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RESUMEN
Efecto de la mejoria del dolor secundario a crisis vaso-oclusivas y niveles de hemoglobina fetal
en pacientes con anemia de células falciformes tratados con hidroxiurea, atendidos en
HPCMNO IMSS.

Objetivo General: Evaluar el efecto de la terapia con hidroxiurea sobre los niveles de
Hemoglobina fetal y si existe mejoria en los eventos de dolor secundarias a crisis vaso-
oclusivas en pacientes con anemia de células falciformes (ACF) tratados con
hidroxiurea en UMAE pediatria CMNO.

Material y métodos: Se incluyeron 11 pacientes pediatricos de 6 a 16 afios de edad,
ambos sexos, con estudio bioquimico de porcentaje de hemoglobina fetal (HbF) y
estudio genético para ACF, en tratamiento con hidroxiurea de al menos dos meses en
UMAE Pediatria CMNO, se evalu6 la mejoria de las crisis de dolor asociadas a vaso-
oclusion, utilizando escalas unidimensionales y multidimensionales, aplicadas previa y
posterior al tratamiento con hidroxiurea, comparando los resultados de ambas. Se
cuantificaron niveles de HbF, mediante el método de desnaturalizacién alcalina, previo
y posterior al tratamiento con hidroxiurea para evaluar eficacia del tratamiento con la
elevacion de la HbF. Se efectud el andlisis con pruebas estadisticas comparativas
clasicas (tablas de razén de prevalencia mediante Ji2, comparaciéon de grupos
independientes mediante sus proporciones). Se emple6 el programa SPSS v18 y se
consider6 una a < 0.05 como nivel de significancia estadistica.

Resultados: De los 11 pacientes enrolados, seis (54,54%) fueron varones, previo al
tratamiento con hidroxiurea, 4 pacientes, presentaban dolor muy severo (MS) y los 6
restantes dolor severo (DS), en la escala unidimensional, en la escala multidimensional,
5 pacientes con dolor MS, 5 pacientes DS y 1 paciente dolor moderado (DM). Posterior
al tratamiento con hidroxiurea, el dolor en ambas escalas, se evalué como leve en seis
de los pacientes y DM en los 5 restantes. Los valores promedio del porcentaje de HbF
con los métodos Betke y Singer, incrementaron 5.9% + 3.7y 4.7% * 2.9. El incremento
de HbF estuvo presente en el 90.90% de los pacientes. Se observo incremento
significativo en la Hemoglobina (Hb), posterior al tratamiento con hidroxiurea, hubo
elevacion de la TGP sin cambios significativos que sugirieran toxicidad, TGO,
bilirrubinas y electrolitos séricos dentro de rangos normales.

Conclusiones: La etiologia de la ACF, es hereditaria, por lo que no podemos evitarla,
con el tratamiento con hidroxiurea, ademas de la disminucién del dolor, podemos
mejorar la calidad de vida de los pacientes, disminuyendo a su vez, complicaciones
propias de la enfermedad con incremento de Hb fetal. El incremento de HbF puede estar
asociada a factores genéticos, lo que puede afectar su incremento a pesar de tener un
tratamiento oportuno y adecuado.



Marco Teorico
Historia:

En 1904, James B. Herrick, cardiélogo de Chicago y profesor de medicina fue el primero
en observar las células falciformes junto con su interno Ernest Edward Iron,
encontraron "una célula alargada y peculiar en forma de hoz " en un joven estudiante
llamado Noel, africano de 20 afios de edad, con sindrome anémico, el cual murié 12
afios después del diagnostico. 1

El segundo caso Ellen Anthony de 25 afios de edad, estuvo en observacion en el hospital
de Virginia en 1907 encontrandose extrafas formas sanguineas por los patélogos en el
hospital de la Universidad Johns Hopkins, se consideré un caso inusual de anemia
perniciosa, el cual se aclaré después, gracias a la publicacion del Dr. James Herrick en
1910, reportandose el caso tres meses después en 1911.1

Se detect6 el tercer caso en la Escuela de Medicina de la Universidad Washington en
1915, una mujer de 21 afios, tres de sus hermanos habian muerto de anemia severa
mostrando una deformidad falciforme de los glébulos rojos. 1

El cuarto caso atendido en las salas del Hospital Johns Hopkins en 1922, fue un hombre
negro de 21 afios de edad, siendo Vernon Mason el primero en utilizar el término
"anemia de células falciformes, encontrando que los casos eran en pacientes de raza
negra, comenzo la creencia popular de que la enfermedad se limita a las personas de
origen africano. !

El fendmeno de células falciformes se hereda como un rasgo mendeliano de forma
autosomica recesiva, fueron clasificados por el Dr. Lemuel Diggs en 1933 en casos
asintomaticos “falciformes latentes”, y aquellos con caracteristicas de la enfermedad,
“Falciformadores activos”.

En 1949, Linus Pauling y sus colegas fueron los primeros en demostrar que la
enfermedad de células falciformes se produce como consecuencia de una anormalidad
en la molécula de hemoglobina. Esta fue la primera vez que se encontraba una
enfermedad genética ligada a una mutacion en una proteina especifica, un hito en la
historia de la biologia molecular. 1



La enfermedad de células falciformes (ECF) es uno de los trastornos genéticos mas
comunes que afecta a 1/400 personas de ascendencia africana, asi como arabes, indios
e hispanos. 2

Epidemiologia

La anemia de células falciformes es un desorden hereditario caracterizado por células
sanguineas anormales, rigidas, constituye un 3.4% de mortalidad en nifios menores de
5 afios a nivel mundial, fue originalmente encontrada en trépicos y subtrépicos, la
prevalencia en Nigeria es de aproximadamente 3%, afectando cerca de 20 de cada mil
recién nacidos, 85% de las anemias de células falciformes ocurre en Africa y al menos
5.2% de la poblacién mundial sufre de este trastorno.3

De acuerdo a la OMS, es estimado que el 7% de la poblacién mundial tiene alguna
hemoglobinopatia, de las cuales el 50% de ellas, tienen anemia de células falciforme,
cerca de 300000 nifios con anemia drepanocitica nacen anualmente, la prevalencia de
esta enfermedad es de 0.1 /1000 en paises no endémicos para malaria, y de 20/1000
en paises del continente africano.*

La mayoria de los trastornos, ocurren en poblacion de raza negra, y es todavia mas
comun en africa central, la alta prevalencia de HbS en Africa y Asia es porque la malaria
(una enfermedad transmitida por un parasito, Plasmodium falciparum), ejerce un efecto
de seleccién natural para los heterocigotos. 4

Sin embargo, el grado de proteccion esta relacionado con las condiciones intracelulares
los portadores de HbS. 4

En Espaia, las hemoglobinopatias tienen una prevalencia que varia de 0.14 a 0.94% y
la prevalencia estimada para anemia de células falciformes varia de entre 0.001 a 0.03

En Francia, ha incrementado el nimero de recién nacidos designados como de alto
riesgo para anemia de células falciformes, basados en origen étnico. La anemia de
células falciforme es ahora la enfermedad hereditaria con mayor prevalencia en
Europa, con la implementacién del tamiz neonatal para anemia de células falciformes,
Inglaterra y muchos sitios en Bélgica.*

En Estados Unidos de América, fue uno de los paises que reconocié la importancia del
problema de anemia de células falciformes, para la salud publica, se realizé un
seguimiento donde a los nifios con anemia de células falciformes, se administré, de
manera temprana, penicilina, reduciendo la morbimortalidad en los nifios
diagnosticados. E1 95% de los nifios con anemia de células falciformes en su forma mas
severa, sobrevive la primera década de la vida, pero posteriormente vivirdn hasta
adultos, En México, la prevalencia para anemia de células falciformes AS es del 11.2%.
(Tabla 1).4



Tabla 1. Prevalencia de la anemia de células falciformes en la poblacién mundial

Region

Alteraciones de la
Enfermedad de células
falciformes? (afectacion

Prevalencia de

portadores de (HbS)
(%)

por 1000)
Africa 10.68 5a30
Benin 25.5
Republica democratica 16.9
del Congo
Nigeria 19a27
Republica de Tanzania 10a 38
América 0.49
Estados unidos 8 en la poblacion de

africanos americanos.

México 11.2
Republica de Panama 8a1l6
Brasil 6.2
Colombia 119
Europa 0.07
Espaiia 0.01a0.3
Italia 2a13
Grecia 0.01a0.3
Inglaterra 0.05
Francia 0.048
Paises escandinavos 0.049
Este de Europa (Albania, 2a5
Croacia, Bulgaria,
Bosnia)
Rusia Raro
Mediterraneo oriental 0.84
Arabia Saudita 17a21
Egipto 9a22
Sureste de Asia 0.69
Asia Central y l1a India 10a20
Pacifico occidental 0.00
Australia 1.8

A pesordenes de Anemia de células falciformes incluyen: SS, SC S/ talasemia;

b los datos son basados en la referencia. (4).




Mas de 400 variantes de Hb anormal han sido descritas, la alteracion en la estructura
de la hemoglobina, llamado desordenes de Hb o hemoglobinopatias. En la anemia de
células falciformes, todos los genotipos contienen al menos un gen falciforme. La HbS
constituye al menos la mitad de la hemoglobina presente, hay cinco genotipos:

1. Enfermedad de HbS o anemia de células falciformes, homocigoto para la
mutacion de beta globina (f¢ GAG-GTA), usualmente el fenotipo clinico es de
moderado a severo.

2. HbS/B0 talasemia: doble heterocigoto, presenta dos alelos anormales, HbS y 3
talasemia, es casi indistinguible de la anemia de células falciformes
fenotipicamente puede ser severo.

