::cL1'·· ... ,; •.• _,,; ·";·; .. DONÁDOR .. 
r-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

, ANTICUERPOS.· · . '·HEMATIES · •ANTIGENOS 
(gJ:'UPo .sangu1neo) ( s_uero_. ~ plasm~) A, . B , AB 

o 
A 
B 
AB 

Ant -A, Ant -B 
Anti-B 
Anti-A 
ninguno 

,+" 
-. 
+ 

+ + 
.+ +. 

+ 

(+) :rnd ca aglut nao en de los hemat1es del donan e por los 
anticuerpos del suero (o plasma) del receptor. 

(-) Indica ausencia de aglutinación •. 

frecuentes que otros, con pocas excepciones, el individuo Rh no 

es solamente D/d, sino también cde/cde. 
El ant1geno o es altamente inmunogénico y la 

incompatibilidad O es una de las causas pri~cipales de enfermedad 

hemol1tica del recién nacido. Los otros ant1genos Rh son mucho 

men~s inmunogénicos, y solamente producen anticuerpos, despué~ de 

la transfusión, en algunos individuos [72]. 

2.1.4.2. Anticuerpos Frente a los Hematies. 

Las inmunoglobulinas, 

anticuerpos, cada molécula 

determinado antigeno, esta 

son proteinas con actividad 

se une de forma preferente 

unión con el antiqeno altera 

de 
a 

la 
molécula, tras lo cual puede participar en una serie de funciones 

efectoras como son: 

1) Unión con el complemento y activación de éste. 

2) Unión con un receptor existente sobre los macrófagos con la 

consiguiente fagocitosis del complejo Ag-Ac. 

3) Función desencadenante de la liberación del contenido de los 

gránulos de los mastocitos y probablemente de los eosinófiloa 

[15, 72]. 

Todas las clases de inmunoglobulinas (Ig) a excepi:i6n do la 
IgM tienen en común el mismo diseno básico 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 
tipificación y las reacciones de compatibilidad cruzada, los 
anticuerpos se dirigen contra sitios antigén1cos sobre la· 

superficie del hemat1e. Cuando estos anticuerpos se combinan con 

antígenos eritrocitarios para 

microscópicas de eritrocitos 
aglutinacibn [99]. 

formar masas macroscópicas o 

se produce lo que se llama 

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 presentes 
en la superficie de los eritrocitos. Las cargas negativas en los 
eritrocitos se atribuyen a su contenido en ácido slálico. El 

grado de carga negativa en un eritrocito se ha expresado como 

Tabla 2-3. Propiedades de las Inmunoglobulinas [JO]. 

IgG IgA IgM IgD IgE. 

Peso Molecular 160,000 170,000 900,000 lao,.ooo 200,cio'o 
(daltons¡·. 
Concentración. 
plasmática 700-1,500 250 100 3.0 o .• oJ 

(g/dl) 
Vida media bio- 21 6 5 3 2 
lógica (d1as). 

-Distribución in- 45 40 75 75 50· 
travascular (%) (*) 

-Peso placentario SI NO NO NO NO 

(*) % de la cantidad total que se encuentra dentro de los vasos 
sanqu1neos. 

"potencial zeta", término que significa la diferencia de 
potencial entre las cargas negativas de los erj ~rocitos y los 

cationes del medio. Los cationes del medio se pueden dividir en 2 
grupos, los que están 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 

ámbito óptimo para anticuerpos IgM es de -22 a -17 mv, y para IgG 

de -11 a -4. 5 mv. cuanto menores son los valores nurréricos del 

potencial zeta, menor es la distancia entre los eritrocitos [34]. 

Los anticuerpos IgG forman puentes intercelulares, recubren los 

eritrocitos pero no hay aglutinación y por tanto se llaman 

anticuerpos incompletos. Los anticuerpos IgM causan aglutinación 

de los hemat1es en solución salina y se denominan anticuerpos 

completos [84,99]. 

Potencial zeta = Diferencia de potencial entre 
CNE y CM según medición e~ 

Limite de cortadura (plano 
dormido) 

f------- (-) Cargas negativas en el 
eritrocito {CNE) 

Cationes en el medio (CM): 
2 capas: A)se desplazan con 

el hematíe 

B)se mueven 
libremente. 

Fig.2-7, Presentac on esquemat ca de la med c on del potencial 
zeta de los eritrocitos [34]. 

(A) ANTICUERPOS IgM: Son moléculas grandes, con 10 lugares 

de combinación antigénica por molécula, pueden abarcar el espacio 

existente entre los hemat1es y a unirse más de uno de ellos en 

dichos lugares antigénicos. Estos anticuerpos se unen con mayor 

facilidad a los hematíes a temperaturas inferiores a la del 

organilnto [15, 18, 72, 84]. Los anticuerpos lgM activan el 
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complemento (C') sobre la membrana del hematie, la activación del 
complemento por la v1a clásica requiere la unión ae un componente 

del complemento, denominado C1q, a un lugar que quede disponible 

sobre la porción carboxilo terminal (fragmento Fe) de una 

molécula de anticuerpo, después de la reacción entre el ant1geno 

y el lugar para su fijación existente en aquélla. Los anticuerpos 

IgM de importancia cl1nica son: 

1) Isoaglutininas ABH 
2) Aglutininas frias que pueden desarrollarse tras una infección 
o con manifestación de un trastorno inmunológico [72]. 

(B) ANTICUERPOS IgG: Son moléculas de tamaño menor que los 

anticuerpos IgM, cada molécula posee 2 lugares de combinación 

antigépica, una sola molécula no p·uede generalmente reaccionar 

con dos hemat1es suspendidos en suero fi.-iológico. Los 

anticuerpos IgG pueden fijar o no el C' a la membrana del 

hematíe; ello depende del número y clase de IgG de las moléculas 

de anticuerpo que se unen a dicha membrana. Los anticuerpos IgG 

de importancia cl1nica 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 <Aloanticuerposl. 

Un isoanticuerpo antihemat1e es un anticuerpo de reacción 

frente a los hematies de la misma especie, pero no frente a los 

del individuo que produce el anticuerpo. La hemólisis debida a 

isoanticuerpos se observa.en 2 circunstancias cl1nicas: 

a) Reacciones hemol1ticas transfusionales. 

b) Enfermedad hemol1tica del recién nacido (EHRN) (69, 72]. 

Autoanticuerpos. 

Un autoanticuerpo frente a los hematies es un anti~uerpo que 

reacciona con un ant1geno existente sobre los hemat1es del mismo 

individuo que elabora aquél [15, 69, 72]. Los autoantjcuerpos se 
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clasifican como: 

l) Autoanticuerpos ~ reaccion gn caliente. Reaccionan 
óptimamente a temperaturas de 40~C. Existen dos tipos: 

a) Autoanticuerpos calientes incompletos. Son llamados as1 porque 

no aglutinan eritrocitos en salina. Son detectat: Les 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 técnic•s más sensibles 
en las cuales los eritrocitos reciben 'ln tratamiento 

enzimático [2, 26]. 
b) Autohemolisinas calientes. Estos anticuerpos por definición 

son capaces de lisar eritrocitos in vitre por activación de 

C1q. Las autohemolisinas calientes son autoanticue-:-pos IgM y 

son de 2 clases: 

i) Autohemolisinas calientes capaces de lisar er·itrocitos 

normales in vi tro. Ellas causan lisis severa intra"·ascular de 

los eritrocitos y pueden ser directamente res~1onsahles de la 

muerte del paciente [26]. 
ii) Hemolisinas calientes que reaccionan in ~ solamente 

con células enzimáticas. La mayor1a reaccionan con ant1genos 

~usceptibles a la destrucción por fosfolipasa [26]. 

2) Autoanticuerpos 9-g ~ fil} fr.1Q. corresponden a 

inmunoglobulinas IgM, su reactividad serológica ocu1:re a 4• e, 

pero también reaccionan a 2~C y Jtc [69, 72]. Existen 2 clases: 

a) Autoaglutininas frias y hemolisinas frias·: son capaces. de 

aglutinar y hemolizar hemat1es sin tratar in vitre. Ellas 

reaccionan a o• e y 4• e [26]. 

b) Hemolisinas bifásicas: Son IgG, autoanticuerpos unidos a 

complemento que se unen. a hemat1es sin tratar a temperaturas 

bajas, pero que aglutinan estas células solamente en forma 

débil en salina [26]. 
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2.1.s. Desequilibrio del Hematíe. 

Normalmente existe un estado de equilibrio entre la 

formación y destrucción de los elementos figurados de la sangre; 
lo que se refleja en la concentración ct•lular que es 

prácticamente constante. Si la producción de células es 

insuficiente o su destrucción excesiva, ello se traducirá por un 
cuadro hematolóqico alterado de manera transitoria, o más o menos 
permanente [3, 102] 

En el caso de los hematíes cuando el mencionado equilibrio 

se rompe, ya sea porque su producción es menor o porque su 

destrucción es mayor o bien porque hay una pérdida anormal de 
ellos, el resultado es la aparición de ANEMIA [72). sin embargo, 

no es conveniente concluir que hay anemia, basándose 
exclusivamente en la cifra de los eritrocitos. En efecto, debe 

tenerse en cuenta que la función de éstos, o sea el transporte de 

oxigeno (02) y bióxido de carbono (C02) depende de la hemoglobina 

(Hb) .• De ah! que, en el fondo lo que importa es la cantidad de 

esta sustancia, la cual no siempre guarda un paralelismo estricto 

con el número de hematíes (35, 49, 99, 102]. 

La Anemia no constituye una entidad nosológica sino que es 

la consecuencia de condiciones y circunstancias numerosas, entre 

las que se encuentran: pérdida de sangre, destrucción excesiva de 

hematíes, deficiencias de las susta.ncias indispensables para la 

eritropoyesis, disminución de la eritropoyesis debida a agentes 

físicos, químicos o de causa desconocida, por defer;to en la 

utilización de hierro, suplantación de los elementos 

eritropoyéticos y otras causas múltiples [72, 99, 102]. La anemia 

es siempre signo de un proceso patológico subyacente y no 

constituye por si misma un diagnóstico especifico. De ahi que la 

clasificación ideal de las anemias es la etiológica, la que 

además indica automáticamente cual debe ser la conducta 

terapeútica 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 dato que más importa desde él punto de vista fisiopatológico; 

el número de hematies/mrn3 como dato complementario del anterior; 
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y el volumen qlobular o 11 hematocrito", por ser el procedimiento 

con menos coeficiente de error, lo cual permite uti:Lizarlo en 

cierta forma a manera de 11control11 de los otros datos, asimismo 

istos nos permiten clasificar el tipo morfológico de las anemias 

en función de los indices de Wintrobe; Volumen Corpuscular Medio 

(VCM), Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) y concentración de 

Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) • En base a estos 1ndices las 

anemias se clasifican como: Macrociticas (Anemia Perniciosa), 

Normoc1ticas (Anemias Hemol1ticas), Microc1tica Simple y 

Microc1tica Hipocrómica [99]. 

Los hematies normales tienen una vida media de 

aproximadamente 120 d1as, pero en los padecimientos hemoliticos 

se reduce considerablemente, y si la médula ósea no puede 

compen,sarla. se desarrolla anemiaª Las Anemias Hemoliticas 

provienen de una destrucción excesiva de los hematies 

manifestadas por un acortamiento en la supervivencia de ellos, 

tal defecto constituye la definición de hemólisis [34, 35, 102). 

cuando la destrucción diaria de hemat1e es mayor, entonces 

se dice que hay hiperhemólisis, o bien que se establece un estado 

hemoliticoª La existencia de hiperhemólisis no siempre implica el 

que haya anemia [3]. En efecto, si la capacidad de reacción o de 

compensación de la médula ésta intacta la producción de hematie 

puede aumentar hasta 5 a s veces sobre los valores basales en el 

plazo de una semana [72], lo que implica que mientras la 

hemólisis no tenga un incremento tal que sea super lar a esa 

capacidad funcional de la eritropoyesis, no habrá anemia. En ese 

caso, se dice que el estado hemol1tico está compensado. Si por el 

contrario, la hemólisis es más de a veces superior a lo normal, 

que es cuando la vida del hematie es menor de 20 di as, aparece 

anemia, y el estado hemol1tico se conceptúa con.o descompensado 

[3, 102]. 

La hemólisis produce diferentes pigmentos séricos y 

urinarios que difieren según sea el tipo de hemólisis: Hemólisis 

Extravascular o Hemólisis Intravascular. 
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2. l. 5. :i:. Hemólisis Extra vascular. 

La" Hemólisis Extra vascular (HE) tienr lugar como 
consecuencia de un aumento de la fagocitosis de los hemat1es por 
parte de los fagocitos mononucleares existentes en el bazo, 
h!gado y médula ósea (Fig. 2-8) [47, 72]. 

Dado que los hematíes viejos se eliminan normal.mente por 

estos mecanismos, los cambios pigmentarios que ocurren en la HE 
corresponden a una exacerbación del patrón pigmentario normal. 

Cuando la Hb se cataboliza en un macrófago se desdobla en: 

aminoácidos (aa) que son reutilizados, el hierro (Fe) se separa 
del heme y también vuelve a reutilizarse, pero la molécula de 
protoporfirina se desintegra y se elimina corno sigue: La 
estructura del anillo de dicha molécula se abre formándose un 

tetrapirrol de cadena recta, denominado bilive::dina. ésta se 

reduce en los macrófagos a bilirrubina, penet1a luego en el 

plasma en donde se une a la albúmina y, por consiguiente, se mide 

en forma de bilirrubina de reacción indirecta. El hlgado extrae 

la bi1irrubina y la convierte en glucurónido de bilirrubina, que 

se mide en forma de bilirrubina de reacción directa. El 

glucurónido de bilirrubina se elimina por la bilis. LaH bacterias 

intestinales convierten la bilirrubina en urobilinógeno, que se 

excreta por las heces, aunque una pequeña cantidad de éste se 

reabsorbe; la mayor parte de este urobilinógeno reabsorbido se 

vuelve a excretar por el hlgado hacia el intestino, pero una 

pequefia fracción se elimina por la orina [72]. 

En condiciones normales en la HE: Cada gramo de Hb da lugar 

a 35 mg de bilirrubina. Puesto que normalmente se desdoblan cada 

dla unos 6 grs. de Hb, se deben eliminar diariamente unos 200 mg 

de bilirrubina. El h1gado normal puede hacer frente a ellos sin 

dificultad; por consiguiente, el suero contiene normalmente menos 

de 0.2 mg de bilirrubina de reacción directa y menos de o.e mg de 

bilirrubina total por decilitro. Alrededor d~ 150 mg de 

urobilinógeno se eliminan diariamente por las heces; la excreción 

urinaria normal no excede de 4 mg en 24 hrs. En la HE los 

mecanismos normales de eliminación pueden estar operando a un 

ritmo hasta 10 veces superior al normal. El notable aumento de la 

22 



2
3

 



carga de bilirrubina que a ello da lugar ocasiona lo siguiente: 
1) En el plasma, una elevación de la bilirrubina indirecta. Los 

niveles pueden alcanzar 3 a 4 mg/dl, pero no se elevan más a 
no ser que exista una alteración simultánea de la función 

hepática (acción prehepática), 
2) En la orina, un aumento de eliminación de urobilinógeno, lo 

que hace que la orina estancada se vuelva oscura. La orina no 
contiene bilirrubina, ya que la unida a la albúmina 
(bilirrubina indirecta) no se excreta normalmente en orina. 

[72]. 

2 •. 1. 5. 2. Hemólisis Intravascular. 

cerca de un 10% de la desintegración diaria normal de los 
hematies tiene lugar dentro del sistema vascular. Por 
consiguiente, se liberan cada d1a en el plasma unos 0.6 g de Hb. 
La molécula de Hb compuesta de 2 pares de cadenas polipeptidicas 
(a:2,:J2) se desdoblan en el plasma en forma de d1meros (cxl3) los 

cuales se unen inmediatamente a una globulina que posee una 

elevada afinidad hacia ellos denominada Haptoglobina (Hp). Las 
células parenquimatosas hepáticas eliminan el complejo dimérico 

Hp-Hb de la circulación (Fig.2-9) [47, 72]. 
Por consiguiente, los niveles normales de la Hb plasmática 

son muy bajos, menores de 5 mg/dl. Esta fijación con la Hp impide 

la excreción de los d1meros en la orina y por consiguiente sirve 

para conservar los l. 5 mg de Fe que se perderían de otra forma 

por esta via diariamente procedentes del mencionado 

desdoblamiento de los 0.6 g de Hb [72]. La concentración 

plasmática de Hp medida por la cantidad de Hb añadida que puede 
fijar una muestra de suero es de unos 150 mg/dl. La Hemólisis 

Intravascular (HI) masiva desborda esta capacidad de fijación con 

la Hb; a consecuencia de ello tiene lugar lo siguiente: 

1) En el plasma, la Hp desaparece y sólo se encuentran complejos 

diméricos Hp-Hb: 
a) Existe aparición de complejos diméricos y metahemoglobina 

(MetaHb), el plasma da una ápariencia de color entre rosado y 
púrpura. Estos dímeros libres pueden: 
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i) ser eliminados en orina 
ii) ser captados por las células parenquimatosas hepáticas y 

por los fagocitos mononucleares. 
iii) Disociarse en el seno del plasma para formar ferriheme 

(heme oxidado) y globina (72]. 
b) Formación de metahemalbúmina. El ferriheme del plasma se une a 

una globulina que posee una elevada afinidad hacia el heme 

libre, denominada Hemopexina (Hx). Sin embargo, la capacidad 

de fijación del heme que posee la Hx queda pronto superada por 
lo que el ferriheme se une entonces a la albúmina y se forma 

la metahemalbúmina (Mha). Por consiguiente, la Mha más que la 
Hb libre del plasma, es el pigmento plasmático que debe 

investigarse cuando se trate ae buscar signos de hemólisis 

intraVascular (la Mha que da al plasma un aspecto fa.ngoso 

amarronado puede cuantificarse con facilidad con el 

espectrofotómetro) [47, 69, 72]. 

2) En la orina: 
a) Hemoglobinuria. Los d1meros de Hb y MetaHb que se filtran en 

la orina, se eliminan cuando la cantidad filtrada supera la 

capacidad limitada de las células tubulares para 

reabsorberlos. La hemoglobinuria resultante confiere a la 

orina un color entre rojo púrpura y negro [47, 69, 72]. 

b) Hemosiderinuria. Los dímeros reabsorbidos se desdoblan dentro 
de las células tubulares renales. Por consiguiente, cuando la 

HI es crónica, el Fe se acumula en el seno.de dich~s células 

en forma de gránulos de hemosiderina. Las células tubulares 

pasan a la orina con lo que se produce una hemosiderinuria que 

puede demostrarse por medio de una tinción para el Fe 

practicada en el sedimento urinario. Por lo tanto, mientras 

que la hemoglobinuria se observa en la HI aguda y masiva, la 

hemosiderinuria es el signo clave de la HI crónica [56, 72]. 
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2.1.6. Clasificación de los Trastornos Hemoliticos. 

Algunas 

hemol1ticos 

(Intrinsecas) 

clasificaciones que se tienen de los trastornos 

son las siguientes: 1) Intracorpusculares 

y Extracorpusculares (Extrlnsecas) y 2) 
Intravasculares y Extra vasculares. Este último 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 hereditarios se manifiestan sólo en la edad 
adulta, limitando el valor diagnóstico diferencial de! esquema, 
ambos esquemas incluyen un número tan grande de trast:ornos, en 
cualquiera de las dos categor1as, que las posibilidades son 
múltiples [72]. La mejor clasificación de las anemias en general 

es etiológica (Tabla 2-4) para los fines de esta tesis [34,72], 

basada en las anemias hemol1ticas. 
Cada una de las Anemias Hemol1ticas (HA) anteriores tiene 

características cl!nicas propias que se rnanif iestan según sea el 
caso. Todas ellas tienen importancia cl1nica en función de su 
incidencia en cada pa1s. Los hallazgos de laboratorio en cada 

tip<;> de enfermedad var1an según el sitio, la cantidad y la 
velocidad de destrucción de los hematíes.Por lo tanto, la 
hemólisis se presenta en forma intravascular o extrava3cular, de 
lo cual dependerá la aplicación de técnicas para evaluar las 

muestras de sangre, orina, heces, médula ósea u otras muestras 
biológicas del paciente en cuestión [3, 10, 18]°. 

Para el diagnóstico de una AH es importante con:->iderar 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 3.4. CLABIFICACIDH ETIDLDGICA DE LAB AHEMI~B 
HEMDLITICAB <LAl-IREHCE, 1999> C47J, 

l. BIAS HlltOLlllrAS *> 1111."1LOGlrAS. 

ll MDllAS HlltOLlllrAS DDlllAS A MOIW.IAS llEREJ)JTAJllAS DE LA llllllJWIA: 

Al Esterocltosb Here.!ltarl1 (FJU 

ll Ellplacllolb Here.!ltarla. 

ORIG!ll 

Here.!ltarla !Mosdolca 
Daolnan\e) 1341 

Here.!ltarla Hoooclgdtlca 
o hoteroclg6tlca (flllol6-

•lca dool01n\el 134, 72). 

ETIOLOGIA 

Defecto le -bl'lna en el hooat!o 
por la lncapaclh! .. la ospectrlna 
para !Ijar la prote!na 4.1 131, 68, 
66, 72, !J(,] 

Defecto en la ospoctrlna qua !lrl· 
culta su autoagrupac16n para loroar 
tetríaoros . 
En otros casos ao dobo 1 la l lja­
c16o do la 1nqulol111 1 11 pro\e!OI 
3, o en 1U10ncl1 .. la prote!na 4.1 
119, 34, 61, 72, 931. 

Zl BIAS Hmll.lllrAS DEBIDAS A DEFECTOS ~IRIDOS DE LA llDIJllWl'\: 

Al Heooglobhmla Puoxfatlca 
lb:lurOI (HP!O • 

A110Mlf1 alqulold1 lntr!n- Dl .. twclcm .. laactlulhd .. 1 Facto• 
seca 1721 Acoleoador de la- lleg0110NCl!n (Fl\lll 

1721, ul cooo lnhlbldoros do la 
Lisis Roactlua .. lleobrana ("IRL o 
CD59) y prote!nas .. unión al ce 124, 
59, 64, 781. 

3) BIAS HlltOLlllrAS ll!lllDAS A DEFICllil::IAS OOIM!lrAS DI EL HIM!IE: 

Al Déllclt .. Glw:ou+Fosl1to­
Wltldrogona11 (frGZPl. 

Herencia ligada al sexo 
m Obooclg6tlca o 
Helm>clgótlcal 118, 991 

28 

Deficiencia em:iMtie& ea la 1JÍ1 de 
las pontosas pm utal111r la ,..c-
clón: Glucos.i+Foslato • llADP 

11 
6-Fosfogluconolactona • llADPH 
111, IZ, 18, Zlll 



ll Délicll !c Plru,.lo c1 .... 
<PC>. 

Hor.lllulo: lbocl¡dtlco 
o Holoroclgótlco 1Alllos6-
•ico reccsivo) UD, 72, 
'191 

C) Dellclencl1 !o ltc!Wqlol!n reluclua: 

1) D6tlclt de la füla!'OSI o 
~~lol!n reduc­
lua. 

ll Déllclt !e 11 lleoogloh!n­
re!uclua o IWll'lhw:tde­
'"'910l!n ro.!uctau. 

Coo¡iñlta, here.tltarl• 
oa hoooclg6tlcos lillto­
sóolco l'CCCllool llBl. 

Corr¡énlta !181 

Wlclencl• eal.&Ue1 n la .r. io 
FAl!ottioplcl pol' la lncapacl!a! 
!o los hcNt!es pll'I pro!uclr AIP y 
conuertlr el IWI 1 IWlll 113, 19, 29 
7Z, '191 

létlcll !e 11 '11ZIM !epen!lenlo !o 
11 gluc61l1l1 oo el ciclo ole FAl!on­
llogerliol en !on!c esta lnlllll!o el 
paso !o oo!WqloliOI en el lnle­
rlor del hcNtle 1191. 

Dellclencl• !e 11 coemlM !e 11 
glutatlón-reductasa no hallon!o re­
geneml6n !el glul1!16n re!ucl!o 
~ ldt!or !e grupos sullM!rllo Sil! 
proOOC1n!o 11 oxl!acli!n !e I• gloll­
no y !e il11C1'141 prolo!n11 eslructu­
rdes !18, 1831. 

O ANDUAS HllllLlllC/\S POR DEFICllltCIA DI LA PllOllX:Clllll Y DEFIX:ro5 H LA HllllGLOBllll 

Al lal...,.lu Hore! 1 tar lo 

al J.-lal....,111: Estalas hooocl~lcoa Ullerle Fetal! 
Eat.Aos lle!oroclg611cos: 
-!iooqlollropall• H 
'Porta!ores !casos le ... J. llB, 341 

~·} 

Se trata !o ... ID1'1• ie 1!n!rooes 
semejl11tcs, lm tu1les tienen en m­
Jl!n un !efecto oo 11 1!n!csl1 !e al­
guna cadena nort11l !e 9lollna y por 
ello taalldn !ellcloncl1!e1l¡u111 
lleqlolln1 ..,..¡, !ellclencl1 '1"' 

.. lllClou - """"""' por 

.... Dio !o otro tipo e ileqloliDI 
119, 51, 7Z, '191. 



\l ~-!&lumia: !&lumia "'!P' IEnreneh! e Cooloyl. 

clJ-!alu..la. 

!alumla IOoor IEnf......Jd e Rlettl-Greppl-lllcholll. 
!alaseolaofnl ... 

dlJ'-!alaseola <Poslbllldall. 

el Estdos 1l•llareo a Ja !ala,..Ja: """'91ohlna Lepare. 

':: 

p.,.11tencla Hereditaria le la Heooglohlna F, 

tl Esta.Jos AtOCll!os: Jnleraccloroes !al.,..la-Jbooqloblnopatfa. 

Bl GLOBIMS PA!OLOGICt\S POR AL!IJW:JOll DE LllS SEamlCJAS DE AIUl«IACIDOS DE LllS CADDIAS GLOBJMICt\S: 

- Deleclones (f¡Jta e uno o ... ulnoácl!os) 
- S.stllucloneo. 
- ll=la lo ca.!enaa 1101. 

al Heoogloblnopa\!11 ~..Jloooclg6tlcas: 

- -la Drepanoc!tlu Hereditario SUstlluclón !el ácl!o gluti•lco 
IEntenoedd S-Sl ~' por Ja ,.una 1101. 

- !ruloroo por llb e llcredltulo S.stlluclón el leido glutúlco 
~' por la llslna !IDI. 

Entenoedad le Ja llb C-C Heredlt.rio SUstlluclón del ácido glutlolco 
~ por la JlslM UOJ. 

- Heooglollna D Heredlt.rio Sustitución de I• glicina. en la 
Ja caena ~"· por arglnlna 1101 

'6A1n-L1s A 

llb 8st 1u1s ll:redltuio S.stlluclón de la o{ ~¡ 

- Heoogloblna E Hero!lt.rlo S.stlluclón del leido glu\Úlco 
~' por la llsln.t llBJ. 

lO 



ll """"lo•lnopatíll ~-ffoterocl¡Ótlcos <El aiabv cl!nlco y IDI hlllugos do lil>oratnrlo son poco 
•l¡nlllcatluosl [181. 

e) lnterea:lonos mpaoocltasll"tal .... la: 

Hll !Mala ... 11 
HI> SIPerslstenela Her.dilarla de la lleoogloUna Fetal <HbSl!'lllF), 
Hb S/HI> c. 
~WI. 
Hb SM E. 
Hl>S· !11-111. 
otru 1-patr11, UB, 721. 

Sl MDllAS HDllLlllCl'IS ctWOOS POR AG!lllES llfllCCIOSOS: 

Al llalarl1 y otros parlsltas do 11 
llngrtl l!oxoplUN ¡ondlll. 

Adquirido 

Jl 

La helti61isi1, es en parte, 1:1na can­
""""'"'I' dlrocl.o do la lnoa1Mn 
celular por los oerozo!tos (forou 
pamllarlas que lnoadan los 1-· 
tíos clrail1ntes) 169, l!IJ. Un 
¡,.portante llll:Clnlsao en el desarro­
llo de 11 1""611sls es un pra=o 
h.,.,.. •••ll1do por el cooop(,..nln 
(C'), Los •ntlgenos do la .. lula 
pueden COloe1IZll' a at&cu la auper-­
f lclo do los -.tres estando o oo 
los parialtas doj.ldos en lu cólu· 
111, poaterlorteflte, los 1ntlcuer­
pos y ol C' at&con 1 los ant!genoa 
unidos t la célula 'J conducen t la 
célula ai•lerta a la fo¡oc:Jtasls 
on ol lazo 11811. 



BJ lleoólltlt le\lda 1 agentes kclerlaoos y sus toxlnu: 

1) Closlrldluo per/rlnges 

Closlrldlua l>ololl""' 

U Blbetla sp. 

e) Blrlomlla kclllllorolt 

CFlelre de Oraya, Enf.,...¡ad 
de Canlon's o Blr!omllosls) 

Adquirido 

Adquirido 

Adquirido 

J2 

LI i-íllsls resulll le 11 elahora­
cl6n de o(-toxlna clostrldla la 
cual es leclllnasa y que jmlo con 
proteasas ita.et. la 11a1hnna J Jpo­
protelca lel i.:..tre pl1'I ronw.r 
llsolecltlnas alllllente llllcas que 
producen se..ra !...sllsls U4, 69, 
1811. 

LI lloo61lsls resulll de 11 lnloc­
cli!11 del prolomarlo lransallldo 
por ,.1 .... , et!& e.reroodaA -
OOtlca tlena un reservorlo anlul 
en clertu apecles io 1nlu.lct 
blttlcos. L1 kbetl1,...@ pro­
ducir ,....,1_ '->líticos sl•l­
lares 1 la lnleccli!o por MIU'i1 

1m. 

LI fiebre de Oraya " una etl.....­
dad r.111 .. Per6, l'.a&dor y Col..-
111. LI gente de esllt íem puede 
desurollar una lcsld'n verrucosa en 
11 piel y un .nr.,...¡,d heool!llca 
se11CN con flehre iespte:1 de un pJ~ 
quete procedente de ~ 

uenucuo lnfeclldo con Blrlonella 

Bacllllrorols 158, 5'l . 



Cl Destnu:clón de i....tr .. ...W. por 11 exposlci6n 1: 

1) Venenos !proc.aenleo de J,,..tos: 
ahojas, mllas y euorpiones; 
"'rdedlll'll ie aerplent..l. 

ll ~!oleos: 

~leo, 

-p¡...,, 

- C.lre. 

Adquirido 

Adquirido 

Adqulrllo. 

Adqulrllo. 

JJ 

Ciertos ,. ..... le 1l¡una1 serplen­
t.. !grupo El1plU., eJ. co ..... l 

coelleoeo ¡..,Jtlnw, 11 cud es 
C1Jll% de dlsoi1.0r la ¡..,¡una den­
tro de 11 -brana ie los i....u .. 
y deserudenar por consiguiente la 
heo6ll1l1 135, 691. 

La Inhalación de gas usenloso pue­
de causar una ser.iera arala, Icte­
ricia y hmooglolhmla. La oor!olo­
¡!1 le los i-11 .. " ""'"°"!ti"" 
y ~ica 1 pesar de 11 seuera 
i-íllsls 1691. 

La i-íllds es !ell.U a la lnler­
fmucla con la produccl6n de ener­
¡!a !e 11 cólul1, poro el prhclpal 
electo del plooo ea 11 lnlerleren­
cla con la produa:l6n del heoe. Ua­
rias enilus san lnhihldas, inclu­
ye>do el icldo J-ulnole..,ifnlco 
1i1letua, acilo ó-ulnolewllnl­
co dell)lrau, W alaüUu 1 por­
llrlnil¡eno lecarlodla11 y copro­
porllrln6geno oxllasa l69J. 

¡¡ er..,1o tóxico en. relaclonalo 1 
11 lnillllcl6• de los 111!0041 end­
útlcos reductores ie 11 -1r1na 
celular ul cooo laall{n 1 11 lnill­
llcl6n ie lu easloa1 le 11 0!1 
1ilcoi!llC1 1691. 



lll AllDUAS JmlLillCl\S lllUIOLOGICllS. 

!) AllDllAS HlllOLITICl\S ~IOlllUO:S lrü\ll: 

Al Allcala Hooolftlca hiduclla por 
IUMaia (o(-ootlldopaJ. 

ll Heoolglohlllll'I• Paroxr.tlca 
a 1'1goro (ifl'F), 

Cl EnlOl'llOdd por '9lutlnlnas 
trias. 

ORIGlll 

hiduclda 

Adquirida 

Adquirida 

ETIOLOGIA 

Es\IM1la la lort11CIÓn de aoto.nll­
cuerpos !rente a los !naifes 1721. 

Caosada por una i.oll•lna hlUrol­
ca. Este anticuerpo hltú.lco os 
un1 lgG unida al heoatre sol ... nte 
por lrfo (en general aolo por ieha­
Jo lo tG'Cl ~ tlJo ol -,t-.to. 
La lisis aparece lablola 1 la O.Ú(oa 
actlvtclón del a.ple.ento que ocu· 
rro cuando 11 sangre adquiere su 
te.peutura norMI <37ºC> [34, 56, 
9'JI. 

La enleroedd heoolftlca so produce 
por un autoantlcuerpo rrCo el cual 
re.cclnna ópt1 .... nte a 4'C y w­
hlén ruccJona entre 2S • Jl'C. El 
anticuerpo 1151Uloente es una lgt! la 
cual os cooplelaJoente el le lente pa­
ra actlvu el coopl,..n!o IC'l 1691 



2> llllllllAS Hm>Ll!IMS ISOlllUIES <~U. 

Al Ent.......rd Hooolltlca dol 
lecii!n llil:ldo Cllllllll. 

B> leacclones heool(tlcas por 
!r1ns!usl~n: 

• Anticuerpos preso.tes en 
el receptor. 

- Anti-pos 1......tea en 
el iooolor. 

ORIGEll 

Adquirido 

Adquirido. 

E!IOLOGIA 

Es ol rosul\a!o do Ja loroacit!n do 
anticuerpos Rh en una Mljer Rh ne­
gativo con un loto Rh positivo por 
Jncoopatlhlllhl !el Rh y grupo 
oa~Cnoo 131, 691. Los hoaotl· 
_,.. .. ternos lNnslorl!oa d 
loto roacclo .. n con loa hellatfes 
Jncoopatlhlos y causan lieolíllsis y 
1t11111lacl6n de blllrrublna no con­
.)i¡ah en ol soero 169, 99). 

La hes;Ólisls !o los hooat!os os 
cauoah por los 1ntlcw:rpos pre­
sentes en el receptor o, 11eros 
frecuente.ente, una destrucción 
de los hooalles dol receptor m­
llh por los anticuerpos !r111s­
lan.tldos 131, 691. 



111.- OBJETIVOS 



A) Integrar los métodos de laboratorio aplicables en el 

diagnóstico de Anemias Hemollticas. 

B) Llevar a cabo el montaje de pruebas básicas y pruebas 

especificas para el diagnóstico y clasificación de Anemias 

Hemollticas. 