3. HbS/B* talasemia: doble heterocigoto para HbS y B+ talasemia, el fenotipo
clinico tiene un curso mas benigno, se detecta de forma predominante en area
mediterranea y mar Caribe.

4. Enfermedad de HbSC: doble heterocigoto, para HbS y HbC (¢ GAG-AAG) con
fenotipo clinico de moderado a severo.

5. HBS/HPFH persistencia hereditaria de Hb Fetal, e fenotipo clinico es de leve a
moderado, sin embargo casi no presenta sintomas.

6. Otras formas de asociacién de HBS con diferentes hemoglobinopatias (Hb D-Los

Angeles, G- Philadelphia, Hb 0-Arab) pueden tener distinta variabilidad clinica.
4

Bases bioquimicas:

La anemia de células falciformes, fue la primera enfermedad genética en la que se
identific6 una anormalidad molecular, es decir, una mutaciéon puntual, que se debe a la
sustitucién de timina por adenina en el codén GAG en la 6 posicidn de la Beta globina,
en dicho codén, se sustituye por GUG en el ARN mensajero, que al traducirse cambia
una valina por un acido glutamico. 2

El gen beta globina se localiza en el cromosoma 11, solo las variantes de hemoglobina
con la sustitucién previamente mencionada, sufren falciformacion. >

Las variantes de hemoglobina beta se heredan en forma autosémica dominante desde
el punto de vista bioquimico, sin embargo es autosémico recesivo desde el punto de
vista clinico ya que no todos los pacientes presentan manifestaciones.

La HbS sometida a bajas presiones de oxigeno, forma un polimero dentro de los
eritrocitos, los cuales se distorsionan en formas alargadas o espiculadas dando como
resultado la forma de Hoz, la deformabilidad de las células falciformes se reduce mucho,



de tal manera que no son capaces de atravesar los pequefios vasos de la
microcirculacién, bloqueando asi la circulacién local y causando isquemia, la HbS puede
causar anemia hemolitica crénica con disminucién del hematdcrito tan bajo como el
20%, sin embargo, el hematocrito puede compensar el aumento de viscosidad por la
disminucién en la deformabilidad, la Hb libre libera 6xido nitrico, uno de los mas
potentes vasodilatadores de origen natural conduciendo a disfuncién endotelial, la cual
afecta el flujo sanguineo, los individuos homocigotos con anemia de células falciformes,
a menudo sufren complicaciones vaso-oclusivas graves como periodos repetidos de
crisis dolorosas, sindrome toracico agudo, accidente cerebrovascular y priapismo.2

Una de las consecuencias directas de la polimerizacion es la formacion de agregados
celulares dentro de los vasos, la Hb se desnaturaliza y comienza la liberacién de hierro,
esto promueve la existencia de un microambiente con la formacién de radicales
superoxido y la formacién de hemicromos. 4

Sé6lo pocos factores han sido identificados como factores desencadenantes de la
transicion a la crisis generalizada, incluyendo episodios transitorios de hipoxia (apnea
del suefio) y una disminucién de la perfusién local, secundaria a incremento de la
viscosidad sanguinea local.2

Las estrategias de tratamiento actuales para anemia de células falciformes estan
basadas en el tratamiento sintomatico del paciente, un nimero limitado de farmacos
que reducen la polimerizacion de HbS intracelular después de la desoxigenacidn, y la
terapia de transfusion de glébulos rojos con HbA normal, la cual se utiliza para:

1) Disminuir el nimero de eritrocitos falciformes, mejorando la viscosidad
sanguinea y el flujo sanguineo.

2) Disminuir la hemélisis.

3) Suprimir la produccion de globulos rojos que contienen HbS en la médula
Osea.

Sin embargo, la terapia de transfusion no detiene la crisis de dolor agudo, pero es
eficaz para disminuir complicaciones como apoplejia mayor y sindrome toracico
agudo. 2

La hipoxia es uno de los factores desencadenantes mas comunes de la crisis
drepanocitica, se ha demostrado que la baja saturacidon de oxigeno nocturna se asocia
con una mayor incidencia de crisis dolorosas en la infancia.2

La micrografia electronica de la Hb Falciforme muestra a presencia de micro tibulos
multiples que consisten en moléculas de hemoglobina amontonadas, las moléculas no



se apoyan directamente una sobre otra, por lo que se forma una estructura helicoidal.
Catorce hebras de fibra se organizan en pares, dando lugar a una fibra que tiene 21
nm de diametro. ®

Cuando una célula falciforma y desfalciforma repetidamente, la membrana se afecta y
la célula se vuelve irreversiblemente falciformada, se mantiene asi incluso cuando la
presion del oxigeno aumenta, una célula falciformada irreversiblemente, tiene una
alta concentraciéon de hemoglobina y un contenido alto en calcio y bajo en potasio.

Los trastornos de células falciformes varian en gravedad clinica desde el rasgo de
células falciforme practicamente asintomatico hasta el estado potencialmente letal
caracteristico de la anemia de células falciformes, tanto los factores intracelulares como
los extracelulares influyen en la falcifomacién como la concentraciéon de nivel 2-3
bifosfoglicerato la concentracién de iones de hidrégeno. >

El nivel de PO2 que produce falciformacién in vitro en eritrocitos, soporta una relacién
indirecta respecto de las medidas clinicas de la PO2 arterial y venosa, lo que provoca
la estasis vascular, el curso de acontecimientos conduce a la muerte tisular,
manifestada clinicamente como una crisis dolorosa. Los infartos esplénicos y
medulares debidos a estasis vascular son frecuentesy el priapismo puede ocurrir en el
varon, puede haber desarrollo de ulceras en las piernas, lesiones retinianas y renales.
5

Las temperaturas frias, retardan la polimerizaciéon de la Hb, las bajas temperaturas
tienden a precipitar las crisis de falciformaciéon por la vasoconstriccién. >

La falciformacion de los globulos rojos esta influenciada por la concentracion de Hb
falciforme en las células. ©

En anemia de células falciformes, los neutrofilos sobre expresan una variedad de
moléculas de adhesion en su superficie que estan implicadas en la adhesidn celular y la
migracion transendotelial, por otra parte, la inhibicién de la apoptosis en neutréfilos en
la anemia de células falciforme, puede exacerbar la inflamacién en la microcirculacion
y contribuir a la oclusién de los vasos, como la apoptosis de neutréfilos normales es
esencial para la resolucién de los procesos inflamatorios.”

Los eosindfilos son leucocitos multifuncionales pleiotropicos que participan en la
iniciacion y propagacion de diversas respuestas inflamatorias, a raiz de la participacion
de los receptores de citoquinas, inmunoglobulinas y complemento, pueden actuar como
células pro inflamatorias mediante la liberacion de una serie de citoquinas IL 2, IL-4, IL-
5, IL-10, IL-12, IL-13, IL16, IL18, factor de crecimiento a y [ ( TGF-a y TGF-f),
quimiocinas y mediadores lipidicos como factor activador de plaquetas (PAF) y el
leucotrieno (LT). 7
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Los efectos de estas moléculas influyen en la regulacion positiva de moléculas de
adhesién, la modulaciéon de trafico celular, la activacion y la regulaciéon de la
permeabilidad vascular, la secrecion de moco en los tejidos epiteliales y constriccion
del musculo liso, como se ve en el asma. ademas, los eosinéfilos pueden servir como
principales células efectoras, la induccion de dafio en el tejido y disfunciéon mediante la
liberacion de proteinas y mediadores de granulos toéxicos, tales como neurotoxina
derivada de eosinéfilos (EDN), peroxidasa de eosinéfilos (EoPo), la proteina catiénica
de eosindfilos (ECP) y la proteina basica principal ( MBP).”

Los eosindfilos de pacientes con anemia de células falciformes muestran una mayor
adherencia a placas recubiertas con fibronectina, en comparacion con los eosinoéfilos de
individuos sin la enfermedad, sin embargo, la terapia con hidroxicarbamida tiene una
menor capacidad de adhesion a la fibronectina, en comparacién con los pacientes no
tratados con esta droga, con una adherencia similar a la de los pacientes sin anemia de
células falciformes. 7

Hemoglobina Fetal (HbF)

La HbF estd compuesta por dos cadenas de polipéptidos a-globina y dos cadenas y-
globina. Las cadenas y-globina estan codificadas por dos genes casi idénticos
(HBG2 y HBG1) dentro de la agrupacion de genes como [3-globina en el cromosoma 11p,
solamente difieren por un residuo de alanina o glicina en la posicién aminoacidica
y136. Ty- y Ay- globinas, ambas tienen efectos similares en la polimerizacion de HbS. 8

Es una hemoglobina que se expresa durante toda la etapa fetal, desde el segundo
trimestre de gestacion hasta el sexto mes de vida, y presenta una alta afinidad por el
oxigeno al compararla con HbA, Al realizar el cambio fisiolégico de la eritropoyesis de
higado fetal a médula 6sea, expresandose hemoglobina adulta (HbA).

HbF es el mas potente modulador de las caracteristicas clinicas y hematologicas en la
anemia de células falciformes. Protege contra diversas complicaciones de la
enfermedad, los niveles elevados de Hb F se asocian con una tasa reducida de episodios
de dolor agudo, menos ulceras en las piernas, menos osteonecrosis, sindrome toracico
agudo menos frecuentes, y la severidad de enfermedad reducida, sin embargo, tiene una
débil o ninguna asociacién clara con priapismo, excrecion de albumina en orina,
accidente cerebrovascular e infarto cerebral silencioso, la presion arterial sistémica, y
tal vez vasculopatia falciforme. 8

Cuando los niveles totales de HbF son altos, tal vez la hemdlisis intravascular de
eritrocitos que contienen poco o nada de HbF conduce a suficiente eliminacién de 6xido
nitrico por la hemoglobina libre en plasma puede provocar complicaciones
relacionadas con la hemolisis. (Figura 1)8
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Figura 1:

Hemolisisde Ias
célulasNo F

Con la rapida disminucién en el nimero de eritrocitos circulantes fetales, la relacién
de Gy a A y-globina cae de 0.7 a 0.4 en el nacimiento a la edad de 5 meses. Esto va
acompafiado de un descenso progresivo en el nimero de eritrocitos con HbF medible,
llamados células F. En adultos normales, la HbF es menor al 1% de la hemoglobina total
y se distribuye de forma desigual entre los eritrocitos. Los niveles de HbF observados
en la anemia de células falciformes fluctian entre 5% a 8%. 8

La fisiopatologia de la enfermedad de células falciformes es dependiente de la
polimerizaciéon de la hemoglobina falciforme desoxigenada. El incremento de los
niveles de HbF retarda este proceso.

La HDbF reduce la concentracion de HbS, pero lo mas importante, es que no puede
entrar en la fase de polimero de hemoglobina falciforme. Sin embargo, el tetramero que
contiene cadenas (3-5y 3 4, tienen 50% de probabilidad de formar polimeros como la
HbS.8
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Clinica:

El nifio recién nacido esta protegido por el alto nivel de hemoglobina fetal en los
glébulos rojos durante las primeras 8 a 10 semanas de vida, conforme el nivel de HbF
disminuye, las manifestaciones clinicas de la enfermedad de células falciformes
aparecen. ’

La inflamacién, los leucocitos y la adhesién celular al endotelio vascular y la lesién
endotelial posterior contribuyen a la patogénesis de la anemia de células falciformes,
los leucocitos parecen jugar un papel importante en la fisiopatologia de la anemia de
células falciformes, las crisis de dolor se asocian a menudo con un recuento de
neutréfilos y son generalmente mas altos en anemia de células falciformes, por otro
lado la leucocitosis con predominio polimorfonucleares, se ha correlacionado con una
mayor tasa de muerte prematura, el sindrome toracico agudo y accidente
cerebrovascular entre los pacientes. 7

Muchos pacientes con anemia de células falciformes estan en razonable buena salud
mucho tiempo, alcanzando un nivel estable, este estado relativo de bienestar puede ser
interrumpido por crisis de comienzo subito y ocasionalmente una evolucion fatal.

Se dan varios tipos de crisis y éstas pueden clasificarse como crisis vaso-oclusivas,
crisis aplasicas, crisis de secuestro y crisis hemoliticas. 5

Crisis vaso-oclusivas:

La crisis vaso-oclusiva es la mas frecuente y es la clave del paciente con enfermedad
por células falciformes, la frecuencia con la que tales crisis ocurren, varian de casi
diariamente a menos de una vez al afio, resultan de interacciones complejas entre el
endotelio, los factores plasmaticos, los leucocitos y los globulos rojos falciformes, que
conducen a la obstrucciéon de los vasos sanguineos. La hipoxia tisular ocurre y
finalmente conduce a la muerte tisular y dolor localizado. La crisis vaso-oclusiva puede
afectar cualquier tejido, pero el dolor se da especialmente en huesos, térax y abdomen.
Los infartos en el bazo pueden ser causa de dolor abdominal, son muy frecuentes en
los nifios de 5 a 6 afios con anemia de células falciformes, el bazo generalmente se
vuelve muy pequefio debido a la cicatrizacién lograndose lo que se denomina auto
esplenectomia. >

Los eritrocitos de pacientes con anemia de células falciformes se adhieren
anormalmente a las células endoteliales, cuando hay interacciéon entre endotelio,
eritrocitos falciformes y leucocitos, los eritrocitos se adhieren a los leucocitos que son
adherentes al endotelio de las vénulas post-capilares, lo que sugiere que los leucocitos
pueden tener un papel dominante en el inicio de la vaso-oclusion. ?
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Crisis aplasica:

Como en todas las anemias hemoliticas la supresion temporal de la eritropoyesis, puede
resultar en una anemia grave. La aplasia de serie roja habitualmente viene precedida
por un cuadro febril, muchos virus tienen capacidad de suprimir la actividad de la
médula 6sea, pero el que lo hace con mas frecuencia es el parvovirus B19,
presentandose en nifios sanos la quinta enfermedad y en adultos con cuadros de
poliartropatia. 10

El fallo en la produccién medular puede también provenir de una deficiencia de acido
félico.5

Crisis hemoliticas:

Los pacientes con enfermedad de células falciformes, presentan una elevada incidencia
de reacciones hemoliticas transfusionales tardias, (RHTT) debido a la frecuente tasa de
aloinmunizacién que se estima entre el 18 y el 36%. Aunque la mayoria de estas
reacciones siguen el patrén tipico de una RHTT, con la aparicién de un nuevo
aloanticuerpo alos 7 6 10 dias de la transfusién que genera una hemolisis extravascular
y un Coombs directo positivo. 10

Los pacientes con una anemia hemolitica crénica son especialmente propensos a
formar calculos de bilirrubina que pueden causar obstruccion biliar extrahepatica.
(Tabla 2).5

Tabla 2: Caracteristicas del sindrome hiperhemolitico (modificado de Petz)

Hemolisis intravascular severa tras la transfusion de sangre.

Sintomas sugestivos de una crisis dolorosa.

La Hb después de la transfusidn, cae por debajo del nivel pretransfusional.

Cursa con reticulocitos bajos

El estudio inmunohematolégico es negativo o no explica el cuadro hemolitico.

Cuando se detecta un anticuerpo la transfusiéon de sangre compatible no evita la
hemolisis.

Las transfusiones empeoran el cuadro que puede ser mortal.

La Hb se recupera y aparece reticulocitosis al evitar las transfusiones y afiadir
esteroides.

El sindrome puede reaparecer en sucesivas transfusiones.
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El paciente comienza con fiebre, sindrome anémico severo, ictericia, hemoglobinuria y
en casos mas graves, insuficiencia cardiaca como consecuencia de la anemia.

Los pacientes con anemia de células falciformes, suelen presentar dolor durante la
crisis hemolitica, lo que hace que esta complicacién pueda confundirse con una crisis
vaso-oclusiva, posiblemente por la disminucién del 6xido nitrico y vasoconstricciéon
secundaria producida por la hemdlisis intravascular.1?

Las transfusiones pueden agravar el cuadro empeorando la hemdlisis e incluso
precipitando a la muerte del paciente.1?

Crisis de secuestro:

Las crisis de secuestro se observan en bebés y nifios pequenos, se caracteriza por el
subito almacenamiento masivo de los globulos rojos, especialmente en el bazo, pueden
desarrollarse shock hipovolémico y fallo cardiovascular, se considera una crisis mayor
en la que el nivel de Hb es menor de 6 gr/dl o ha caido mas de 3 gr/dl del valor basal. 5

Los primeros estudios de los nifios con enfermedad de células falciformes, sugirieron
que el dolor puede ocurrir tan pronto como 6-12 meses de edad, tipicamente se
manifiesta como dactilitis, limitacion de movilizacion de manos y dificultad para
deambular.11

Los ninos pequefios con anemia de células falciforme, tienden a ser mas bajos de lo
normal, con pubertad retrasada, la anemia hemolitica créonica con hiperplasia
eritroide, produce un ensanchamiento de los espacios medulares, adelgazamiento de
las corticales y escasez del patron trabecular. Los cuerpos vertebrales pueden mostrar
biconcavidades de las superficies superior e inferior, las crisis de dolor pueden ir
seguida de la aparicidon de reaccidn periostica, la dactilitis se debe a una necrosis
avascular limitada a la médula, se da durante los primeros cuatro afios de vida. La
presencia de médula necrotica puede favorecer el desarrollo de infeccion,
especialmente S. aureus 'y Salmolnella, también puede embolizar el pulmoén
produciendo sindrome toracico. >

La médula renal es un area sensible al dafio, la capacidad de concentracién de orina
esta perdida en los pacientes con rasgo de células falciformes, los infartos pueden
ocurrir con necrosis papilar renal, tanto en pacientes con enfermedad SS como en
pacientes con rasgo de células falciformes. 5

El priapismo es una complicacion grave, involucra la ereccion sin deseo sexual, los
varones prepuberales tienen episodios mas cortos y un buen prondéstico para la funcion
eréctil. 12

La esplenomegalia es prominente en la primera infancia, pero la funcién esplénica esta
alterada y la incidencia de infecciones bacteriémicas es alta. 5
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La ictericia y la hepatomegalia son frecuentes en la anemia de células falciformes, el
higado puede estar agrandado hasta la cresta iliaca, particularmente en nifios pequefios
y edad media, el sindrome toracico agudo ejerce un fuerte efecto sobre el cuadro
clinico, la combinacién de velocidad de flujo elevado y oclusiones vasculares
pulmonares, pueden provocar incremento de la presiéon pulmonar y finalmente Cor-
pulmonale. >

La obstruccién de vasos retinianos va seguida de neovascularizaciéon con aneurismas
arteriovenosos, pudiendo provocar hemorragia, cicatrizaciéon, desprendimiento de
retina y ceguera. Los accidentes cerebrovasculares son una de las complicaciones mas
devastadoras, debido a la obstruccién de grandes vasos, particularmente carétida
interna, cerebral media y anterior. El accidente cerebrovascular es mayor en nifios,
ocurre sin ningun aviso. °