C) Realizar la estandarización de las pruebas básicas y 

e~pecificas en el diagnóstico de Anemias Hernol1ticas en 
función del material y equipo existente en la sección de 
Análisis Cllnicos y Patologla de la Facultad. 

D) Integrar y actualizar los mecanismos de hemólisis, con la 
finalidad de conocer la patofisiologia del trastorno 
hemolítico como base fundamental de 1as pruebas para 
el diagnóstico. 

E) Elaborar un Manual sobre Anemias Hemoliticas como apoyo 

académico a futuros y actuales prof esionistas del área de la 
Salud. 
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IV. - MATERIAL Y METODOS 



4,1 PRUEBAS BASICAS 

Estas pruebas nos permiten la valoración an3l1tica inicial 
de una Anemia en un paciente, con el fin de clasificar el tipo de 
Anemia, confirmar o descartar la existencia de alteraciones 

morfológicas de los hematíes que sugieran un trastorno en su 

producción o una hemólisis y además averiguar las bases cinéticas 
de la Anemia (fallo en la producción de hemat1es pérdida rápida 
de éstos o ambos mecanismos a la vez) [49]. Estas pruebas básicas 
comprenden a: 
l) Hemograma de la F~rmula Roja. 

a) Recuento de hematíes. 
b) Determinación de Hemoglobina (Hb). 
c) Determinación de Hematocrito (Hto). 
d) Determinación de los Indices de Wintrobe: 

- Volumen Corpuscular Medio (VCM). 
- Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) 
- Concentración de Hemoglobina corpuscular Media (CHCM). 

2) Valoración y estudio de la extensión sangulnea (serie roja) • 
3) Recuento de reticulocitos e Indice Reticulocitario (IR) 

4.1.1. Hemograma de la Fórmula Roja. 

4.1 1.1. Recuento de Hemat1es. 

Fundamenta [34]: 
El principio de los recuentos de hematíes consiste en diluir 

la sangre anticoagulada en una proporción con el 11quid~ de Hayem 
y luego examinar al microscopio, por medio de un hemocitómetro 
una pequefia cantidad de la muestra, contando el número de 
hemat1es que se advierten en la cámara reticulada y calculando 
por medio de sencillas operaciones aritméticas el número que de 
éstos elementos existen por mm3 de sangre. 
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Haterial: 
Hemocitómetro (Cámara de Neubauer). 
Pipetas de Thoma para hematies. 
Manquera se succión. 
Gasa. 

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Tapones de hule. 
Microscopio óptico (binocular Rossbach) 

Haterial Biológico: 
sangre completa. 

Reactivos (Anexo 1): 
Anticoagulante (sal sódica de E.O.T.A. al 5%) 
Liquido de Hayem. 

Hétodo (34]: 

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

Con la pipeta en posición de 45• llenarla con el liquido de 
dilución (Hayem) hasta la marca 101. Tapar los extremos de la 
la pipeta con los dedos indice y pulgar y agitar por rotación. 
durante 2 min. 

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

Colocar el cubreobjetos sobre la cámara y llenarla por 
capilaridad, con la punta de la pipeta sobre el borde de la 
cámara (entre el cubreobjetos-cámara) • Dejar en reposo la 
cámara durante J min. 

Localizar la cuadricula central con el objetivo seco débil 
(lOX), y con el objetivo seco fuerte (40X) contar los 
hematíes en s de los 25 cuadros pequefios del centro (los 
4 de los extremos y el central). 

La suma de los hemat!es contados se le agreg~n 4 ceros y 
el resultado es el número de hemat1es por mm • 
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Valores de referencia: 

H~mbres 

Mujeres 

4.6 a 6.2 x 106 hemat1es/mm3 de sangre. 

4.0 a 5.5 x 106 hemat1es/mm3 de sangre. (53) 

Interpretación: 
Aumento eritroide: 

Disminución eritroide: 

Policitemia 

Anemia 

4.1.1.2. Determinación de Hemoglobina (Hb). 

Existen diversos métodos para calcular la cantidad de Hb en 

la sarigre: unos de tipo qu1mico, se basan en la determinación de 

Fe globular; otros, en la capacidad de absorción de gases, 

algunos se fundan en la espectrofotometr1a, en la polarimetria y 

en determinaciones fotoeléctricas. Los procedimientos más 

adoptados en la práctica clínica son de índole fotocolorimétrica, 

y estriban en deducir el color de una muestra de sangre diluida 

la cantidad de pigmento hemoglob1nico que contiene por medios 

fotocolorimétricos de tipos diversos (18]. 

Determinación 

<Cianometahemoglobinal. 

FUndamento (94): 
La Hb circulante en la sangre, es una mezcla de Hb, 

oxihemoglobina, carboxihemoglobina y pequeñas acumulaciones de 

otras formas de presentación de éste pigmento, tales derivados 

(excepto la verdoglobina) reaccionan cuantitativamente por medio 

de una solución reactiva transformándose en cianuro de 

hemoglobina (Cianometahemoglobina) • La sustancia colorida formada 

es muy estable y se mide en el espectrofotómetro a 540 nm. 
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Haterial: 
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Gradillas para tubos de 13 x 100 mm. 
Pipetas serológicas de 5 ml. 

Pipetas de Sahli con tubo látex de 3 mm 0. 
Espectrofotómetro (Bausch & Lomb Spectronic 20) 
Celdas, con 1 = 1 cm. 

Gasas • 

Vortex. 

Haterial Biológico: 
sangre completa. 

Reactivos· (Anexo l): 
Anticoagulante (sal sódica de E.D.T.A. al 5%) 
Reactivo de Drabkin. 

Hétodo [94 J: 
Homogeneizar perfectamente la sangre y mediante la pipeta Sahl1 
medir 0.02 ml. de sangre. Limpiar la parte externa de la 
pipeta. 

Afiad ir la muestra a un tubo de ensaye de 13 X 100 mm que 
cent iene 5 ml. del reactivo de Drabkin. 

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

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

cálculo: 

g de Hb/100 ml. de sangre = Absorbancia x 36.B 

Valores de referencia: 

Hombres 

Mujeres 

14 a lB g Hb/100 ml. de sangre. 
12 a 16 g Hb/100 ml. de sangre. (94). 



Interpretación: 
su baja concentración indica siempre una anemia aunque 

también hay anemias de tipo normocrómico donde la hemoglobina no 

se altera. Los valores bajos en Hb, representativos de anemia 

pueden deberse a: 

a) Deficiencias de las sustancias que intecvienun en su 

formación, ej. Fe, prote!nas, cobre, etc. 

b) Alteraciones de los órganos que la sintetizan y destruyen 
(h1gado, médula ósea y bazo). 

e) Baja. en el número de hematies y la excesiva destrucción de 

éstos (34, 47, 99]. 

4.l.1.3. Determinación de Hematocrito (Hto) [34]. 

Existen diferentes procedimientos para determinar los 
volumenes respectivos de los eritrocitos y el plasma. Unos son 

indirectos y otras directos, siendo éstos últimos los más 

emp;eados. Dentro de éstos se tienen al macrométodo (Técnica de 

Wintrobe) y el micrométodo (Microhematocrito). 

Determinación 

microhematocrito. 

Fundamento [34, 99]: 

Hem'atocri to 

El hernatocrito se define como la relación del volumen 

ocupado ,por los hernat!es respecto al de una muestra de sangre 

total, el cual se determina mediante centrifugación a velocidad y 

tiempo constantes, capaz de concentrar a los hemat!es en el menor 

volumen posible. Este paramétro se expresa en forma de porcentaje 

(%). 
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Haterial: 
TUbos ·capilares sin heparina. 
Mechero. 
Gasas. 

Hicrocentr1fuga (IFC-HB). 
Lector de microhematocrito (I.C.E. CAT. No.2201). 

Haterial Biol~gico: 
Sangre completa. 

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

Hetodo [34]: 

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

Sellar con calor la parte seca del tubo capilar. 

partes del 

Colocar el capilar 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 
microhernatocrito). 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: 

47 a 55 % Hombres 

Mujeres 42 a 48 % [34} 

Interpretaci;,n: 
Disminución.- significa Anemia. En la hidremia del embarazo, 

donde la cifra total de eritrocitos no está reducida. 
Aumento.- Significa Policitemia. Normal o incluso elevado en 

el shock acompa~ado por hemoconcentración, aunque la masa total 

de eritrocitos puede estar considerablemente disminuida debido a 
la pérdida de sangre [34]. 
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4.1.1.4. Determinación de los Indices de Wintrobe (IW) 

Wintrobe ha introducido procedimientos cuantitativos para el 

estudio de la anemia, éstos son denominados 11 Indices de 

Wintrobe", los cuales comprenden: Volumen Corpuscular Medio 

(VCM) , Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) y Concentración de 

Hemogl;obina Corpuscular Media (CHCM); estos indices han 

constituido la base de la clasificación morfológica de las 
anemias. En consecuencia, estos indices habrían de calcularse en 

todo paciente anémico, a fin de confirmar la impresión que en el 

frotis se ha obtenido a cerca del tamafio celular y del contenido 
de hemoglobina. (56, 72, 99]. 

Volumen Corpuscular Hedio (VCM) 

Constituye el promedio de volumen del hematíe y se obtiene 

como sigue: 

VCM Hto. X 10 µ3 
Hematíes (en millones) 

Hemoglobina Corpuscular Hedía (HCH) 

Consiste en el promedio de peso de la hemoglobina por 

hematie y se obtiene como sigue: 

HCM Hb X 10 pg. 

Hematies (millones/mm3
) 

Concentración de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCH). 
Se trata del peso de la Hb por volumen de células y 

representa asi un indicador de la concentración de Hb en la 

célula media, independientemente del tamafio de ésta; se calcula 
como sigue: 

CHCM = l!b X 100 ,g/100 ml. de hematies (%) 
Hto. 

43 



Valores de referencia: 
VCM 
HCM 
CHCM 

85 a 95 µ 3 

28 a 33 pg 

32 a 36 t 

(47) 

(38,69) 

.• (43) 

Interpretación: 
Tabla 4-1. Clasificación· ~or~~:J.6~¡~ª de las Anemias en 
función de los IW [34J. < 

. . ., . 

INDICES MACRÓCITICA NORMOCITICA 

VCM f 
HCM t 
CHCM N 

f Aumentado l Disminuido 
* Normoc1tica Hipocrómica. 

A) Anemias Macroc1ticas: 
a) Anemia Perniciosa. 

* N N 

N ¡* 
N l* 

N 

b) A. Macrocitica nutricional ºtropical". 
c) A. Megaloblástica del lactante. 
d) A. Macrocitica del embarazo. 
e) A. Megaloblástica refractaria. 

MICROCITICA 

l 
l 

l 
Normal 

f) Afecciones habitualmente asociadas a anemia normoc1tica, en 
especial: Anemias Hernol1ticas Macroclticas de etiolog1a 
oscura Hepatopat1a.crónica y extensa y Anemia Macrocltica 
del hipotiroidismo. 

B) Anemias Normociticas: 
a) Anemia posthemorrágica aguda. 
b) Anemia hemol1tica por: 

Agentes infecciosos, qulmicos, flsicos, vegetales y 

animales. 
- Por reacciones inmunes. 
- Esferocitosis Hereditaria. 
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- Drepanocitosis y otras hemoglobinopatlas tereditarias. 

- Hemoqlobinuria Paroxística Nocturna (HPN) 
- Anemias Hemol1ticas no esferocit1cas hereditarias. 

c) Anemia Aplásica o Hipoplásica. 
C) Anemia Microcitica simple: 

a) Por enfermedades inflamatorias subagudas y crónicas, y 

enfermedades crónicas no inflamatorias. 

O) An~mias Microclticas Hipocrómicas: 

a) Dieta deficiente en alimentos con hierro. 

b) Asociada a aclorhidria. 

c) Después de gastrectomía (total o parcial). 

d) Hemorragia crónica alimentaria o del aparato urinario. 
e) En el crecimiento y embarazos.repetidos. 

f) Anemia hipocrómica del lactante. 

4.1. 2. Valoración y Estudio de la Extensión Sangu(nea (Serie 

Roja). 

El examen microscópico de una extensión de sangre periférica 

sobi'e un porta o sobre un cubreobjetos de vidrio produce una 

valiosa información 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 extensión de sangre periférica se utiliza sólo 

para el recuento leucocitaria diferencial y para el diagnóstico 

de parásitos sanguíneos. En el anémico, la morfologla del hematíe 

proporciona importantes orientaciones para el diagnóstico, siendo 

que ésta proporciona. información relacionada con la 

eritropoyesis, incluyendo: 

a) Valoración de la estimulación de la eritropoyetina. 

b) Hallazgo de anomalías de maduración nuclear y citoplásmica. 

e) Detección de trastornos en la arquitectura de la médula ósea. 

d) Identificación de enfermedades especificas debido a. 

alteraciones singulares en la forma de la célula [38, 72, 99]. 
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~ s!li portaobietos ~ ~ ~. 

Fundamento [34, 56]: 
se aprovecha para la coloración, el hecho de los diferentes 

pH de las estructuras celulares, de forma que éstas en ocaciones 
son ácidas, básicas o neutras, pudiendo ser estas reacciones de 
diferente intensidad. El colorante de Wright es policromático en 
solución de alchol metilico, siendo una mezcla de colorante ácido 
(eosina) y un básico (azul de metileno). Los núcleos, siempre 
ácidos, toman los colorante.s básicos y los protoplasmas se tiñen 

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. 
Charola de tinción. 
Microscopio óptico (Binocular Rossbach). 

Material Bil~gico: 
Sangre completa. 

Reactivos (Anexo 1) : 
Colorante de wright. 

Solución amortiguadora: Buffer de fosfatos pH 6.4 a 6.5. (56) 
Metanol. 
Aceite de inmersión. 
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Hétodo [34, 56]: 

Homogenizar la sangre y tomar con el tubo capilar una muestra 
de sangre, colocando una gota de sangre en el extremo de un 
portaobjetos. 

Con ayuda de otro portaobjetos, en un ángulo de 45~, dejar que 
la gota se.extienda por capilaridad y con movimiento rápido y 
uniforme ralizar la extensión 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. Al'ladir. el 
buffer sin eliminar el colorante, hasta que se forme una capa 
metálica que lo cubra y dejar durante 10 min. 

Enjuagar con agua destilada y dejar secar a temperatura 
ambiente. 

Observar al microscopio con objetivo de inmersión (lOOx) y 
evaluar las características físicas de los eritrocitos. 

NOTA: El ángulo de posición y la velocidad de extensión son 
factores importantes para obtener una extensión gruesa o 
delgada. 

Cr1ter1o de lectura: 
Observación de las características físicas de loa hematies 

(Fig. 4-1). 

Forma: Disco bicóncavo, tamano normal. 

Color: Con halo central caracter~stico definido. 

Estructura: Células maduras sin cuerpos de inclusJón. 

Interpretacion: 

a) Alteraciones en el color.- Ej. Policromatofilia, en donde se 

observan hematíes en diferente tono de azul, los cuales son 

reticulocitos que contienen restos de RNA, ~ombinados con Hb 

indican una regeneración más activa de lo normal (Anemia 

Perniciosa, hemólisis excesiva, Paludismo, etc.). El punteado 

basóf ilo está caracterizado por la presencia dentro del 

eritrocito de granulaciones.basófilas irregulares que varlan 

en cuanto a su tamafio, desde finos puntos apenas visibles a 

gránulos casi tan grandes como gránulos azul.áfilos de 
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1, Promegaloblasto. 2, Megaloblasto basófllo. 3, Megaloblasto 
pollcromatófilo. 4, Mega/ob/asto ortocromátlco. S, Megaloblasto 
ortocromátlco cor. punteado basófl!o y un cuerpo de Howell· 
Jol/y. 6, Macroclto. Tlnclón de Wrfght (Xt.000}. 

1, Proerltroblasto. 2, Erltroblasto basófllo. 3, 4, Erltroblastos po­
llcromatófllos. 5, Eritroblastos artocromátlcos. 6, Macrocltos 
pollcromatófl/os (retlculocltos). Tlnclón de Wrlght (X 1.000). 
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1, Eritrocitos normales. 2, Eritrocitos hlpocromos, mlcrocftlcos. 
3, Ovalocltos. 4, Células falciformes. 5, cuerpos de Howell· 
Jolly. 6, Punteado basófllo. 7, Macroclto. 8, Megaloclto basófllo. 
9, Cristal de hemogloblna C. 10. Dfanocltos o •target cells•. 
11, Polqullocltos en forma de gota. 12, Esferocltos. 13, Rotlcu­
locltos (tlnción con nuevo azul de metlleno). 14, Estomatocltos. 
15, Acantocltos. 16, Células en espuela o •spur cells•, 17, .eurr 
cells•, o células en cáscara rota y células en casco. 18, Esquls· 

. tocltos. Todas excepto la 13. con la tlnclón WrlQht (X1.000). 

Fig. 4-1. Observación del hematíe normal y anormalidades físicas. 
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promielocitos que indican una hemopatía grave. El punteado 
básofilo también se presenta en exposición continua al plomo 
[34, 99]. 

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

anormalmente 
macrocitos 

pequeflos o 
o mostrar 

(Anisocitosis) [34, 99]. 

rnicrocitos, 
variaciones 

anormalmente grandes o 
anómalas de tamaño 

e) Variaciones en la forma.- La presencia de formas anormales se 
llama Poiquilocitosis. Reciben diferentes nombres según la 

forma que tengan (ovalocitos, esferocitos, eliptocitos, etc.). 
Estas variaciones están presentes en la mayor1a de las anemias 
y generalmente abundan en casos graves (34, 99]. 

d) Variaciones en la estructura.- Representadas por la presencia 
de células nucleadas jóvenes o inmaduras que se presentan en 
anemia perniciosa o leucemia: normoblastos basófilos, 
normoblastos policromatófilos y ortocrornáticcs; están 

presentes en anemia. Se puede encontrar restos nucleares 
(cuerpos de Howell-Jolly, anillos de Cabot). La presencia de 
hemat1es nucleados indica respuesta de la médula ósea a una 

mayor demanda de hematíes [34, 56, 99] (Fig. 4-1). 

4.1.3. Recuento de Retlculocltos. 

El recuento de los hematíes inmaduros (reticulocitos) es un 
método simple y directo que evalúa el grado eficaz de producción 

de hemat1es.Oebido a la liberacién prematura o retardada de la 

médula ósea y a los diferentes grados de maduración, los 

reticulocitos no siempre reflejan la actividad eritroide 

absoluta. Sin embargo, la facilidad con que pueden ser contados 
en forma seriada en el mismo individuo hace del recuento 
reticulocitario en excelente método para valorar las variaciones 

del grado de producción de hematíes [84, 99]. 
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l'.iJlg!Qn supravital J<l1.n llfill1 ~ ~ Brillante. 

FUndarrÍento (94 J: 
La tinción supravi tal del reticuloci to con azul de cresil 

brillante o nuevo azul de metileno produce agregados de material 
de un color 

reticulares. 
reticulocito 

azul muy intenso que se distribuye en filamentos 

Esto es el artefacto que da su nombre al 

y se debe a la precipitación de RNA residual de los 
hemat1es inmaduros y agregación de ribosomas, mitocondrias y 
otros·organelos que provocan estos colorantes. 

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

Gradillas metálicas para tubos de 10 x 75 mm. 
Pipetas Pasteur. 
Microscopio óptico (Binocular Rossbach). 
Tubos de ensaye de 10 x 75 mm. 

Material Biológico: 
sangre completa fresca. 

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

Método [ 94]: 

Homogeniza~ 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 min. 

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

l,ealizar la lectura con objetivo lOOx/aceite de inmersión, 
escogiendo la zona del frotis donde no haya superposición 
de i.e111at1es. 

Contar 500 células (eritrocitos y reticulocitos) y sacar el 
porcentaje de reticulocitos en ese total de células. 

so 



Valores de referencia: 

o.5 a 2.0 % (94] 

Interpretación: 

~: La reticulocitosis ocurre después de una hemorragia 

aguda o hemólisis y como respuesta al adecuado tratamiento de las 

anemias. Valores mayores al 3% son caracter!sticos de las anemias 

hemollticas (AH) donde el hierro proveniente de la destrucción 

del eritrocito considerablemente aumentada permite valores altos 

de producción de la médula ósea [32, 84, 94]. 

Disminución: Reticulocitopenia. asociada a un trastorno de 

maduración de los hematíes 

inmunodestrucción de precursores 

deficiente de hierro [32, 84, 99]. 

4.1.4. Indice Reticulocitarlo. 

supresión eritropoyética, 

de hematíes o provisión 

El Indice de producción de reticulocitos (IR) es una medida 

de la producción efectiva de los hematíes. Su fórmula es la 

siguiente: 

Hto. paciente 
% de reticulocitos x 

X Hto. normal 
I•) 

IR= 

2 (tiempo de maduración del reticulocito, en d1as) 

Tabla 4.2. Relación del Hto. corregido, t reticulocitos e IR. 

% Hto. x Hto. t Reticulocitos IR 

Hombres 47 a 55 51 o.5 a 2.0 0.24 a 1.01 

!Mujeres 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 recuento de reticulocitos por 

el Hto. se divide por 2 para corregir el más largo tiempo de 

maduración de los reticulocitos liberados prematuramente de la 

médula ósea para dar lugar al indice de producción [99). 

Valores de referencia: 
Hombres 

Mujeres 

Interpretación: 

0.24 a 1.07 

0.23 a 1.06 

Los valores mayores de 2 son caracter1sticos de las anemias 

hemol1ticas donde el hierro proveniente de la destrucción del 

hemat1e considerablemente aumentada, permite valores altos de 

producción de la médula ósea [32]. Este indice de reticulocitos 

es de gran ayuda en la separación de los defectos proliferativos 

y de maduración mediante una valoración simultánea de la relación 

Eritropoyetina/Maduración de la médula ósea (E/M). En las anemias 
hipoproliferativas y hemoliticas, la relación E/M de la médula 

disminuye o aumenta en forma paralela a la respuesta del 

reticulocito. Aunque el recuento de reticulocitos aparece 

aumentado ya desde el comienzo de la anemia el IR no se eleva 

hasta los 3 a 5 d1as. Un nivel completo de la producción de la 

médula ósea medido por el IR sólo se consigue al cabo de 8 a 10 

d1as, momento en el que la hiperp~asia hemática de la médula 

y el IR tienen la misma magnitud. El máximo nivel de producción 

de hemat1es que se observa hacia el décimo d1a después de la 

hemorragia está condicionado por la integridad de la médula, la 

cuant1a de estimulo anémico y por los aportes de hierro a la 

médula (Tabla 4-3) [84, 99]. 
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6 hrs. l. dia 2'~;: 3 ··éi1a& 5 dias J.O. dias' 

Policromasia comienza. """:+· ,+' ~~: ·++··· +++ 
'i.· 

Relación E/M l./3 l./3 ·.,J.·/2.:- l./l.· l./1.··. l./l. 
medular 

Indice de l. l. l. 2. 3 -
Reticulocitos 

4,2, PRUEBAS ESPECIFICAS, 

Las pruebas tradicionales como las de concentración de 
bilirrubina directa en el suero, excreción de urobilinógeno, 

concentración de haptoglobina sérica y antiglobulina de coombs, 

entre otras, por s1 solas no constituyen indices sensibles de 

Anemia hmolitica (AH) . Ocasionalmente la hemoglobinuria y la 

hemoglobinemia pueden sugerirle al médico un trastorno hemol1tco. 
El recuento de reticulocitos es la prueba que dube usarse 
inicialmente para identificar si una anemia es el resultado de 

hemólisis. La presencia y el grado de hemólisis generalmente 

pueden deducirse en base al indice de reticulocitos (IR) y a la 

concentración de hemoglobina en sangre [49]. Por lo anterior, es 
necesario llevar a cabo una serie de pruebas pnra confirmar o 

descartar el trastorno hemol1tico presente. Para llegar al 

diagnóstico correcto se propone la siguiente clasificación de 

pruebas (Tabla 4-4) [49]: 
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: Tabla·4.4. Pruebas de laboratorio usadas en el diagnóstico de AH. 

I) .PRUEBAS PARA DETERMINAR HEMOLISIS. 

a) supervivencia del hematíe marcado con Cr51
• 

b) Haptoglobina sérica. 
c)Hemopexina del plasma. 

II) PRUEBAS PARA DETERMINAR HEMOLISIS INTRAVASCULAR (HI). 

a) Hemoglobina del plasma. 
b) Metahemalbúmina del plasma. 
e) Hemoglobina de orina. · 
d) Hemosiderina de la orina. 

III) PRUEBAS PARA DETERMINAR UNA ENFERMEDAD HEMOLITICA 
INMUNITARIA. 

a) Prueba de antiqlobulina de Coornbs. 
b) Titulo de aglutininas fr!ase 

IV) PRUEBAS PARA DETERMINAR HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA 
NOCTURNA. 

a) Prueba de hemólisis con sacarosa. 
b) Prueba de hernólisis ácida de Ham. 

V) PRUEBAS PARA DE~'ERMINAR ESFEROCITOSIS HEREDITARIA. 

a) Fragilidad osmótica. 
b) Autohemólisis. 

VI) PRUEBAS PARA DETERMINAR DEFICIENCIAS ENZIMATICAS DEL 
HEMATIE. 
a) Valoración de piruvato cinasa (PC) 
b) Valoración de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(G-6-PD). 

VII) PRUEBAS PARA DETERMINAR UNA HEMOGLOBINOPATIA. 

a) Electroforesis de hemoglobinas anormales. 
b) Prueba para determinar hemoglobina falciforme (HbS) • 
c) Prueba de hemoglobina álcali-resistente (% HbF). 
d) Prueba de estabilidad de hemoglobina al calor 

(hemoglobinas inestables). 
!)Método microscópico: cuerpos de Heinz en 

hemoglobinas inestables. 
e) Prueba de solubilidad para hemoglobina (HbS y Hbc 

son insolubles). 
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4.2.1. Pruebas para Determinar Hemólisis. 

4. 2. l. l. Supervivencia del Hemat1e a Cr51 (Na51Cr0•). 

Un acortamiento en la supervivencia de los hematíes 

constituye la definición de hemólisis. Las mediciones directas de 

la velocidad de destrucción del hematie (longevidad) pueden 

llevarse a cabo en el hombre determinando la rápidez de 

desaparición de sus propios hematíes marcados con material 

radiactivo. Las técnicas de supervivencia del hematie con 

Na51 Cr0c han ayudado bastante a comprender las AH. La prueba es 

una medición especifica y sensible de la supervivencia del 

hemat1e, pero rara vez es necesaria para la evaluación de un 

trastorno hemolítico. Es dificil practicarla, requiere varios 

dlas para completarse, implica la administración de radiactividad 

y su costo es elevado [34, 38, 49]. 

Fundamento [94]: 
El cromo radiactivo en forma de ión cromato (51 Cr0c) penetra 

rápidamente y marca a los hematíes. Cuando los hemat1es marcados 

con cromo in vitre son inyectados por vía intravenosa, su 

dilución inmediata proporciona una medida directa y muy exacta de 

la masa de hematíes total. El subsiguiente ritmo de desaparición 

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 más importantes de destrucción del hematle 

(Fig. 4-2 y Tabla 4-5). 

Valores de reCererencia: 
Tiempo de los hematíes marcados con 51cr = 25 a 32 dlas. 

corresponden a una vida celular hemática comprendida entre 100 y 

120 dias [99]. 

Interpretación: 
El ritmo de elución del cromo a partir de las células con 

HbS o HbC se ha encontrado considerablemente superior respecto a 

las cilulas normales, mientras que el ritmo de elución de los 
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Diagrama de flujo representando el estudio de la vida 
media de los hemat1es por medio de 51cr. 

1) ~CADO DE H~TIES I~\?º Ti 
{J~ &0~~ ~u->~ 

2) TOMAS DE MUESTRAS. DETERMINACIONES.~(11~ 
l~r dia: 30 min. 100 % } ~~ 2: a 6° 

0 
d1a: cada 48 hrs. -> 1:~ 

7 a 30 dia: cada 4 dias ¡jiY:P' 

3)' DETECCIONES EXTERNAS 

Zona Cardiaca 
Zona Hepática 
zona Esplénica 

(*) Na2Cr51o.: 50 a 100 µC. Act. esp. :450 me mg. 
Solución Strumia: citrato sódico, ác. c1trico y dextrosa. 

(&) 100 mg. ác. ascórbico. 

Flg. 4-2. Técnica de la cinética del hernat1e mediante l\\arcado de 
los hematies con cromo radiactivo, mediciones de reac~ividad de 
estos hematíes y detecciones externas (Domenech, Setoa1n y Monné} 
[18]. 

hematíes con Hemoglobinas A-s, A-C o HbF son normales. Los 

hematíes inmaduros (reticulocitos} tienen una afinidad mayor por 

el 51cr que las células maduras, dando lugar a un error potencial 
en la medida de la vida media del hemat1e de los pacientes con 

Anemia Hemol1tica. En la enfermedad de la Hb H de las medidas de 
la vida media pueden ser asimismo erróneas debido a que las 4 

cadenas f3 presentan una afinidad por el cromo mayor que las 2 

cadenas~ de la Hb A (99]. 
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lrabla 4-5. Detecciones externas usando s1cr. Principales 
hallazgos en las Anemias Hemol1ticas [99]. 

TIPO VIDA MEDIA DEL HEMATIE CAPTACION ESPLENICA 

Anemia hemol1tica Notablemente acortada Elevada 
Esferoc1tica l l l t 1 i 
AH Auto inmune Normal o acortada No1mal o Elevada 

l o l l i 
A. Hemol1tica Acortada Elevada 
de otros 

1 t 1 tipos. l o l l o 

Observaciones: 

1) ·La adición de ácido ascórbico puede alterar hemat1es con 

defe~tos metabólicos intrlnsecos, tales como el déficit de 
G-6-PD. En tales situaciones, el exceso de r.romo debe ser 
extraído mediante el lavado y no mediante la conversión por 

transformación es ascorbato. 
2) . El exceso de cro42 tiene un efecto nocivo sobre los 

hemat1es. cuando se anade en proporciones superiores a los 10 a 

20 µC.Cr/ml de hernat1es, la Hb se oxida parcial.mente, la 

glutatión reductasa se inhibe, y la vida media del hemat1e 

resulta acortada in vivo. 

3) El exceso de ACD (Acido-Citrato-Dextrosa) que es el 

anticoagulante preferido para el marcaje de células con cromo 
pueda proporcionar una vida media acortada artificialmente, sobre 

todo en la microesferocitosis congénita y en la Hemoglobinuria 

Parox1stica Nocturna (HPN). 

4) La determinación de la vida media con 51 Cr ta 1lbién esta 

enmascarada por el aumento de ,la incorporación del isótopo por 
las células jóvenes [99]. 
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4.2.1.2. Determinación de Haptoglobina Sérica. 

El nombre de haptoglobina viene del griego haptein (fijar) y 

qlobina o fracción proteica de la hemoglobina, se han encontrado 
grupos con diferencias en la composición de haptoglobinas, 
considerándoseles como grupo o marcador sérico, y se le denomina 
por la sigla Hp. La s1ntesis de Hp tiene lugar en el h1gado con 
una vida media de 2 d!as, existe en proporción de 1.4 g/l de 

plasma [18, 54, 99]. 

Smithies (1955), encontró grupos distintos de 
haptoglobinas viendo que se trataCa de 2 genes alelomorfos y 

codominantes denominándolos Hp 1 y Hp2
, 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 la electroforesis sobre gel de almidón [ 18, 

99]. La molécula de Hp contiene 2 tipos de cadenas (a y~), y las 
variantes de la primera son las que condicionan los grupos 
fundamentales de las Haptoglobinas, la ca.dena f3 no variará en 
estos tipos. 

La función de esta prote1na 
irreversiblemente con los d1meros de Hb, 
Haptoglobina-Hemoglobina (Hp-Hb) que no 

es la de unirse 
formando el complejo 
pasa por el filtro 

renal. Este complejo resultante impide la excreción renal de Hb 
plasmática y estabiliza la ligadura del heme y"la globina, y con 
ello· evita unas pérdidas que serian pequefias pero constantes por 
la orina. No obstante cuando el nivel de Hb sérica alcanza cifras 
superiores a los 125 mg/lOOml aproximadamente, ya pasa a la orina 
[18, 38, 54]. Cuando la Hp es eliminada como el complejo Hp-Hb su 
concentración en el plasma disminuye con la hemólisis [56, 99]. 

Se emplean algunas técnicas para medir la cantidad de 
haptoglobina presente en el plasma, entre éstas se incluyen las 
técnicas químicas, filtración en gel de Sephadex o Inmunodifusión 
radial, asi como técnicas electroforéticas en papel, gel de 
almidón, gel de poliacrilamida y más recientemente en gel de agar 
[99]. 
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Fundamento (Owen y col. 1960) [56, 99]: 
Las haptoglobinas 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 oxidación 

del guayaco! por el peróxido de hidrogéno, para dar 
tetraguayacol. La cantidad de Hp se expresa en términos de 
MetaHb. 

Haterlal: 
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Pipetas serológicas de l., y ml. 
Gasas 

Baf\o de incubación a 25~C con tapa (Serial No. A 16145) •· 
Termc5metro (o a 100•.c). 
Espectrofotómetro (Bausch & Lomb Spectronic 20). 
Celdas con 1 = 1 cm. 

Gradillas metálicas para tubos de 13 x 100 mm. 

Hat~rial Biológico: 
suero del paciente. 

Mezcla de sueros frescos normales. 

Reactivos (Anexo 1): 
Cloruro sódico 0.15 M. 

Soln de MetaHb. 
Reactivo de Guayaco!. 

!120z O. 05 M. 

Hétodo [56, 99]: 

Diluir 0.5 ml de suero fresco del paciente con 2 ml de solu­
ción salina y colocar l ml de la dilución del suero en 2 tu­
bos, rotularlos como P (problema) y B (blanco), 

En el tubo P adicionar l ml de la solución de MetaHb y en el 
tubo B l ml de agua destilada. 
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Simultáneamente preparar las diluciones correspondientes 'de 
la mezcla de sueros para la ,curva :d~ _.calib:J;"8C~Ón;. (C •. ~~),• ( .::,~,.:;,i.~).i 
serie A: Preparación de la e. e. (mezcla de. sueros) (volumen er 
ml) .. "--- .. , . '.:· .. ':;:;c_; _.,.-.,e; ,,,, .. ,.·. ''"' · 

-TUBOS 1 2 3 4 5 '6 1 
7 s·'i 9"'"'-ío · 11 

-Soln. 1 1 1 1-c· ·1: ,; 1. L! .. ; 1:'<''.'l:·.~·u 1 ~·t·~~.1 t!l ¡-"· '?.'- 1:~~)' 

MetaHb. 
-Mezcla o 0.1 0.2 0.3 0;4 o.5 o."s 0.1: o.a· 

- .}i~ ~'. •!'•..! ~ 

0.9 1.0 
sueros. 

-SSF. 1.0 0.9 o.a 0.1 0.6 0.5 0.4 o:J 0;2 0.1· .o.' 