Las tulceras alrededor de los tobillos, son un aspecto particularmente frecuente de la
enfermedad de células falciformes, son infrecuentes en nifios pequefios, comienzan
como una brecha en la piel o como en un area parecida a una ampolla que se
resquebraja, los pacientes con enfermedad de células falciformes son particularmente
propensos a desarrollar infecciones debido ala asplenia funcional, la funcién fagocitica
alterada y un defecto en la activacion de la via alternativa del complemento.>

Diagnostico:

El diagndstico se realiza por electroforesis de hemoglobina, los métodos rapidos menos
fiables para la detecciéon de hemoglobina falciforme, incluyen la observacion de
falciformacion de globulos rojos que contienen hemoglobina falciforme
microscopicamente bajo un porta objetos, mediante la suspension de células en una
gotita de una solucién al 2% de metabisulfito sédico y pruebas de solubilidad. La
utilizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa para detectar la mutacién
falciforme es el método de eleccion para el diagnostico prenatal. 5

Tratamiento:

Los pacientes con anemia de células falciformes estan expuestos constantemente a
peligros, particularmente infecciones, y crisis agudas, una vigilancia regular de la
situacion hematoldgica es necesaria, la profilaxis con penicilina ha mostrado disminuir
la frecuencia de infecciones, el acido folico ha sido utilizado desde hace mucho tiempo,
para la estimulaciéon de produccidn de eritrocitos, la vacunacién contra Streptoccoco
Pneumoniae ha tenido éxito reduciendo la infeccién por este patégeno. 4

Aun no hay ningin tratamiento especifico plenamente satisfactorio, las transfusiones
no suelen ser necesarias, excepto en circunstancias especiales como accidentes cerebro
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vasculares, hallazgos anormales en el Doppler transcraneal, ulceras en las piernas o
crisis dolorosas frecuentemente recurrentes o intratables, la transfusién profilactica
disminuye la frecuencia de las crisis pero requiere la administraciéon de deferoxamina
para prevenir la sobrecarga de hierro, el tratamiento transfusional esta dirigido a
mantener el nivel de hemoglobina por encima de los 10 gr/dl, la exposicion al frio y
altas altitudes deberia evitarse. >

El tratamiento de la anemia de células falciformes incluye la prevencion de las
complicaciones con profilaxis con penicilina desde los tres meses de vida hasta los 5
afios, en pacientes ya esplenectomizados, administrar indefinidamente, las vacunas
apropiadas y las transfusiones de sangre para los pacientes en riesgo de accidente
cerebro vascular. 10

La prevencion de la deshidratacion de los eritrocitos dada por la pérdida de ionesy
agua a través de las vias selectivas de potasio. El rol de a transfusion cronica para la
prevencidn de accidente cerebrovascular ha sido objeto de numerosas investigaciones.*
Es bien conocido que el nivel de hemoglobina fetal producida por el paciente, influye
en la severidad de anemia de células falciforme, por ejemplo, las poblaciones muestran
que el incremento de HbF, determinada genéticamente tienen una manifestaciéon leve
de la enfermedad y la incidencia de complicaciones clinicas graves también es menos
frecuente. Se ha observado que la azacitidina, induce la produccién de HbF en adultos.
La Hidroxiurea ha sido un tratamiento oral bien tolerado en algunos trastornos
mieloproliferativos que también incrementa la HbF 4

Tratamiento del dolor vaso-oclusivo:
Se inicia hidratacion (2250 cc/m?) de solucidon mixta, ademas de monitoreo continuo y
hemodinamico con oxigenoterapia dependiendo de la condicién del paciente.

* Analgesia:

— Ibuprofeno (5-10 mg/Kg/dosis)

— Ketorolaco 0.5 mg/Kg/dosis IV cada 8 horas (maximo 30 mg).

— Morfina (0,1-0,2 mg/Kg/dosis cada 4 horas) IV lento o en infusion
continua 0,025 mg/Kg/hora y no hay limite superior. 10

* En caso de crisis severa se debe transfundir concentrado de hematies con
disminucién de la Hb al menos 2 gr, en caso de infeccidn, se toma hemocultivo
y urocultivo e inicio de antimicrobiano:

* Cefotaxima 150 mg/kg/dia IV en tres dosis y dicloxacilina 100 mg/Kg/dia IV
durante un minimo de 3 semanas o hasta normalizacion de PCR, continuando
tratamiento oral hasta completar 4-6 semanas con Cefuroxima a 60 mg/Kg/dia
en tres dosis. 10
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En caso de crisis de dolor vaso-oclusiva de repeticion valorar el uso de hidroxiurea
como profilaxis, los pacientes con enfermedad de células falciformes, tienen una
elevada incidencia de infecciones bacterianas, siendo la osteomielitis la segunda
infeccion mas frecuente en ellos. Los gérmenes implicados son: Salmonella (70%), S.
aureus (10%), Neumococo, H. influenza, Meningococo y se sospecha clinicamente
cuando existe la presencia de: dolor dseo, fiebre y aumento de reactantes de fase aguda.
10

Tratamiento de fiebre sin foco infeccioso:

Nifios sin sepsis con antecedente de esplenectomia o sepsis, menores de 1 afio,
radiografia con infiltrado, leucocitosis mayor a 30 000 o menor a 5 000 se ingresan
para inicio de tratamiento con Cefotaxima IV 150-200 mg/kg/dia/ 6 hrs, de poderse
manejar como paciente ambulatorio se inicia ceftriaxona 75 mg/kg IV 'y luego
amoxicilina/clavulanato 100 mg/kg/d/8hr VO por 7 dias. 10

Tratamiento del dolor abdominal:

No hay que dar dosis altas de analgésicos, dieta completa, valoracién por cirugia,
antibioterapia,  hidratacién y reposicién de electrolitos se realiza colecistectomia
electiva después del episodio agudo (6 semanas) para evitar adherencias.

La colecistectomia de urgencia y extraccion de calculos por una
colangiopancreatografia retrograda endoscopica, se realiza si hay obstruccion de la via
biliar o empeoramiento de la funcién hepatica.

En caso de hepatitis virica, no hay medidas terapéuticas especiales.

Hepatotoxicidad inducida por farmacos: 10 % de los tratados con hidroxiurea, se
normalizan cuando se suspende el farmaco.1?

Tratamiento del secuestro esplénico:

Corregir la hipovolemia con cristaloides, transfusion urgente para llevarla Hb a 8 g/d],
se recomienda exanguinotransfusiéon si hay signos de distrés respiratorio, hay que
reevaluar cada 4 horas y considerar esplenectomia urgente si no hay mejoria, iniciar
tratamiento con hidroxiurea. 10
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Tratamiento de accidente cerebrovascular:

Manejo por terapia intensiva, valoraciéon por Neurocirugia y Neurologia, estabilizar
signos vitales, colocacion de via central, valorar ventilacién mecanica, oxigenoterapia
para mantener SO2 > 96%, si hay fiebre iniciar con Cefotaxima (200 mg/Kg/dia cada
8 horas), afladir Vancomicina (60 mg/Kg/dia cada 6 horas) si sospecha de sepsis o
meningitis. 10

Exanguinotransfusion parcial urgente o posible transfusion simple si Hb<6 g/dl, para
conseguir una HbS<20% en como maximo 48 horas, y una Hb<10 g/dl (o la basal del
paciente).

Trasplante de progenitores hematopoyéticos si hay donante. 10
Tratamiento de sindrome toracico agudo:
Antibioterapia empirica al diagndstico:

* Cefotaxima 150-200 mg/Kg/dia cada 6-8 h, maximo 12 g/dia.

» ceftriaxona 50 mg/Kg./dosis, 1 6 2 dosis/dia. maximo 2 g/dosis + azitromicina
10 mg/g/dia en 1 dosis o claritromicina 15 mg/Kg./dia cada 12h, maximo 500
mg/dosis).10

Sospecha clinica o bacterioldgica de S. aureus:

* Cefuroxima (150-200 mg/Kg/dia cada 8h) o amoxicilina-clavulanato (100-150
mg/kg/dia c/6-8 h).

* Siseagrava:

* Vancomicina (15 mg/Kg/8 horas IV), o linezolid (10 mg/kg/dosis cada 8 h si <
12 afios, cada 12 h si >=12 afios), penetra mejor a parénquima pulmonar.

En alérgicos a betalactdmicos:

* clindamicina (10 mg/Kg/6 horas IV) + ciprofloxacino o levofloxacino oral (10
mg/Kg/12 horas en <5 afios y cada 24 horas en >5 afios).

* Toracocentésis en caso de derrame pleural:
* Hidratacion: 1500 ml/m2/dia,

Transfusion de concentrado eritrocitario para incrementar oxigenacion. 10
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Tratamiento transfusional:

El objetivo de la terapia de transfusion en pacientes con anemia de células falciformes,
es reemplazar los eritrocitos falciformados con eritrocitos normales, restablecer el flujo
sanguineo e incrementar la capacidad del transporte de oxigeno. Una simple
transfusion puede incrementar la falla cardiaca asociada a un déficit en el transporte
de oxigeno, disnea y fatiga severa, multiples transfusiones indican anemizacion,
secuestro esplénico, sindrome toracico agudo, sepsis severa y secuestro agudo
hepatico. En algunos pacientes con ulceras en extremidades, dolor crénico, la reduccion
de HbS puede ser una opcidén terapéutica, la transfusién sanguinea, reduce las
complicaciones hemoliticas y vaso-oclusivas, incrementando la capacidad del
transporte de oxigeno y disminuyendo la viscosidad sanguinea. Sin embargo, dentro de
las complicaciones de la transfusion podemos encontrar la aloinmunizacion y la
sobrecarga de hierro. #

Tratamiento quelante:

Hay que iniciar la quelacion cuando la ferritina se encuentre >1000 ng/ml en al menos
2 determinaciones, o si la cuantificacién de hierro en biopsia hepatica o por RM
hepatica es >7 mg/gr de peso seco (x 17= 120 umol/g), sin embargo, se tiene que tener
en cuenta su nivel como reactante ya que el déficit de vitamina C debido a la rapida
oxidaciéon puede disminuir falsamente su nivel. 10

Hidroxiurea:

La Hidroxiurea fue sintetizada originalmente en 1869, fue hasta 1928 que se reconoci6
su importancia biologica potencial, desde 1960 ha atraido interés ya que tiene efectos
bioldgicos unicos, y sorprendentemente diversos que llevaron a explorar su utilidad
clinica como farmaco anti leucémico, sensibilizador de la radiacién e inductor de la
hemoglobina fetal en pacientes con anemia de células falciformes.13

Inhibe la enzima reductasa de difosfato de ribonucledsidos, ésta enzima que cataliza
la conversion reductiva de ribonucleotidos en desoxirribonucleétidos. Destruye un
radical libre de tirosil, que une hierro en el centro catalitico de la subunidad h RRM2
de la reductasa de ribonucle6tido humano. El farmaco es especifico para la fase S del
ciclo celular, es mediada por mecanismos dependientes e independientes de p53.13

La hidroxiurea es el Unico medicamento modificador de la enfermedad que esta
aprobado por la FDA para la anemia de células falciformes. 14 multiples ensayos clinicos
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muestran que la hidroxiurea puede reducir el dolor vaso-oclusivo y episodios de
sindrome toracico agudo y también la mortalidad en pacientes adultos con anemia de
células falciformes.1* En los nifios, la baja adherencia al tratamiento con hidroxiurea
limita en gran medida su uso eficaz en la practica clinica. 14

El mecanismo por el cual la hidroxiurea reduce la frecuencia de las crisis vaso-oclusivo
no esta claro, pero se conoce que la proporciéon de HbF aumenta a partir de la octava
semana del tratamiento, asi como los cambios en el VCM, lo que puede reflejar
propiedades alteradas de la membrana eritrocitaria, se incrementa ademas el agua de
los eritrocitos, con mayor deformabilidad y disminuciéon de la adherencia de los
glébulos rojos al endotelio. 15

La hidroxiurea fue inicialmente utilizada para el tratamiento de la anemia de células
falciformes, ya que aumenta la proporciéon de HbF en los glébulos rojos falciformes, lo
que interfiere con la polimerizacién de la hemoglobina falciforme, sin embargo, ademas
de reducir el recuento de globulos blancos, también inhibe la adhesion de leucocitos a
la microvasculatura y reduce la adhesividad de los leucocitos para los glébulos rojos
falciformes. °

Alrededor de un tercio de los pacientes con anemia de células falciformes tienen dolor
casi a diario; se podria esperar que la dosis de hidroxiurea adecuada inhiba el desarrollo
de crisis vaso-oclusivas para reducir este dolor. ?

La hidroxiurea ha sido la terapia estandar en pacientes con historia de sindrome
toracico agudo y anemia de células falciformes asociadas a episodios de dolor, reduce
la velocidad del ultrasonido Doppler transcraneal, 11% de los pacientes con HbS ya han
presentado oclusion intracraneal ala edad de 20 afios. 1 Esto ha sido investigado para
prevencién de oclusién primaria y secundaria en anemia con células falciformes, con
beneficios en la reduccion secundaria de oclusion cerebral, sin embargo no se ha
establecido como alternativa para la terapia de transfusion crénica en pacientes con
alto riesgo de oclusion. 16

Se ha demostrado que la hidroxiurea, en el tratamiento de pacientes con HBSD Punjab,
una rara hemoglobinopatia con expresiéon fenotipica similar a la anemia de células
falciformes tiene una buena respuesta con disminucién de las manifestaciones clinicas
y baja toxicidad a corto plazo. 17

La Hidroxiurea, disminuye fenémenos vaso-oclusivos en pacientes con enfermedad de
células falciformes, incluyendo sucesos dolorosos, sindrome toracico agudo vy
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apoplejias secundarias a través de varios posibles mecanismos. El aumento de la
expresion de Hb F y la sintesis de la misma pueden deberse a que se suprime la
proliferacion del precursor eritroide con estimulacién compensadora de un grupo
preciso de células que producen Hb fetal. 13

Se sugiri6 un mecanismo alternativo por la capacidad de la Hidroxiurea de generar
oxido nitrico tanto in vitro como in vivo, y causa nitrosilaciéon de trifosfatasas de
guanosina de peso molecular pequefio que estimula la produccién de gamma globina
en precursores eritroides. Mediante la induccion de HbF se favorece la solubilidad de
la Hb dentro de los glébulos rojos, asimismo, reduce la adherencia de estas células al
endotelio vascular, suprime la produccion de neutréfilos y disminuye su contribucion
a la oclusién vascular, reduce de manera especifica la expresion de moléculas de
adherencia como L- selectina en neutréfilos. 13

La biodisponibilidad oral de la hidroxiurea es excelente, y se observan concentraciones
comparables en plasma, después de dosis orales o intravenosas, las concentraciones
maximas en plasma, se obtienen 1 a 1.5 hrs después de dosis orales de 15 a 80 mg/kg,
con una vida media de 3.5 a 4.5 hrs. El farmaco cruza con facilidad la barrera
hematoencefalica y aparece en cantidades importantes en la leche materna, el 40 a 80%
del medicamento se recupera en la orina en el transcurso de 12 hrs posterior a la
administracién, el principal efecto téxico, es depresion hematopoyética que incluye
leucopenia, anemia megaloblastica y en ocasiones trombocitopenia, otras reacciones
adversas incluyen neumonitis intersticial descamativa, alteraciones gastrointestinales
y reacciones dermatolégicas leves, mas rara vez, estomatitis, alopecia, manifestaciones
neurologicas. 13

La hidroxiurea se ha utilizado en bebés y nifios pequefios con anemia de células
falciformes, con episodios menos frecuentes de dolor, dactilitis, y accidente
cerebrovascular, lo que disminuyé el gasto en los pacientes en un 21% por disminuciéon
en atencion hospitalaria ya que hubo menores crisis de dolor. 18

Se ha demostrado que la hidroxiurea con dosis inicial de 15 a 20 mg/kg/dia es bien
tolerada, y puede ser incrementada gradualmente cada 8 semanas en 5 mg/kg, con
poca mielosupresion y mantener el conteo de neutroéfilos absolutos entre 2000 - 4000
x109.19

En la poblacién infantil la utilizacién de hidroxiurea ha sido diferente porque los efectos
favorables y desfavorables a mediano y largo plazo aun se desconocen porque los
grupos de investigacién clinica internacional han incluido pocos pacientes y el
seguimiento ha sido menor de cinco afos. 20
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Transplante de médula ésea:

Los nifios y adolescentes, menores de 16 afios de edad, que tienen complicaciones
severas (accidente vascular cerebral, sindrome toracico agudo o dolor constante) que
tienen un donador HLA compatible, son los mejores candidatos para el transplante, el
Unico tratamiento curativo. Sin embargo, el 5-10% de los pacientes, mueren por
complicaciones relacionadas al transplante, en otro 10% puede regresar la anemia de
células falciformes.

La terapia génica es una opcion prometedora, como transplante autélogo de las células
madre hematopoyéticas. 4

Complicaciones:

La aparicién de crisis de dolor a menudo se inicia en el primer afio de vida y aumenta
progresivamente hasta alcanzar la expresion de toda la HbS y presentar una crisis de
dolor a los 4.9 afios, en los pacientes con HbSC llegan a experimentar una crisis
dolorosa a los 7.1 afios de edad. 2! El dolor de la oclusién vascular representa una
complicacién importante que contribuye a la reduccion de la calidad de vida de muchos
niflos con anemia de células falciformes. 21

Las guias de la National Heart Lung and Blood Institute recomiendan comenzar a los
dos afios de edad a identificar el riesgo de oclusion en pacientes con anemia de células
falciformes y alto riesgo de oclusion cerebral, la transfusion crénica es recomendada en
pacientes en los que se identifico alto riesgo con velocidad de flujo sanguineo cerebral
> 200 cm/s. 16

El seguimiento de ultrasonido Doppler transcraneal es recomendado hacerlo cada afio,
si el resultado fue normal 0 <170 cm/s, cada 4 meses, si el resultado fue de 170a 199
cm/s, y de dos a cuatro semanas, si el resultado fue anormal o (> 200 cm/s)% 16

El infarto cerebral silente, es la complicaciéon neurolégica mas comin en nifios con
anemia de células falciformes, la cual se define mediante una resonancia magnética.1®
Entre el 13% y el 28% de los nifios con anemia de células falciformes tienen infarto
cerebral silente, observado en resonancia. 16

La hidroxiurea, es un farmaco importante y con buenos resultados en nifios con
enfermedad de células falciformes ya que reduce las complicaciones de la enfermedad
en ninos tratados a temprana edad como menores de un aflo, a pesar de su eficacia, es
poco utilizada en Estados Unidos, la formula ha sido aprobada porla FDA, sin embargo,
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solo existe presentacion en capsula, por lo que los nifios pequefios suelen tener
dificultad para tragar el medicamento, lo que podria disminuir la absorcién y la
adherencia al tratamiento.??