Volumen total: 2 ml para cada sistema. ·i; .. _ .. •···-

Serie B: Preparar 
-TUBOS 1 
-Reactivo de 

Guayaco! (ml) 5 
Mezclar e incubar 
los sistemas. 

los siguientes · 1Ústemas: 
2 3 4 5 6 7 a 9 10 11 P B Be 

55555555 5 555 5 
a 25•e¡10 minutos. Es indispensable tapar 

De las diluciones B, P y de la e.e. adicionar 0.1 ml de· cada 
una a los correspondientes tubos puestos en el-bafto de agua a 
25•e. El tubo Be recibe 0.1 ml de SSF. 

Al\adir 1 ml de peróxido de hidrógeno, inmediatamente mezclar. 
incubar durante a min. 

Leer las o.o. a 470 nm. Para la curva de calibración ajustar 
con el tubo Be a cero de absorbancia y leer la serie de e.e. -
Ajustar nuevamente con el tubo B y leer el tubo P. 

Las lecturas se registran gráficamente frente a la cantidad de. 
suero de e/u de los tubos de la e.e. Interpolar la o.o. del 
tubo P. 

El punto de inflexión de la curva obtenida, a partir del cual 
ésta se hace plana, indica la cantidad de mezcla de suero no 
diluido que fija toda la MetaHb presente, puesto que la adi­
ción de más suero no significa influencia alguna en las lectu­
ras. La lectura en este punto corresponde a una capacidad de 
fijación de MetaHb de 50 mg/dl. 

Debido a que el suero problema se 
corresponden a un contenido de Hp 
(Fig. 4-3). 
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.A 0.03:.. -
b 
's 

~. ·0~02::: -
b 

.a 
n 

·e·· 
i 
a··-. 

-''-' Punt~ . de inflexi6;, 

;,,·' 

. 0.025 

250 -.g/100.1 

Mezcla de sueros (ml) 

Ficj;, 4,. 3; curva de ·caÜb ... ación para las Haptoglobinas. 

Valores de referencia: 
~ concentración media de Haptoglobina en suero expresada 

como MetaHb fijada es de: 100 mg/100 ml. 
Intervalo: 30 a 200 mg/lOOrnl [18, 56, 99]. 

Interpretación: 
Los niveles de haptoglobina son fisiológicamente bajos en 

recién nacidos de hasta un mes, edad a la que se alcanzan niveles 

adultos. Hay depleción adquirida de Hp en la enfermedad 
hepatocelular aguda y crónica, casos raros de haptoglobinemia 
congénita, hemólisis intravascular y extravascular aguda y 

crónica, reacción hemolitica de transfusión sanguinea y 

hemorragia tisular. La Hp disminuye rápidamente en respuesta a 

cantidades incluso pequenas de lisis intravascular (lisis de 10 
ml de hematies disminuye el nivel, en unos 100 mg/dl, 

deprimiéndolo as! hasta una concentración de casi cero). Después 
de un episodio hemolitico el nivel minimo da Hp se alcanza unas 8 

horas más tarde. Aunque no haya más hemólisis el nivel de Hp 

continúa deprimido durante varios dias porque pueden ser 
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necesarias hasta 2 semanas para que la sir.tesis hepática 

'ree~tabiezca los niveles prehemollticos [84, 99]. 
La con~entración de Hp aumenta hasta 6 a 8 veces los valores 

normales en el embarazo, después de la administración de 
asteroides y andrógenos (anticonceptivos orales), estados 

asociados a necrosis de tejidos (infarto al miocardio, 
inflamación) y en procesos malignos. La mayor síntesis de Hp 

puede enmascarar la depresión hemolítica de Hp, de modo que los 
valores de Hp obtenidos en los estados mencionados deben 
compararse con los niveles de otros reactivos de fase aguda 

(a-1:-antitripsina o a-1-antiquimiotripsina). También es útil la 
comparación de niveles prehemollticos y posthemollticos de Hp 
[84]. La variabilidad de valores en.cierto grupo de enfermedades 
como en hiperesplenismo y anemia megaloblástica puede estar 

relacionada a los sitios particulares de destrucción 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 solución de peróxido de hidrógeno al o.os M debe 

conservarse en el refrigerador en un frasco de plástico. 

4) El color desarrollado durante la reacción (tetraguayacol) 
diSmimuye lentamente si se expone a la luZ / por lo que la 
tapadera de baf\o debe estar cerrada durante el desarrollo de 
la coloración y los tubos deben de ser guardados en la 

oscuridad hasta la realización de las leclturas [18, 56]. 

4. 2 .1. 3. Determinación de Hemopexina (H::) 

(Mancini, Fahev y Mackelwey, 1965). 

Plasmática 

La disociación de Hp plasmática libre puede originar grupos 

metaheme libres que se unen a una fl-globulina especifica: La 
Hemopexina (Hx) . Esta es sintetizada en el hígado y tiene una 

menor afinidad de unión a la hemoglobina que las hapt•>globinas, 
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su concentración está reducida en ·los des6'rdenes l'emoli.ticos 
(32). 

El complejo molecular hemopexina-metaheme también es 

aclarado por el Sistema Ret1culo Endotelial. Cuando la hemopeKina 
está saturada por completo se forma otro complejo proteíco 
denominado metahemalbúmina (50, 99]. 

Fundamento (76): 
Los niveles de Hx plasmática se determinan por el método de 

Xnmunodifusión Radial (IDR) • En la prueba de IDR, uno de los 
reactantes, por lo común el anticuerpo (anti-Hx humana) es 
uniformemente distribuido en una capa de gel de agar o agarosa, 

mientras que el otro reactante, usualmente el ant1geno 

(Hemopexina) se introduce en concavidades circulares practicadas 
en gel. El ant1geno difunde en forma radial en la mezcla 
gel-anticuerpo, formando un anillo visible de precipitado en un 

punto que depende de la estequiometrla ant1geno-anticuerpo. A 
medida que difunde hacia afuera el an~igeno, el anillo de 
precipitación se disuelve en exceso de antígeno y reaparece en 
una. distancia mayor de la concavidad. Este incremento en el 

diámetro del anillo de precipitado continúa con el tiempo hasta 
que el antlgeno y anticuerpo alcanzan el equilibri.o. En el 
equilibrio el diámetro'del disco es directamente proporcional a 

la cantidad de antigenp originalmente colocado e inversamente 

proporcional a la concentración de anticuerp~. Los resultados 
obtenidos con las muestras deben compararse con los dn la curva 
estándar que se incluyen en cada corrida (Fig. 4-4). 

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

Interpretación: 
Los valores de Hx en lactantes se aproximan a los valores de 

los adultos al finalizar el primer a~o de vida. En las 
enfermedades hemol1ticas no sólo se remueve del plasma 

haptoglobina si no también hemopexina asocia<1as a grandes 

concentraciones del heme en las anemias hemol1ticas hereditarias, 
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La disminución es más marcada en talasemia mayor, y no tan 

pronunciada en talasemia drepanoc1tica o enfermedad de este 

último tipo. La concentración de hemopel<ina mejora (pero no se 
normaliza) después de la esplenectom1a. 

Tiempo cero·· '24 hrs: Se 
·Exceso_ de ~9 ~. " , .. <·~ . mantiene el 

. : :'._~rt/·'. :'.~·~;{¿"~~:,~~~~~,'?,,~e ~~ 

J d1as 
Equilibrio­

Disco Estabi­
lizado. 

'Ilicr·emeñto 

[Ag] 
~ 

z 

'.2 / .. de Ag ! ~ • 

Rep~~ ~ ~------------
Aumento del diámetro del 
discio. 

Fig. 4-4. Representación esquemática de Inmunodifusión Radial 
[76]. 

Como los episodios hemol1ticos incluso m~nores provocan 

depleción de la concentración plasmática de haptoglobina, la 

evaluaciOn de la menos lábil concentración plasmática de 
hemopexina puede ofrecer una prueba apropiada para hemOlisis 

crónica [84]. 
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4.2.2. Pruebas para Determinar Hemólisis Intravascular. 

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

El proceso de destrucción de hematíes particularmente en 

estados patológicos puede tener lugar a través de 2 vias y el 

proceso no es usualmente del todo intra o extravascular. El punto 

final es casi siempre extra vascular corno el resultado de la 

acaparación del previo dafio a las células por el sistema 

reticuloendotelial. La des~omposición catabólica de la Hb en este 

sitio resulta de la conversión del 65 al 80% del heme a 
bilirrubina [ 3 2 J • Normalmente existe escasa cantidad de 

hemoglobina en el plasma, pero cuando hay un proceso hemolitico 

puede aumentar, si bien pronto se transforma a bilirrubina [18]. 

FUndamento [89]: 

El método se basa en la propiedad química de la hemoglobina 
de catalizar la rápida oxidación de ciertas diaminas aromáticas 

por peróxido de hidrógeno. La amina que se usa más 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 rc1jo, que es 

el color más estable para medirse espectrofotométricamente a 500 

nm. 

~ 
NH2 

65 

Quinoides 

~ ¿ 
~ ? 

NH2 NH 

+ 2 H20 

Azul de bencidina 



Haterlal: 

Tubos de esaye de 15 x 150 mm. 
Gradillas metálicas para tubos de 15 x 150 mm. 

Pipetas serológicas de 10 ml. 

Pipetas serológicas de 1 ml (1/100). 
Espectrofotómetro (Bausch & Lomb Spectronic 20). 

Celdas 1 =1 cm. 

Gasas . 

Haterial Biológico: 

sangre completa. 

Reactivos (Anexo 1): 

Reactivo de bencidina al 1% p/v en ácido acético. 

Peróxido de hidrógeno al 3% v/v. 

Estándar de hemoglobina o.s mg/100 ml. 
Testigo de bencidina. 

Acido acético glacial al 20' v/v. 

Hétodo [89]: 

Obtener el plasma y centrifugar 3 veces a SOOO' rpm/ú>' iuin. 

Diluir 1 ml del plasma con 2 ml de ag~-~ dea_tilada, me~c:Iar 
seguir el procedimiento: 

TUBOS B s «' 
T 

Plasma dil u1do (ml) o.2s o.2s 0.25 
H202 3' (ml) 0.2S o.2s --

MEZCLAR BIEN y DEJAR EN REPOSO DURANTE 10 MINUTOS (*) 

Testigo bencidina (ml) ó.so -- o.so 
Std. de hemoglobina (ml) -- o.so --
H202 3% (ml). -- -- 0.25 ('•) 

••' 

AGITAR Y REPOSAR DURANTE,, is' 'MINUTOS 

Acido acético glacial "n·:i,o.o 10.0 lC.O 
,·· 

(ml) · ..... :~·:,/ .. 

y 

Tapar loa tubos y mezcla,r~ por inversión. Tomar las lecturas 
de los tubos S y T frente a B (***). Leer a 500 rm • 

Ho .. . .. le . . te. n 1 l9u nt. hoJ • .... ._ 
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Notas ,del M~todo. 

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

(**) Cuando se agrega el H202 después de la bencidir1a, ocu­
rrirá la reacción de azul de bencidina. 

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

cálculo: 
En el procedimiento se comparará 0.25 ml de una solución 1:3 

de suero con un estándar de 0.50 mg/100 ml, por consiguiente: 

Ar 
mg Hb en plasma/100 ml = ""As~ x 

Donde: 

Ar 
~XD 

D =Dilución realizada en el plasma (1:3). 
Ar = Absorbancia del problema. 
As =·Absorbancia del estándar. 

Valor de referencia: 
o.so a 2.5 mg Hb plasma/100 ml [89]. 

Interpretación: 

o.so 
0. 25 X 0.50 X O 

La cifra está aumentada an las Anemias Hemol1ticas (5 a 65 
mg/100 ml), en las que existe cierto grado de hemólisis 
intravascular; s1ndromes hemoglobinúricos (20 a ~:50 mg/100 ml), 
paludismo, favismo, sindi:-ome de hemólisis por c.riohemólisinas, 
después de transfusiones mal toleradas (15 a más de varios 
cientos de mg/100 ml) [18, 89]. 

En menor cantidad se pueden hallar aumentos en casos de 
anemias de células falciformes, anemias mediterráneas, por 
anticuerpos calientes, etc. Siempre debe de considerarse como un 
signo de hemólisis, si bien cuando esta hernólisis tiene lugar en 
los sitios normales y sin gran intensidad puelle no aparecer 

67 



aumento de esta hemoglobina plasmática [18]. 

Observa clones: 
1) Toda la cristalería a usar debe estar exenta de hierro. 
2) Los plasmas deben estar libres de hemólisis. 

3) Una elevación de s a 10 mg da al plasma un color 

amarillo-naranja. Con un aumento mayor, el color adquiere un 
tono rosado. 

4) Debe tenerse cuidado al manejar la bencidina debido a que es 

un material carcinogénico. 
5) Las prote1nas del .plasma inhiben la reacción del rojo de 

bencidina, en el prÓceciimiento precedente se agrega prote1na 

al estándar (S) de modo que el efecto de inhibición sea 

idéntico en los tubos estándar y de la muestra desconocida 

[89]. 

4.2.2.2. Determinación de Metahemalbúmina del Plasma. 

La metahemalbúmina (Mha) en el resultado de la oxidación de 

la Hb plasmática libre a metahemoglobina (hierro trivalente), la 

cual se disocia en heme y globina. El heme forma complejos con 

hemopexina y también con albúmina para formar metahemalbúmina la 

cual impa"rte color pardo al suero [84]. 
La Mha aparece en el término de 5 horas del inicio de la 

hemólisis intravascular y persiste durante más de 24 horas. En 

cambio la Hb y la MetaHb suelen eliminarse en 6 a 12 horas. Por 

consiguiente habr1a qu0 investigar la presencia de Mha, si se 

sospecha que unas horas antes se haya producido un episodio de 

hemólisis intravascular, ej. una reacción post-transfusional [72]. 

Fundamento (Schumm, 1912) [56]: 

Si la concentración de Hb libre en el plasma es tan grande 

que no puede ser fijada completamente por la haptoglobina, el 

exceso se transforma en metaheme, y se combina c~n una albúmina 

plasmática formando la Mha (o ferrihemalbúmi.ia). Se puede 

reconocer, la presencia de Mha'a través de un hemocromógeno que 

se produce con el sulfuro de amonio. 
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Haterial: 
Gasas. 
Tapones de plástico. 
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Espectrofotómetro (Bausch & Lomb Spectronic 20)~ 
Celdas para espectrof otómetro con 1 = 1 cm. 

Pipetas serológicas de l.O ml. 
Pipetas serológicas de 5.0 ml. 

Haterial Bi~lógico: 
Sangre completa. 

Reactivos (Anexo l): 
Sulfuro de amonio concentrado (NH•)2S 20% v/v. 
Hidróxido de amonio concentrado (NH•OH). 
Eter. 

HétodÓ (56): 

Obtener plasma libre de hemólisis mediante centrifugación a 
2500 rpm / 10 minutos. 

En un tubo colocar 3.0 ml de plasma fresco. Leer la banda de 
absorción a 576 nm para investigar la presencia de Hb y a 630 
nm para la Mha, (esta última banda puede ser escasa) • 

Adicionar una capa de éter (1 cm). 

Aftadir 0.3 ml de sulfuro de amonio (NH•)2S y 3 gotas de 
amoniaco concentrado. 

Agitar y esperar la separación. Leer: 

Si hay Mha presente, la banda de 630 nm (roja) desaparecerá y 
una banda densa de 558 nm (verde) aparecerá. El tubo debe 
examinarse inmediatamente puesto que al estancarse el sulfuro 
tenderá a producir sulfohemoglobina con una banda de absor­
ción en los 618 nm. 
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Interp,retai:~ón: 

1) Normalmente no se·encuentra presente en el plasma, pero puede 

detectarse como secuela de un episodio hemolítico cuando hace 

·tiempo que la hembg lobinemia y la hemoglobinur ia han 

desaparecido [BOJ. 

· 2) Aparece cuando · la Hb ha saturado ya la haptoglobina y la 

fracción beta-1, en: 

a) Los procesos con hemólisis intravascular rápida, pero está 

'ausente en la hemólisis extravascular (ictericia hemolítica 

familiar, talasemia, anemia drepanocttica, etc.). 

b) Pancreatitis aguda, sobre todo en su forma hemorrágica. 

e) Embarazo ectópico, escorbuto, trombosis mesentérica, 

hematoma intra-abdominal y estrangulación intestinal [4]. 

3) Si coexiste insuficiencia hepática y hemólisis intravascular, 

se eleva notablemente la metahemalbuminemia [4]. 

4.2.2.3. Determinación de Hemoglobina e~ Orina. 

En diversas circunstancias patológicas puede encontrarse 

pi~ento hemático en la orina, bien porque éste ha sido eliminado 

directamente por el riñó~ (hemoglobinuria), debido a destrucción 

excesiva de hematíes (ictericias hemolíticas), o bien por la 

destrucción de los hematíes que fueron eliminados por la orina 

(hematuria sintomática de tumores renales, lit.iasis, tumores de 

v1as urinarias, etc.) [18]. 

La hemoglobinuria es consecuencia de un aumento brusco y 

transitorio en la concentración de la hemoglobina plasmática, que 

casi siempre se debe a hemólisis intravascular [34]. cuando el 

nivel de hemoglobina crece en el plasma sangu1neo (crisis 

hemoltticas), 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 gránulos es eliminada por la orina. 

Pero cuando la hemoglobinemia sobrepasa el umbral de eliminación 

de l. 35 g/l de plasma, los tubos renales no son ya capaces de 
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transformar toda la hemoglobina que ha pasado a través del 
glomérulo, y aunque parte de esta hemoglobina es transformada, 

otra parte se elimina sin transformar; as! esta hemoglobinuria 
verdadera se acompafia siempre de una cierta cantidad de 
hemosiderinuria [18]. 

Método gg !A§ Tiras Reactivas. 

Fundamento [84]: 
Las pruebas con tiras reactivas de inmersión para 

hemoglobina en orina se basan en que la hemoglobina actúa como 
una peroxidasa y cataliza la oxidación de la o-tolidina con 

peróxido dando color azul. 

Haterial: 

Tiras reactivas. 

Haterial Biológico 

Orina 

Hétodo [18]. 

Resuspender el sedimento urinario. 

sumergir una tira reactiva en la muestra biológica. 

Sacar la tira y ef ectUar la lectura por comparación 
escala correspondiente. 
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~ !k Mlfil: ~ Jli¡ 1ª bencidinal • 

Fundamento [lBJ: 
El método se basa en el poder oxidante del. peróxido de 

hidrógeno sobre la bencidina, cataliza la reacción por la 

hemoglobina presente. La bencidina es oxidada a una serie de 
formas que dan la coloración caracter1stica a los pocos segundos. 

Haterial: 
TUbos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Pipetas serológicas de 2.0 ml. 

Quinoides 

~ * .,.~ 
NH2 NH 

Azul de bencidina 

Gradillas metálicas para tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Haterial Biológico: 
Orina. 

Reactivos (Anexo 1): 
Bencidina (r.a.). 
H202 de 12 volúmenes. 

Acido acético. 
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lfétodo [ 18 J : 

colocar en un tubo de ensaye 0.10 CJ de bencidina (r.a.)•.i ·. 
más 2.0 ml de ácido acético. (corresponde a una soluci~n 
saturada). 

Aftadir 10 qotas de HaOa de 12 volúmenes. 

Adicionar 4 gotas de orina resuspendida. 
En c~so positivo aparecerá una coloración azul verdosa y más 
o menos intensa a los pocos segundos. 

InEorme de resultados: 
Neqativo. 

Interpretación: 
Después de un episodio hemolítico intravasc11lar se excreta 

hemoqlobina en la orina si se excede la capacidad liqadora de 
haptoqlobina sérica (100 a 200 mq/dl de Hb). La Hb excretada en 
la orina se reabsorbe y se cataboliza en las células 

túbulorrenales hasta exceder su umbral (90 a 100 mg/dl) con. la 
aparición de Hb libre en la orina (hemoqlobinuria) (84]. 

La hemoglobinuria suele deberse a hemoglobinemia por 

accidente hemol1tico intravascular, a veces es causada por 
desintegración de los hematíes dentro de las vias urinarias, 

qeneralmente en la vejiga (56]. 

4.2.2.4. Determinación de Hemoslderina en Orina. 

Cuando los hematíes dejan escapar hemoglobina, ésta es 
desdoblada por ciertas regiones de la mitocondria (siderosomas) 

de las células (sobre todo los histiocitos) en hematoidina 

(hemoqlobina sin hierro) y hemosiderina (hemoqlobina con hierro). 
Este último compuesto contiene hidróxido férrico (Fe(OH)l) unido 
a una prote1na (ferritina) [56]. 

Desde el momento en que los hematíes dejan escapar la 

hemoqlobina hasta que aparece la hemosiderina , pasan de 2 a 3 

d1as. La hemosiderina (Hs) es un pigmento granuloso, parda 
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amarillento o dorado; es insoluble en álcalis, pero es soluble e~ 

ácidos. Después de la fijación en soluciones de formaldeh1do, se 

disuelve lentamente en los ácidos diluidos; por lo tanto, la 

fijación con formol en suero fisiológico puede, después de un 

tiempo, producir la desaparición completa. de los depósitos de 

hemosiderina, con excepción de los mayores [56]. 

Fundamento (56]: 

(Modificación de Gomori a la reacción 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, descamándose 

posteriormente en la orina donde ·pueden ser descubiertas por 

tinción del sedimento urinario mediante la reacción del azul de 

Prusia (siderinuria) (102]. 

El método se fundamenta en la combinación del hierro 

inorgánico con el ferrocianuro de potasio en solución ácida para 

formar ferrocianuro férrico (Azul de Prusia.) : 

4FeCl3 + 3K•Fe(CN)• ---> Fe•(Fe(CN)6)3 + 12 KCl (56] 

Haterial: 
Portaobjetos. 

Cubreobjetos. 

Centrifuga (Modelo J-12). 

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Gradill~ metálica para tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Pipetas serológicas de 5.0 ml. 
Microscopio óptico (Binocular Rossbach). 

Guantes. 

Haterial Biológico: 

Orina. 

Reactivos (Anexo 1): 

Colorante azul de prusia. 

Ferrocianuro de potasio al 2.ot. 

HCl al 1.0%. 
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Hétodo del portaobjetos (56): 

Centrifugar una muestra .·de 'o'rina ·· de la maftana a 
2000 rpm f 5 min. 

.· 

Decantar el sobrenadante·. 

Colocar una gota del sedimento urinario en un portaobjetos y 
añadir una gota del colorante azul de prusia. 

Mezclar bien y colocar un cubreobjetos. 

Observar ~l microscopio con objetivo seco fuerte (40x). 

Examinar la presencia cte- gránulos negros o azules, aislados o 
dentro de las células epiteliales o de cilindros, o como de-
tritos ª'.?orfos:. 

Hétodo 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 
buscando gránulos marrones toscos sobre todq dentro de las 
células epiteliales. 

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

Dejar reposar durante 10.min. 

Centrifugar a 2000 rpm/ 5 min. 

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

Los gránulos 
preparación. 

toscos de hemosiderina aparecen azules en esta 

Si no se.til'len 
JO min. 

los grán~los, volver a examinar después de 
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InterpretaCión: 
La hemosiderina aparece en el sedimento urinario en las 

enfermedades que producen una auténtica siderosis del parénquima 
renal, ej. anemia perniciosa, anemia hemol1tica crónica, anemia 
microangiopática hemo11tica, pacientes poli transfundidos, 
hemoqlobinuria parox1stica nocturna y hemocromatosis (34). 

4.2.3. Pruebas para Determinar Enfermedad Hemol[tica Inmune. 

4.·a. 3.1. Anemias Hemoliticas Inmunes. 

La anemia hemol1tica inmune (AHI) esta definida por la 

supervivencia acortada del hemat1e mediada a través de la 
respuesta inmune, .~spec1ficamente por anticuerpos humorales [69]. 
Los tipos de anemia hemol1tica se clasifican poi el tipo de 

anticuerpo producido durante la respuesta inmune (tabla 4-6). 

Tabla 4-6. Clasificación de las Anemias Hemolíticas 
Inmunes [69]. 

I. Anemias Hemoliticas Isoinmunes. 
A) Reacciones Hemolíticas de Transfusión. 
B) Enfermedad Hemol1tica del Recién Nacido. 

II. Anemias Hemolíticas Autoinmunes. 
A) Antícuerpos tipo caliente. 
B) Anticuerpos tipo fr1o. 

III. Anemias Hemolíticas Inmunes Inducidas por Drogas. 
A) Mecanismo por haptenos. 
B) Formación de complejos inmunes. 
C) Inducción de Aes asociada con la administración 

de medicamentos. 
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Mecanismos 'ele destrucción de hematíes: 

La destrucción de los hematíes tanto en la anemia hemolítica 

isoinmune y autoinmune se lleva a cabo por uno de dos mecanismos 

principales. Los anticuerpos IgM generalmente causan la 

destrucción intravascular inmediata de hematles sensibilizados o 

su secuestr;;, por el hígado. En contraste, los anticuerpos IgG 

facilitan el secuestro de hematles sensibilizados por el bazo y 

su destrucción extravascular en este sitio. Estos mecanismos 

básicos son ilustrados por anticuerpos anti-A, anti-B y anti-Rh 

[101]. 

·4.2.3.1.1. Ahemias Hemolíticas Isoimnunes. 

La isoinmunización es el proceso mediante el cual el sistema 

inmune de un individuo es estimulado 

la producción del correspondiente 

produqido por esta respuesta 

por un antígeno extrafto con 

anticuerpo. El anticuerpo 

inmune es denominado 
11 isoanticuerpo". El anticuerpo recubre a los hematíes extraf\os 

introd,ucido~ dentro de la circulación, resultando una hemólisis. 
La hemólisis deb!da a isoanticuerpos es producida a través de dos 

procesos [69, 77]: 

A) Reacciones hemolíticas de transfusión. 

B) Enfermedad hemolítica del recién nacido. 

A) ReacCiones HfilnQ.li~ Qg Transfusi~n: 
l) Inmediatas (agudas) i) Reacciones ABH. 

ii) Reacciones Rh. 

2) Tardías. 

iii) Reacciones ante otros 

antígenos de los hematies. 

1) Reacc!.ones hemollticas transfusionales Inmediat:as. 

Están caracterizadas por hemolisis intravascular aguda y más 

comúnmente asociadas con isoanticuerpos IgM ABH, l~s cuales 

activan complemento. 
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El proceso de hemólisis es iniciado por la unión del 

isoanticuerpo del paciente al correspondiente antigeno del 

hemat1e del donador, el cual activa la cascada del complemento 

hasta su término, causando lisis intravascular de los hematíes 

transfundidos. El tipo inmediato de reacción de transfusión es el 

más comúnmente 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 transfusión [69]. 

2) Reacciones hemol1ticas transfusionales Tard1as (RHTT). 
Resulta de una respuesta secundaria a la transfusión de 

ant1g~nos de los hematies. Esto ocllrre previamente en pacientes 

sensibilizados en los 

suprimido a.1 punto 

estimulación inicial. 

cuales el nivel de isoanticuerpos es 

de ser indetectable, después de una 

La mayor1a de los casos de RHTT, los 

anticuerpos implicados en estas reacciones son inmunoglobulinas 

IgG y son usualmente demostrables en el sue~o de los pacientes en 

las próximas 48 hrs. después de la transfusión, alcanzando un 

nivel máximo al cabo de 6 d1as. Este tipo de reacción es llamada 
11Tard1a", debido a que da tiempo a que el paciente produzca 

niveles incrementados de anticuerpos IgG que ataquen y destruyan 

los hematíes transfundidos [69, 77]. 

B) Enfermedad Hemol1~ !!tl ~ ~ 1.fillBiu..._ 
La eritroblastosis fetal es una enfermedad isoinmune. El 

anticuerpo es elaborado por la madre contra el ant1geno presente 

en las células fetales, pero no en sus propias células. Esto 

ocurre cuando las células. fetales que son portadoras del ant1geno 

se introducen en la circu1ación materna. Entonces, si el 

anticuerpo es capaz de atravesar la placenta, se une a loa 

hemat1es fetales y acorta su supervivencia [34, 69, 77, es, 86), 

La enfermedád hemol1tica del recién nacido debida 2' 

incompatibilidad de Rh es consecuencia habitualmente de loa 

siguientes hechos: 

a) El feto recibe del padre el antigeno o, antigeno que la madre 

no posee. 
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b) La madre ha sido sensibilizada previamente frente al antígeno 
O por un embarazo anterior o por exposición a productos 
sanguineos. 

A causa de ello, produce un anticuerpo anti-D de tipo IgG, 
en respuesta al estimulo antigénico de memoria que supone el 
paso de una cantidad minima de hematíes a través de la 

placenta durante el embarazo. 

e) Puesto que los hematíes maternos no poseen el antígeno D, no 

reaccionan con el -anticuerpo. Sin embargo, el ariticuerpo IgG 
cruza la placenta y reacciona con los hematíes fetales, con la 
consiguiente hemólisis (Fig. 4-5) (22, 69, 72, 97] •. 

Bebé Madre Rh negativo 
Rh positivo t .. 

1 

lo+.(2)· l 0 _; ~~ 
Respuesta l0~ 

_.( 

1 
inmune 'J). ,_ 

Anti-o 

subsiguiente 
embarazo 

1 
é ·+ 

)- e ® A-(' 6 © "( 

l ~~~ 1 

>- ,_ A -(' 
y Á Y;.~).~'( 

HDN en el Incremento de Ant -o 
neonato en la madre. 

Fig. 4-5. Enfermedad Hemolítica del Recién Nacido (69]. 
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4.2.3.1.2 Anemias Hemol1ticas Autoinmunes. 

La Anemia Hemol1tica Autoinmune (AHAX) representa una 

anormalidad ·del sistema inmune, en donde la habilidad para el 

reconocimiento propio de ant1genos propios de un individuo es 

baja. Como resultado, los pacientes destruyen sus propios 

hemat1es por la producción de autoanticuerpos, los cuales se unen 

a los eritrocitos del paciente, induciendo la hemólisis [B, 15 1 

69). 

La Enfermedad Hemol1tica Autoinmune se caracteriza por una 

velocidad aumentada de destrucción de los propios hemat1es del 

paciente y de los hematíes normales que le son transfundidos; la 

aceleración·de la hemólisis está mediada por uno o más mecanismos 

involucrando 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 hematíes, 

usualmente demostrado por una prueba de antiglo~ulina directa 

(PAO) positiva, frente a los hemat1es del paciente, o a la 

existencia en el suero del paciente de un autOanticuerpo 

contra el hematie, demostrable por una serie de métodos 

serológicos o ambos. 

3) Evidencia de incremento en la producción· de sangre, como 

respuesta al proceso hemolítico, en los pacientes cuya médula 

ósea es capaz de esta respuesta [16, 26, 82]. 

Estas anemias son convenientemente clasificadas de acuerdo a 

las propiedades térmicas de los anticuerpos contra los hemat1es 

en cuestión: 

A) AHt.I J;l1!Q caliente. 

Se produce por autoanticuerpos IgG en cerca del 90% de los 

pacientes, este trastorno puede ser idiopático (con desarrollo de 

hemólisis persistente sin signo alguno de afecciones subyacentes) 

o secundario (enfermedades que ·se acompafian de alteración de la 

reactividad inmunológica) [SS, 72]. 
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Mecanismo de Hemólisis: 

La incub&:::ión de los autoanticuerpos IgG tipo caliente con 

hemat1es in·vitro no parece ocasionar alteración alguna en éstos. 
sin embargo, si dichos hematies, que han quedado recubiertos por 

la IgG? se transfunden a un sujeto, son eliminados rápidamente de 

1a circulación [72, 101]. Los hemat1es as1 tratados se adhieren a 

los macrófagos en el bazo, higado y médula ósea, los cuales 

poseen receptores en su membrana para el fragmento Fe de la IgG. 

Estas células pueden fagocitar la totalidad del hemat1e o 
fragmentos de su membrana; lo último da lugar a la formación de 

esferocitos, que son fagocitados con más facilidad por los 

macrófagos, especialmente en el bazo [72]. 
Si puede fijarse la suficiente' cantidad de anticuerpo a los 

lugares antigénicos para formar dobletes, los autoanticuerpos IgG 

de tipo caliente pueden fijar asimismo el complemento sobre la 

membrana del hematie. Esta clase de autoanticuerpos raras veces 

activan la secuencia total del complemento, con la consiguiente 

hemólisis intravascular, pero pueden ocasionar la fijación de CJb 

a la membrana del hematie. 

Los hemat1es recubiertos de IgG y CJb se 3.dhieren a los 

rec~ptores Fe y CJb de los macrófagos, por lo que son fagocitados 

con mayor facilidad que los que se hallan recubiertos solamente 

por IgG (69, 72]. 

Los hematies recubiertos ligeramente por IgG son eliminados 

por los macrófagos esplénicos. En cambiO, los hemat1es 

intensamente recubiertos por IgG y CJb simultáneamente, son 

elininados preferentemente por las células de Kupffer, debido a 

que el flujo sanguineo del higado sobrepasa ampliament~ el de el 

bazo [72]. 

El estado funcional del sistema fagocitario mononuclear 

influye sobre la gravedad de la hemólisis. Los procesos que 

activan los macrófagos (infecciones), intensifican la hemólisis. 

A medida que aumenta el número de hemat1es destruidos en el bazo, 
incremen~a su tamaño, originando un enlentecimiento aún mejor del 

paso de ¡os hematies a través del bazo, con lo que aumenta el 

atrapamiento de los hemat1es y su fagocitosis por los macrófagos 

(69, 72, 101]. 
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Algunos anticuerpos reaccionan más eficientemente con .los 

ant!genos de los hemat1es a temperaturas inferiores a 32•c y son 

llamados "anticuerpos reactivos fr!ostt. Los aUtoar.ticuerpos fr1os 

patológicos están divididos en los siguientes tipos: 

1) Síndrome de Aglutininas Frias (Enfermedad hemolítica 
autoirunune idiopAtica por el fr1o) (9]. 
Mecanismo de ttemólisis: 

Los anticuerpos IgM de reacción en fria producen hemólisis a 

través de la siguiente secuencia de hechos: 

a) Al pasar la sangre por las zonas más frias del cuerpo el 

anticuerpo IgM se une a los ant1genos de la .membrana del 

hemat!e, llevando consigo a C1q hasta la membrana. 

b) Al vol ver los hemat!es a otras regiones del organismo con 

mayor temperatura, el anticuerpo IgM se separa de la membrana 

del hemat1e, pero se desencadena sobre ésta la activación del 

complemento. 

e) Si se han depositado grandes cantidades de Ctq sobre los 

hematíes como ocurre cuando la temperatura del organismo 

diSminuye, la activación del complemento puede progresar hasta 

la formación del complejo de ataque a la membrana (CAM: 

Csb'6'7'e'9), con la consiguiente hemólisis intravascular. 

d) Si, como es habitual, se deposita una menor cantidad de C1q 

sobre los hematíes, la activación del complemento se 

interrumpe con la unión de CJb a su membrana. 

e) A los hematiés recubiertos con CJb pueden ocurrirles: 

i) Sufrir hernólisis por adherencia de CJb a los macrófagos y 

subsiguiente fagocitosis. Debido al elevado flujo 
sangulneo hepático, ésto ocurre principalmente en las 

células de Kupffer. 

ii) Que el factor I de la secuencia del complemento puede 

desdoblar al CJb existente sobre la superficie de los 

hemat1es, con formación de CJd. Aunque éste permanece 

unido a la membrana del hemat!e los macrófagos no poseen 

receptores para CJd, poi' lo cual los hematles ue escapan 

de la hemólisis (69, 72, 101]. 
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2) Enfermedad hemol1tica autoinmune secundaria por el frío 
(autoanticuerpos fr1os relacionados con infección). 