Los nifios tienen dificultades para lograr adherencia a la medicacién, dependen de
cuidadores para recordar y les ayuden con sus medicamentos, esto requiere que el nifio
sea cooperador y el cuidador sea persistente. 14

La hidroxiurea es un medicamento que requiere meses antes de observar los
beneficios clinicos, todo esto puede disminuir la eficacia, no puede eliminar por
completo las complicaciones y los pacientes que contintan teniendo algunos sintomas,
pueden ser menos propensos a ver el total del impacto de la hidroxiurea, por lo tanto
mas propensos a dejarla. 14

Dolor:

La evaluacion del dolor en el nifio, es dificil de realizar por la inexactitud de la
comunicacién verbal en los primeros afios de vida. Los nifios antes de hablar, no
pueden solicitar analgésicos. Los preescolares tienen dificultad en expresar lo que
sienten. Los escolares y los adolescentes tienen temor a pedirlos por miedo a las
inyecciones intramusculares. 23

El tratamiento adecuado del dolor en los nifios no solo disminuye las complicaciones,
sino que ademas evade la aparicion futura de respuestas dolorosas desproporcionadas
ante minimos estimulos. 24

El dolor es un hecho privado, personal y subjetivo que solo puede medirse
objetivamente utilizando una de tres estrategias.

e Atender alo que el nifio dice sobe el dolor que siente (medidas de auto informe.

e Atender a la forma en que reacciona el nifio en respuesta al dolor (medidas
conductuales).

e Atender ala forma en que reacciona el organismo del nifio al dolor (medidas
fisiolégicas). 2°

No existe una técnica ideal de valoracion, un observador objetivo debe evaluarlo
especialmente en niflos en etapa pre verbal, combinando sus observaciones con la
evaluacion de los padres, o con lo referido por el mismo paciente si este es capaz
de verbalizarlo. Todos los sistemas de evaluacion objetivos se basan en signos

fisicos de actividad simpatica, combinados con los elementos de comportamiento.
25
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A veces es dificil discernir entre los cambios en las conductas asociadas al dolor y los
causados por miedo necesidad del contacto con los padres y la aprehensién. La opinion
de los padres es valiosa en muchos casos, pero se debe tener en cuenta que los padres
pierden objetividad en algunas ocasiones. 25

Debido a que el dolor es una experiencia subjetiva, se debe utilizar siempre que sea
posible una escala de autoevaluacion. 25

Hay que resaltar que el dolor es tan subjetivo que va mas alla de la simple percepciéon
del dolor, tiene que ver también el estado de dnimo, las experiencias previas, la
personalidad, la educacion, la cultura y el momento mismo de sentir esa molestia. 25

Existen diversas escalas de medida del dolor, basadas en sistemas graficos, analégicos
o numéricos. La eleccion de la escala no es tan importante como la aplicacién regular
de alguna forma de evaluacidn sistematica del dolor. En cualquier caso, deben utilizarse
aquellas escalas que se adapten mejor a la edad y a la situacion del paciente. Las escalas
a aplicar segun la edad del paciente pueden ser objetivas o subjetivas.26

Las escalas conductuales valoran las actitudes y el comportamiento de los nifios ante el
dolor. La escala FLACC considera estos 5 datos: cara, movimiento de piernas, actividad,
llanto, si el nifio se consuela. 26

En nifios pequefios, las escalas conductuales y fisioldgicas podran valorar la percepciéon
del dolor de forma objetiva y sin molestar al paciente. 26

Se han desarrollado gran ndmero de escalas objetivas de dolor, como la Washington DC
Pediatric Objetive Pain Scale, validada para nifios en edades preverbal y escolar, asi
como la escala CRIES ( del inglés: Crying, requires oxygen to maintain saturation > 95%,
increased vital signs, expression, sleepenness) desarrollada por Krechel y Bildner para
evaluar el dolor postoperatorio del recién nacido. 27

Las escalas de valoracion del dolor, deben realizarse en un ambiente lo mas relajado
posible, eliminando actitudes y manipulaciones que incomoden al nifio, previas a
cualquier maniobra potencialmente dolorosay con la presencia y apoyo de los padres.2¢

Las escalas subjetivas son mas utiles, ya que es el paciente el que define su dolor; tipo
de dolor, la distribucién anatémica, frecuencia y duracién, asi como factores especificos
que lo hacen mejorar o empeorar. En ellas se traduce la percepciéon del dolor por parte
del nifio a valores numeéricos o analogicos. 26

En la experiencia dolorosa se distinguen tres dimensiones o componentes:
e Sensorial discriminativa: ;c6mo se siente?
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e Afectiva emocional: ;C6mo me altera?
e Cognoscitiva-evaluativa: ;Qué significa?

Las escalas utilizadas en la practica diaria podemos dividirlas en dos grandes grupos:

- Escalas unidimensionales: Miden una sola faceta del dolor: la intensidad.

- Escalas multidimensionales: Pretenden, ademas, evaluar las otras dimensiones del
dolor, como es el grado de repercusion en la actividad diaria, estado de animo, suefio,
etc.

Las escalas unidimensionales estan especialmente indicadas para la utilizacién en la
valoracién del dolor agudo. Para el dolor crénico las escalas multidimensionales nos
proporcionan una idea mas completa del grado de afectaciéon del paciente por el dolor.27

Dentro de las escalas unidimensionales se encuentran las siguientes:

Escala andloga visual: es una de las escalas mas comunes para medir el dolor agudo y el
crénico. Linea de 10 cm, un extremo esta etiquetado como sin dolor, y el extremo
opuesto, el maximo dolor inimaginable; se pregunta al paciente para que haga una sefal
que represente su dolor. Es fiable y facil de usar aunque requiere un cierto nivel de
funciéon cognitivo. Otras variaciones de esta escala incluyen la escala analdgica

coloreada. (Anexo 1). 27

Escala de dibujos faciales: Constan de un cierto numero de caras (normalmente de 5 a
10), con distintas expresiones de malestar graduadas de forma ascendente. Para su uso

se pide al paciente que imagine que las caras corresponden a un nifio que padece su
misma enfermedad. Posteriormente se le indica que valore su miedo o ansiedad
indicando la cara que mejor representa lo que siente en ese momento. La parte
posterior es una regla graduada que permite convertir la sefal del nifio en datos
numeéricos. Se han elaborado diversas versiones de este instrumento, variando tanto el
numero de caras como el nivel de evaluacién de sus propiedades psicométricas.
Ejemplos de estos instrumentos son “la escala de las nueve caras”, “la escala de siete
caras”, “la escala de caras de Wong-Baker” y el “termémetro del miedo” (Anexo 1) 28

Escala de descripcion verbal: se da a elegir al paciente la palabra que mejor describe su
dolor. Puede ser facil en dolor crénico pero requiere que el paciente entienda bien las

palabras y conceptos. (Anexo 1) 27

Escalas numéricas: pregunta al paciente que sefiale un nimero del 0 al 10 (o del 0 al

100), 0 representa sin dolor y 10 o 100 el mayor dolor inimaginable. (Anexo 1) 27

En general hay que asumir que los nifios con una patologia que indefectiblemente
producira dolor deben ser tratados como si lo tuvieran, aunque el dolor no sea
facilmente detectable a causa de la patologia subyacente, los tratamientos
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farmacologicos, la incapacidad para expresar el dolor por la edad o el déficit
neurologico. 2°

Ya que una buena parte de la ansiedad, puede resolverse por medios no farmacologicos,
hay que asumir un conjunto de normas destinadas a reducir al maximo el impacto
ambiental generador de miedo y ansiedad en el nifio. 2°

Escalas multidimensionales:

Ademas de la intensidad del dolor, estas escalas aportan mas informaciéon sobre las
caracteristicas del dolor y los efectos sobre la vida diaria del paciente. La valoraciéon de
la interferencia del dolor en las actividades diarias es importante.

De las multiples escalas multidimensionales el cuestionario Breve para la Evaluacién
del Dolor es facil y rapida de realizar, incluso por el propio paciente. Originalmente se
cre6 para la valoracién del dolor en el cancer, aunque ha demostrado su utilidad en
otros procesos como el dolor por VIH, artritis etc. Cuantifica la intensidad del dolor y el
efecto que éste tiene en maultiples funciones (actividad general, animo, capacidad de
caminar, trabajo normal, relaciones sociales y disfrute de la vida y suefio. (Anexo 2) 29

El cuestionario del dolor de McGill es el instrumento de evaluacién de dolor de mayor
difusién. E1 MPQ consta de 20 subclases de descriptores verbales de dolor que miden
las dimensiones (categorias) sensorial, afectiva y evaluativa. También se otorga una
puntuaciéon de intensidad para cada descriptor dentro de cada subclase. Seis de los 84
items permiten obtener un indice que mide la intensidad del dolor en su conjunto. 30
Los cuestionarios pueden ser una fuente de informacion adicional sobre la causa del
dolor, las actitudes del nifio, su entendimiento del dolor, el entorno familiar, habilidad
verbal para describir conocer las experiencias anteriores de dolor. Tiene en cuenta el
estado de desarrollo de los nifios valorando la intensidad, sensibilidad, afectividad,
cualidad y localizacién. 30
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JUSTIFICACION:

En México, la anemia de células falciformes es una enfermedad poco frecuente, de alto
interés en el ambito de la hematologia ya que representa alta morbilidad, por la
presencia de dolor asociados a crisis vaso-oclusivas secundarias a desoxigenacion de la
hemoglobina.