El autoanticuerpo fria es una inmunoglobulina IgM con 
caracteristicas de especificidad anti-I. Se ha reportado que la 
autoaqlutinina fria producida en la infección por Mycoplasma 

pneumoniae es un respuesta inmunológica a los anticuerpos 
micoplasmales y este anticuerpo reacciona cruzadamente con'. el 
ant1geno eritrocitario I existente sobre la membrana del hemat1e. 
Los hematíes son nuevamaente sensibilizdos con componentes del 
complemento debido al autoanticuerpo fria producido, el cual es 
liberado por la infección particular. si la cascada del 

complemento no procede a C9 (las células mueren por lisis), los 
macrófagos del sistema retículo endotelial pueden liberar 
constantemente a los hematíes sensibilizados a través de sus 

receptores de los fragmentos CJb y por lo tanto causar hemólisis 

[15, 69, 72,]. 

3) Hemoglobinuria Paroxtstica por el fria. 

A diferencia de las aglutininas frias IgM postinfecciosas, 
que poseen especificidad para el sistema antigénlco Ii, el 
anticuerpo frio de tipo IgG tiene especificidad para el sistma 
antigénico P de la membrana de los hemat1es [72]. 

La destrucción celular es debida a un anticuerpo frie llamado 
n autohemolisinas 11 , la cual se une a los hematíes del paciente a 
temperaturas bajas y fija complemento. La hemólisis ocurre cuando 
la temperatura del cuerpo alcanza 37•c y las c~lulas 

sensibilizadas sufren lisis intravascular m~diada por el 
complemento. Cnracter1sticamente esta aglutinina fria es un 

anticuerpo IgG con actividad "bifásica" llamada hemolisina 

bifásica (anticuerpo de Donath-Landsteiner) [15, 69, 9S]. 
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4.2.J.1.J. Anemias Hemoliticas rnmunes Inducidas por 

Drogas. 

Las anemias hemolíticas inducidas por drogas son ejemplos de 
enfermedades en las cuales la exposición de antígenos extrafios 

causa destrucción de las propias células de los individuos 
sensibilizados [15, 101]. 

Los estados inmunohemol!ticos 
mediCamentoS, comprenden 3 mecanismos 

desencadenados por 
en los cuales el 

medicamento o la droga desempena diferentes papeles: 
A) Mecanismo por haptenos: 

El medicamento aparece en combinación como un componente de 
la membrana del hematie. La presencia del fármaco induce la 

formación· de un anticuerpo, casi siempre del tipo IgG, frente a 

dicho medicamento. En una exposición subsiguiente al fárinaco este 
anticuerpo interactúa con los hematíes que se han cubierto de 

nuevo de medicamento. La presencia del anticuerpo sobre los 

hematíes se revela con la prueba antiglobulínica directa positiva 

[99]. Las drogas implicadas en esta respuesta incluyen las 
penicilinas y raramente las cefalosporinas y estreptomicinas 

(Fig.4-6) (15, 69 99]. 

Anticuerpo 

~"~ 
Fig. 4-6. Mecanismo de absorción de fármacos 
[69]. 

B) Formación de complejos inmunes: 

En este mecanismo, el fármaco probablemente formando 

complejo con un portador, desencadena también una respuesta 

inmune, generalmente del tipo IgM. La administración subsiguiente 
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del medicamento da como resultado la formación de complejos 

fármaco-anticuerpo que son capaces de interactuar con las 

membranas de los hemat1es, ligando a ellas componentes del 
complemento por mecanismos aún no bien conocidos. El complejo 
fárma~o-anticuerpo se disocia dejando al hematie reactivo a la 
prueba antiglobulinica con anti-complemento (99]. Los fármacos 

más comúnmente involucrados en esta respuesta incluyen a la 
quinidina, fenacetina, estibofeno, tiazida, sulfonamidas, áCido 

p-aminosalicilico, entre otros [15, 69 99] (Fig. 4-7). 

Fármaco 

óó~ 
ó Formación del 

complejo 

Anticuert ~ f;jJ * 
~~~ 

Complemento - --' -
~ 

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

C) Inducción de anticuerpos asociada con la administración de 

medicamentos. 

Este es un mecanismo de hemólisis inmune relacionado con 
medicamentos. su notabilidad estriba en que, al parecer el 
fármaco o sus metabolitos no son componentes necesarios en la 

reacción inmunológica con los hematies, es decir, no precisa 

estar presente para mediatizar la interacción de los hematies con 
los anticuerpos en los ensayos in vitre (99]. Los fármacos 

implicados en esta respuesta incluyen a-metildopa y drogas 

relacionadas (L-dopa, ácido mefenámico, etc.) (Fig. 4-B) [15, 69, 

99]. 
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Hematie 

o ~edificación ~ 
de ;¡;;ran:,,. ~ 

~ ~ Adsorció~e 
Fármaco 

ogo 

Proteínas 

•••• 

proteínas no 
específicas 

Fiq. 4-8. Mecanismo por modificación de la membrana [69). 

4.2.3.2. Prueba de Antiglobulinas de Coombs. 

Los trastornos 
prueba de Coombs 

adherencia de la 

autoinmunitarios son identificados por una 
(antiglobulina) positiva que indica la 

inmunoglobulina o del complemento a la 

superficie del hematíe. Una envoltura de IgG sola puede llevar a 
la fagocitosis por las células reticuloendoteiialea, las cuales 
reconocen los sitios específicos en el fragmento Fe de la cadena 
pesada de IgG. La IgG y la IgM también pueden fijar el 
complemento a la membrana del hematíe, cuando ocurre ésto, la 
prueba de Coombs es positiva solamente cuando el suero con 
antiglobulina contenga anticuerpos contra CJ, C• o ambos (2, 38) . 

4.2.3.2.1. Prueba Directa de Coombs. 

Fundamento [15, 26, 30] : 
A una suspensión de hematíes del paciente se agrega el suero 

de Coombs (antiglobulina humana) , cuando dichos hematíes 
contienen en sus membranas los anticuerpos aglutinantes 
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específicos, la adición del suero de Coombs provoca una 
aglutinación visible como se indica en la Fig. 4-9, pero al no 
haber tales anticuerpos, no ocurre la aglutinación de los 
hematies del paciente. 

ºº o 
Hematíes + 
sensibilizados 

Antiglobulina Aglutinación 

Fig. 4-9. Representación esquemática de la prueba de 
de la antiglobulina directa. Al enfrentar los hematíes 
sensibilizados a un suero antiglobulina, ésta se fija 
a los anticuerpos produciéndose puentes de unión que 
se visualizan como una aglutinación macroscópica [15] . 

Material: 
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Tubos de ensaye de 10 x 75 mm. 
Gradillas metálicas para tubos de 13 x 100 mm. y 10 x 75 mm. 
Pipetas Pasteur. 
Pipetas serológicas de 1 .ml. 
Centrifuga (mod. J-12). 
Baño de incubación a 37•c. 
Termómetro (escala de r! a ioo•c1. 

Material Biológico: 
suspensión de hematíes del paciente al 2.0\. 
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Reactivos (Anexo 1): 
Suero de Coombs (antiglobulina humana) . 
Solución Salina Fisiológica al 0.85t (SSF) 

!fétodo (34] : 

Colocar 1 m1 de sangre anticoagulada en un tubo de ensaye de 
13 X 100 nun. y adicionar 5ml de SSF al o.85t. 

Mezclar y centrifugar 
hematíes. 

a 1500 rpm / 1 min. para concentrar los 

Decantar el sobrenadante lo más completamente posible. Repetir 
los lavados 3 veces, retirando cada vez todo el sobrenadante. 
El lavado deberá realizarse inmediatamente y sin interrupción. 

Preparar una suspensión de hematíes al 2.0% en medio salino. 

En un tubo de ensaye de 10 x 75 nun colocar 0.1 m1 de suero 
antiglobulina humana, añadir 0.1 ml de la suspensión de 
hematíes al 2.0t y mezclar perfectamente. 

DEJAR REPOSAR DURANTE 5 MIN. 

CENTRIFUGAR POR UN MIN. A 1500 rpm. 

Resuspender el botón de hematíes y comprobar macro y 
microscópicamente si hay aglutinacion. Incluir controles 
sin los cuales la prueba no tiene validez. 

Preparaclón de los controles: 

Control positivo: 

Preparar una suspensión de hematíes Rh positivo normales al 
2t en SSF al o.85t. 

Colocar en un tubo de ensaye de 10 x 75 nun 0.1 m1 de suero 
anti-O y diluir con suero salino 2:1 (0.1 ml:0.05ml) con 
una pipeta serológica de graduación 1/100. 

Añadir 0.1 ml de la suspensión de hematíes 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 lo más 
completamente posible. 

Cont.ln¡;a on la •l9uhnlo hoja. 
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específicos, la adición. 'del suero de 
aglutinación visible como.; se: indica en la 
haber tales anticuerpos, no ocurre la 

hematíes del paciente. 

ºº o 
Hematíes + 
sensibilizados 

Antiglobulina 

Coombs provoca una 
Fig. 4-9, pero al no 
aglutinación de los 

Aglutinación 

Fig. 4-9. Representación esquemática de la prueba de 
de la antiglobulina directa. Al enfrentar los hematíes 
sensibilizados a un suero antiglobulina, ésta se fija 
a los anticuerpos produciéndose puentes de unión que 
se visualizan como una aglutinación macroscópica [15] . 

Haterial: 
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Tubos de ensaye de 10 x 75 mm. 
Gradillas metálicas para tubos de 13 x 100 mm. y 10 x 75 mm. 
Pipetas Pasteur. 
Pipetas serológicas de l .ml. 
centrífuga (rnod. J-12). 
sano de incubación a 37•c. 
Termómetro (escala de r! a ioo•c). 

Haterial Biológico: 
suspensión de hematíes del paciente al 2.0t. 
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Reactivos (Anexo 1) : 
Suero de Coombs (antiglobulina humana) . 
Solución Salina Fisiológica al O. 85!r · (SSF) 

Hétodo [34] : 

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

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

Decantar el sobrenadante lo más completamente posible. Repetir 
los lavados 3 veces, retirando cada vez todo el sobrenadante. 
El lavado deberá realizarse inmediatamente y sin interrupción. 

Preparar una suspensión de hematíes al 2.0% en medio salino. 

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

DEJAR REPOSAR DURANTE 5 MIN. 

CENTRIFUGAR POR UN MIN. A 1500 rpm. 

Resuspender el botón de hematíes y comprobar macro y 
microscópicamente si hay aglutinacion. Incluir controles 
sin los cuales la prueba no tiene validez. 

Preparación de los controles: 

Control positivo: 

Preparar una suspensión de hematíes Rh positivo,;normaú~S··.a,l/ 
2t en SSF al O. 85\. 

Colocar en un tubo de ensaye de 10 x 75 mm· 0.1·ml;_de eueror.:' · 1 : 

anti-O y diluir con suero salino 2:1 (O.l ml:0.05ml) con•". 
una pipeta serológica de graduación 1/100, ·. · 

Afiadir o .1 ml de la suspensión de hematíes 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 lo más 
complétamente posible. ,. 

ContlnÚa en la. •IQulento hoja. 
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Continuación control positivo. 

Lavar 3 veces el sedimento celular con 2ml de SSF al 0.85\. 
Centrifugando a 1000 rpm / 
cada lavado. 

l min , decantando después de 

Después del tercer lavado añadir SSF al 0.85% al concentra-
do de hematíes hasta el volumen inicial (0.25 ml): 
Dilución del anti-o (2:1) = 0.1 ml de suero anti-o+ 

O.OS ml de SSF + 0.1 ml de 
suspensión de hematíes al 2% 

= 0.25 ml. 

Añadir 0.1 ml de suero anti-humano (de Coombs) a la suspen-
sión de células. Mezclar perfectamente. 

Dejar reposar a temperatura ambiente por 5 min. 

Si hay aglutinación anotarla. Si no se aprecia aglutinación, 
centrifugar a 1000 rpm / 1 min y comprobar nuevamente. El 
resultado final deberá ser la presencia de aglutinación. 

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 aglutinación en la 

prueba y el control positivo y si falta la aglutinación en el 

control negativo. 

Interpretación: 
La prueba de antiglabulina es positiva con frecuencia en 

lactantes con enfermedad hemolítica del recién nacido, en 

pacientes con anemia hemolítica autoinmune y en receptores de 

transfusiones de sangre incompatible [34]. 
Es frecuente encontrar la prueba directa de antiglobulina 

humana positiva en pacientes con anemia hemolítica inmune 

inducida por drogas, ej. las penicilinas, cefalotina, metildopa 

y estreptomicina; en la cual la presencia del fánnaco induce la 

formación de un anticuerpo casi siempre del tipo IgG [34, 69, 

99]. 
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Observaciones: 

a) L.a p~~sencia. de, unos pocos aglutinados visibles solo por el 
iñi.cro·s~~Pio, en sí, es un resultado dudoso debiéndose repetir 

la ·p~eba preferiblemente con un reactivo de antiglobulina 
distinto Ü4J . 

bl El revestimiento de los hematíes de los grupos A y B con las 
correspondientes isoaglutininas anti-A y anti-a en recién 
nacidos, es a menudo difícil de detectar con la prueba de 
antiglobulina debido a que los isoaglutinógenos A y B 
solamente pueden ser demostrados en el segundo mes de la vida 

fetal, pero en general no están ~ompletamente desarrollados al 
nacer. De modo específico los hematíes del grupo A o AB de los 
recién nacidos reaccionan en la mayoría de los casos como si 
perteneciesen al subgrupo A2 o AzB. Al cumplir un año, los 
isoaglutinógenos han alcanzado su plena potencia [34]. Para 
conseguir resultados óptimos hay que centrifugar la muestra 
enseguida después de la adición del su~ro de antiglobulinas. 

Resultan apropiados los reactivos antiglobulinas 

específicamente estandarizados [34] • 

4.2.3.2.2. Prueba Indirecta de Coombs 

FUndamento [2, 15, 30, 56, 92]: 
Se basa en· la- sensibilización de los hematíes in vitre, 

exponiéridolos a un suero que contenga anticuerpos IgG 
incomP1etos, lo~ cua1e~·no·aan capaces de aglutinar por sí solos 

en forma directa, siend6 necesaria la adición de un segundo 
anticuerpo ·(antiglobuiina humana) para inducir la aglutinación 

(Fig. 4-10). 
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:: so yV 
A_erpos + Hematíes --> Hematíev 
~ sensibilizados 

c>V 
Hematíe + Aglutinina Aglutinación 
sensibilizado 

Fig. 4-10. Representación esquemática de la prueba de 
la antiglobulina indirecta. Los anticuerpos libres en 
el suero son enfrentados a hematíes con antígenos 
conocidos produciendo la unión Ag-Ac. Posteriormente 
los hematíes sensibilizados son enfrentados con un 
suero antiglobulina que se fija a los anticuerpos 
produciéndose puentes de unión y se visualizan como 
una aglutinación macroscópica [15] . 

Material: 
Tubos de ensaye de 13 x 100 nun. 
Tubos de ensaye de 10 x 75 mm. 
Gradillas metálicas para tubos de ensaye de 13x100 y 10x75 mm. 
Pipetas serológicas de 1 ml (1/100). 
Pipeta Pasteur. 
Centrífuga (Mod. J-12). 
Baño de incubación a 37•c. 

Termómetro (escala de o• a lOcfC). 

Gasas. 

91 



Material Biológico: 

Suspensión de hematíes al 2% de la muestra a analizar (antígeno) 
o en su defecto suero de la muestra a analizar· (anticuerpo). 

Reactivos (Anexo 1) : 
Suero antiglobulina humana (de Coombs) . 
Solución salina fisiológica al 0.85% (SSF). 

Hétodo [34] : 
Nota 1: Si se trabaja con un suero cuyo contenido de 

anticuerpo se conoce, puede establecerse el contenido 
de antígeno (fenotipo) en los hematíes. 

Nota 2: Si se realiza la prueba con hematíes de composición 
antigénica conocida (fenotipo), puede saberse si un 

suero problema contiene los anticuerpos 
correspondientes, ej. anti-Duf fy o anti-Kell [53]. 

Preparar una suspensión al 2\ de la muestra a analizar. 

Bn un tubo de ensayo de 10 X 75 mm adecuadamente marcado, 
colocar con una pipeta de 1 ml (1/100) 0.1 rnl de suero que 
haya de usarse (notas). 

Al\adir con pipeta de 1/100, 0.1 ml de suspensión de hematíes 
al 2% y homogenizar. 

Incubar la mezcla de hematíes y suero durante 30 min a 37°C, 
según la reactividad y sensibilidad del suero. Si no ha habi-
do aglutinación después de la· incubación, adicionar 2 m1 de 
SSF y centrifugar a 1000 rpm / 1 min. 

Decantar el sobrenadante lo más completamente posible y 
repetir los lavados tres veces con SSF al 0.85% (hasta este 
paso tenemos a los hematíes sensibilizados con el anticuerpo 
específico) . 

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

Al\adir 0.1 ml de la suspensión de hematíes sensibilizados, 
mezclar y dejar reposar durante 5 min a temperatura ambiente. 

Centrifugar a 1000 rpm / 1 min. Resuspender el botón y com-
probar macro y microscópicamente si hay aglutinación. 

Para que la prueba sea válida hay que incluir controles en 
que se empleen hematíes de composición antigénica conocida 
o anticuerpos de especif icida? 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 
aglutinación en la prueba y en el control positivo y si falta 
aglutinación en el control negativo. 

Interpretación: 

La prueba indirecta es uno de los métodos más fidedignos 
para las pruebas sanguíneas cruzadas y en la detección en los 

hematíes de factores sanguíneos para los cuales están disponibles 
los anticuerpos IgG esclusiva o predominantemente, ej. Kell o 

Duffy. Este método se em~lea también para la demostración de 
variantes de Rho poco reactivos (Du) (34] . 

Es una prueba aplicable en la prof ilaxia de la 
eritroblastosis fetal, en esta enfermedad se buscan los 
anticuerpos antes del parto en el suero de la madre [56] , 

asimismo esta prueba permite la demostración de autoanticuerpos 

en el suero de enfermos con anemia hemolítica autoinmune [34] . 

Observaciones : 

1) La prueba indirecta de las antiglobulinas no puede emplearse 

con hematíes que se sabe dan pruebas de antiglobulina directa 

positiva [34]. 
2) EXiste una modificación de la prueba indirecta de 

antiglobulina que en algunos casos tiene una sensibilidad 
aumentada y que se basa en el empleo de hematíes tratados con 

enzimas. Este método, sin embargo, no puede emplearse para la 
demostración de anti-Ouffy, anti-S y algunos otros anticuerpos 

que reaccionan con factores sanguíneos que son destruidos o 
quedan más débiles por la acción de las enzimas proteolíticas 

[34]. 

causas de reacciones falsas negativas: 
al Neutralización del reactivo de antiglobulinas por la globulina 

sérica humana, por lavado inadecuado de la suspensión de 

hematies. 
b) Bl empleo aumentado o diáminuido de la concentración de 

hematies. 
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c) Periódos inadecuados de incubación en la prueba (34}. 

4.2.3.3. Determinación del Título de Aglutininas Frías. 

Las aglutininas de 
humanOs pu_eden tener 

frío (crioaglutininas) 
importancia en el 

para hematíes 

diagnóstico de 
la~oratorio. Estos anticuerpos se descubren en diversos procesos 
pat~lógicos y pueden también existir en sueros humanos normales 

(16] • Los anticuerpos de hematíes tienden a pertenecer a una 
clase dada para un antígeno dado, por lo tanto, anti-A, anti-B, 
anti-P, anti-M, anti-! y anti-Lewis, son generalmente IgM. El 

resto es IgG. Los anticuerpos IgM (anticuerpos completos) tienden 
a reaccionar "en frío 11 con temperaturas Óptimas de 4 • a 25 •C. Los 

anticuerpos IgG (anticuerpos incompletos) reaccionan mejor a 37•c 
(9, 15, 84). 

Las aglutininas frías son anticuerpos específicos para un 

, antígeno llamado I, el cual se encuentra presente en los hematíes 
de casi todos los seres humanos adultos (26, 34, 99. 101). El 
sín~rome de crioaglutininas debe considerarse en todos los 

pacientes con anemia hemolítica 
prueba de antiglobulina directa 
negativa con anti-IgG [761 . 

Fundamento (34, 99): 

adquirida que 
(PAD) positiva 

presentan una 
con anti-C3 y 

La prueba se basa en una reaccion de autoaglutinación de la 
sangre anticoagulada enfriada a 4•c, a esta temperatura se 

favorece la formación del complejo antígeno-anticuerpo (Ag-Ac) . 

La aglutinación queda pronto y completamente dispersada al volver 

a calentar a 37•c. 
En el caso de que la aglutinación se deba a las aglutininas 

de frío (crioaglutininas (CA)), se dispersará al calentarse, 

mientras que cualquier otro tipo de aglutinación producida por 
anticuerpo no sufrirá disgregación del aglutinado. 
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llaterial: 

Tubos de ensaye de 10 x 75 mm. 
Gradilla metálica para tubos de ensaye de 10 x 75 mm. 
Pipetas serológicas de l ml (1/100) . 
Baño de incubación a 37•c. 
Termómetro (escala de o• a lOO'C. 

Hielo. 

llaterial Biológico: 

Suero del paciente. 
Suspensión de hematíes del paciente·a1 5t. 

Reactivos: 

Solución salina fisiológica .al o: B5t ·. (SSF) 

llétodo (56] : 

Extraer sangre y colocarla en incub8ción a·37•c hasta la re-
tracción del coágulo. . 

Centrifugar a 2500 rprn / 10 rnin. Separar suero, evitando la 
hemólisis. Colocar el tubo con suero en bafto de incubación a 
37• ;:, .. 
Extraer sangre de un control normal y mezclar con anticoagu-
lante (sal disódica de EDTA al 5t) • 

Incubar la muestra sanguínea a 37'C durante 5 ~in. 

Tomar l ml de esta muestra y lavar 3 veces ¡os hematíes con 
SSF al 0.85% previamente calentada a 37 e, centrifugar a 
1000 rprn / 1 rnin en cada lavado. 

Preparar una s~spensión de hematíes al 5\ con SSF previamente 
calentada a 37 c. · 
Tanto el suero problema como la suspensión de hematíes al 5\ 
(control normal) deberán mantenerse a temperatura de 37 C 
hasta el término de la prueba. 

Rotular una serie de tubos de ensaye de 10 X 75 mm y colo-
car los en una gradilla metálica a baño de incubación a 31•c, 
seguir el diagrama siguiente: 

Conllnua en la slgulenle hoja. 

95 



Continuación dÉ!.l mé.todo 

Tubo l 2 3 4 5 6. 7 8 9 . 10 
Dil, 1/20 1/40.l./80 'l./160 1/320 

-•>> ··.• 
l./640 l./.1280 l./2160 l./5120 T 

SSF o.ast a· 37 •c (Vol. en ml): 0.2 ml en cada . tubo (l. al l.O) 

· .. ~0 n 
o~ suero del o o o 8 paciente 

(0.2 ml) 

l. 2 3 ······· 9 10 
Mezclar realizar diluciones dobles hasta el tubo 

9, eliminar el volumen de 0.2 ml después 
de la mezcla. 

Suspensión de hematíes: Adicionar 0.2 ml en cada tubo y 
al st a 37•c. mezclar. 

Colocar los tubos en un vaso de precipitado de 250 ml. Este 
debe colocarse en un recipiente con hielo y refrigerar duran-
te una hora. 

Sin centrifugación previa, 
investigando la presencia de 

leer los tubos macroscópicamente 
aglutinación. 

Realizar posteriormente una lectura al microscopio, colocando 
una gota de la mezcla en un portaobjetos previamente enfriado 
en el refrigerador. Leer con objetivo 40x o 100x. 

Anotar el número de tubo en que existe la aglutinación. 

Colocar los tubos en baño de incubación a 37•c durante 20 min ·' 
y volver a leer. 

la agl~ti~~c~~h: Si el efecto se debe a aglutininas en frío, 
deberá desaparecer. 

. . -· 
Si se observa aglutinación en el tubo 10 es necesario rei:>ét·~·F 
la prueba. 

Tubo T = Tubo testigo (tubo 10). .. 

Criterio de lectura: 
El título es la recíproca de la dilución ·del último tubo 

final de la serie que muestra aglutinación. 

Valor de referencia: 
Títulos menores de l:l.000 [99]. 
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Interpretación: 

Títulos mayores de 1:1000 indican el desarrollo de hemólisis 
activa [99], y alteraciones caracterizadas por anemia hemolítica 
y obstrucción de la microcirculación [16, 99], estos anticuerpos 
aglutinan hematíes en una extremidad enfriada, como la punta del 
dedo, de la mano o del pie, la nariz o el lóbulo de la oreja, el 
taponamiento de los capilares por los hematíes agregados causa 
necrosis local [16] . 

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

Algunas formas de anemia hemolítica autoinmune se asocia con 
o son causadas por crioaglutininas. El origen de estos 

anticuerpos puede ser, a que son el resultado de una brecha en la 
tolerancia a los antígenos normales o que la modificación de los 

componentes celulares por la terapéutica medicamentosa o la 

infección viral produce 11 neoantígenos 11 que incitan la formación 

de anticuerpos [16] . 

Observaciones: 

1) La temperatura recomendada para la incubación debe observarse 

estrictamente, efectuar la prueba a 37•c significa mantener 

esta temperatura desde que se obtienen las muestras sanguíneas 

hasta que se leen los resultados, puesto que el enfriamiento 

tendría por consecuencia la adsorción sobre los hematíes de 

los anticuerpos en frío existentes [34, 56] . 

2) Los títulos de aglutinación fría suelen disminuir cuando la 

temperatura de incubación aumenta, pero existen variaciones 

considerables entre los individuos por lo que se refiere al 

margen térmico dentro del cual se produce aglutinación; 

algunos sueros reaccionan solamente por debajo de 2o•c, otros 

hasta 35• e [16] . 

causas de falsos negativos: 

El almacenamiento del suero en forma inadecuada pierde 

completamente su actividad [34] . Bl suero puede guardarse algunos 

días en la nevera a 5•c y hasta'10 a 15 días en la congeladora de 

una nevera y a -2o•c. Puede guardarse prácticamente de una forma 
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indefinida sin que se pierdan sus propiedades si se somete a 
liofilización que es la forma más manejable para su conservación 
[18]. 

4. 2. 4. Pruebas para Determinar la Presencia de Hemoglobinuria 
Paroxística Nocturna. 

La hemoglobinuria paroxística nocturna (HPN) se caracteriza 
por una anomalía intrínseca adquirida de la membrana del hematíe 
y aumenta la propensión de los hematíes a su lisis por el C'. El 
trastorno surge como una mutación somática en una célula 
primitiva hematopoyética pluripotencial, que puede diferenciarse 
no solamente para formar hematíes sino también granulocitos y 
plaquetas, los cuales son asimismo defectuosos en este trastorno. 
Ocasionalmente la HPN puede desarrollarse tras un episodio 
evidente de lesión de la médula ósea, ej. después de una aplasia 
medular idiopática o provocada por fármacos [24, 72, 80, 101]. 

La hemólisis aumenta a menudo por la noche debido a que la 
ret1¡3nción de anhídrido carbónico durante el sueño lleva a una 
ligera caída del pH plasmático, que facilita la activación del 
C' , a. consecuencia de ello, se produce una hemoglobinuria 
nocturna que tiñe la orina del paciente de un color oscuro (de 
ahí el nombre de la enfermedad) [68, 72, 79]. 

La causa subyacente del defecto de la membrana del hematíe 
en la HPN es desconocida, pero guarda relación con uno de los 
modos de fijación de las proteínas de la membrana. Ciertas 
proteínas localizadas principalmente en la superficie externa de 
la doble capa de lípidos, se unen a la membrana por una cola 
glucolípida, la cual comienza en el COOH-terminal de la proteína 
y termina en su fijación al fosfatidilinositol, fosfolípido que 
se encuentra en la capa externa de la doble capa de lípidos. Una 
de estas proteínas es la enzima acetilcolinesterasa y otra, una 
proteína denominada Factor Acelerador de Degradación (FAD), cuya 
actividad se encuentra notablemente disminuida en esta enfermedad 
[56, 64, 72, 98]. Aunque el déficit de acetilcolinesterasa de los 
hematíes en la HPN puede constituir un síntoma que aparece en el 
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curso de la enfermedad, la disminución de la actividad del FAD 

parece ser, al menos parcialmente, responsable del aumento de la 
sensibilidad al C', que ocasiona la hemólisis en ese trastorno, 
asociado a una dismunución de pH (6.5 a 7.0) [101]. 

FAD es una proteína reguladora del C' que inhibe la 
actividad de las vías clásica y alterna, la cual particularmente 
inhibe la lisis en suero acidi~icado por bloqueo de la actividad 

de amplificación de la C3 convertasa. Evitando que se lleve a 

cabo sobre la membrana la secuencia completa de activación del 

C', con la formación resultante del complejo tex:minal 
Csb,6,7,e, y 9, el llamado complejo de ataque a la membrana (59, 

64, 72, 98]. 

Los hematíes de la HPN han sido clasificados en tres 
categorías basadas sobre su interacción con el C' : 
a) Hematíes de la HPN I.- Reaccionan normalmente con el C' y se 

piensa que son residuos de células normales, porque son 

similares a hematíes normales en todo respectivamente. 

b) Hematíes de la HPN II. - Tienen moderada sensibilidad al 

componente del complemento CJ y son de 3 a 5 veces más 

~ensibles a la lisis por el C' que los hematíes normales. 

c) Hematíes de la HPN III. - Son células más sensibles al C', 

siendo de 15 a 25 veces más sensibles al componente del 

complemento CJ que los hematíes normales; también tienen una 

incrementada sensibilidad al componente del C' terminal C5 a 

C• [69]. 

4.2.4.1. Prueba de Hemólisis a la Sacarosa. 

El diagnóstico de HPN requiere una prueba positiva con suero 

acidificado (Prueba de Ham), asimismo, las pruebas selectivas son 

las de hemólisis a la sacarosa y la de lisis de los anticuerpos 

por frío. Las tres pruebas dependen de una susceptibilidad poco 

común de las células de HPN a la lisis por el C' [34, 64]. 

En la prueba de hemólisis con sacarosa los hematíes de la 

HPN son más sensibles a la hemólisis cuando se colocan en 

soluciones de baja fuerza iónica, mientras que las células 

normales no lo son [18, 99}. 
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Fundamento (33, 991: 

cuando se suspenden hematíes en una solución isotónica de 
sacarosa no hay lisis osmótica ya que esta solución no penetra la 
membrana del hematie. En presencia de pequei\as cantidades de 
suero, la células HPN sufren la lisis en la citada solución de 
sacarosa. La baja fuerza iónica de la solución 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 membrana que permiten a la sacarosa 

introducirse en el hematíe: y originan la lisis osmótica. De la 
misma manera, es posible que defectos de la membrana 
suficientemente grandes, como para permitir la pérdida del 

contenido del hematíe sean debidos a la acción del C' . 

Haterial: 
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Gradillas metálicas para tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Centrifuga (Mod. J-12). 

Espectrofotómetro (Baush & Lomb Spectronic 20) . 

Celdas con 1 = l cm. 
Gasas. 

Haterial Biológico: 
Suero sanguíneo fresco normal compatible de grupo sanguíneo ABO 

(SSFN). 
Paquete celular del paciente al SOt (PCP) . 
Paquete celular normal al sot (PCN) . 
ssF al o. est. 

Reactivos (Anexo 1) : 
Solución isotónica de sacarosa de preparación reciente (SIS) . 

NH<OH al O. 04\ (v/v) • 
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Hétodo (34): 

TUBOS 
1 2 

SSFN ABO compatible (ml) 0.25 0.25 
SIS (ml) 4.25 4.25 

MEZCLAR POR INVERSION 

PCP al 50\ (ml) 0.5 --
PCN al 50\ (ml) -- o.s 

HOMOGENIZAR PERFECTAMENTE 

Incubar a temperatura ambiente por 30 min, 

CENTRIFUGAR A 2500 rpm POR 10 MIN 

Observar si hay hemólisis en los sobrenadantes. Si existe 
hemólisis determinar el \ de Hb libre en éstos. 

Simultáneamente preparar un blanco y estándar corno sigue: 
BLANCO: 0.25 ml de suero normal compatible ABO más 4.25 ml 

de SIS. 
ESTANDAR: 0.5 ml de paquete celular del paciente al 50\ más 

4.5 ml de NH•OH al 0.04\. 

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

cálculos: 
D.O. estándar 100\ de hemólisis. 

D.O. tubo problema X t de hemólisis. 

Valores de referencia: 
Negativo: menor o igual al 5\ de hemólisis. 

Positivo: mayor al St de hemólisis. 

Interpretación: 

Del 5 al 10\ es un resultado dudoso. Si se tiene una lisis 

mayor al 5\- el diagnóstico de HPN es casi cierto. Sin embargo, 
algunas hemopatías pueden causar este grado de hemólisis. Por 

encima de un 10\ es I2QJil.t.iy:Q y virtualmente diagnóstico 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 

hemolítica inmune. 

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

4.2.4.2. Prueba de Hemólisis Acida.de Ham. 

Se trata de investigar una posible hemólisis de hematíes 

defectuosas cuando se ponen en Contacto con un suero normal 
· acidificado • 

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

,de HPN son hemolizados por cualquier suero normal fresco; la 

hemólisis puede presentarse a un pH normal, pero aumenta al 

acidificarse el suero¡ la destrucción d~l sistema hemolítico 

sérico por el calor impide el fenómeno de la hemólisis, el lavado 

de ~os hematíes del paciente no impide la acción del suero fresco 

acidificado y finalmente, el suero del paciente no tiene 

propiedades líticas sobre hematíes normales [18] . 

Fundamento (Dacie y Lewis 1968) [98, 99]: 
En la HPN, los hematíes son sensibles a la lisis por el C' 

el cual es adsorbido por aquéllos en suero acidificado en 

ausencia de anticuerpos [34] . En el análisis de la lisis con 

suero acidificado, el C' es destruido mediante calentamiento, lo 

cual induce a una pérdida de la actividad hemolítica del suero 

respecto a las células HPN [98, 99]. 

Haterial: 

Tubos de ensaye de 10 x 75 nnn. 
Gradillas metálicas para tubos de ensaye µe 10 x 75 mm. 

Pipetas serológicas de 1 m1 (1/100). 
Centrífuga (Mod. J-12). 
Baño de incubación a SG•c, 
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Termómetr(). (escala. de o• a 100 •c¡ • 
·Espectrofotómetro (Bausch & Lomb Spectronic 20) 
Celdas con l = l cm. 

·na.terlal Blológlco: 

Suspensión de hematíes del paciente al sot (SHP). 
Suspensión de hematíes del control normal al sot (SHCN) (ABO 
compatible) . 
Suero sanguíneo fresco del paciente (SsFP) • 
Suero sanguíneo fresco del control nonnal (SsFCN). 

Suero sanguíneo fresco del control normal inactivado por calor a 

s6•c por 30 min. (SsFCNI). 

Reactivos (Anexo l) : 
HCl 0.2 N. 
NH•OH al 0.04\. 
SSF al O.SS\. 

Hétodo [34] : 

Diéponer de 
siguiente: 

TUBOS 

SsFCN (ml) 
SsFP (ml) 
SsFCNI (ml) 
HCl 0.2N (ml) 

7 tubos 

l 

o.s 
------

y rotularlos· de a 

2 3 4. 

o.s -- ---- o.s ---- -- o.s 
o.os o.os o.os 

MEZCLAR POR INVERSION 

SHP SO\ (ml) o.os o.os o.os o.os 
SHCN sot (ml) -- -- -- --

cuerdo 

s 

o.s 
-· ----

--
o.os 

MEZCLAR HOMOGENIZANDO PERFECTAMENTE 

Incubar en bai'io de incubación a 
. 37 c por una hora. 

centrifugar cada tubo a 2SOO rpm / 10 min. 

Continúa en la •l9ulcnt.c hoja, 
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Continuación del método. 

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

TUBOS 1 2 3 4 5 6 7 
Grado de hemólisis 
cualitativo que se V +++ + - - - -
presenta en la 
prueba positiva. 

En caso de que la prueba sea 
hemólisis 

positiva determinar el grado de 
cuantitativo del líquido sobrenadante en los tubos 

1, 2 y 3, mezclando 0.3 ml del sobrenadante en 5.0 ml de 
NHIOH al 0.04\. 

Simultáneamente preparar Ün blanco y un estándar como sigue: 
BLANCO: 0.3 ml del SsCn en 5 m1 de NH•OH al 0.04%. 
BSTANDAR 100%: O.OS ml de hematíes del control normal al SOt 

en O.SS ml de NaCl al O.BSt, homogenizar. De 
la mezcla anterior tomar 0.3 ml y adicionar en 
5 ml de NH•OH al o. 04\. mezclar. 

Ajustar a cero de absorbancia o 100 de transmitancia el 
espectrofotómetro con el blanco a una longitud de onda de 540 
nm y leer las O.O. (absorbancias) 
estándar, preparados anterioJ:ll\ente. 

de los tubos 1,2,3 y del 

¡+: ~e~;!~~i:i~e~~~~~!~is. 
+ = ligera hemólisis. 

Cálculos: 
D.O. estándar lOOt de hemólisis. 
D.O. tubos 1,2, y 3 ~~- X,Y y Zt de hemólisis. 

Valor de referencia: 
Normal: menor al lOt de hemólisis; en.'los. 3 tubos. 

Interpretación: 
La lisis de las células HPN aparece con suero normal y del 

paciente acidificados (este último a menudo en un grado menor) . 
Si la lisis se presenta también con el suero normal acidificado e 
inactivado por el calor, la prueba es negativa porque las células 

intensamente esferocíticas pue~en 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, 84, 94]. Una prueba de suero acidificado 
positiva define la anormalidad HPN, tanto en la HPN típica corno 
en la anemia aplásica (ya que el defecto está asociado con una 
clona anormal de células hematopoyéticas, resultantes de un 
evento mutagénico que ocurre durante el curso de aplasia o 

hipoplasia medular ) [18, 69]. Asimismo, se ha observado un 

proceso raro, la anemia diseritropoyética congénita tipo II {en 
este desorden la lisis no ocurre con el propio suero del 
paciente; en este caso es debida a un antígeno extraí'io del 

hematíe que reacciona con IgM, un anticuerpo activador del 
C'presente en muchos sueros normales) [34, 59, 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 llevar a una positividad siendo las células 

no:r:males. Este efecto queda anulado empleando suero normal 

de un donante de grupo sanguíneo AB compatible o 

tipificando cuidadosamente las células que se van a 

examinar y las del donante cuyo suero se va a emplear. 

b) Sobreacidificación. Si el pH del suero se encuentra a un 

nivel demasiado bajo puede aparecer lisis. cuando hay una 

sobreacidificación, normalmente hay lisis en el tubo que 

contiene el suero .sanguíneo del control normal inacti vado 

por calor [99] . 
2) Falsos negativos debidos a: 

a) suero 11 impotente 11 • El suero de algunos individuos no lisa 

rápidamente 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 que el 

suero a emplear es capaz de lisar las células de la HPN 

[99]. 
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4.2.5. Pruebas para Determinar Esferocitosis Hereditaria. 

La esferocitosis hereditaria (BH) o ictericia hemolítica 

cangénita abarca un grupo de trastornos hereditarios de diversa 

importancia, caracterizados por transmisión genética autosómica 

dominante y presencia de esferocitos en la sangre periférica 
[72). 

Todos los pacientes con EH padecen un cierto grado de 

disminución del contenido de espectrina en el esqueleto de la 

membrana; en la forma recesiva rara de la infección, esta 

reducción puede llegar a ser del 50% [56] . Puesto que la base 

molecular del trastorno no puede determinarse en la mayor.ta de 

los pacientes, no se sabe si existefl algunos o múltiples defectos 

de la espectrina de los que eventualmente llegue a averiguarse 

que originan el síndrome de EH. En una minoría de casos ha podido 

demostrarse un defecto de la espectrina que altera su fijación a 

la proteína 4.1 (66, 93]. Esta proteína es un componente 

estructural importante del esqueleto de l~ membrana que ayuda a 

detenninar la morfología del hematíe y las propiedades mecánicas 

de +a membrana [19, 20, 69). 

cualesquiera que sean las bases moleculares, en la BH existe 

una anomalía del esqueleto de la membrana del hematie y, de este 

modo cambia su forma de disco bicóncavo para convertirse en una 

esfera (esferocitos}. Ello implica una disminución de su 

deformabilidad y, como consecuencia, los eSferocitos quedan 

ret.enidos en el bazo, mientras intentan pasar a través de las 

fenestraciones de los cordones esplénicos para penetrar en los 

sinusoides de este órgano. Al hallarse inmersos en este ambiente 

de carencia metabólica {con una baja concentración de glucosa) , 

los hematíes se hacen particularmente propensos a perder más 

fragmentos de su membrana. Tras un número indeterminado de pases 

a través del bazo, los hematíes quedan tan alterados que sufren 

una fagocitosis selectiva por parte de los fagocitos 

mononucleares del bazo. Por consiguiente la esplenectomía, a 

pesar de no influir sobre la anomalía subyacente que padece el 

esqueleto de la membrana de los hematíes corrige la anemia de la 

EH [31, .66, 72). 
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4.2.5.1. Prueba de Fragilidad Osmótica. 

La forma de disco bicóncavo del hematíe implica un exceso de 
extensión superficial en relación con su volumen. Esta 

característica física del hematíe se considera responsable de la 
deformabilidad normal del hematíe. Si la superficie del hematíe 
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 pequeños capilares 
sanguíneos [84, 99] . 

La membrana de los hematíes es de tipo permeable. cuando 
éstos son colocados en una solución hipertónica pierden líquido 
(por lo tanto disminuye su volumen.y se destruyen) hasta que se 
establece el equilibrio osmótico con el líquido circulante. Sin 
embargo, cuando los hematíes son colocados en una solución 
hipotónica, captan liquido (hinchándose) hasta que se alcanza el 
equilibrio osmótico o hasta que se rompen. Por lo tanto existe un 
límite a la hipotonicidad de una solución soportable para los 
hematíes [99] . 

. La prueba de fragilidad osmótica evalúa la relación entre 
superficie y volumen de hematíes normales y anormales. Esta 
prueba depende de la ósmosis; la ruptura de las células resulta 
de la alteración en su forma y disminución de su resistencia a la 
fuerza osmótica más que a un cambio en la composición de la 
célula. 

En las condiciones de la prueba las células esferocíticas se 
rompen más fácilmente que las demás, de tal modo que la prueba de 
fragilidad osmótica es considerada como el índice más sensible de 
la magnitud de la esferocitosis [56, 99] . 

En ciertas Anemias Hemolíticas, ej. EH y Anemias Hemolíticas 
idiopáticas y sintomáticas adquiridas, la resistencia de los 
hematíes a la lisis en soluciones hipotónicas disminuye 
(fragilidad osmótica aumentada), permitiendo que el agua entre a 
la célula en concentraciones salinas que no deforman los hematíes 
normales. El agua entra expande la membrana y la hemoglobina 
escapa. Así es que la fragilidad osmótica indica formación de 
hematíes esféricos, es decir, disminución de la relación entre 
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superficie/volumen de éstos [34] . 
Bn el caso de las talasemias y enfermedad drepanocitica, la 

mayor resistencia a soluciones salinas hipotónicas, es decir, 

menor fragilidad osmótica, es el resultado de un aumento de 
superficie o disminución de volumen o de contenido bioquímico 
del hematíe. En estas condiciones este último toma la forma de 

célula blanco o no se lisa por completo en concentraciones 
salinas bajas que lisan por completo hematíes normles [69, 84] . 

Ftmdamento: 

Cuando los hematíes se sitúan en una serie de soluciones de 
cloruro sódico de concentraciones decrecientes, el agua entra 

osmóticamente 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 crítico de la célula, la 
membrana empieza a permitir la salida de moléculas de gran tamaño 
tales como la hemoglobina. La liberación de hemoglobina al 
liquido sobrenadante se mide espectrofotométricamente y se 
grafica contra la concentración de cloruro de sódico [84, 99]. 

Haterial: 

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Gradillas metálicas para tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Pipetas serológicas de 1 ml (1/100). 
Pipetas serológicas de 5 ml. 

Tapones de hule. 
Baño de incubación a 37•c. 

Termómetro {escala de o• a 1oo•c). 
Espectrofotómetro {Bausch & Lomb Spectronic 20) 

Celdas con 1 = 1 cm. 
Balanza granataria (Serie No. ACS664, capacidad 2 Kg a 0.453 Kg). 

Piseta. 

Haterial Biológico: 

Sangre desfibrinada. 
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Reactivos: 
Soluciones de cloruro sódico: 1.0, 0.95, 0.90, 0.85, o.so, 0.75, 

· · .. ~~10;. o;ss; o;so, o.ss, o.4s, 0.4o, 
.0.3S, 0;30, 0.2S, 0.20, O.lS, 0.10. 

Hétodo [34, 99] : 

I 
Rotular 19 tubos de ensaye de 13 X 100 mm. con la 
concentración en forma decreciente. 

Adicionar s ml de la concentración de NaCl correspondiente a 
cada tubo de ensaye. 