La anemia de células falciformes es un problema de salud cuya etiologia amerita
investigarse a fin de encontrar el mejor manejo para disminuir las crisis de dolor
secundarias a crisis vaso-oclusivas, mediante la utilizaciéon de un fairmaco especifico.
Las crisis de dolor secundarias a crisis vasos oclusivas, se encuentran en el 100% de los
pacientes con anemia de células falciformes y puede causar otros trastornos que
pueden generar dafio irreversible de la funciéon de varios 6rganos, y deterioro del
bienestar fisico, mental y social de los pacientes y sus familiares. La gravedad de la
enfermedad se presenta con mayor frecuencia en pacientes homocigotos, presentando
crisis de dolor frecuentes, sindrome toracico agudo, anemia severa o sintomatica < 7
gr/dl. Por las complicaciones graves antes mencionadas se demandan la intervencion
hospitalaria y de diversos servicios del hospital, lo que incrementa costos que podrian
ser evitados. La realizacion del presente proyecto pretende valorar si existe mejoria
del dolor y disminucién de crisis vaso-oclusivas, en los pacientes tratados con
hidroxiurea, lo que facilitara en el futuro el manejo de los pacientes con anemia de
células falciformes y disminuira las complicaciones derivadas de crisis vaso oclusivas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque de otros estudios realizados en E.U se puede inferir que las crisis vaso-oclusivas
que ocasionan enfermedad invasiva en ninos, debieran ser frecuentes en
derechohabientes del IMSS en Jalisco, en la UMAE Pediatria se observaron en el servicio
de hematologia en el transcurso del afio 2013, solo dos pacientes con crisis: un paciente
masculino hospitalizado por crisis vaso-oclusivas y otra paciente con ultrasonido
transcraneal alterado. Cabe mencionar que la mayoria de los casos de crisis vaso-
oclusivas no son enviadas a tercer nivel, sino resueltas en sus clinicas de 2° nivel a
menos que no haya respuesta favorable al tratamiento, antes de que se empleara la
hidroxiurea, a nivel mundial el 100% de la poblacién pediatrica con anemia de células
falciformes tenian crisis de dolor, secundarias a crisis vaso-oclusivas en algin momento
de la vida, sin embargo el inicio de la terapia de tratamiento con hidroxiurea disminuy6
la frecuencia e intensidad de las crisis de dolor, con disminucion a su vez de efectos
secundarios, dentro de los cuales se encuentran crisis vaso-oclusivas cerebrales,
priapismo, dactilitis, ulceras, sindrome toracico agudo, anemia severa, entre otras.

La utilizacion de escalas unidimensionales y multidimensionales podrian ser de
utilidad para un diagndstico mas especifico del dolor en los pacientes con anemia de
células falciformes, ya que ademdas de medir intensidad se podran evaluar las otras
dimensiones del dolor, como es el grado de repercusion en la actividad diaria, estado
de dnimo, suefio, entre otras, sin embargo también tienen limitaciones ya que el dolor
es subjetivo y es dificil realizar la evaluacién en nifios por la inexactitud de la
comunicacién verbal sobre todo en los mas pequefios, la dificultad del paciente para
expresar lo que sienten o el miedo a recibir tratamiento inyectado.

La UMAE Pediatria del CMNO es un centro de referencia para pacientes pediatricos con
patologias poco frecuentes en la poblacién general, como lo es la anemia de células
falciforme en el occidente del pais, contando actualmente con una poblacién activa
estimada en 10 pacientes, de los cuales solamente uno recibié tratamiento de
hospitalizacion por crisis vaso-oclusivas y el resto refiere crisis esporadicas de dolor en
el expediente, por lo que en el presente proyecto de investigacion surge la siguiente
pregunta de investigacion:

(Existe mejoria del dolor secundario a crisis vaso-oclusivas en pacientes tratados con
hidroxiurea y diagndstico de anemia de células falciformes, atendidos en UMAE
Pediatria CMNO?
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OBJETIVOS:
® General

Evaluar el efecto de la terapia con hidroxiurea sobre los niveles de Hemoglobina
fetal y si existe mejoria en los eventos de dolor secundarias a crisis vaso-oclusivas
en pacientes con anemia de células falciformes tratados con hidroxiurea en UMAE
pediatria CMNO.

e Especificos:

Evaluar mediante cuestionarios de dolor agudo o croénico, la intensidad del dolor
mediante escalas unidimensionales (escala de dibujos faciales y escala numérica) o
si existe repercusion en la actividad diaria, estado de animo, sueno, entre otras,
mediante escalas multidimensionales (cuestionario breve para la evaluacion del
dolor).

Medir el porcentaje de Hemoglobina Fetal en los pacientes incluidos en el proyecto.

HIPOTESIS:
El tratamiento con hidroxiurea incrementa el nivel de hemoglobina fetal y reduce

Los eventos de crisis de dolor en pacientes con anemia de células falciformes,
tratados en UMAE pediatria CMNO.

MATERIAL Y METODOS:

Disefio: Se propone undisefio de estudio que de acuerdo a la finalidad es considerado
del tipo descriptivo, por la secuencia temporal es transversal, por el control de la
asignacion de los factores de estudio es observacional y en relacidn a la cronologia de
los hechos, se considera ambispectivo ya que se incluirdn el porcentaje de
hemoglobina fetal, asi como valoracién del dolor previo al inicio del tratamiento con
hidroxiurea realizados previo al inicio de este estudio como parte del protocolo de
tratamiento en el servicio de hematologia pediatria a pacientes con anemia de células
falciformes, con inclusion de pacientes nuevos posterior al inicio del estudio y toma
de muestra posterior al tratamiento con hidroxiurea en pacientes con al menos dos
meses de tratamiento.
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Poblacion de estudio:

Pacientes pediatricos con diagnostico clinico y genético de anemia de células
falciformes, de 6 a 16 afios de edad, de ambos sexos, provenientes de los diferentes
estados asignados a la zona de influencia de centro médico nacional de occidente. El
universo de estudio consta de 11 pacientes, 6 masculinos 5 femeninos, que seran
invitados a participar en este proyecto.

Criterios de inclusion:

Pacientes que cuentan con estudio bioquimico de porcentaje de hemoglobina fetal y
estudio genético para anemia de células falciformes.

Que se encuentre bajo tratamiento con hidroxiurea de al menos dos meses de
evolucion en UMAE Pediatria CMNO.

Criterios de no inclusion:

Pacientes adolescentes del sexo femenino con embarazo o sexualmente activas que no
utilicen algiin método anticonceptivo.

Pacientes con enfermedad hepatica activa (infeccion por HBV o HCV).
Criterios de exclusion:

Pacientes que no hayan tomado adecuadamente su tratamiento, o se haya omitido
durante mas de tres dias a la semana.

Pacientes que hayan presentado toxicidad grave o hipersensibilidad al tratamiento
con hidroxiurea.

Tamaiio de la muestra: Realizaremos un estudio censal donde de primera instancia
se invitaran a todos los pacientes que cumplan los criterios de inclusién a participar.
Por lo que no emplearemos féormula para tamafio de muestra.

Andlisis estadistico.

Se realizaran las pruebas estadisticas comparativas clasicas (Tabla de razén de
prevalencia que incluye Ji2, comparacién de grupos independientes mediante sus
proporciones). Se empleara el programa SPSS v18.
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VARIABLES:

©)

Independientes:
» Hidroxiurea
Dependientes:
» (risis de dolor secundarias a vaso-oclusion.
» Escalas de dolor unidimensionales o multidimensionales
* Hemoglobina Fetal

Descripcion de la metodologia a emplear:

A los pacientes que cumplan con los criterios de inclusidn, y cuando sus padres
o tutores, hayan firmado el consentimiento informado para su incorporacién al
estudio, se realizaran exploracidn fisica, llenado de la ficha de datos (Anexo 3),
cuestionarios de dolor mediante escalas unidimensionales 'y
multidimensionales, (anexo 1 y 2) después de al menos dos meses de
tratamiento con hidroxiurea, ademads, se realizara toma de muestra para
cuantificar hemoglobina fetal por los métodos de desnaturalizacién alcalina
(Anexo 4) en el servicio de consulta externa de hematologia pediatrica de la
UMAE Hospital de Pediatria del CMNO, se registraran en la base de datos estando
presente el investigador responsable para registrar y atender posibles efectos
adversos.

En el laboratorio de bioquimica II de la divisién de Genética del CIBO-IMSS se
determinara si hay incremento de la Hemoglobina Fetal y cuantificacién de Hb S
mediante microcromatografia de intercambio idnico (Anexo 5).

Las escalas de dolor utilizadas seran escalas unidimensionales (Anexo 1) y
multidimensionales (Anexo 2), para valoracién de dolor tanto agudo, como
crénico respectivamente, las escalas unidimensionales que se utilizaran en este
proyecto serdn: la escala de expresion facial (Presenta 6 a 8 dibujos de
expresiones faciales que indican un rango de emociones. Esta escala puede ser
util en nifios, en pacientes que tengan una alteracion cognitiva media-moderada,
0 en pacientes con algun problema en el lenguaje) y la escala numeérica (el
paciente elige un numero que refleja el nivel de su dolor, donde 10 representa el
peor dolor). Estas escalas, miden una sola faceta de dolor, en este caso la
intensidad. La escala multidimensional que se utilizara sera: el cuestionario
breve para la evaluacién del dolor (edicién corta). Pretende evaluar otras
cuestiones del dolor como el grado de repercusion en la vida diaria, estado de
animo, sueno, entre otras, proporcionando una idea mas completa del grado de
afectacion del paciente por el dolor. Originalmente se cre6 para la valoracion del
dolor en el cancer, aunque ha demostrado su utilidad en otros procesos cronicos.
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Desarrollo del estudio:

Pacientes menores de 6 a 16 afos
de edad con anemia de células
falciformes, en tratamiento con

hidroxiurea.
Se captaran pacientes que Se sacardn del estudio a los pacientes adolecentes
cumplan con los criterios de del sexo femenino con embarazo o sexualmente
inclusién activas que no utilicen algiin método anticonceptivo
y a los pacientes con enfermedad hepatica activa.