Afiadir o.os ml de sangre desfibrinada a cada tubo, procurar 
que la gota de sangre caiga en el centro de la solución de 
cloruro sódico. 

Mezclar y dejar reposar 30 min. 

Centrifugar a 
sedicmentación 

2SOO rpm durante S min. 
de las células no lisadas. 

para facilitar la 

Tomar las lecturas de D.O. de los sobrenadantes a S40 nm 
utilizando como blanco s ml de solución de cloruro sódico al 
0.9t 

Estas lecturas corresponden al tiempo de O horas. Graficar el 
\ de hemólisis contra la concentración de cloruro sódico. 

II 
3.,. e durante Con sangre desfibrinada preincubar a 24 horas 

realizar el procedimiento anterionnente descrito y obtener eÍ 
gráfico correspondiente a las 24 horas (t de hemólisis contra 
contra concentración de cloruro sódico) . 

III 
Se deben obtener dos gráficos por paciente (O y 24 horas). La 
prueba de fragilidad de hematíes es expresada mejor como una 
curva sobre papel milimétrico lineal incluyendo siempre el 
control normal e indicando las concentraciones salinas a las 
cuales: 

a) Se inició la hemólisis. 
b) Bata fue completa. 
c) Ocurrió el 50% de hemólisis. 
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cálculo: 

% liemólisis 

';".- ~ ... ,. 
D.O .. t';lbo ·. 1!X 1~ de, la ·serie de tubos/paciente x 100 

·-D.O.'; dél:itúbi:i -o por·p_aciente. 

Valores de reC~~~nci·~-; 
PRÁG1ÚoAÍ>'osMb.r1d oi.OA_EN so% DE HEMOL1s1s: 

:•.:;··.« 
,:-,..:, ·.•,; ·.· ;~,~;- > . .-.~_;; :-..~;-.,~ .. ..:. 

24.horas [34] 
- Oj46S-a'0.59 % NaCl 

Inte~~~~~:~c16~-~ :. ;,~;-_ --n; ;,:{ o-:j%~-= N?,:1 · '''"" · 
Antes de_ ia incUb~ci6ri el_ limite ,normal para la fragilidad 

osmótica ~s de º'~"ª 0;4~~ctcde NaCl. 
La incubación a - 3 7 C · durante las 24 horas aumenta la 

fragilidad de -los_ hematies normales (Pig. 4-12, [1->1A]). El 
aumento es incluso." más_ int.enBo para los hematies de la 
esferoc!tosis hereditaria y de la anemia hemolítica congénita 
debida al deficit de piruvato cinasa, la hemólisis puede 
iniciarse.entre 0.4% de NaCl y puede ser completa en casi 0.65 
y o. 7% de NaCl (Pig. 4-12: [2->2Al) . La prueba permite el 
reConocimiento de la esferocitosis hereditaria de bajo grado en 
que ia fragilidad osmótica no incubada puede ser normal [34]. 

Bl aumento de la resistencia lítica del hematíe 
(fragilidad osmótica disminuida) en la cual la hemólisis 
c~mi0nZ~· a O. 4\' de salina y en la que algunas células no 

lieTnOiizadas pueden estar presentes a 0.30\- de salina, es 
.-·observado en la talasemia, anemia falciforme, y en la anemia 

~ipo0:r.ó~ica ordinaria (ferropénica) y enfermedades hepáticas 
(ictericia obstructiva,, enfermedad de Gilbert) (Pig. 4-11) 

[3~]. 

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 
adición de sales osmóticamente activas es indeseable. La 
heparina es el anticoagulante de elección 1 pero puede usarse 

Sangre desfibrinada cuidadosamente. 
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3) Para la prueba cuantitativa mencionada resulta evidente que 
las cantidades de sangre aftadidas 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 secas del tubo ya que ésto puede causar pérdida de 
muestra [34 J • 

4.2.S.2. Prueba de Autohemólisis. 

Mient'ras el hematíe es libremente permeable para los aniones 

plasmáticos (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 osmótico 
en presencia de la presión osmótica de los constituyentes para 

los que no es permeable (principalmente la hemoglobina y los 
diversos intermediarios glucolíticos), el hematíe mantiene un 

sistema energético dependiente de transporte catiónico activo 

[34, 99]. 
Los hematíes no contienen glucógeno y dependen de la glucosa 

para la producción de ATP. Mediante la incubación sin glucosa los 

hematíes normales sufren variaciones estructurales y químicas 

progresivas. Los niveles de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) y de 

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. Batos hematíes se asocian con un aumento de la 

fragilidad osmótica [99] . Los eritrocitos que han sufrido estas 

variaciones tienen una viabilidad dismunuída cuando se reinyectan 

en la circulación. Después de 24 a 48 horas de incubación 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·· acompaBa de la pérdida de fosfato 

y de un número de intermediarios glucolíticos que origina 
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r~du~ción,· del, volumen celular. Simultáneamente, se pierden los 

lípicÍos"cle la membrana y decrece el volumen hemolítico crítico de 
l~ célula, Aproximadamente después de las 48 horas de incubación, 

los hematíes nonnales se vuelven permeables para la hemoglobina y 

ocurre autohemólisis [99] . 

Fundamento (Dacie y Lewis, 1968) [34, 99]: 
cuando la sangre desfibrinada estéril se incuba a 37•c, los 

hematíes sufren una serie compleja de cambios existiendo un 

proceso hemolítico gradual. Las células con defectos metabólicos 

o de membrana manifiestan una lisis mayor que las normales. A 

pesar de que el mecanismo exacto de la lisis es probablemente muy 

complejo, parece que la imposibilid.ad de mantener los gradientes 

catiónicos juega un papel importante en la esferocitosis 

hereditaria. 

Haterial: 

Matraz Erlenmeyer de 250 ml estéril (con l? esferas de vidrio de 

2 a 4 mm de diámetro) . 
Tub9s de ensaye de 13 x 100 mm con tapón de rosca estériles. 

Tubos de ensaye de 15 x 100 mm. 
Gradillas metálicas para tubos de ensaye de 13xl00 mm y lSxlOOmm. 

Pipetas serológicas de 1 ml (1/100) estériles. 
Pipetas serológicas de 10.0 ml. 
Pipetas Sahli con tubo látex. 

Epectrofotómetro (Bausch & Lcmb Spectronic 20) . 

Celdas con l=l cm. 
Microcentrifuga IEC MB Centrifuga (Damon/IEC-División) : 

Centrifuga (Mod. J-12). 
Lector para hematocrito (IBC). 

Balanza granataria (Serie No. Ac5664., cap. 2Kg - 0.453 Kg). 
Termómetro (escala o• a 100 •e)!• 

Material Biológico: 

sangre periférica desfibrinada estéril. 
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Reactivos (Anexo 1) : , _ 
Solución ·~~térÚ'd.~'giu~osa al .1ot en cloruro sódica· al o.ast. -· 
ssF al o. ast:· es.térÚ; 
Solución,de.Drabkin. 

Hétodo [!Í9J ,: 
. 

Se - tcinian·:· con una jeringa estéril, 10 m1 de sangre y se 
desfibrinan mediante agitación ligera y constante en un 
m~traz Erlenmeyer-estéril el cual contiene esferas de vidrio. 

Adicionar O.l ml de solución de glucosa al lOt estéril en SSF 
al O. ast en 2 tubos de ensaye de 13 x 100 mm con tapón de 
rosca;·. a otros 2 tubos adicionar 0.1 ml de SSF al 0.85\ 
estéril. 

Colocar · 2 m1 de sangre desfibrinada a cada tubo (2 con 
glucosa al lOt en SSF al o.ast y 2 con SSF al o.ast). 

Incubar n 37•c durante 48 horas. Invertir una vez los tubos.a 
las primeras 24 horas y continuar la incubación por 24 horas 
más. 

cumplidas las 48 horas de incubación: 

Homogenizar 2 de los tubos 
(glucosa al lOt en SSF al 
o.0st y ssF al o.astl. De 
éstos pipetear O. 02 m1 ) 
colocarlos en 10 ml de so­
lución de Drabkin para de­
terminar- la concentración 
de Hb, asimismo determinar 
el Hto. 

Los 2 tubos restantes 
(glucosa al lOt en SSF al 
0.85\- y SSF al 0.85t) se 

centrifugan a 2500 rpm 
por 15 min para obtener 
suero. Adicionar 0.2 ml 
del suero de cada uno de 
los tubos anteriores a 2 
tubos de ensaye de 15 x 
100 mm que contengan 10 

m1 de solución de Drabkin 
respectivamente. 

Efectuar las lecturas de las D .O. a 540 nm. Utilizar como 
blanco: 1o·ml de solución de Drabkin tanto para las muestras 
de ··sangre como para las de suero. 
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cáculos: 

AST (100 --~ 'Hibr) 
Fórmula general del \ de Hemólisis = ~~~~~~~~--'~~ 

ABT ·X. 10,: 

Donde: 

ASr = D.O. de la muestra de suero en el tiempo·T (48 horas). 
Htor = Hematocrito en el tiempo T (48 horas) . 
ABr = D.O. de la muestra de sangre en el tiempo_ T (48 horas). 

ASTISSFI (100 - HtOT(SSFl) 
t de Hemólisis en SSP = ~~~~~~~~~~~~~~~ 

t de Hemólisis con Glucosa 

Valores de referencia: 

Con glucosa = inferior al 0.6t 

Con SSP = inferior al 3.St 

Interpretación: 

ABT(SSF) X 10 

ASTIGI (100 - HtOTIGI) 

ABTCGI X 10 

[99] 

La autohemólisis, en ausencia de glucosa, está generalmente 

aumentada en esferocitosis hereditaria (10 al 50%), este 

porcentaje de hemólisis puede disminuir mediante la adición de 

glucosa en forma variable; mientras que en el sujeto normal (en 

ausencia de glucosa) raramente excede del 4\ [99] . 
Los pacientes con anemia hemolítica congénita no 

esf erocítica cuyos hematíes muestran únicamente una moderada 

autohemólisis (entre 3 y 6\ en SSF) y ésta es corregida por la 

glucosa, se clasifican como portadores de anemia hemolítica 

congénita no esferocítica tipo I [34, 99]. 

Los pacientes en quienes la autohemólisis es considerable 

sin glucosa (entre 7 y 15\) y en los que este defecto no se 

corrige mediante la adición de glucosa, se clasifican como 

portadores de una anemia hemolítica no esferocítica de tipo II 

[34, 99]. 
La autohemólisis está también aumentada en las anemias 
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autoinmunes con esferocitosis y en las anemias hemolíticas 
hereditarias enzirnopáticas (deficiencia de piruvato cinasa, 

etc.) • En las primeras, la adición de glucosa usualmente no 
protege y en las segundas la respuesta a la glucosa es variada 
[99]. 

4. 2. 6. Pruebas para Determinar Deficiencias Enzimáticas del 

Hematíe. 

Para conocer las anomalías enzimáticas de los hematíes es 

preciso conocer su metabolismo glucolítico, así como algunos 
procesos de oxido-reducción que tienen lugar en los hematíes [18, 
93]. 

Desde el punto de vista metabólico, el hematíe es un 

corpúsculo empobrecido, por carecer de núcleo, mitocondrias, 
retículo endoplásmico rugoso y de otros organelos; tampoco puede 

tener ácidos nucleicos ni ciertas cadenas energéticas, como el 

ciclo de Krebs y la cadena de citocromos. Le es imposible la 
síntesis de moléculas completas y no puede realizar el 

metabolismo de las grasas ni el de los prótidos. Contiene una 
solución de hemoglobina al 33%- y una baja concentración de 

enzimas y otros componentes que intervienen en un número limitado 

de reacciones metabólicas. Estas reacciones dan lugar a 4 

sustancias importantes para la función de la célula: 
1) Adenosín-Trifosfato (ATP), que proporciona la energía 

necesaria a las bombas catiónicas para mantener la 

concentración intracelular nonnal de cationes, así como para 

otras reacciones que permiten a la membrana conservar su forma 

y grado de deformabilidad. 

2) Dinucleótido de Nicotinamido-Adenina reducido (NADH), 

necesario para reducir la rnetahemoglobina. 
3) Glutatión reducido (GSH) , que sirve de reservorio de la 

potencia reductora para proteger la Hb de la lesión oxidativa 

a que darían lugar el peróxido de hidrógeno y otros peróxidos. 
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4) 2,3-Difosfoglicerato (2,3-Dl.'G), que facilita la liberación del 
oxígeno de la hemoglobina e~ las condiciones de tensión de 

oxígeno existentes en los tejidos y que puede intervenir 
también en reacciones con la proteínas del esqueleto de la 

membrana, necesarias para conservar la deformabilidad normal 
de la membrana del hematíe [18, 72, 93]. 

Pero su función se cumple con una energía proporcionada por 
la degradación 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 días a lo largo de la cual está sujeto 
a numerosas agresiones mecánicas y químicas [18] . 

La integridad funcional y física de la Hb, y por ende el 

hematíe maduro, depende de la ener9ía derivada de la conversión 
de glucosa en lactosa, ya sea por la vía Shunt oxidativa 
(aerobia) de hexosa monofosfato (HMP) , o la vía anaerobia de 
Embden-Meyerhof. Muchas enzimas son necesarias para mantener las 

vías de las que depende la degradación. Las deficiencias severas 
congénitas (o raramente adquiridas) de estas enzimas traen 
cambios funcionales de la Hb y hemólisis, produciendo el cuadro 
de ~nemia hemolítica no esferocítica hereditaria (84] . 

Las enzimopatias del hematíe, 
menudo asintomáticas, y que a 

son anomalías congénitas a 
veces se manifiestan al 

establecerse contacto con ciertas sustancias a dosis usualmente 

inofensivas, pero que en los sujetos marcados con estas 
deficiencias pueden provocar cuadros hemolíticOs a veces graves 
[18, 84, 94]. 

En el hematíe normal existen dos componentes metabólicos 
importantes: la glucólisis y los procesos de óxido-reducción. 
Todas las deficiencias· enzimáticas se refieren a estos 2 

procesos. 
Por lo que respecta a la glucólisis, las deficiencias pueden 

afectar a ciertas enzimas determinadas, que pueden afectar 
enzimas de las dos vías, tanto de la aerobia (Pentosas) como de 

la anaerobia (Ciclo de Embden-Meyerhof) . El otro componente 
metabólico es el de las óxido-reducciones, pudiendo existir 

deficiencias o anomalías en las metahemoglobinreductasas, en 

erizimaá relacionadas con el glutatión o en esta misma sustancia y 
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en la catalasa; este grupo no es anemizante [18, 84]. 
Existen dos dificiencias enzimáticas que afectan 

directamente a enzimas de la glucólisis y que son verdaderamente 
importantes desde el punto de vista clínico: la de la 
Glucosa-6-Fosfato-oeshidrogenasa {G-6-PD), que afecta a millones 

de individuos y que corresponde al atajo de las pentosas y la 
deficiencia de la Piruvato 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 energía de la glucólisis, la transferencia de 
fosfato desde el fosfoenol piruvato hasta ADP, lo que da lugar a 
la fosforilación de un compuesto de gran energía, el ATP, de la 
forma siguiente: 

(Acido fosfoenolpirúvico) 

COOH 
COP03H,+ 

CH2 

ADP 

{Acido Pirúvico) 

COOH 
COH 
CH2 

[16, 94] 

La reacción en esencia es irreversible. Las propiedades 
cinéticas de la PC están influidas intensamente por cantidades 

insignificantes de difosfato de fructosa [13, 28]. Un déficit en 
la enzima PC es una causa importante de enfermedad hemolítica 
congénita no esferocítica [99] . se hereda como una característica 

autosómica recesiva 1 ambos sexos se ven afectados por igual. Bl 

diagnóstico se establece . medi~nte una prueba de investigación 
específica o por pruebas enzimáticas [34, 69, 99]. 

119 



rabla 4-7. Clasificación de las deficiencias enzimáticas [18]. 

1)' DefiCiencias de las enzimas de la glucólisis. 
A) Deficiencias del ciclo de Embden-Meyerhof. 

a) Hexocinasas. 
b) Fosfofructosacinasa. 

e) Triosafosfatodeshidrogenasa. 
d) Fosfogliceromutasa. 
e) Fosfohexosaisomerasa. 

f) Fosfotriosaisomerasa. 
g) Fosfoglicocinasa. 

h) Piruvatocinasa. 

B) Deficiencias del atajo de las Pentosas. 

a) Hexocinasa. 
b) Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 

e) 6-fosfogluconodeshidrogenasa. 

d) Lactonasa. 
e) Epimerasa. 

f) Transquelotasa. 
2) Deficiencias de mecanismos energéticos. 

A) De óxido-reducción. 
a) Glutatión reducido. 
b) Glutatión reductasa. 

c) Glutatión peroxidasa. 

d) Catalasa. 

B) De fosforilizaciones. 
a) Adenosin trifosfato. 
b) Adenosín trifosfatasa. 
c) Adenilatocinasa. 

3) Miscelánea . 
A) Hemoglobinas inestables. 
B) Aumento de la lecitina del estroma. 
C) Hematies con sodio bajo y potasio alto, 
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Mecanismo de Hemólisis: 

La PC cataliza la formación de piruvato desde 
fosfoenolpiruvato (PEP) con la generación de ATP desde ADP [28] . 

Los hematíes generan aproximadamente 90\- de sus requerimientos 

energéticos a través de la vía de la glucólisis anaeróbica de 

Embden-Meyerhof. Los hematíes deficientes en PC fallan para 

generar cantidades suficientes de ATP para mantener la función 
normal de la membrana del hematíe (69] . En los defectos graves de 
PC, la anemia hemolítica ~e debe probablemente a una glucólisis 

imperfecta en el hematíe, la cual depende a su vez del 
metabolismo de la glucosa a lactato para proveer los 

requerimientos de energía del hematíe. Debido a la incapacidad 

heredada de catalizar normalmente un determinado paso en la 
glucólisis, los reticulocitos y otros hematíes jóvenes 
probablemente sobreviven un corto espacio de tiempo en virtud de 

su más flexible y, cuantitativamente, más activa maquinaria 

metabólica. A medida que envejece la célula, sus actividades 

enzimáticas incapaces de mantenerse se desgastan y decaen. Este 
proceso normal aumentado por una imperfección genética 

determinada de un punto de la glucólisis conduce a un 

acortamiento de la vida media y a la anemia hemolítica [28, 44, 

93, 99]. 
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~ cuantitativa ~ ~ lle ~ .ciJ¡¡¡¡¡¡¡_._ 

Fundamento (Beutler, 1971) [94]: 

La PC, cataliza la fosforilación del ADP al ATP por la 
acción del PEP con formación de piruvato. La pérdida de 

fluorescencia del NADH bajo luz ultravioleta se observa como 
prueba de la presencia de Pe, teniéndose la siguiente reacción: 

PC 
PEP + ADP Piruvato + ATP 

M9Cl2 KCl 

Piruvato + NADH Lactato + NAD+ 
LDH 

Material: 

Micropipetas de 5, 10, 20, SO, 100 y 500 µl. 
Bafto de incubación a 37•c (Serial No. Al6145). 
Tennómetro (escala o• a ioo•c-r. 
Epe.ctrofotómetro para celdas de Cuario. 

Haterial Biológico: 
Hemolizado l/20 (dializado 12 horas en solución estabilizadora) 

(Anexo 1). 

Reactivos (Anexo 1): 

Tampon Tris HCl-EDTA, pH 8.0. 
KCl (mol/lt) . 
M9Cl2 (0.1 mol/ll. 
NADH (2 mmol/ll • 
ADP (30 mmol/l). 
LDH (60 U/ml) . 
PDF (lO mol/l). 
PEP (100 mmol/1). 
Agua bidestilada. 
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Hétodo [94) : 

Efectuar las siguientes indicaciones: 

Tampón Tris HCl-EDTA 
pH a.o (µl) 

KCl mol/l (µl) 
MgCl2 0.1 mol/l (µl) 
NADH 2 rrunol/l (µl) 
ADP 30 rrunol/l (µl) 

(neutralizado) 
LDH 60 .U/ml (µl) 
PDF.10 mol/l (µl) 
H20 bidestilada (µl) 
Hemolizado 1/20 (µl) 

1 

(B) 

100 
1ó.,)'-~,,~ :, . . .. ·10-0. T •• • 

100·"·' .. i100"•'": 
100 100 : 

·so" 

100 

380 
20 

.100 ... 

330· "' 
20 

.;.100 

.. :455. 
20 

4 

'+·PDF) 

100 .. -~----: ". so 
405 

20 

INCUBAR A 37•c (DURANTE 10 MINUTOS) 

PEP 100' rrunol/l ' 100 100 

MEDIR LA .VARIACION DE LA ABSORBANCIA (A) POR_M~~,A.3 .. 40 nm, 
A UNA T •OSCILANTE ENTRE 25 ·A' 37• C. 

cáculos: 

A340 1 100 
,:~. ·•.UI/gca. ~ X ~ X -m;- = 

Donde: 
B·.= ·Blanco;)c::· .. _ :..;.:~, 

Si'= Sustrato. (PEP) •a saturación. 
S2 collti~~e"·ú-na baja co~centración de PEP. 

S2 + POF: .. = C~ntiene el activador PDF. 

A340{min. 

Hb(g/dl) 

Con:·Y:lo . anterior se pretende por una parte, medir la 
actividad de PC a concentraci'ón saturada de su substrato PEP 
(reacción enzimática .convencional), y por otra, detectar la 

posible existencia de variantes deficientes de PC con alteración 

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 activación por los productos de degradación de la 
fibrina (PDF) [84, 94). 

Valores de referencia: 
(X ! 2 DE a 37 0 C). 

PC (St): 6.9 a 11.1 UI/g lib. 

PC (S2): 9.0 a 31.0 UI/g lib. 

PC (S2 + PDF): 42.S a 60.9 UI/g lib. 

Interpretación: 
La PC es una enzima d~pendiente de los hematíes jóvenes, por 

lo que aumenta, a veces intensamente, en el curso de una 
reticulocitosis. 

En ciertas anemias, especialmente las debidas a 
dishemopoyesis, puede hallarse disminuida incluso hasta en un SO\ 

de su actividad normal [94] • 

Observaciones: 

Dado que la actividad de la enzima (PC) aumenta en 
aproximadamente un 2 a ?% por grado, no es posible obtener una 
buena reproducibilidad sin un equipo que este termostáticamente 

controlado [99) . 

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

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-FD) constituye la 

enzima del hematíe que se ha investigado de un modo más 
exhaustivo. 

Cataliza la oxidación de la glucosa-6-fosfato (G-6-P) a 

6-fosfogluconolactona, que rápidamente se desdobla a ácido 

6-fosfoglucónico. En la reacción el NADP+ se reduce a NADPH (18, 

28, 93, 99). 

La enzima es mucho más activa en los hematíes jóvenes que en 
los viejos. En presencia de su'coenzima, el NADP+, la enzima se 

desplaza electroforéticamente como una banda principal única [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-PO presentes en personas normales 

denominados tipo A y tipo B, cuya mayor diferenciación se 

establece por electroforesis en medio alcalino. 

El tipo B es característico 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 está muy disminuida la actividad de la enzima. 

Particularmente los hematíes se encuentran gravemente afectados y 

la deficiencia de G-6-PD d~ como resultado una anemia hemolítica, 

sobre todo después de la administración de fármacos o agentes 

químicos [99] que incluyen sulfonamidas, ácido p-amino-salicílico 

fenilhidrazina, acetanilida, primaquina y nitrofurantoína 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 que 

condiciona la secuencia de aminoácidos de la enzima G-6-PD. La 

enzima nozmal que se forma puede ser sintetizada en cantidad 

normal, pero su estabilidad in vivo puede estar disminuida como 

ocurre en el caso de la mutación A. Otras mutaciones tal como la 

que produce la enzima, parecen originar la formación de un menor 

número de moléculas de enzima cada una de ellas con actividad 

enzimática normal, pero con propiedades distintas [28, 69, 72, 

93, 99]. 

Mecanismo de Hemólisis: 

Se desconoce la razón exacta del por qué la vida media de 

los hematíes deficientes en G-6-PD se acorta en muchas 

circunstancias como en la administración de fármacos, el periódo 

neonatal o durante las infecciones. 

La hemólisis inducida por fármacos en las células 

deficientes en G-6-PD se acompaña generalmente de la formación de 

los cuerpos de Heinz, partículas de Hb desnaturalizada y 

proteínas del estroma, que solo se producen en presencia de 

oxígeno. 
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El mecanismo por el cual tales cuerpos de Heinz se forman y 

se agregan ·al estroma de los hematíes ha estado sometido a 

múltiples investigaciones y especulaciones. Se ha encontrado que 

la exposición de los hematíes a ciertos fármacos da lugar a la 

formación de bajos niveles de peróxido de hidrógeno (H202), como 

si el fármaco reaccionase con la Hb. Por otra parte, algunos 

productos pueden formar radicales libres que oxidan el glutatión 

reducido (GSH) sin formación de H20z como intermediario (10] . La 

formación de radicales libres de GSH por medio de la acción del 

peróxido o por acción directa de los medicamentos puede seguirse 

de oxidación del GSH a la forma de disulfuro (GSSG) [67, 70, 99], 
o bien, combinando el glutatión con la Hb para formar un 

di.sulfuro mixto. Estos disulfuros ~ixtos se cree que se forman 

inicialmente con el grupo sulfhidrilo en posición 93 de la Hb. El 

disul furo mezcla de GSH y Hb probablemente es inestable y sufre 

cambios en su estructura, exponiendo los grupos sulfhidrilos 

internos a la oxidación y a la formación de disulfuros mezclados. 

Una vez que a ocurrido esta oxidación la Hb está 

irreversiblemente desnaturalizada y precipitada en forma de 

cuen>os de Heinz. Hasta cierto punto, los hematíes normales 

pueden defenderse de estos cambios por reducción de GSSG a GSH y 

por reducción de los disulfuros GSH-Hb por medio de la reacción 

de la glutatión reductasa [11, 28]. Sin embargo, la reducción de 

estos puentes disulfuro requiere una fuente de NADPH. Los 

hematíes deficientes en G-6-PD son incapaces de reducir el NADP a 
NADPH en proporción normal. En consecuencia, no pueden liberar 

H2.02 ni reducir los disulfuros de Hb-GSH. Cuando tales células 

son estimuladas por fármacos forman cuerpos de Heinz más 

rápidamente que las célu·las normales. Las células que contienen 

cuerpos de Heinz encuentran dificultades para salvar la barrera 

esplénica y son eliminadas rápidamente de la circulación (11] . 

La formación de MetaHb acompaña frecuentemente a la 

administración de fármacos qv.e tienen capacidad de producir 

hemólisis de las células con defecto de G-6-PD. Los grupos heme 

de la MetaHb se separan de la axihemoglobina (OxiHb). Por esto, 

se ha sugerido que la formación de MetaHb puede ser un paso 

importante en la degradación oxidativa de la Hb a cuerpos de 
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Heinz (o es un efecto secundario incidental de fármacos 

oxidativos) . La susceptibilidad a la ictericia neonatal de los 

niños deficientes en G-6-PD puede representar el resultado de la 

escasez de G-6-PD junto con un descenso de los niveles sériCos .. de 

glucosa, ambas circunstancias se encuentran en el periódo 

neonatal, y la relativa inmadurez enzimática del hematíe del 

recién nacido [11, 12, 69, 67, 99]. 

4. 2. 6. 2 .1. Prueba de los cuerpos de Heinz para Células 

Deficientes de Glucosa-6-Fosfato oeshidrogenasa. 

Fundamento [34, 69, 84]: 

La acetilfenilhidrazina, sustancia oxidante, se añade a la 

sangre del paciente y a la del control. Después de una incubación 

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 

coloración con cristal violeta. 

Material: 

Tub~s de ensaye de 13 x 100 mm., 

Tapones de hule. 
Gradillas metálicas para tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Pipetas serológicas de 1 ml (1/100) • 
Pipetas serológicas de 5 ml. 

Baño de incubación a 37•c (Serial No. A16145). 

Gasa. 

cubreobjetos. 
Portaobjetos. 

Pipetas Pasteur. 

Microscopio óptico (Binocular Rossbach) • 
Termómetro (escala o• a ioo• C) . 

Haterial Biológico 

Sangre completa. 
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Reactivos (Anexo 1): 
Acetilfenilhidrazina (r.a.). 
Violeta de cristal. 
Oxalato de sodio y potasio. 

Hétodo [34] : 

;!, 

A 2 ml de solución de acetilf enilhidrazina 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 baño de incubación a 37• e durante 2 
horas. 

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

Tapar las preparaciones con 
10 min. 

un cubreobjetos y dejar reposar 

Examinar 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 reCerencia: 

De O a 30t [34] 

Interpretac1 ón: 

Los valores de individuos con déficit de G-6-PD (o defectos 
en el sistema glutatión o hemoglobinas inestables) serán más 
elevados generalmente más de un 45t [34]. 
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4.2.7. Pruebas para Determinar Hemoqlobinopatías. 

En los individuo a normales se encuentran por lo merios tres 
tipos distintos de hemoglobinas (Tabla 4-8 y Fig. 4-14). 

1) Hemoglobina adulta (Hb At): a2flz. Consiste de dos porciones 
moleculares idénticas, cada una de ellas formada por dos cadenas 
polipeptídicas a (constituida por 141 a. a.) y dos cadenas fl 

(constituida 146 a.a.). Cada cadena está ligada a un grupo heme. 
La molécula es elipsoidal, con los 4 grupos heme en su superficie 
donde funciona combinándose reversiblemente con el oxígeno (Oz) o 
bióxido de carbono (COz) . La Hb At es la fracción mayor en 

adultos y constituye el total de hemoglobina de 92 a 96% [34, 62, 

69, 72]. 

2) Hemoglobina A2: a2~2. Constituye del 1.5 al 3.5\ de la 
hemoglobina del adulto normal y consiste de dos cadenas a como la 
Hb At más dos cadenas ó. Las cadenas ex son similares a las 

cadenas ó difiriendo solamente en 8 de sus 146 a.a. [34, 62, 69, 

72]. 

3) Hemoglobina Fetal (HbF) : a272. La HbF se asemeja a la HbA en 
que posee 2 cadenas a, pero difiere de ella en que tiene 2 

cadenas 7 en vez de 2 cadenas f3. La producción de cadenas 7 
comienza durante las primeras fases de la vida fetal y continúa 

luego sin interrupción. La producción de cadenas 7 empieza a 

disminuir poco después del nacimiento, hasta ser reemplazada por 
cantidades crecientes de cadenas f3. 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 sólo cantidades mínimas de 

HbF (menor del H) [34, 62,69, 72]. 

cuando se presentan alteraciones cualitativas o 

cuantitativas de la globina, secundarias a mutaciones genéticas, 

cuya consecuencia puede ser una modificación estructu~al 

(hemoglobinopatías estructurales) o a una disminución más o menos 
importante en la síntesis de una cadena globinica 

estructuralmente nonnal (talasemias) se denominan 

hemoglobinqpatií!.2 Cglobinopatí2.al [34, 69, 72, 94). 
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~abla 4-8. HEMOGLOBINAS . N_ORMALES PRES!!!ITES . EN EL ADULTO., 

Oena111:inació~ 

HbAt 

HbA2 

HbF 

40 

30 

20 

10 

o 

' ' ' 

Cadenas de Hb total.e 
globina {\) 

<X2/l_2 92 al 96 

a262 1.5 al 3.5 

0[21'2 

- Cambio de !lb 
embrionaria a 
HbF 

-6 

l. 

-3 

Intervalo de edad 

. _ Existe después del 
nacimiento y a partir 
del 6º mes de vida 
constituye el \ de !lb 
total en el adulto 
[34, 69, 72]. 

Constante desde el 
nacimiento [36, 69, 
72, 94]. 

Elevada durante la 
vida fetal, después 
del nacimiento dismi-
nuye hasta permanecer 
constante a los 6 me-
meses de edad [18, 
34, 69]. 

(adulta) 
adulta) 

+3 +6 

Prenatal Nacimiento Postnatal 
Edad en Meses. 

Fiq. 4-14. Síntesis de cadenas de globina prenatal y postnatal. 
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Las anomalías genéticas pueden dar lugar a una variante 
estructural de la hemoglobina, alterar la producción de una 
cadena de polipéptidos o ambas cosas a la vez. La gran mayoría de 

las anomalías estructurales resultan de sustituciones de un sólo 
aminoácido como consecuencia del reemplazamiento de un sólo 

nucleótido en un codón (triplete de nucleótidos que codifican un 
aminoácido). Las variantes estructurales raras, surgen a 
consecuencia de la delección de un nucleótido de un codón, lo que 

da lugar a un cambio en la trama de lectura de los codones en 
sentido descendente, con la consiguiente delección de uno o más 
residuos de aminoácidos o, a la inversa con extensión de la 

cadena polipéptidica por alterarse el codón final [721 . 
Según sean su clase y locali~ación, la sustitución de un 

aminoácido en una cadena de globina puede alterar o no el 
comportamiento de la molécula de hemoglobina. Si la anomalía 
estructural produce manifestaciones clínicas, se dice que el 
paciente padece una hemoglobinopatía. Teniendo en cuenta su 

prevalencia a escala mundial, las varia~tes estructurales de 
importancia de la cadena son 3: 

HbS (a2fj26-Clu-Vo.l) 

HbE {a2fj 226-Clu-LI•) 

HbC (a21326-c lu-1 l •) 

[72) 

Mecanismos responsables !ie. la enfermedad ~í~ 
cuando una anomalía genética de la síntesis de globina da 

lugar a una enfermedad clínica interviene en ella uno de los 

siguientes mecanismos: 

l) Polimerización y Gelación intracelulares de las moléculas de 

!lb. 

En los hematíes que contienen grandes cantidades de Hb S, 
este fenómeno se incrementa cuanto mayor es la desoxigenación de 

la molécula de Hb, inicia la formación de células rígidas y 
deformes. Tales células, denominadas falciformes o drepanocitos, 

tienen una supervivencia sumamente acortada y son capaces de 

viajar nonnalmente a través de la microcirculación. A 
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consecuencia de ello, se produce una anemia hemolítica crónica y 

crisis dolorosas de oclusión vascular. Aunque en menor grado, la 

Hb C tiende a agregarse y a dar lugar a células más rígidas de lo 
normal [72]. 

2) Supresión de la síntesis de la cadena de globina. 
Ello da lugar a los síndromes talasémicos. La anemia surge 

no solamente a consecuencia de una reducción global de la 

síntesis de Hb A, sino que tiene igual importancia a este 

respecto el desequilibrio en la síntesis de la cadena de globina. 

Bn las talasemias /3, se acumula un exceso de cadena ex: en el 

hematíe en desarrollo; .ª consecuencia de ello se forman 

precipitados de cadenas ex: agregadas que se asemejan a los cuerpos 

de Heinz y se adhieren a la membrana celular. Los precursores del 

hematíe en desarrollo que contienen estos precipitados pueden 

destruirse en el seno de la médula ósea, por lo que se produce 

una eritropoyesis notablemente inefectiva, característica de las 

Talasemias f3 graves. 

Los hematíes que consiguen penetrar en la circulación son 

rápidamente eliminados de ella por los fagocitos mononucleares 

del bazo. Sometidos a este estrés, en la médula algunos 

precursores del hematíe siguen una vía de diferenciación más 

primitiva, con la formación resultante de hematíes que contienen 

cantidades variables de Hb F. Debido a ello reduce el número de 

cadenas -r libres, tales hematíes son capaces de supervivencias 

más prolongadas [l, 72, 84]. 

En la talasemia ex:, las cadenas ~ en exceso existentes en la 

célula forman tetrámeros (ll•) que pueden permanecer en solución 

durante cierto tiempo, corno una Hb anormal, en las células 

circulantes, denominadas Hb H. Los pacientes con limitada 

capacidad de síntesis de las cadenas a forman también una Hb F 

que es anormal y que contienen tetrámeros de las cadenas l' (Hb 

Bart's) [l, 72, 84]. 

3) Desnaturalización de las hemoglobinas inestables. 

Existen diferentes anomalías estructurales, ej. las 

sustituciones de aminoácidos que desestabilizan la cavidad de 

fijación para el heme en una cadena polipeptídica de la globina, 
las cuales incrementan la susceptibilidad de la molécula de 
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hemoglobina a la desnaturalización. Ya sea de manera espontánea o 
tras la exposición de los hematíes a un estrés oxidativo (ej. 
exposición a un fármaco sulfamidico) , la !lb desnaturalizada se 
precipita y se une a la membrana celular, formando los cuerpos de 
Heinz, que dan lugar a que el hematíe sea ingerido por los 
fagocitos mononucleares, con el consiguiente desarrollo de una 
anemia hemolítica {72, 83, 84, 91, 100). 
4) Acumulación de metahemoglobina. 

Bn las raras hemoglobinas M, la sustitución de un aminoácido 
en una cadena de globina favorece la tendencia del hierro a 
oxidarse para formar metahemoglobina [52] . Puesto que esta no 
puede fijar oxígeno, el estado homocigoto es incompatible con la 
vida, el individuo heterocigoto tiene cerca de un 40% de Hb M, y 

la manifestación clínica principal consiste en una cianosis 
persistente [25]. 
5) Afinidad anormal por el oxigeno. 

Este cuadro surge por la existencia de una Hb anormal, con 
sustitución de un aminoácido de la globina, lo que da lugar a un 
aumento de la afinidad del heme hacia el oxigeno. La !lb anormal 
fija el oxígeno tan fuertemente que éste deja de liberarse 
normalmente en los tejidos, al caer la presión parcial de oxígeno 
en los capilares. Los tetrámeros !lb H (~•) y !lb Bart•s (T•) fijan 
asimismo el oxígeno tan intensamente que no pueden ejercer la 
función de proteínas transportadoras del oxígeno [72, 84]. 

4.2.7.1. Hemoglobinopatias Estructurales. 

Son el resultado de una mutación (en general sustitución de 
un aminoácido por otro), a nivel de una de las cadenas de globina 
(a o p) . Asimismo se han descrito mutaciones de las cadenas 6 y 7 
siendo éstas mucho más raras. Las hemoglobinopatías estructurales 
se transmiten hereditariamente con carácter autosómico, por lo 
que en el estado homocigoto no existe Hb normal y solo hay la Hb 
anómala, mientras que en el estado heterocigoto existe un 50\ de 
la HbA y un 50\ de Hb anómala, si la mutación afecta la cadena~; 
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Y un 70.t de HbA y un 25t de !lb a~ó~~t'·" si la mutación afecta. a 
la. cadena a (Tabla 4-9) (37, 63, 94],. 

Tabla 4-9. Principales cuadros .drepan9citícos (72] . 

Diagnóstico. Genotipo 

Rasgo de células (l•13• 
falciformes. 

Anemia de células fls/3 s 
falciformes. 

Enfermedad SC /3 5 /3c 

Talasemia-Drepa- /3 5 /3° 
nocitosis. 

13 5 13• 
Otras hernoglobino­
patías estructurales 
(Hemoglobinas inestables) 

fl Pa~·~6~ de hemoglobina 

.•, HbA 111:>$ 

HbS, no Hl:>A 

Hl:>S HbC 

HbS, no HbA 

HbS HbA 

f3º indica un gen talasémico que bloquea completamente l~ 
síntesis de cadena. 

,a+ indica un gen talasérnico que limita, pero que no blo­
quea completamente dicha síntesis. 

i) Aru:I!Jli ~ ~ Falciformes. 

La anemia drepanocítica es una anemia hemolítica producida 

por la homocigosis de los genes de los hematíes falciformes. Se 
encuentra casi exclusivamente en los individuos de raza negra 

(37' 72' 101] . 
Bn la HbS, el ácido gl utámico del aminoácido en la sexta 

posición sobre la cadena f3 es sustituido por valina 
(0:2,a2

6 -c1u-vai) • Esta sustitución se efectúa en la superficie de 

la molécula y cambia su carga, de ahí su movilidad electroforéti­
ca. La HbS es libremente soluble cuando está completamente 

oxigenada; cuando se elimina el oxígeno de la HbS, aparece la 
polimerización de la Hb anormal formando tactoides (cristales 

líquidos) que son rígidos y deforman la célula dándole la forma 
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falciforme. proceso que ocurre cuando los hematies contienen la !lb 
S en .c.antidad superior al 20t. [18, 34, 37] . En la enfermedad de 
HbS homocigótica aparece la drepanocitosis en tensiones f isioló­
gicas del oxígeno, y la rigidez de los hematíes es responsable de 
la hernólisis así como de la mayoría de las complicaciones. Las 
células rígidas son más vulnerables a los traumatismos y son 
fácilmente atrapadas por el sistema retículo endotelial, en 
especial por el bazo, lo que explica la hemólisis [34, 69] . 

La enfermedad de células falciformes no es de una sola 
patofisiología, existen factores que afectan el 

gravedad y los resultados clínicos de la 
drepanocitos como son: 

comienzo, 
formación 

la 
de 

1) El porcentaje de !lbs y HbF: Los individuos con rasgos de !lbs 
en cuya sangre hay un porcentaje de la misma inferior al 50\, son 
generalmente asintomáticos. En individuos de genes homocigotos de 
HbS, el porcentaje de ésta puede llegar del 70\- al 99\. Hay una 
correlación inversa entre el \ de HbF y la gravedad de los sínto­
mas clínicos. Existe una distribución het~rogénea de HbF en los 

hematíes s-s homocigotos, a mayor cantidad de HbF es rnenór la 

fortpación de células en hoz. Está 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 can 
tidad de HbF, homogéneamente distribuida en los hematíes [5,99]. 

2) La tensión de oxígeno: Siendo éste el más importante 
determinante fisiológico para la gelación de HbS. La 
polimerización ocurre solamente con desoxigenación (101] . 
Estudios in vitre indica~ que la tensión de oxígeno en la sangre 
se acerca a la proporción de 35 a 45 mmHg, la cual debe disminuir 
más para inducir la formación de hoces en individuos que tienen 
rasgos drepanociticas. También es evidente que para la fonnación 
de drepanocitos in vivo es necesario que la sangre este 

desoxigenada [99] . 
3) Distribución homogénea de densidad celular: Morfología y tipo 
de distribución de !lb en las células [87] . 
a) Células falciformes irreversibles (con HbS de 70 a 90\) . Batas 

células son deformadas y no recuperan la forma nonnal al ser 
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expuestas al oxígeno. La existencia de esta forma, en los 
·hematíes proporciona un eslabón en un ciclo progresivo de 

deformación en drepanocitos, estasis, desoxigenación y mayor 

formación de éstos [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 formación de drepanocitos depende también del pH, con 
mayor formación a menor nivel de éste [99] . 
5) Fragilidad mecánica de las células falciformes: Factor 

importante en la hemólisis.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 reconstrucción de un 

ciclo patológico, en el cual la desoxigenación conduce a la 

deformación de los hematíes [98, 99]. 

ii) fülagQ sl& iliJ.l1M Fa 1 e i formes , 

El término 11 rasgo 11 , está referido al estado heterocigoto. 
Este es una combinación de HbA y HbS [69], es decir un gen Ps y 

otro pA y carece de síntomas clínicos. Aunque la intensa 

desoxigenación origina que los hematíes adopten la morfología 

falciforme in vitre, el grado de dicha desoxigenación, resultante 
de la sangre a través de la microcirculación, no da lugar a la 

aparición de la mencionada morfología de un modo significativo in 
vitre (69, 72, 101]. La electroforesis de la Hb revela la 
presencia de aproximadamente 60 a 70\ de HbA y 30 a 40\ de HbS. 
La mayor proporción de HbA se cree que refleja la mayor afinidad 

de las cadenas a hacia las ¡:JA que hacia las p 5
• Los niveles de 

HbF no se encuentran elevados [72, 99, 101]. 

iii) Bnfemedades ss:_ 10:2¡:J26-Glu- Lis) • 

Es un estado heterocigoto doble (2 hemoglobinopatias f3) , 

donde una cadena p anormal y diferente, heredada de cada 

progenitor ocasionando una interacción de la HbC con la HbS 
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produce una anemia hemolítica cuya gravedad puede ser variable 

(intermedia entre el rasgo y la enfermedad drepanocítica) [34, 

47) • La libe y la llbS se dan en cantidades iguales. La llb fetal 

varía desde nonnal hasta un 7%. Dado que no se pueden formar 

cadenas normales, no hay HbA [34, 72, 101]. 

iv) Talasemia-Drepanocitosis 

l) Talasemia a-concomitante. 

Aproximadamente un 15% de individuos de raza negra poseen un 

solo gen a en el cromosom~ 16 (deleción genética conocida como 

talasemia a2) . Por lo tanto, se tienen pacientes con anemia de 

células falciformes que al mismo tiempo sean homocigotos o 

heterocigotos para la talasemia cx2 [72, 101) . Debido a que la 

reducción de la concentración intracelular de Hb disminuye la 

tendencia de la HbS al pasar al estado de gel, los pacientes con 

anemia de células falciformes y talasemia a concomitante suelen 

hallarse algo menos endémicos que los que presentan solamente 

anemia de células falciformes [72] . 

Debido a que la síntesis limitada de las cadenas a acentúa 

el efecto de la mayor afinidad de éstas hacia las cadenas ~A que 

hacia las 13 8
, la combinación del rasgo de células falciformes y 

talasemia a2 aumenta la diferencia entre los porcentajes de HbA y 

llbS hallados en los hematíes de las células falciformes. Así, un 
individuo con rasgo de células falciformes puede tener 

aproximadamente un 60\ de HbA y un 40\ de Hbs siendo homocigoto 

para la talasemia a2 dichas cifras pueden ser de 70 y 30% 

respectivamente [72, 101]. 

2) Talasemia- f3-drepanocitosis. 

Mientras que el gen de la talasemia a disminuye la 

expresividad del gen ~ 6 , ésta aumenta por el de la talasemia ~. 
La heterocigosidad doble para un gen /3s y para otro de la 

talasemia f3 aumenta la proporción de HbS en los hematíes y da 

lugar a enfermedad clínica. Si el gen de la talasemia f3 suprime 

totalmente la producción de 13A (Gen ~0 ) , los hematíes no 

contendrán llbA, y la gravedad de la enfermedad clínica del 

paciente se acerca al estado homocigótico para la HbS, es decir, 
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anemia de células falciformes. Si en cambio, dicha supresion no 

es completa (Gen 13+) , los hematíes contendrán aproximadamente un 

15 a 30\ de HbA con manifestaciones clínicas más leves que en la 

drepanocitosis [72, 101]. 

Otras hemoglobinopatías estructurales. 

l) Hemoglobina C (azA ,:Jz6Glu->Lls) • En la HbC, el ácido 

glutámico de la sexta posición N-terminal de la cadena f3 es 

sustituido por lisina [18, 47, 99, 101]. El individuo 

heterocigoto para el gen de la HbC no sufre enfermedad clínica, 

en estos casos se observan células en diana en la extensión de 

sangre priférica y, HbA y HbC e~ la electroforesis [72] . El 

individuo homocigoto para este gen padece una enfermedad 
hemolítica leve, en la morfología se presenta 

células en diana y una población de 

distorsionadas y de aspecto plegado [18, 72]. 

una combinación de 

células pequeñas 

2) Hemoglobina D 

del ácido glutámico 

fl [iO]. 

(0:2132
121

-Glu->Gln) • Resulta de una sustitpción 

por glutamina en la posición 121 de la cadena 

El estado heterocigoto no origina síntomas. La Hb anormal 

representa entre un 35 y 50 t de la Hb total [99] . 
3) Hemoglobina E (a2f32 

26
-Glu->LI•) • Es una mutación de la cadena 

fl. En los heterocigotos constituyue del 30 al 45 t de la Hb 

total, estos individuos son asintomáticos. Los individuos 

homocigotos para la Hb E tienen una anemia benigna, caracterizada 

por microcitosis y formación de hematíes en diana [74, 99]. 

4) Hemoglobinas Inestables. Son aquellas hemoglobinas que se 

desnaturalizan y precipi.tan dentro del hematíe en presencia de 

ciertas condiciones físicas (temperatura o agentes químicos) [18, 

91] en forma de cuerpos de Heinz. Bata enfermedad es conocida co­

mo anemia hemolítica congénita con cuerpos de Heiz (Tabla 4-10) . 

Los precipitados de cuerpos df! Heinz atacan a la membrana del 

hematíe afectando y disminuyendo la permeabilidad de ésta. Las 

células no son hábiles para atravesar el bazo, y mientras el bazo 

elimina los cuerpos de Heinz, los hematíes hipocrómicos prema­

turos son dañados y destruidos produciendo hemólisis [91, 100]. 
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La inestabilidad de la molécula de Hb puede ser causada por: 

1) Sustitución de aminoácidos que afecten los sitios de 
interacción con el heme. En general este tipo de 
hemoglobinopatí.as tienen la mutación estructural a nivel de la 

cavidad del heme (deleciones o cambios de a.a. en íntima relación 

con este grupo), por lo que su desnaturalización va precedida de 

la pérdida del grupo heme o deshemización espontánea [18] . 

2) Sustituciones en los puntos de contacto entre las cadenas a y 

f3 (particularmente en la unión cuf31) • La mayoría de las 

hemoglobinas inestables son pertenecientes a la cadena f3 [69] • 

3) Sustitución de aminoácidos no Polares en el interior de la 

molécula. 

4) Delecciones o elongaciones en la estructura primaria. 

5) Sustitución con prolina [69] • 

La enfermedad es inherente como un estado autosómico 

dominante y todos los pacientes son heterocigotos. El estado 

homocigoto no es compatible con la supervivencia [69]. 

Tabla 4-10. HEMOGLOBINAS INESTABLES 

Cadena {3 

Hb zurich 
Hb Kóln 
Hb Genova 
Hb Sydney 
Hb Hammersmith 
Hb Freiburg 
Hb Gun Hill 
Hb Porto Alegre, etc .. 
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Cadena a 

Hb Sinai 
Hb Bibba 
Hb Terina 



. 4. 2 '. 7 •· :Z. Talasemias . 

El. término talasemia abarca un grupo heterogéneo de 
trastornos hereditarios que habitualmente conducen a la 
instauración de una anemia microcítica hipocrómica [47, 84, 99]. 
La característica común de este grupo de enfermedades es la 

producción alterada de una de las cadenas polipeptídicas de la 

hemoglobina, es decir, el índice de síntesis está disminuido en 
un grado variable, pero la cadena formada es normal en cuanto a 

su estructura [18, 34, 69., 99]. Estos síndromes se clasifican 
mejor según sea la cadena polipeptídica afectada, por lo tanto, 

existen las talasemias a, p, 6, y 6~, con una síntesis disminuida 
de sus respectivas cadenas, siendo las más comunes las talasemias 
IX y 11 [45, 99] • 

Las formas severas y leves de la enfermedad pueden ser 
designadas como Talasemias Mayor (forma homocigótica) y Talasemia 

Menor (forma heterocigótica) , basadas en el grado de anemia y 
complicaciones sistémicas [47] . 

En los síndromes Talasémicos ~ graves, la médula ósea 

muestra una notable hiperplasia eritroide, pero las células en 
desarrollo que contienen precipitados de cu son tan defectuosas 

que la mayoría se destruyen en la médula ósea antes de su 
liberación o en el bazo poco después de ésta (eritropoyesis 

inefectiva) [72] . 

Patofisiologia ~ l.51 Talasemia, 
El defecto genético en la talasemia resulta de mutaciones 

que dificultan ampliamente o impiden la síntesis de una de las 

cadenas de globina. Estas mutaciones pueden ser de 2 tipos: 

1) Mutaciones que suprimen o reducen en alto grado la síntesis de 

la cadena, sin alterar la secuencia de sus aminoácidos. La 
escasa cantidad de cadena polipeptídica que puede elaborarse 

tiene una estructura normal. Estas mutaciones pueden ser 

consecuencia de lo siguiente! 
a) Oeleción · de un gen, que es responsable de la mayoría de 
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los casos, aunque no de todos, de supresión de la cadena ex 

(Talasemia a) (72] . 

bl Sustitución de una sola base, o deleciones de una o más 

bases en un gen, por lo demás intacto, que explica la mayoría 

de los tipos de talasemia~. Estas mutaciones, tienen lugar en 

puntos importantes para la transcripción, procesado, 

estabilidad o transporte nuclear-citoplásmico del ácido 

ribonucleico (RNA) . Puesto que no afectan la secuencia de 

nucleótidos del RNA maduro trasladado, sea el que fuere éste, 

no afecta la estructura de la cadena polipeptidica [72] . 
2} Mutaciones que reducen la síntesis de la cadena y al mismo 

tiempo dan lugar a una cadena polipeptídica estructuralmente 

anormal (ej. !lbE y !lb Lepare) (72, 83]. 

I) Talasemias ~ 

A) ex-Talasemias. La mayoría de las talasemias ex derivan de 

deleciones del gen ex. Las células diploides normales contienen 4 

genes, la deleción de un sólo gen ex no provoca manifestaciones 

clínicas. Si dicha deleción tiene lugar en los 4 genes a, el niño 

nace con síndrome de lu¡dliop4. /.eta.U.o; en este caso, la 

hemoglobina consta de tetraméros de "14 (Hb Bart' s) los cuales, 

debido a su elevada avidez por el oxígeno no pueden funcionar 

correctamente como proteínas transportadoras de éste (1, 45, 69, 

72]. 

Mecanismo ~ Hemólisis 

Una característica de la ex-talasemia, es el hecho de que la 

producción disminuída o ausente de cadenas ex podría resultar en 

exceso de cadenas 7 durante la vida fetal y en el nacimiento, y 

un exceso de cadenas ~ después de éste. Esto causa la formación 

de tetrámeros inestables, tales como "14 o Hb Bart's y ~' o HbH, 

ambas presentan incrementada afinidad por el oxígeno, resultando 

una oxigenación pobre de los tejidos, lo cual establece 

tetrámeros no funcionales que ·precipitan dentro de los hematíes 

viejos formando cuerpos de inclusión (cuerpos de Heinz) [47, 72]; 
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los hematíes que contienen estos precipitados pierden su carácter 

deformable, lo que produce su lesión en la· microcircul.ación y 

rápida eliminación por los fagocitos mononucleares provocando una 

disminuida supervivencia del h~matie y en el cual se induce una 

crisis hemolitica durante procesos infecciosos (47, 69, 72]. 

~~a-Talasemia. 

1) Hb Bart• s 

letal causada 

(Síndrome 

por la 

de lu;dno/14 ¡et.allb) • Es una enfermedad 
homocigosidad del gen 

(deleción de los 2 genes ex del cromosoma 16) 
talasémico exo 

(69, 72] y los 

infantes con este síndrome mueren dentro del útero o antes del 

nacimiento. Ellos no producen cadenas a, y solamente las 

hemoglobinas encontradas son la Hb Bart' s (re) y Hb Portland 

(62 r2); 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 la 

presencia de Hb Portland (69, 101}. 

2) Enfermedad de HbH. Es la consecuencia de la deleción de 3 
genes, en donde solamente un gen ex de los 4 es funcional.· Esta 

enfermedad es el resultado de una doble heterocigosidad de un gen 

tal~sémico ao con un gen talasémico a+ ( delección de un sólo gen 

a del cromosoma 16} (69, 72], asimismo también se han encontrado 

como resultado de homocigosidad de una fonna más severa del gen 

a+ (69]. Esta hemoglobina es muy inestable, precipita por 

diversos agentes (oxidantes, sulfonamidas, etc.), e incluso 

precipita con facilidad almacenada a 4ºC [18, 69, 101]. 

B) 13-Talasemias (Enfermedad de Cooley, Anemia Eritroblástica, 

Anemia Mediterránea, Anemia de Células en Diana). La 13-talasemia 

mayor resulta de una homocigosis o doble heterocigosis de un gen 

anormal (47] . La talasemia 13 puede originarse por diferentes 

tipos de mutaciones. En algunos casos interviene un mecanismo de 

deleción: del gen 13 solo, de los genes~ y 6 (talasemias~&}, o 

de los~. 6 y A
7 

(Talasemia A76~). Sin embargo, en la mayoría de 

los casos la talasemia 13 deriva de mutaciones en un punto 

concreto (sustituciones de un solo nucleótido o deleciones en el 

gen 13 que producen defectos en la transcripción, procesado o 

transporte del RNA mensajero de las cadenas 13) (1, 47]. La 
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mutación puede suprimir completamente la síntesis de cadena 13 
(Talasemia 13º> o bien dificultar dicha síntesis, pero sin 
impedirlo del todo (Talasemia 13+¡. El desarrollo de 
oligonucleótidos de DNA sintéticos específicos para las 
secuencias anormales de los nucleótidos en diversas mutaciones 

concretas de la talasemia f3 permite actualmente efectuar el 

diagnóstico prenatal de una serie de variantes de éstas [45, 69, 
72, 88] . 

Mecanismo .de, Hemólisis 

Son descartadas muchas teorías concernientes al mecanismo 

por el cual la talasemia produce supresión de la síntesis de 

hemoglobina, por el hecho de que la· supresión es específica para 

una cadena polipeptídica dada. Por tanto, la f3-talasemia produce 

una disminución específica de la síntesis de la cadena f3 [99] . 

Una producción de cadenas 7 compensa la pérdida de cadenaa f3 
resultando un incremento de HbF (20 al 90\), la HbA2 puede ser 

normal o incrementada [45, 47, 51, 83]. 

Bn el caso de la f3- talasemia, se· sugiere que pueden 

acumularse cadenas a libres y que éstas ejercen un efecto adverso 

sobie la membrana de los hematíes y su permeabilidad. De tal 

manera, las mitocondrias de los eritroblastos se cargan de hierro 

y existe la posibilidad de que ésto produzca una afectación de la 

síntesis de ATP y una destrucción intracelular [99] , de tal fonna 

que se produce hemólisis de los precursores del hematíe en la 

médula ósea, resultando en una eritropoyesis inefectiva y 

originandose una anemia usualmente severa [47, 69]. 

II) Talasemias ~ 

A) a-Talasemias Heterocigotas. 

i) Hemoglobinopatía H («-talasemia intermedia o a-talasemia-1-

heterocigótica). La HbH es un tetrámero ~·, y en los pacientes 

adultos existe en la sangre periférica en una proporción del 5 

al 25\. Bn los niños se puede encontrar la Hb Bart's 

(tetrámero r•), la cual casi desaparece al mismo tiempo que 

normalmente lo hace la HbF, pennaneciendo una pequeña cantidad 

en ·e1· adulto. Bl cuadro clínico es menos severo que en la 

143 



enfermedad de Cooley [18, 45, 1011. 

ii) Portadores del gen (a-talasemia-2-heterocigótica) . Son 
portadores relativamente sanos o sólo escasamente anémicos que 
ofrecen rasgos talasémicos [18, 101). 

B) ~-Talasemia heterocigota (Enfermedad Rutti, Greppi, Michelli o 
anemia de Cooley benigna). Los estados heterocigotos de los genes 
~o o ~+ constituyen el genotipo común de talasemia menor [101] . 
Esta talasemia menor se debe a una depresión heterocigótica de la 
producción de las cadenas [84] . Se presenta generalmente en 
adultos en paises mediterráneos que son portadores de la 
enfermedad con cierta tendencia a la hemólisis. Generalmente los 
pacientes son asintomáticos, las alteraciones son más moderadas 
que en la enfermedad de Cooley [18, 88, 101]. 

III) Sí~ similares 2 .l..as. Talasemias 

A) ~-~-Talasemias y Síndrome de Hemoglobina Lepare. 

La hemoglobina Lepare (Hb Lepare), es una hemoglobina de 
estructura anormal en la que la cadena a es normal y la cadena no 
a está formada por una sección de la cadena 6 y una sección de la 
cadena f3. Tiene la movilidad electroforética de la HbS en pH 
alcalino pero no forma drepanocitos. 

La Hb Lepare es considerada parte del síndrome de 
6-/3-Talasemia porque su concentración parece fijarse en un nivel 
bajo y hay ausencia de síntesis normal de cadenas ~ y ~. La Hb 
Lepare se produce en formas homocigóticas y heterocigóticas 
asociadas a /3-Talasemias y variantes de P-hemoglobina (HbS y HbC} 

[84' 101] . 

B) Persistencia Hereditaria de HbF (PHHF) . 

Consiste de un grupo de condiciones caracterizadas por la 
retención de HbF en el adulto (15 al 30t de Hb total) y una 
producción disfuncional o ausente de cadenas ó y /3 [S, 47, 691. 
La diferencia en sus propiedades físicas consiste en que tiene 
mayor afinidad por el oxígeno, menos carga positiva en soluciones 
a pH 8. 6 y en su resistencia a la desnaturalización por álcalis 
[102) • La movilidad de la Hb F es muy semejante a la Hb del adulto 
(Hb A) en la electroforesis sobre los sistemas tamponados 

144 



habitualmente para el análisis de hemoglobina. Su posición en la 
tira electroforética es demasiada proxima a la de la Hb A para 

llevar a cabo una separación y cuantificación adecuada 
[62, 84, 94, 99). 

La PHHF se clasifica en dos categorias diferentes de acuerdo 
a la distribución de Hb F en los hematíes: 
1) PHHF pancelular, en la cual la Hb F está uniformemente 
distribuida en los hematíes. Parece ser una forma de talasemia ó-~ 
en la cual los genes 7 no son entrecruzados y no son hábiles para 
compensar la falta de producción de cadenas ó y ~ [5, 69, 84]. 
2) PHHF heterocelular, en el cual la HbF se encuentra en una 
porcentaje pequeño de las· células. En el adulto normal, las 
células conteniendo HbF pueden ser encontradas ocasionalmente, 

pera la cantidad es siempre menor del 2\ y es usualmente menor del 
1\. Batas células son llamadas células F. La PHHF heterocelular 
es una condición inherente en la cual el número de células F está 
incrementado sin circunstancias anormales en la producción de 
cadenas~ y~ [S, 64, 84]. 

Clínicamente los homocigotos pueden demostrar hallazgos de 
talasemia menor y los heterocigotos pueden ser hematológicamente 
normales [69, 84, 101). 

Bxisten algunas técnicas relativamente sensibles para la 
investigación de hemoglobinopatías patológicas por alteraciones 
de sus globinas y de sus cadenas de aminoácidos que nos permiten 
detectar una fracción anómala y clasificarla dentro de un grupo 
determinado aunque en muchos casos resultan insuficientes para 

precisar el tipo exacto de la misma. Las más usuales y aplicadas 
son las siguientes: 
a) Técnicas electroforéticas sobre papel o acetato de celulosa, 

isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida. 
b) Prueba de detección seriada para hemoglobina falciforme. 
e) Técnica de la desnaturalización alcalina. 
d) Prueba de estabilidad al calor de las hemoglobinas inestables. 

i) Métodos microscópicos (cuerpos de Heinz) en hemoglobinas 

inestables. 
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e) Mediciórí'de la solubilidad. 
f) Téémic-as' nueVas· 'c~mo e.i estudio de las curvas de oxigenación, 

·del ''efecto' i!ohr 'y.· 1a influencia del pH de ciertas enzimas 
[1BJ. 

4;2.7;3. Electroforesis de Hemoglobinas. 

Las hemoglobinopat.ías constituyen un grupo de enfermedades 
cara.eterizadas por producción de hemoglobinas con moléculas 

anormales. Las sutiles modificaciones de origen genético en la 
molécula de hemoglobina pueden reconocerse por métodos químicos 
en uno o dos casos, ej . se reconoce la HbF por su mayor 
resistencia a la desnaturalización con álcalis, pero para 
identificar y separar los otros miembros del grupo, se suele usar 
la electroforesis [56] . 

Una valoración de un paciente con un posible trastorno de la 
hemoglobina debe incluir la electroforesis de un hemolizado para 
detectar una hemoglobina anormal, cuantificación de HbA2 y ÍtbF y 

ult~riores exámenes especializados para definir cualquier 

anormalidad existente [99! . 

La electroforesis es un método mediante el cual, las 

moléculas cargadas en solución principalmente proteínas y ácidos 

nucleicos, migran en respuesta a un campo eléctrico. Su rango de 

migración o movilidad, a través del campo elé~trico, depende de 

la· fuerza del campo, de la carga neta, tamaflo y forma de las 

moléculas; y también de la fuerza iónica, viscosidad, y de la 

temperatura del medio en el cual las moléculas se mueven. Es una 

herramienta analítica y · un método simple, rápido y altamente 

sensible. Bs usada en el estudio de las propiedades de especies 

de una sola carga y también como técnica de separación. El método 

se lleva a cabo en geles contenidos en tubos, placas o en 

superficies horizontales [391 . 

La diferencia estructural entre las hemoglobinas A, F, y e, 
no es sino la sucesión de aminoácidos en una región de las 

cadenas peptídicas que las componen. En el caso de la HbA, el 

sexto aminoácido del grupo es ácido glutámico, de carga negativa. 
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En la HbS, este aminoácido 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 separación [56, 

57]. Por lo anterior, dado que las hemoglobinas son proteínas, 

éstas se comportan como compuestos anfotéricos, conteniendo ambos 

residuos ácidos y básicos. su carga neta es detenninada por el pH 

del medio que las contiene. La mayoría de la carga de las 

proteínas resulta de la ioriización dependiente del pH de los 
grupos carboxilo y amino (-COOH COO- + H+; -NH2 + H+ NHJ+}. 

Cada proteína tiene características propias, las propiedades de 

carga dependen del número y tipo de aminoácidos que llevan los 

grupos amino y carboxilo [39] . Existe un pH en el cual no existe 

carga neta sobre la proteína, este pH es llamado punto 

isoeléctrico (pI). Cada proteína tiene un pI propio, ej. el pI de 
la hemoglobina humana es de 7.07; el de la P-lactoglobina es de 

5.34. En una solución en la cual el pH está por arriba de este 

pI, la proteína presenta una carga neta ne~ativa y migra hacia el 

ánodo en un campo eléctrico. por debajo de este pI, la pro'teína 

es ~ositiva y migra hacia el cátodo. El pH de una solución en un 

sistema de electroforesis puede permanecer constante para 

mantener la carga, por lo tanto, la movilidad de las proteínas. 

Por esta razón la solución usada en la electroforesis debe de ser 

buferada [39). 
La electroforesis en una solución alcalina· tamponada (pH 8.6 

a a. 8), es el principal método de diferenciar las hemoglobinas 

anonnales de la hemoglobina adulta normal (HbA) . El medio de 

soporte puede ser acetato de celulosa, gel de almidón, papel, 

bloque de almidón o agarosa. La electroforesis en acetato de 

celulosa es el método de elección para el laboratorio clínico en 

general, debido a la disponibilidad comercial del material, 

facilidad de preparación y rapidez de análisis (Tabla 4-ll) [99) . 
El uso de acetato de celulosa es adecuado para detectar las 

hemoglobinopatías comunes, la electroforesis sobre gel de almidón 

proporciona una mejor resolución de las hemoglobinas [99] . La 

electroforesis en gel de agar a pH 6.2 es útil para diferenciar 

la HbS de la HbD y la HbC de la HbO y HbE. La electroforesis en 
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gel de almidón a pH 6. 8 a 7. o separa ·claramente la .. HbH_ y .la Hb 
Bart' s de todas las demás hemoglobinas (991.. . . 

Tabla 4-11. Velocidades · electrof oréticas relativas de las 
diversas hemoglobinas en diferentes' : condiciones 
(84). 

DS l\2 CB 
J. .. 

GF l y CAt 
At 1 1 

Placa aplicadera 
normal (AtSl\2) 

• • 1 Drepanocitica (AtSl\2) 

1 1 Drepanocitosis (S) 

1 • • • 1 Sangre del cordón 
umbilical (AtF) 

• • • 1 Heme control (AtFSC) 

1 • • 1 1 Enfermedad SC (SC) 

1 • 1 S-Tal (AtFSl\2) 

Medio de soporte; amortiguador y pH: Acetato de celulosa, 
amortiguador tris-EDTA-borato, pH B.6. 
El acetato de celulosa es el soporte ideal por su carácter 
homogéneo y no absorbente así como por su elevada resistencia 
mecánica quele confiere una fácil manipulación. Tiene la ventaja 
de ser completamente soluble en ácido etanoico concentrado, lo 
que permite eluir las fracciones separadas y analizarlas 
cuantitativamente por colorimetría. Cualitativamente, esta 
técnica permite la separación de las hemoglobinas normales de un 
hemolizado (A, A2, F), así como determinados mutantes 
estructurales (HbS, HbE, HbJ). Bl agar forma geles rigidos a 
concentraciones del 1.0\. Resulta muy manejable y especialmente 
útil, ya que permite separar la HbS de la HbD y la HbC de la HbE, 
trabajando a un pH ácido [84, 94). 

-conllnGa en la d9ulenle hoja. 
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Tabla 4-11 (Continuación) 

s Carácter en·hoz" 
GDA--,. l L r-c • Normal (AtA2). 

F1 

1 • (At-SA2) 
(drepanocítico) . 

• Enfermedad 
drepanocítica (S). 

• 1 Sangre del cordón 
umbilical (AtF). 

• • • Heme control 
(AtFSC) • • • S-Tal (AtFA2) • 

• • • • Enfermedad C. 

Medio de soporte; amortiguador y pH: Agar 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 útil para diferenciar perfectamente 
ciertas hemoglobinas patológicas entre sí, como la HbS de la HbD 
[84, 94]. 

• HbA, Hb Bart 

• HbA 

• HbA2, HbA, ~ Bart 
traza, HbH 

• HbA2, HbA, Hb Bart, 
HbH 

Sangre del cordón • umbilical (sin HbA2, 
HbF y HbA no están 
separadas) . 

Medio de soporte; amortiguador y pH: Gel de almidón, papel, 
soporte de almidón, agarosa y barbital pH 8. 6; amortiguador 
tris-BOTA-borato, pH 8.6. 
Método satisfactorio para identificación de HbA2, A, F y C y D 
(G) [84). 
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, El gel ha demostrado ser más útil para piesentar una mejor 

resolución de las fracciones es el de poliacrilamida, que separa 

las distintas moléculas de hemoglobinas de acuerdo a su pI, 

además es utilizado como soporte en la técnica de 

isoelectroenfoque (IEF) , en esta técnica el conocimiento del pI y 

de la carga de las hemoglobinas a diferentes valores de pH es de 

interés para su caracterización y para predecir su comportamiento 

electroforético [57] . 

Isoelectroenfaque ~ ~ ~ poliacrilamida. 

La separación de hemoglobinas es importante en varias áreas 

de investigación biomédica, pero con frecuencia es díf icil debido 

a las pequeñas diferencias de sus propiedades fisicoquímicas. Las 

técnicas de separación más comúnmente usadas son cromatografía de 

intercambio iónico y electroforesis, especialmente en gel de 

almidón o gel de poliacrilamida, los cuales son apropiados para 

al análisis de rutina de múltiples muestras [42] . 

La combinación de varias electroforesis sobre agar y 

ace~ato de celulosa a diferentes pH, en presencia o ausencia de 

urea, parece ser más efectiva para la identificación de varias 

mutantes de hemoglobina. Sin embargo, este procedimiento necesita 

de varias electroforesis en cada muestra y los resultados algunas 

veces son difíciles de interpretar [7] . 

Una técnica en pequeña escala para ÍEF en geles de 

poliacrilamida fue utilizada para separar hemoglobinas en 

hemolizados humanos. Las hemoglobinas fueron purificadas 

cromatográficamente y usadas como estándar para identificar 

componentes en los hemolizados humanos. Los resultados indicaron 

que esta técnica ofrece un significativo avance para la 

separación de hemoglobinas de alta resolución, siendo un método 

para la caracterización de variantes de hemoglobina [42]. 

BL IEF ofrece un método alternativo para la separación de 

proteínas sobre las bases de su carga superficial, y bajo 

condiciones adecuadas, puede detectar proteínas cuyo pI difiere 

tan solo en O. 02 unidades de pH. Bl potencial de esta técnica 

para separar hemoglobinas fué demostrado por svensson quien 
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desarrollo gradientes de pH por electrólisis mediante el acarreo 

de anfolitos en gradientes de densidad de sacarosa (42] . 

El electroenf oque en gel es una extensión de la técnica de 

gradiente de densidad y está basado en el mismo principio de 

separación. La sustitución del gradiente de sacarosa por el gel 

de poliacrilamida coma media de soporte hace el procedimiento más 

apropiado para la separación analítica de muchas muestras 

pequeftas. Algunos resultados indican que el electroenfoque en gel 

da superior resolución que la técnica de gradiente de densidad de 

sacarosa y también ofrece considerable ahorro de tiempo y 

material [43]. 

El IEF es un método en el cual las proteínas 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 proteína es cero. En este 

pH, las moléculas de proteína no tienen movilidad electroforética 

[23, 75]. 

El enfoque ocurre en dos estados: 

1) FC?rmación de gradiente de pH, en este estado, un gery no 

restrictivo es polimerizado, este gel contiene una mezcla de 

comp~estos anfotéricos altamente móviles llamados anfolitos. Para 

generar el gradiente, el voltaje es encendido, y los anfolitos 

son colocados de acuerdo a sus propios pI, el más ácido se mueve 

hacia el ánodo y el más básico hacia el cátodo [39] . 

2) Bn el segundo estado, las proteínas comien.zan su migración 

hacia el ánodo si su carga neta es negativa, o hacia cátodo si su 

carga es positiva. La muestra de proteínas es aplicada a la 

mezcla de polimerización o bien puede ser aplicada al gel antes 

de generar el gradiente de pH. cuando una proteína alcanza este 

pI en el gradiente de pH; ésta lleva una carga neta de cero y 

podría darse fin a la migración [39] . 

~ d!i:. Isoelectroenfogue: 

1) IBF horizontal en unidades frías. 

Es el más comúnmente 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) IBF en unidades verticales frias. 

En este método el C02 no hace contacto con la superficie del 
gel vertical, el coz causa la acidificación sobre la porción 

final básica del gradiente de pH, imposibilitando concentrar las 
proteínas básicas, tales como las proteínas ribosomales. Esta 
característica 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 disipación más lenta. Esto significa que el enfoque en 

geles en tubo debe ser cor~ido a voltajes bajos durante un largo 
tiempo (39] . Esta restricción puede ser corregida por IEF en capa 
fina a alto voltaje proporcionando las condiciones requeridas 

para el desarrollo de una técnica aplicable a la determinación 
[7). 

• Hb Lepare • Hbll • • Hb S/C 

• Hb A/F 

• HbA • • Hb A/D •• Hb Fanin-Lubbock • • Hb Barcelona 

Fig. 4-15. Imagen característica de una separación 
de hemoglobinas mediante isoelectroenfoque horizon­
tal en unidades frias [94] . 
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4. 2. 7. 4 Prueba de Detección Seriada para Hemoglobina 
Falciforme. 

1) ~ Microscópica ~ Metabisulfito ~ 21. 2.1 
(Jean Atwater, Allan J. Erlev) 

Fundamento: 

El fenómeno de la formación de células f alcif orrnes se 
demuestra mediante la privación de Oz a los hematíes, tapando con 

un cubreobjetos la preparación, en el cual se forman 11 tactoides 11 

que son responsables de la forma de los hematíes. Esta 

cristalización intraeritrocítica es responsable de la 
birrefringencia de las células drepanoc!ticas en los preparados 

húmedos, de la condensación de hemoglobina en el centro de la 
célula drepanocítica en los frotis teñidos [84, 99]. Para acelerar 

la reacción se emplean gran cantidad de sustancias reductoras, 

comúnmente se usa el metabisulfito sódico al 2\ [99, 101]. 

Material: 
Portaobjetos de cantos pulidos. 
CUbreobj etos . 
Pipetas Pasteur. 

Microscopio óptico (Binocular Rossbach) . 
Bano Maria a 37•c. 
Termómetro (escala o• a ioo•c¡. 
Caja de Petri de vidrio. 

Haterial Biológico 

Sangre completa. 

Reactivos (Anexo l) : 

Solución de metabisulfito sódico al 2\- recientemente preparado. 
Sal sódica de EDTA al 5t. 

SSF al 0.85\-. 
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Hétodo [34] : 

Sobre un portaobjetos se mezclan una gota de rnetabisulfito 
sódico (Na2S20s) al 2\ 
(diluida 1:5 con SSF). 

con una gota de sangre completa 

Realizar a la vez un control, el cual consiste de una mezcla 
de una gota 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 
película. 
Se~ar el exceso ?º" una gasa. Guardar en una cámara húmeda a 
37 e durante 5 m1n. 

Observar inmediatamente las preparaciones en el microscopio 
con el objetivo seco de gran aumento (40x). La formación de 
células falciformes se observa mejor en el borde del 
cubreobjetos. Mantener la preparación en cámara húmeda a 37•c 
y volver a observar en el rnicroscorio a los 30 min. Seguir la 
incubación en cámara húmeda a 37 e para efectuar un último 
examen a las 2 horas antes de concluir que la prueba es 
negativa. 

Informe de resultados: 
Positivo: Las células parcialmente falciformes present'an la 

forma de hoz . 
Negativo: Ausencia de células en forma de hoz. 

Interpretación; 
Las células con una cantidad corpuscular de HbS por encima 

del 7% sufrirán la transformación bajo las ~ondiciones de la 
prileba. Est.e examen, sin embargo, no clasifica a las personas 
como portadoras de una forma homocigótica o heterocigótica de 

HbS. Es necesario tener presente que algunas otras hemoglobinas 
anormales (HbCceor9elown 1 HbCHarle111 o HbI) también forman células 

falciformes en ausencia de HbS [99] . 
En los niños con HbS el examen tal vez no sea positivo 

hasta transcurridos uno o dos meses de edad [99] . 
La preparación del control es útil cuando existe 

eliptocitosis o poiquilocitosis, especialmente en los casos de 

talasemia. Las células crenadas o con espículas se diferencían 

por la presencia de estas prolongaciones finas y por sus formas 

más bien redondeadas que alargadas [99] . 

154 



Observaciones: 

Cau~as d~ falsos negativos: 

a) Deterioración del agente reductor (Na2S202 al 2\) • 

b) Si la cantidad de llbS es pequena para que se pueda detectar. 
c) Por la presencia de aire atrapado entre el portaobjetos y el 

cubreobjetos [34]. 

2) ~ ~ ~ ~ Ditionita. 

FUndarnento [84] : 
Los hematíes son lisados por la saponina, y la hemoglobina 

es reducida por la ditionita en un buffer de fosfatos. La HbS 

reducida se caracteriza por ser de muy baja solubilidad y por la 

formación de cristales líquidos hemáticos, de modo que en 

presencia de Hbs o hemoglobinas no S drepanocíticas el sistema se 

enturbia. 

Material: 
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Gradilla metálica para tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Pipetas serológicas de 1 ml (1/100). 

Pipetas serológicas de 5 ml. 

Cronómetro. 

Material Biológico: 

Sangre fresca anticoagulada. 

Reactivos (Anexo 1): 
Tampon de fosfatos 2.36 M. 
Reactivo precipitante: Saponina al 5\ y Ditionita sódica al 20\ 

recientemente preparado. 
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Hétodo [34] : 

Efectuar pruebas con sangre del paciente y sangre· . de un • 
control normal. .·, . , 

Colocar 0.02 ml de sangre en tubo de ensaye de 13·x ioo mm . 

Añadir 2 ml del reactivo precipitante. 
.... 

Invertir el tubo 3 veces. 

Incubar a temperatura ambiente durar¡ite 3 min'ut.Os. - · .;; .. ,: 

·'' .•. •· «' Examinar la transparencia en el tubo. <:·~.:· ;-." _; ._ . :r" ,_. 

Leer la prueba. sosteniendo el tubo 2.5 cm --de'·--Una :0_escala 
lineal. ::. >.: 
Incluir controles positivos y negativos respectiy8m~Ote. 

InCorme de resultados: 
Positivo: La solucion se enturbia y las lineas por detrás del 

tubo no son visibles. 
Negativo: Solución clara, permite ver las líneas a través del 

tubo. 

Interpretación: 
La opacidad 

siempre es llbS 

indica una hemoglobina insoluble que casi 
(o una Hb no S drepanocítica) 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 relación con el reactivo 

como puede ocurrir en policitemia [84] . 
2) En trastornos con hemoglobinas inestables después de la 

esplenectomía, cuando existe gran número de cuerpos de Heinz 

[34]. 
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3) En las alteraciones de las proteínas sanguíneas, tales como 

., mieloma · múltiple, debidas a precipitaciones de las proteínas 
plasmáticas [34] . 

Causas de falsos 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 
si el Hto. es menor de 30\ [34]. 

2) Reactivos deteriorados [34, 84]. 
3) Interpretación inexacta de la escala de lectura [84] . 

4) Pequef'l.as cantidades de HbS como las que se ven después de 

transfusiones múltiples y en sangre del cordón umbilical [84] . 

5) Interferencia de altos niveles de HbF [84] . 

4.2.7.5. Prueba de Desnaturalización por Alcali. 

Fundamento (Singer et al, 1951): 
La prueba se fundamenta en que la hemoglobina del adulto se 

desnaturaliza rápidamente en presencia de una solución alcalina, 

cambiando de color; en cambio, la HbF tarda mucho en 

desnaturalizarse. La técnica consiste en añadir a la solución de 

Hb un reactivo alcalino y después un reactivo que precipite la Hb 

desnaturaizada, dejando en cambio en solución la Hb no cambiada 

[18]. 

Las lecturas de O.O. a 540 nrn de la solución sobrenadante 

dan la medida de la cantidad de HbF presente en sangre [94] . 

Haterial: 

Tubos de ensaye de 13 x 100 nun. 
Gradilla metálica para tubos de ensaye de 13 x 100 nun. 

Pipetas serológicas de 2 ml (2/100) . 
Bafto María a 2o•c. 
Termométro (o• a 100• C) . 
Espectrofotómetro (Baush and Lomb Spectronic 20) . 
Celda para espectrofotómetro l=lcm. 

Piseta. 
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Haterial Biológico: 

Solución de llb del paciente de 10 g/lOOml de sangre (llb 

primitiva) : Se extraen 5 m1 de sangre los cuales son colocados en 
un tubo de ensaye de 13 x 100 mm conteniendo sal sódica de BOTA. 
Homogenizar, centrifugar a 2500 rpm/10min. para extraer plasma, 
lavar los hematíes 4 veces con SSF al O. 85%. Lisar las células 

con un volumen igual de agua destilada seguida de vigorosa 
agitación y centrifugar a 5000 rpm/15min. Tomar el sobrenadante 
y analizar el contenido por el método de cianometahemoglobina y a 
base del valor hallado se ajusta a una concentración de 10 
g/lOOml. 

Reactivos (Anexo l): 

Reactivo alcalino: Solución de hidróxido sódico 12 N pH=12. 7 
conservar en nevera en frasco parafinado. 

Reactivo precipitante: Solución saturada de sulfato de amonio. 

Hétodo [lBJ : 

En un tubo de ensayo de 13 x 100 mm (tubo R) se colocan l.6 ml 
del reactivo alcalino, se deja reposar durante 10' en baño 
María a 2o•c. 

Se añaden a este tubo O. l ml de la solución de llb de 10 
g/100 ml, enjuagando la pipeta con el líquido del tubo (en el 
momento de verter esta solución poner en marcha el segundero 
de un reloj l . 

Agitar durante 10 segundos. 

Al minuto se añade al tubo 3.4 ml de la solución precipitante, 
la cual bajara el pH del medio y precipitará la llb 
desnaturalizada. 

Mezclar invirtiendo 6 veces el tUbO. 

Efectuar la filtración de esta solución utilizando papel 
filtro Whatman No.42 -,., -

Preparar un control añadiendo·.a s ml de agua destilada o. l ml 
de la solución de Hb primitiva (tubo Cl • 

Leer los tubos R y C contra blanco de agua destilada a 540 nm 
registrar la D.O. (absorbancias de los tubos). 
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cálculos: 

o.o. del.tubo R~ 
% de HbF = ~~~~~~~~~~ 

o.o. del' tiibo e 
donde: 

.-:.· 

X 100 

o.o. del tubo e al 100% de Hb total. 
O.O. del tui:lo R = t de Hb F (álcali resistente) . 

Valores de referencia: 
Valor normal en adulto: 2t de HbF 
Valor dudoso 2 a 4% de HbF. 
Significativo clínicamente: 4t de !lbF [18] . 

rnterpretaci6n: 
En una persona normal se encuentra menos de un 2\ de HbF 

después de los dos años de edad. En la sangre umbilical los 

niveles de HbF se encuentran entre 65 y 90\; niveles que van 

decreciente con el tiempo de forma que a la edad de 4 mesCs la 

HbF_que se encuentra es inferior al 2\ de la cantidad total de 

Hb. 
Se han encontrado ni veles de HbF entre el 2 y 5\, en 

algunos casos de esferocitosis hereditaria, anemia hipoplásica, 

leucemia aguda y crónica, anemia perniciosa no tratada y 
carcinoma con metástasis en la médula ósea. 

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 HbF se 

encuentra casi siempre elevada alcanzando niveles del 15 al 

100t. 

Los pacientes que son homocigotos para la HbS pueden no 

tener HbF o presentar niveles tan altos como el 20\, las 

personas heterocigotas para el·gen presentan cantidades normales 

de HbF. cuando la HbF alcanza el 15\ en pacientes que no 

prsentan otro trastorno hematológicamente aparente, debe 

sospecharse la presencia del gen para la PHHF [18, 84, 99]. 
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Observaciones: 

a) Es importante correr un control positivo utilizando sangre 

fetal (del cordón umbilical) paralelamente con las muestras 
problema; el cual nos diferencia el color en la reacción en 
el tubo R. 

b) Debido a que el sulfato de amonio posee cierta reacción 

alcalina en el tubo R final la reacción es alcalina y la Hb 
continúa desnaturalizándose con cierta rapidez, por lo cual 

debe cambiarse el sulfato amónico usado, o bien, añadir una 
pequefta cantidad más de la solución 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 
espectrofotómetro (18] . 

4.2.7.6. Estabilidad de la Hemoglobina 
(Hemoglobinas Inestables) . 

~~estabilidad í!l ~ (Dacie y cols., 1970). 

Fundamento: 

al calor 

Determinadas hemoglobinas anormales son inestables y tienen 

tendencia a precipitar dentro de los hematíes. Pueden ser 

demostradas in vitre empleando la observación de que el calor 
intensifica esta precipitación [99] . La HbA en solución no 

precipita cuando se calienta a so• e durante una hora o a 6C •e 

media hora. Las hemoglobinas que se desnaturalizan parcial y 

fácilmente precipitan a esta temperatura [84] . Comparando la 

densidad óptica del sobrenadante antes y después del 

calentamiento permite el cálculo del t de hemoglobina inestable 
[99]. 
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Haterial: 

Tubos de ensaye de 15 x 100 nun. 
Gradilla metálica para tubos de ensaye de 15 x 100 nun. 
Pipetas serológicas de 1,2 y 5 ml. 
BaRo María a 5o•c. 
Termométro (O'a 1oo•c). 
Bspectrofotómetro (Baush and Lomb Spectronic 20). 
Celda para espectrofotómetro 1=1cm. 

Cronómetro. 
Tapones de hule látex. 

Centrífuga (Mod. J-12). 
Balanza granataria (Serie AC5664) • 
Piseta. 
Gasas. 

Haterial Biológico: 
Sangre completa. 

Reactivos (Anexo 1) : 
Sal sódica de BDTA al 5t. 
Amortiguador isotónico a pH 7.4. 
Solución de Dabkin. 

Hétodo [18] : 

anticoagulante BDTA y determinar la Extraer sanj)re con 
concentracion de Hb y Hto. (en caso de existir anemia 
centrifugar ligeramente la sangre y extraer·.· el plasma hasta 
consegur una Hb más o menos normal). 

Homogenizar perfectamente. 

Colocar l ml de esta sangre en un tubo de ensaye de 15 X 100 mm 
y lavar con 3 ml de SSF al O.B5t dos veces. 

Decantar el sobrenadan te del último lavado. Lisar el 
concentrado de hematíes con 5 ml 
homogenizando hasta completa hemólisis. 

de agua destilada, 

Adicionar 5 m1 de amortiguadOr 
bien con agitación intensa. 

isotónico de pH 7.4. Mezclar 
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Continuación del Método. 

e en t r. i fugar a 2500 rpm durante 10 1 • 

Colocar 2 ml del sobrenadante en cada uno de tres tubos. Dos 
de estos tubos· someterlos a incubación a so• e, bien 
controlados. El tercer tubo dejarlo a temperatura ambiente. 

·Al término de una hora de incubación, observar si existe 
precipitación en los tubos incubados, en caso de que ésta 
exista se retira uno.de los tubos; si no es asi, continuar la 
incubación. 

A las tres horas de incubación se retiran los tubos (los dos 
o el que· quedaba) y observar si existe precipitación 
(normalmente sólo existe un pequef\o precipitado a las tres 
horas de incubación. si este precipitado es muy intenso o 
bien si existe precipitado en .el tubo de la hora de 
incubación, es que existe Hb fácilmente precipitable o 
inestable). 

Centrifugar los tubos turbios a 2500 rpm por 10'. _______ _, 
Determinar la concentración de Hb de los sobrenadantes por el 
método de la cianometahemoglobina: mezclando una parte del 
hemolizado con 19 partes de solución de Drabkin (1:20). 
El tercer tubo incubado a temperatura ambiente nos servirá de 
control, el cual se centrífuga y se realiza la dilución como 
a los tubos anteriores. 

Leer la o. o. ( absorbancias) de los tubos a 54 O nm contra 
blanco de reactivo (5 ml de Drabkin y o. 25 ml de 
amortiguador) • 

Cálculo [35]: 

~ de Hb inestable 

Valor de referencia: 

o.o. Mtra. no calentada - o.o. Mtra.calentada 
o.o. Mtra. no calentada 

Normal: menor del st de Hb precipitará a so•c. 

Interpretación: 

Mayores cantidades de precipitados, de un 10 al 40\ del 

total, se encuentran en l'as hemoglobinopat1as debidas a 

hemoglobinas inestables: Hb Terina, 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 corpúsculos de Heinz [34]. 
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Observaciones: 

1) Los buffers de· fosfato retardan la precipitación de la Hb a 
50,"C. Y-:~g- d~ben 'ser empleados en esta prueba. 

2) Debe dirigirse atención al color del precipitado: 
a) . Se ,~a_fla ~n precipitado blanco cuando la inestabilidad de 

la:hemoglobina es debida a una mutación en la zona cercana al 

heme que resulta en la pérdida de este grupo de :.a cadena 

protéica. 

b) Se forma un precipitado pardo rojizo cuando las cadenas a y 

~ se disocian más fácilmente de lo normal con u~ión normal del 

heme a la globina [99]. 

4.2.7.6.1. Método Microscópico de los cuerpos de Heinz en 

Hemoglobinas Inestables. 

Fundamento [99): 
Los cuerpos de Heinz adoptan un color púrpura cuando son 

expuestos a ciertos colorantes básicos (violeta de metilo o 

cri~tal violeta). Se ven más fácilmente cuando los hemat1es estan 

ligeramente distendidos por suspensión en una solución 

hipotónica. 

Haterial: 
Portaobjeto~ de cantos pulidos (limpios y desengrasados). 

cubreobjetos. 
Pipetas graduadas 1/100 de l ml. 
Microscopio óptico (Binocular Rossbach). 

Haterial Biológico: 
sangre completa. 

Reactivos: 
Violeta de metilo o. 5g, ó Cristál violeta 2g, se disuelven en 100 
ml de solución salina y se filtran. 
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Hét.odo (34]: 

Se coloca en un portaobjetos 0.01 ml de solución colorante, 
por otro lado 
cubreobjetos. 

se colocan 0.025 ml de sangre en un 

Se coloca el cubreobjetos sobre el portaobjetos de modo que 
la sangre se ponga en contacto con la solución colorante, 
incubar la preparación a temperatura ambiente/5 min. 

Examinar al microscopio. 

Informe de resultados: 

Los c~erpos de Heinz se tifien intensamente de color púrpura 
y su diámetro varia de 1 a 4 micrometros. Tienden a unirse a la 

membrana del hemat1e. 
Los reticulocitos no se tiften con este colorante [34]. 

Interpretación: 

Normalmente los hemat1es 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 asociada con a-talasemia (HbH), y con varias 

hemoglobinas inestables tales como las hemoglobinas de Zilrich, 

KBln y Gun Hill [34, 99]. 

2) Se ha administrado al individuo (o a los hematles in vitre), 

fenilhidrazina, colorantes o un compuesto nitro o 

aminoaromático, a una dosis adecuada, lo que da origen a una 

desnaturalización oxidativa de la hemoglobina y a la formación 

de cuerpos de Heinz (34]. 

3) Se ha dado un fármaco como la primaquina o uno de los 

indicados anteriormente a bajas dosis (insuficiente pa~a 

afectar los hematles normales), a individuos deficientes de 

G-6-PD (o algún otro defecto eritrocitario que provoca un 

déficit de glutatión reducido), por lo que la hemoglobina, no 

puede ser protegida de la desnaturalización oxidativa (34, 99], 
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4,2,7,7, Prueba de Solubilidad para Hemoglobinas. 

FUndamento [SB, 94]: 
La desoxigenación de la HbS (HbS reducida), se asocia a 

mayor viscosidad de HbS en solución, cuya solubilidad es unas 50 

veces menor que la HbA reducida, por lo que a diferencia de Hb A 

y la mayoría de hemoglobinopat1as, en una soluci6n tampón de 
fosfatos a una elevada concentración de Hb drepanoc1tica, liberada 
de los hemat1es por acción de un agente reductor ( ditionita 

sódica), la Hb S se vuelve insoluble (gelifichci6n) y forma 

cristales acuosos (tactoides} que producen una B.lluci6n turbia. 

Por ello, esta 
hemoglobinopat1as. 

Hat.erial: 

prueba es 

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

prá..cticamente especifica de 

Gradillas metálicas para tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Pipetas serológicas de 2 ml (2/100). 
Pipetas serológicas de 1 ml (1/100). 
Gasas. 

Haterial Biológico: 
Sangre comPleta. 

Reactivos (Anexo 1): 
sal sódica de EDTA al 5%. 
Ditionita sódica (Na2s20•) (r.a.). 
Tampón de fosfatos a pH 7.5, 
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Método (94): 

En dos tubos de ensaye· de 13 ·x 100 ·mm··rotulad0s: Como·:·paciente·,~ 
(P) y .. control (C), ~espe~t~vamente~,' .. · ad_~ci~!1a~1i;-2,,;,}t'l~;·de l~ 
solucion tampon de ·fosfatos·,a. pH'.: 7 ;·s ·y,. 20 ·. mg de.: ditionita 
sódica (r. a. ) • · --'.: .- \'1\:-< :.._:."\'. ?.\'_(;. ·:_'.~~-~--"¡ ;;.:_¡_..: ~~;.;_~-~.>":)-."~ ;.;:·. ·-'.-~ .:... ': 

~=!~f~~s l'la~~~~~~nar: o·;1 ml" -·~~~--.~:~,~~~ft-~-~'..~e~~~~~t~j;·~_;;~;:~,~~:-~;-~~~-~~~e- .... 
cejar reposar a tempe~atúra· ·zuñbiefit01 liOl:- _io· miriútó'"S.:·'.•:.-

Centrifugar a 3000 ·.- rpm;; P~J: 2 nifo. · . 

. 

Informe de resultados: 
1) La presencia de un sobrenadante rojo con precipitado 

blanquecino en el fondo indica solubilidad normal. 
2) La presencia de un sobrenadante rosado con precipi~ado 

hemoglob1nico indica solubilidad parcialmente disminuida. 
3) La preSencia de un sobrenadante pálido con precipitado rojo 

indica insolubilidad total [94]. 

Interpretación: 
a) cuando se presenta una solubilidad norm~l indica que el 

paciente no presenta ninguna alteración de HbS. 
b) Cuando la solubilidad es parcialmente disminuida indica que el 

paciente es un portador heterocigoto HbA/HbS. 
e) Cuando se presenta una insolubilidad total, es indicativo de 

un paciente con hemogl'obinopatia S homocigota [ 94] • 
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V.- RESULTADOS 



El desarrollo experimental se llevó a cabo en el Laboratorio 

de Análisis Cl1nicos y Pato.logia de la Facultad de Estudios 

superiores Cuautitlán (F.E.s.c.-u.N.A.M. campo 1). 

Las 
población 

muestras normales 

estudiantil de 

empleadas 

la FES-Cl 

correspondieron 

los cuales 

a la 

fueron 

seleccionados bajo criterios que se muestran en la tabla s-1, a 

estos pacientes se les realizó la serie de pruebas básicas con la 

finalidad de efectuar una valoración anal1tica inicial para 

descartar la existencia de anemia y poder ser considerados en el 

trabajo. Las pruebas básicas fueron las siguientes~ Recuento de 

hemat1es; Determinación de la concentración de hemoglobina y 
hematocrito; Indices de Wintrobe; ·valoración y estudio de la 

extensión sangu1nea (serie roja) y RecuentCJ del de 

reticulocitos e Indice Reticulocitario. 

Una vez realizada la evaluación inicial se procedió a la 

serie de pruebas especificas 

Hemol1ticas, las cuales 

Determinación en plasma de: 

para el diagnóstico de Anemias 

fueron: ~aptoglobina sérica; 

Hemoglobina y Metahemalbúmina; 

Determinación en orina de: Hemoglobina y Hemosiderina; Prueba de 

Antiglobulinas de Coombs (Directa e Indirecta); Determinación del 

titulo de Aglutininas Frias; Hemólisis a la sacarosa; Hemólisis 

ácida de Ham; Fragilidad osmótica, Autohemólisis; Detección 

seriada para Hemoglobina Falciforme; Desnaturalización por 

álcali; Cuerpos de Heinz; Estabilidad al calor' y Solubilidad de 

hemoglobinas. 

Las siguientes pruebas: Supervivencia del hemat1e a 51 cr, 

Determinación de Hemopexina plasmática, Deficiencia de Piruvato 

Cinasa, Deficiencia 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 teóricamente en el mismo debido a la importancia cl1nica 

que tienen para efectuar el diagnóstico de Anemias Hemol!ticas. 
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·,,: 

Tabla 5-1. Caracter1sticas de la población estudiada. 

No. de muestras = 35 pacientes. 

sexo = 20 Femeninos. 
15 Masculinos. 

Edad = Femenino: 20 a 24 afies. 
Masculino: 20 a 26 afies. 
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Cuadro 5-1. COMPARACION DE LA X EXPERIMENTAL EN FUNCION DE LA 
X DE REFERENCIA PARA LAS PRUEBAS BASICAS EN 
MUESTRAS NORMALES. 

H O M B RE S 

PRUEBA Vror 'Xror 

Recuento de 
hemj¡>t1es 
(10 /mm') 

4.00 - 6.20 

Hemoglobina l.4.0 - 18.0 
(g/100 ml) 

Hematocrito 47.00 - 55.00 
(%) 

MUJERES 

Recuento de 
Hemj¡>t1es 
(10 /mm') 

4.00 - 5.50. 

Hemoglobina 12.00 - 16000 
(g/100 ml) 

HematocritO 42.00 ":' 48.00 
(%) 

X ~ Media aritmética. 

Xexp. = Media aritmética experimental. 

Xref. = Media aritmética de referencia. 
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5.10 

16.0 

51.00 

4.75 

l.4.00 

45.00 

X exp. 

5.40 

16.45. 

50.00 

4.72 

14.20 

43.00 



cuadro 5-2. COMPARACION DE LA X EXPERIMENTAL EN FUNCION DE LA 
X DE REFERENCIA PARA LAS PRUEBAS BASICAS EN 
35 MUESTRAS NORMALES. 

PRUEBA Vror 

Indices de 
Wintrobe 

VCM (µ') 85.00 - 95.00 

HCM (pg) 20.00 - 33.00 

CHCM (%) 32.00 - 36.00 

Reticulocitos o.so - 1.50 
(%) 

Indice de 0.20 - 1.00 
reticulocitos 

X - Media aritmética. 

Xexp. =Media aritmética.experimental. 

Xref. =Media aritmética de referencia. 
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irer x exp. 

90.00 91.88 

30.50 30.28 

34.00 32.95 

1.00 0.77 

0.60 0.40 



Cuadro 5-3. 'COMPARACION DE LA X EXPERIMENTAt';EN:'FUNCION'DE"LA' 
X DE REFERENCIA· PARA LAS"PRUEBAS<ESPECIFICAS EN 
35 MUESTRAS NORMALES. -v••l 

r================i'! 
PRUEBA Vrer 

Haptoglobina 
sérica 30.00 - 200.00 
(mg / lOOml) 

Hemoglobina 
del plasma 
(mg / lOOml) 

Hemólisis a la 
sacarosa (%) 

Hemólisis 
ácida de Ham 

(%) 

Fragilidad osmótica: 
o horas (% NaCl) 
24 horas (% NaCl) 

Autohemólisis: 
G1ucosa (%) 
SSF (%) 

Desnaturalización 
por álcali 

X = Media aritmética. 

o.so -,2,50 

< 2.50 

< 10.00 

0,40 - 0.445 
o.465 - o,59 

< º·'° < 3.50 

< 2.00 

Xexp. = Media aritmética experimental. 
Xref. =Media aritmética de referencia. 
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X..er 

100.00 

1.50 

<1.25 

'.C:5.00 

0.42 
0.53 

<O.JO 
<1.75 

<LOO 

X exp. 

,92.64 
·;...~ .·.:: > ~1~,.,-, 

1.41 

4.49 

0.42 
0,49 

0.32 
1.87 

0.97 

i 
·¡ 

t 
j 

' 



CUADRO 5-4. RESULTADOS ESTADISTICOS (X, S; '.Y'C,V.) .DF<'LAs· 
PRUEBAS BASICAS EN MUESTRAS NORMALES. 

PRUEBA 

Recuento de 
hematíes 

Hemoglobina 

Hematocrito 

Recuento de 
hemat1es 

Hemoglobina 

Hematocrito 

HOMBRES 

X .exp. 

5.40 x l06 /mm3 

16.45 g/lOOml 

so.oc % 

MUJERES 

4. 72 x l06 /mm3 

14.20 g/lOOml 

43.00 % 

Xexp. = Media aritmética experimental. 

s ~ Desviación estándar. 
c.v. = Coeficiente de variación. 
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,·, . ~ ' 

s 

0.29 

0.79 

2.39 

0.25 

0.53 

1.45 

c.v. 

5.38. % 

4.85 % 

4.78 % 

5.37 % 

3.74 % 

3._37 % 
~ _.. . 



CUADRO 5-5, RESULTADOS ESTADISTICOS (I.c., Ee., PRUEBAS DE 
HIPOTESIS) DE LAS PRUEBAS BASICAS EN MUESTRAS 
NORMALES. 

HOMBRES 

PRUEBA 

Recuento de 
hemat1es 

Hemoglobina 

Hematacrita 

I.C. (95%) 
"t" 

5.23 .$ µ .$ 5,55 

(10
6 /mm'l 

16.01 .$ µ .$ 16.89 

(q/lOOml) 

48.68 .$ µ .$ 51.32 

(%) 

I.c. = Intervalo de confianza. 
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ERROR DE 
ESTIMACION 

,± 0.16 

± 0.44 

± 1.32 

PBA. DE 
HIPOTESIS 

(95%) 

Ha:µ .$ S.40 

Ho:µ .$ 16.45 

Ha:µ so.oo 

---·.--- -



CUADRO 5-6. RESULTADOS ESTADISTICOS (I.c., Ee., PRUEBAS DE 
HIPOTESIS) DE LAS PRUEBAS BASICAS EN MUESTRAS 
NORMALES. 

PRUEBA 

Recuento de 
hematíes 

Hemoglobina 

Hematocrito 

M U J E R E S 

r.c. (95%) 
"t" 

4.60 ~ µ ~ 4.84 

(10
6 /mm'l 

13.94 ~ µ ~ 14.44 

(g/100ml) 

42.39 ~ µ s 43.68 

(%) 
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ERROR DE 
ESTIMACION 

(95%) 

± 0.12 

± 0.25 

± 0.68 

{'; 

PBA. DE 
HIPOTESIS 

(95%) 

Ha:µ = 4.72 

14.20 

Ho:µ = 43.00 



CUADRO 5-7. RESULTADOS ESTADISTICOS (X, s, y c.v.¡ DE LAS 
PRUEBAS BASICAS EN 35 MUESTRAS NORMALES; 

PRUEBA 

Indices de 
Wintrobe 

VCM 

HCM 

CHCM 

Reticulocitos 

X exp. 

91.88 (µ3¡ 

30.28 (pg);. 

32,95 (%) . : ~ 

0.77 (%) 
' ( 

Indice de 
reticulocitos 

0,40 i.J.:: .. 

iexp. = Media aritmética experimental. 
s =·· Desviación estándar. 

c.v. = Coe~iciente de variación. 
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s 

3.30 3.60; (%) 

L-11,, 3;66 (%) 

0.54 · 1.64 (%) 

.0 •. 25 /;:-·· 32. lJd%); 

0;19. 47.52 (%) 



CUADRO s-s. RESULTADOS ESTADISTICOS·(I.c., Ee., PRUEBAS DE 
HIPOTESIS) DE LAS PRUEBAS BASICAS EN MUESTRAS 
NORMALES. 

PRUEBA 

Indices de 
Wintrobe: 

VCM 

HCM 

CHCM 

Indice de 
Reticulo­
ci tos. 

:i:.c; · (95\) 
"t" 

90.79 s µ s 92.98 

(µ3¡ 

29.91 s µ s 30.65 

(pg) 

32.11 -s µ·s JJ.13~· 

(%) 

o.34 s:µ s 

I.C. = Intervalo de confianza. 
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ERROR DE 
ESTIMACION 

(95%) 

± 1.09 

± 0.37 

·± 0.18 

±o.os 

PBA. DE 
HIPOTESIS 

(95%) 

::l~ 7.;.;~,~._·: 

·.·,_:Jt¡";·'·\,•:: 



CUADRO 5-9, RESULTADOS ESTADISTICOS (X, S, y C.\'.) DE LAS 

PRUEBAS ESPECIFICAS EN ·35 MUESTRAS. NORMALES. 

PRUEBA X exp. 

Haptoglobina 
sérica 92.64 mg/lOOml. 

Hemoglobina 
mg/lOOml en plasma 1.60 

Hemólisis a la 1.41 % 
sacarosa 

Hemólisis 
ácida de Ham: 

Tubo 2 4.94 % 

Fragilidad osmótica: 
o horas 0.42 (% NaCl) 
24 horas 0.49 (% NaCl) 

Autohemólisis: 
Glucosa 0.32% 
SSF 1.87% 

Desnaturalización 0.97% 
por álcali 

Xexp. ~ Media aritmética experimental. 

S = Desviación estándar. 

c.v. = Coeficiente de variación. 
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s c.v. 

.,25.35 27.37t 

0.59 36.52% 

0.71 50.22% 

0.61 12. 34% 

0.01 2.91% 
0.02 3.60% 

0.07 21.58% 
0.40 21.54% 

0.30 31.19% 



CUADRO s-10. RESULTADOS ESTADISTICOS (I.C., Ee., PRUEBAS 

DE HIPOTESIS) DE LAS PRUEBAS ESPECIFICAS EN 
35 MUESTRAS NORMALES. 

PRUEBA 

Haptoglobina 
sérica 

Hemoglobina 
en plasma 

Hemólisis a 
sacarosa 

Hemólisis 

la 

ácida de Ham: 

Tubo 2 

I.C. (95%) ERROR DE 
"t" ESTIMACION 

(95%) 

84.24 s µ s 101.04 ± 8.40 

(mg/lOOml) 

1.4.lSllS 1.80 ± 0.21 

(mg/lOOml) 

1.18 !5. l..l !5. 1.65% ± 0.23 

4 ._74 s µ s 5.1~%. ± 0.20 

Fragilidad osmótica: 

o horas 

24 horas 

Autohemólisis: 

Glucosa 

SSF 

Desnaturalización 

o.42 SllS 0.43 

(%N_ac_~), _ 

0.48 s µ s 0.49 
-·- . :·:~-·" 

(%NaCl) 

f .. ,~. i •• 

o.30 S µ S-0.J4% 

l. 74 s µ 

por álcali O. 87 
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± o.oo 

± o.oo 

PBA. DE 
HIPOTESIS 

(95%) 

Ho:µ = 92.64 

Ho:µ l. 60 

Ho:µ = 1.41 

Ha·:·µ= 
.. 

4.94 

Ho:Íl·= 0.42 

Ho:µ ~ 0.49 

Ho:µ = 0.32 

Ha:µ = 1.87 

Ho:µ 0.97 



CUADRO 5-11, RESULTADOS OBTENIDOS PARA LAS PRUEBAS 
ESPECIFICAS CUALITATIVAS EN 35 MUESTRAS 
NORMALES. 

PRUEBA 

Metahemalbúmina 
del plasma. 

Hemoglobina 
en orina. 

Hemosiderina 
en orina. 

Antiglobulina 
de Coornbs: 

-Directa. 
-Indirecta. 

Titulo de 
aglutininas 
frias. 

( - ) Negativo. 

CRITERIO DE LECTURA CRITERIO DE LECTURA 
OBTENIDO DE REFERENCIA 

( - ) ( - ) 

( - ) ( - ) 

( - ) ( - ) 

- ) ( - ) 
- ) ( -

( - ) ( - ) 
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VI.- DISCUSION 



El presente trabajo tiene la finalidad de conjuntar una serie 
de pruebas básicas y especificas para el diagnóstico y 

clasificaci6n de las Anemias Hemol!ticas. El montaje y la 
estandarización de estas pruebas están basados en función del 

material y equipo existente en el laboratorio de Análisis Cl!nicos 
y· Patología de la Facultad con el propósito de servir como 
material de apoyo didáctico y experimental. 

De acuerdo a los datos experimentales obtenidos se realizó 
lo siguiente: 

La técnica utilizada en el Análisis Estadistica de las 

pruebas básicas y especificas en las muestras normales fue una 

Distribución Normal e Prueba 11 t 11 student y z ) I con un nivel de 

significancia de a = 0.05 para obtener los siguientes parámetros 
estad!sticos: 
a) Media aritmética ( X ) : Mediante la cual comparamos los 

valores experimentales con respecto al intervalo de valores de 
referencia observándose que ésta se encuentra dentro de los 
intervalos de cada prueba (Cuadros 5-1, 5-2, 5-3). 

b) Desviación estándar ( s) y coeficiente de Variación (c.v. ): 
Medidas de dispersión con las cuales no se observa variación 
de los valores experimentales con respecto a la X (Cuadros 
5-4, 5-7 y 5-9). 

Lo anterior se complementó con otros parámetros con los 
cuales se lograron obtener resultados que nos permitieron observar 
con más detalle si existen diferencias significativas entre los 
valores experimentales obtenidos en cada prueba con respecto a los 
de referencia. Estos fueron: 

1) Construcción de Intervalos de Confianza (I. C.) (Condiciones 
arriba mencionadas) mediante los cuales se observa que al 
interpolar los 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 Estimación (E.e.) el cual nos permite evaluar si 
existen o no diferencias significativas entre los valores de 
la media experimental y los de la media de referencia (Xref.) 

182 



en cada método [27, 73, 95). Los cuadros 5-5, 5-6 y s-10 nos 

muestran que no existen tales diferencias entre las medias 

aritméticas de referencia y experimental. 

3) Pruebas de Hipótesis: Se realizaron con el propósito de 

ayudarnos a tomar una decisión 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 apoyándonos en estas 

pruebas (Cuadros 5-5, 5-6, 5-B y 5-10) y, en conjunto con los 

intervalos de confianza y el error de estimación antes 

descritos, se propone que para los métodos empleados en este 

trabajo no existen diferencias tales que generen el rechazo 

experimental de los mismos bajo las condiciones de montaje y 

estandarización realizadas. Al determinar la distribución de 

nuestros resultados se encontró que éstos valores de cada una 

de las pruebas se encuentran en los rangos de Normalidad 

esperados. 

En el cuadro 5-11 se presentan una serie de pruebas en las 

que ~l criterio de lectura es Positivo o Negativo, por lo que en 
éstas no se realizó análisis estadistico; el criterio de lectura 

normal debe ser negativo. 

En la gráfica 5-1 se representa la curva de calibración de 

Haptoglobina sérica, donde la X experimental de las densidades 

ópticas (O.O.) interpoladas nos da una media de 92.6 mg/100 ml 

hallándose ésta dentro de intervalo de referencia. 

En la gráfica 5-2 se muestran las curvas experimentales 

correspondientes a la prueba de fragilidad osmótica a las O y 24 

hrs. (Curvas A y B) respectivamente, en las cuales se graficaron 

los valores de las medias experimentales correspondientes al % de 

hemólisis v.s. la concentración de NaCl expresada en% (p/v). Al 

realizar la interpolación del 50% de hemólisis se obtienen los 

valores de 0.42 y 0.49 % de NaCl para las curvas de O y 24 hrs., 

los cuales se encuentran dentro del intervalo de los valores de 

referen~ia como lo representan las curvas Ao y Bo respectivamente. 
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Las diferencias halladas de los valores obtenidos entre la 

población estudiada, pueden deberse a la variabilidad biológica, 

ya que los seres humanos tenemos una diferente respuesta ante las 

circunstancias que nos acontecen, y que la mayoría de las veces 

se pretende encajar esta respuesta biológica, 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 excepción, en muchas situaciones que 

acostumbramos a considerar como 11 anormales11 no necesariamente 

puede considerarse como patolo91a porque la variabilidad puede 
verse afectada por una gran cantidad de factores. 

Podemos concluir que una parte· fundamental de este estudio 

radicó también en que es importante el comparar los respectivos 

avances y limitaciones de los métodos convencionales (básicos y 

especificas) en el diagnóstico de Anemias Hemoliticas para una 

mejor interpretación de los resultados. 
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VII.- CONCLUSIONES 



En base a los resultados obtenidos se concluye lo siguiente: 

1) Se logró la elaboración de un manual para el diagnóstico de 

Anemias Hemol1ticas, el cual comprende pruebas de laboratorio 

con sus fundamentos y metodologías, así como una breve 
explicación de las mismas en función del trastorno hemolítico, 

cuya finalidad es servir como apoyo académico y experimental a 

futuros y actuales profesionistas del Area de la Salud. 

2) se llevó a cabo la integración de las pruebas básicas y 

especificas con la finalidad de reunir información teórica y 

experimental de los métodos más aplicados en el diagnóstico de 

Anemias Hemol1ticas. 

3) Se realizó el montaje y estandarización de las pruebas básicas 

y especificas para diagnóstico de Añemias Hemol1ticas en 

función de la Infraestructura del Laboratorio de Análisis 

Cl!nicos y Patolog!a de la Facultad. 

4) Las bases fundamentales de los mecanismos de hemólisis 

incluidos en este trabajo nos permitieron conocer la etiolog1a 

de los trastornos hemollticos y as! compre"nder los métodos 

utilizados en el diagnóstico. 

5) Finalmente podemos concluir que existen pocos centros de 

Investigación enfocad.os a la realización de estudios 

necesarios para detectar 

Hemolíticas. Por otro lado, 

conocer la frecuencia con 

las causas de las Anemias 

tales estudios nos ayudarian a 

la que se encuentran estas 
patologias en nuestro pa1s y reportar estos hallazgos para que 

otros laboratorios apliquen estas pruebas como complemento al 

diagnóstico en el área hematol6gica. 
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VIII.- ANEXOS 



ANEXO 1 

PREPABACION Q¡;; SOLUCIONES 

I.- EB!!fil!l'& ~. 

l) RECUENTO QE Hfil!li'.llfili. 

a)Diluyente de Hayem. 
- Oicloruro de ~ercurio 

- Cloruro Sódico 

- Sulfato sóo.ico 
- HzO destilada c.b.p. 

2) DETERHINACION Qf; HEMOGLOBINA. 

a) Reactivo de Drabkin 
- cianuro de sodio 

- Ferricianuro de potasio 
- HzO destilada c.b.p. 

o.s g. 
1.0 g. 

s.o g. 
200.0 ml. 

100.00 mg. 

Joo.oo nic;i. 
1000.00 ml. 

J) VALORl\CION X .ru;T.l!lllQ ¡¡¡;; Id\ EXTENSION SANGUINEA: 

a) Colorante de Wrigth 
- Colorante de Wrigth 
- Glicerina q.p. 
- Metanol c.b.p. 

s.o g. 

Jo.o ml. 
1000.0 ml. 

Este colorante debe dejarse madurar por lo menos un 
mes y filtrarse antes de usarse. 
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b) Solución amortiguadora para colorante de Wrigth 

Disolver: 

- Fosfato sódico 

- Fosfato monopotásico 

- HzO destilada c.b.p. 

4.539 9. 

5.940 g. 

100. o ml. 

De esta solución tomar 9.54 ml y aforar a 1.0 litros 

con H20 destilada, esta solucióri debe quedar a un pH 
entre 6.4 y 6.5. 

4) RECUENTO lll;; RETICULOCITOS: 

a) Colorante azul de cresil brillante 

- Azul de cresil brillante l. o g. 

- Disolver en 100 ml de solución salina citradada (1 

parte de. citrato sódico al 3. 0% más 4 partes de 

cloruro sódico al 0.9%). 

b) Citrato sódico al J.0% 

- Citrato sódico 

- Hzo destilada c.b.p. 

II.-~ ESPECIFICAS. 

J.o g. 

100.0 ml. 

1) DETEBMINACION IDl HAPTOGLOBINA ID! ~ 

a) Reactivo de Guayacol (Connel y Smithies) • 

- Guayaco! q.p. J.72 g. 

- HzO destilada c.b.p. 700. O ml 

- Acido acético 1 M 100. O ml. 

Ajustar el pH de la mezcla a 4. O por adición de 

hidróxido de sodio M, y verificar con un 

potenciómetro. Completar con H20 destilada c.b.p. 
1000,0 ml. 

b) Peróxido de Hidrógeno (H202) O. 05 M, se prepara antes 

de usarse. 

- H202 grado reactivo ·ae 
100 vol. (JO. 0%). 

- Hzo destilada c.b.p. 
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c) Solución de Metahemoglobina 

- Determinar la concentración de Hb en sangre de un 
control normal por el método de la 

Cianometahemoglobina. 

- Diluir la sangre hasta alcanzar una concentración de 

Hb de lg/lOOml. 

- A 25 ml de esta solución se le af\aden 10 ml de 
ferricianuro de potasio (lOOmg/lOOml) para convertir 

la Hb en Metahemoglobina. 

- cejar reposar 10 min. a temperatura ambiente. 

- completar el volumen a 500 ml con H20 destilada. La 
solución puede guardarse durante 2 semanas a ~ c. 

d) Cloruro Sódico 0.15 M 

- Disolver 8.775 g de cloruro de sodio (grado reactivo) 

en H20 destilada y aforar a un litro. 

2) PETEBMINACION p¡;; HEMOGLOBINA Jll:! PLASMA. 

a) Reactivo de Bencidina al 1.0% (p/v). 

- Bencidina base (no el clorhidrato) 1.0 g._ 

- Acido acético glacial c.b.p. 100.0 ml. 

La solución a de ser clara 

oscurece un poco al cabo del 

es estable durante 7 a 10 

y casi 
tiempo. 

dias 

incolora; se 
El reactivo 

si se guarda 
refrigerado. Antes del uso se calienta a temperatura 

ambiente. 

b) Peróxido de Hidrógeno (H202) al 3.0%. 

c) Estándares de Hemoglobina: 

i) Estándar ~ depósito: Se obtienen 10 ml de sangre 
citratada, se separa al plasma por centrifugación a 

2500 rpm durante 10 min. Eliminar el plasma y lavar 

las células residúales 4 veces con SSF al 0.85%. Se 

lisan las células por adición de un volumen igual de 

H
2

o destilada seguida de vigorosa agitación y se 

centrifuga a 5000 rpm durante 15 min. Se extrae con 

pipeta Pasteur el sobrenadante (Soln. acuosa de Hb). 

Se analiza el contenido de Hb por el método de 



cianometahemoglobina y, en base a 

de Hb presente se diluye hasta 
la concentración 

ajustar a una 

concentración de lOg/lOOml. Se guarda la solución en 

congelación repartida en porciones alicuotas de un 

rnl. 
ii) Estándar 9§ ~ dilu1¡!Q;_ 

Un rnl de la solución de depósito se diluye 1:100 
(lml = lOOmg, será la concentración de esta nueva 

solución). Este estándar es estable en refrigeración 

durante 1 mes. 

iii) Estándar ¡\§ trabaio: Se diluye l rnl de la solución 
estándar de depósito diluido 1:100. Un volumen de 

esta solución se diluye con un volumen igual del 

reactivo de bencidina. Se prepara esta mezcla de 

modo que sea reciente, es estable 

hrs. (la concentración de esta 

deberá ser de o.s rng/lOOrnl). 
c) Testigo de bencidina. 

durante o 

última sol~ción 

- 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 solución a de usarse recién preparada. 

3) DETEBMINACION Jl1' HEMOSIDERINA EH QRlllA.._ 

(Reacción de Azul ·de Prusia). 
a) Ferricianuro potásico O .1 g. 

i) Hao destilada c.b.p. 10.0 rnl. 
Mezclar y añadir: 

ii) Acido clorh1drico · 0.1 rnl. 
b) Ferrocianuro potásico al 2.0% 

Acido clorh1drico al l. 0% •. 
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4) ~ VERIFICAR Id; PRESENCIA IlJl HEMOGLQBINURIA PABOXISTICA 
NOCTURNA. 

a) Prueba Confirmativa de Hemólisis con sacarosa. 
i) Solución Isotónica sacarosa: Disolver 92.4 g de 

sacarosa en 91 ml de P04H2Na de 50 mM y 9.0 ml de 
PO•HNa de 50 !nM, y ajustar el pH a 6.0 con ácido 
clorhidrico o hidróxido de sodio concentrado. Añadir 
H20 destilada hasta un volumen de 1000.0 ml. Esta 
solución debe conservarse a 4 0 C durante 2 semanas. 

ii) Hidróxido amónico 0.04%. 

b) Prueba de Hemólisis Acida de Ham. 
i) Acido clorh1drico 0.2N. 

ii) Hidróxido Amónico 0.04% (v/v) 

5) .fABl\ DETERMINAR ESFEROCITOSIS HEREDITABIA. 

i) Prueba de Fragilidad Osmótica. 
- Solución de NaCl de concentraciones: 

i.o, o.gs, o.9o, o.as, o.so, o.1s, 0.10, o.65, 0.60, 
o.ss, o.so, o.45, o.4o, o.35, o.Jo, o.2s, 0.20, o.is, 
o .10% (p/v) • 

ii) Prueba de Autohemólisis. 

a) Solución estéril de glucosa al 10% en NaCl al 0.85%. 
b) Solución de NaCl al 0.85% estéril. 
e) Reactivo de Drabkin. 

6) .E11BA QETEBMINAR QEFICIENCIAS ENZIMATICAS Jllil. ~ 

a) Valoración de Piruvato Cinasa (PC) . 

i) ~ n:.ll; HCl-EDTA ll!l !h.Q..;. Disolver 12.1 g de Tris 
y 168 mg de EDTA disódico en aproximadamente 80 ml 

de H20 destilada a temperatura ambiente. La adición 
de HCl se hace mientras se agita la disolución y el 
pH se va controlando mediante un pH-metro hasta · que 
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alcance el valor de a.o. Se lleva el volumen total 

hasta 100 ml. Esta solución es estable durante 3 

meses congelada o a 4•c. 
ii) ~de ~2 O.lM: Disolver 2.0 g de MgCl2,6H20 

en agua destilada hasta alcanzar un volumen de 100 

ml, esta solución es estable a temperatura ambiental 

a menos que se desarrollen moho·s. 

iii) Solución de KCl .! lit Pesar 7.5 g, de KCl y 

disolverlo en 100 ml de H20 destilada a menos que se 

formen mohos. 

iv) aQE J.Q mmol/l ~ Pesar 0.30 inmoles de ADP y 

disolver en a.o rol de H20 destilada. Ajustar el pH 

alrededor de 7.0 mediante solución de NaOH al 0.5% 

empleando un pH-metro se completa hasta 10 ml con 

HzO (la cantidad exacta usada variará con la 

hidratación, pureza y la sal usada. serán necesarios 

128 rng de ácido libre anhidro). 

v) Solución l':!l\llli_ .a rn!Ll e 2mMl : Se pesa la cantidad 

suficiente de NADH para hacer una solución de 2 

mg/ml de HzO destilada aproximadamente. Colocar o.85 

ml de HzO destilada en una celda de 

espectrofotométro de 1 ml con 1 cm de paso para luz. 

Afiadir 0.1 ml de Tampon 1 M Tris HCl-EDTA, pH a.o. 
Leer la o.o. a 340 nm (lectura Rt), afiadir 0.050 rnl 

de NADH y tomar una segunda lectura (Rz). El 

volumen de la solución de NADH restante (Vt) debe 

ser ajustado mediante la adición de HzO destilada 

hasta alcanzar el volumen (V2) según la sig. 

ecuación: Rz - Rt 
V2 = ---,,0-,,,.6:-2:-2-- X Vt 

Esta solución debe prepararse diariamente pero es 

estable por lo menos durante 8 horas a 4° C. 

b) Valoración de Glucosa-6-Fosfato deshidrogenasa. 

i) Acetilfenilhidrazina: 100 rng de acetilfenilhidrazina 

se disuelven en 100 ml de fosfato amortiguador 0.066 

M a un pH de 7.6. A esto se añaden 200 rng de 

glucosa. Esta solución deberá prepararse antes de 
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usarse. 

ii) Violeta gg metilo: 0.5 g por 100 ml de SSF; o 

violeta de cristal 2 g por 100 ml de SSF. 

7) fllBb VERIFICAR .\lliA HEMOGLOBINOPATIA. 

a) Para determinar Hb falciforme (Hbs). 

i) Prueba macroscópica del metabisulfito sódico: 

- Metabisulfito sódico al 2%, recién preparado. 

ii) Prueba del tubo de ditionita: 

- Buffer de foSfatos 2.36 M: Disolver 236.7 g de 

hidrofosfato potásico y 135.9 g de dihidrofosfato 

potásico en H20 destilada y ajustar el volumen 

fianl a un litro. El pH debe ser aproximadamente 

de 7.0. 

- Reactivo precipitante: Aftadir 2 ml de saponina al 
5% y 2 ml de Ditionita sódica al 20% a 100 ml del 

buffe"r de fostatos. Debe usarse ditionita fresca 

cada d1a ya que esta se deteriora rápidamente. 

b) Prueba de la Hb alcali-resistente. 

i) Reactivo alcalino: Solución de hidróxido de sodio 12 

N de pH 12.7. se conserva en la nevera con frasco 

parafinado. 

ii) Reactivo precipitante: 

Solución saturada de sulfato de amonio 

H•O destilada 

Acido clorhidrico 10 N 

Ajustar a un pH de 3.6 

iii) Solución 

10 g/lOOml 

de Hemoglobina: Solución 

c) Prueba de los cuerpos de Heinz. 

400 g. 

400 ml. 

2. o ml. 

de Hb de 

Violeta de metilo: o.5 g por 100 ml d~ SSF ó cristal 

violeta: 2.0 g por 100 ml de SSF, filtrar. 

d) Estabilidad de Hemoglobina al calor (hemoglobinas 

inestables). 

i) Amortiguador isotónico de pH 7.4: Se preparan las 
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dos soluciones siguientes ambas de concentración 

0.15 M: 

Soln. A: PO•H•Na. 2H20 

H20 destilada c.b.p. 
Soln B: PO•HNa 

H20 destilada c.b.p. 

23.4 g. 

1000 ml. 

21. 3 g. 

1000 ml. 

Se mezclan 18 ml de la soln. A y 82 ml de la soln. 

B, ajustar a pH 7.4. 

ii) Reactivo de Drabkin. 

e) Pruebas de solubilidad par6 hemoglobinas 

i) '.l'.Al!!:rum gg fosfatos l!. ¡¡¡¡ .Lí;_ En un vaso de 

precipitado de 100 ml se disuelven 30 g de sulfato 

amónico en 90 ml de agua destilada. Se afiaden 1.2 g 

de fosfato dipotásico, calentando moderadamente para 

disolver a continuación 1 9 de saponina •. Debe 
agitarse lentamente la mezcla, ya que la saponina en 

solución forma espuma con rapidez. La agitación debe 

mantenerse hasta que la disolución sea completa. 

Ajustar el volumen a 100 ml y el pH a 7.5 con 

solución de hidróxido de potasio 1 N. 

El buffer as1 preparado es estable en frasco 

oscuro durante 1 mes en refrigeraci6n. 
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ANEXO 2 

PABAMETROS EMPLEAQOS Et[ ]il, ~ ESTADISTICO. 

A) Media Aritmética (X) • 

n 
I: Xi 

i = 1 

i1 = n 

donde: n = # de valores 

n 
I: Xi Sumatoria de los valores de la variable. 

i = 1 

B) Desviación Estándar (S). 

C) 

D) 

n 
s = I: (Xi - X) 2 

i = 1 

Coeficiente de Variación (C.V.). 

s 
c.v. =---

i1 

Intervalo de 
student; 

I.C. =·X ± 

s 
donde:--· 

t(l -rx/2) 

confianza (I.C.) para la distribución 

t(l '-oc/2) 
s 

n 

error estándar. 

Coeficiente de Confiabilidad 
(Valor de tablas) 
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r..J Intervalos de Confianza de distribución Normal 11 Z 11 

x ± z s 
(1 -a/2) -n-· 

donde : 2 (1 -a/2) Coeficiente de Confiabilidad 
(Valor de tablas) 

F) Prueba de Hipótesis (al 95%, tt =o.os). 

1) Ho 
Hi 

Si Hi 

µ = x 
µ .¡. x 

donde: 
Ho Hipótesis nula. 
Hi Hipótesis alterna. 

Entonces: Ho 
Hi µ !5. i 

donde: 

2) Distribución !;_.. 

x - µ 
t = -~s~¡(TF=~ µ = Media poblacional (X de los 

valores de referencia) 

X =Media de la muestra. 

S/-[fí= Error Estándar. 

J) Distribución z...:_ 

x - µ 
z = -"'s_¡..,.-nr==-

0.95 
a/2 0.025 0.025 

Negativo 

Región de 
rechazo 

Valor de tablas -+ Regioñ, de Aceptacioñ 
___ J,.,__ Región de 

f rechazo. 
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