. . Se realizaran encuestas
Se excluirdn del estudio a . .
los pacientes que no que incluyan escalas Se tomaran nuevas
hayan tomado unidimensionales y muestras para valorar
adecuadamente su multidimensionales para hemoglobina fetal y HbS
la valoracidn del dolor.

tratamiento, o se haya
omitido durante mas de
tres dias a la semanay a
llos que hayan presentado|

toxicidad grave o
hipersensibilidad al

tratamiento con

hidroxiurea.

Recoleccién de datos

Vaciamiento de los datos
a la base SPSS

Anilisis estadistico de
acuerrdo al tipo de
estudio.

Redaccion de resultados
de acuerdo a objetivos
establecidos
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Aspectos éticos:

El protocolo se ajusta a las normas internacionales para la investigacién médica en
seres humanos promulgadas por la Asociacién Médica Mundial en la Declaracién de
Helsinki. Debido a que se realizara cuestionario parala valoracion del dolor con escalas
multidimensionales y unidimensionales aprobadas, las cuales no tienen ningun riesgo
para el paciente, por lo que no requiere de consentimiento informado, sin embargo se
realizara firma de la carta para la mejor comprension del paciente y su tutor ya que se
realizara una toma de muestra sanguinea para valoracidn del porcentaje de Hb Fetal, el
cual es un estudio que se toma para el control del tratamiento utilizado en el paciente
con anemia de células falciformes. El anonimato serd resguardado mediante la
codificacion de las encuestas y la muestra. Es un estudio con riesgo menor al minimo.

Recursos e infraestructura: El servicio de hematologia pediatrica en UMAE pediatria
CMNO cuenta con personal capacitado para la identificacion de crisis de dolor, la
hidroxiurea es proporcionada por el IMSS ya que se encuentra dentro del cuadro basico
para el tratamiento de esta patologia.

Experiencia del grupo: La alumna (MR Alicia Gutiérrez Méndez) es residente de 2°
afio de la subespecialidad Hematologia pediatrica, con experiencia acumulada durante
el desarrollo de su Residencia en el diagndstico y tratamiento de la anemia de células
falciformes, los responsables del proyecto (Dra. Janet Margarita Soto Padilla) es
subespecialista en Hematologia pediatrica, profesor titular de Hematologia pediatrica
reconocida por la UNAM en UMAE Pediatria CMNO. (Dr. En genética humana Francisco
Javier Perea Diaz) Investigador asociado D en el Instituto Mexicano del Seguro Social,
con reconocimiento de investigador nacional nivel II por el Sistema Nacional de
Investigadores (CONACYT), adscrito al laboratorio de bioquimica II en la divisién de
genética del Centro de Investigacién Biomédica de Occidente CMNO IMSS. Con 20 afios
de experiencia en la linea de investigacién de hemoglobinopatias.

Este proyecto sera financiado por los responsables del grupo para las encuestas y el
IMSS por la aportacién del tratamiento Hidroxiurea, el cual se encuentra dentro del
cuadro basico para la subespecialidad, promete dimensionar la magnitud del problema
causado por crisis de dolor secundarias a crisis vaso oclusivas en pacientes con anemia
de células falciformes quienes habitualmente sufren las crisis de dolor en su domicilio.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Guadalajara, Jalisco de de 2015.
Por medio de la presente autorizo que mi hijo(a) participe en
el proyecto de investigacion titulado “Efecto de la mejoria del dolor secundario a crisis

vaso-oclusivas y niveles de hemoglobina fetal en paciente con anemia de células
falciformes tratados con hidroxiurea, atendidos en HPCMNO del IMSS”, registrado en el
Comité Local de Investigacion del Hospital de Pediatria Centro Médico de Occidente,
Instituto Mexicano del Seguro Social, Guadalajara, Jalisco. El objetivo del estudio sera
determinar la presencia de dolor secundario a crisis vaso-oclusivas, en pacientes
pediatricos con diagndstico de anemia de células falciformes, para con ello, identificar
si existe mejoria del dolor, posterior al tratamiento con hidroxiurea y modificacién de
niveles de hemoglobina fetal, de su enfermedad. Se me ha explicado que la participacion
de mi hijo(a) consistira en realizar un cuestionario para evaluacién del dolor y tomar
una muestra de sangre para realizar una prueba en el laboratorio de bioquimica II del
CIBO para cuantificar Hemoglobina Fetal y Hemoglobina S. Declaro que se me ha
informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de la participacién de mi hijo(a) en el estudio, que son los
siguientes: Se toma una muestra de sangre que puede causar dolor, irritacion del area
o inflamacidn. El beneficio es evaluar la Hemoglobina fetal y compararla con los datos
obtenidos en estudios anteriores para valorar incremento de la misma posterior al
tratamiento con hidroxiurea. Se realiza cuestionario para la evaluacién del dolor, con
escalas multidimensionales y unidimensionales aprobadas, las cuales no tienen ningtn
riesgo para el paciente, se decide realizar el consentimiento informado para el mejor
entendimiento del mismo.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi
tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o
cualquier otro asunto relacionado con la investigaciéon o con mi tratamiento. Entiendo
que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento, en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.
El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en
las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial.
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También se ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se
obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto
a mi permanencia de mi representado (a) en el mismo.

Nombre y firma de ambos padres o tutores o del representante legal

Investigador Responsable: Dra. Janet Margarita Soto Padilla
Pediatra Hematdlogo. Matricula 11415274 Tel 3316026537

Testigo Testigo
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TABLA DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE PRUEBA
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDICION ESTADISTICA
A REALIZAR
Hidroxiurea Cantidad Cuantitativa Intervalo No paramétricas
INDEPENDIENTE
Crisis de dolor Positivo/negativo Cualitativa Nominal Ji¢ con
DEPENDIENTE Nominal correccion de
Yates
Escalas Cantidad Cualitativa Intervalo Ji2 con correccion|
Unidimensionales Nominal de Yates
DEPENDIENTE
Escalas Positivo Cualitativa Nominal Ji2 con
multidimensionales [/Negativo Nominal correccion de
DEPENDIENTE Yates
Hemoglobina Fetal [Cantidad Cuantitativa Porcentaje (categorica |Ji2 con
DEPENDIENTE Discreta estableciendo rangos ) (correccién  de

Yates
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades 2014 2015
MAR | ABR | MAY |JUN |JUL | AGO | SEP | OCT | NOV | DIC | ENE | FEB

Realizacion del | X X X X X X X X

protocolo

Revision y X

autorizaciéon por

el CLIS

Levantamiento y X

captura de datos

Procesamiento y X

andlisis de la

informacion

Analisis y X

presentacion de

resultados

preliminares

Redaccion  del X

informe de tesis

Entrega del X

documento final
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Resultados:

Se incluyeron 11 nifios con anemia de células falciformes, al menos con dos meses de
tratamiento con hidroxiurea, seis (54,54%) fueron varones y el resto mujeres. El rango
de edad fue de 6 a 16 afios.

Previo al inicio del tratamiento con hidroxiurea, cuatro pacientes, presentaban dolor
muy severo y los 6 restantes dolor severo de acuerdo a la escala unidimensional, en
base a la escala multidimensional, 5 pacientes presentaban dolor muy severo, 5
pacientes dolor severo y 1 paciente dolor moderado. El valor promedio del porcentaje
de hemoglobina fetal con los métodos Betke y Singer, sonde 9.7% +6.2 y 12.0% = 6.9
respectivamente.

Posterior al tratamiento con hidroxiurea, el dolor de acuerdo a ambas escalas, tanto
unidimensionales y multidimensionales se evalué como leve en seis de los pacientes y
dolor moderado en los 5 restantes. Los valores promedio del porcentaje de
hemoglobina fetal con los métodos Betke y Singer, son de 15.6% + 99y 16.7% + 9.8
respectivamente.

El incremento de hemoglobina fetal estuvo presente en el 90.90% de los pacientes.
(Tablas 1, 2y 3)

Tabla 1:

Intensidad del dolor Intensidad del dolor Intensidad del dolor Intensidad del dolor post
previa (escala post(escala previa (escala (escala
unidimensional) unidimensional) multiimensional) multidimensional)
Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje

Dolor Muy 4 36.4 0 0 5 455 0 0

Severo

Dolor 6 54.5 0 0 5 45.5 0 0

Severo

Dolor 1 9.1 5 45.5 1 9.1 5 45.5

Moderado

Dolor Leve 0 0 6 54.5 0 0 6 54.5

Total 11 100 11 100 11 100 11 100
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Tabla 2:

Intensidad del dolor (escala unidimensional) N- sin dolor, L- leve, M-
moderado S- Severo, MS- muy severo

No. De
Pacientes

% Hb fetal
Betke previa
a
hidroxiurea

% Hb fetal
Betke post
hidroxiurea

No. De
pacientes

% de Hb fetal
Singer, previa
hidroxiurea

% de Hb fetal
Singer, post
hidroxiurea

Media 6 13.9 6 15.58
Desviacion | 6 +552 6 +10.84
estandar

Media 5 18.01 5 18.23
Desviacion | 5 +12.69 5 +10.84
estandar

Media 6.76 1 6.5
Desviacion | 1 - 1 -
estandar

Media 6 8.24 6 8.1
Desviacion | 6 +5.06 6 +5.04
estandar

Media 4 14.29 4 15.29
Desviacion | 4 +7.34 4 +7.054
estandar
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Tabla 3:

Intensidad del dolor (escala multidimensional) N- sin dolor, L- leve, M-
moderado S- Severo, MS- muy severo

No. De
Pacientes

% Hb fetal
Betke
previa a
hidroxiurea

% Hb fetal
Betke post
hidroxiurea

No. De
pacientes

% de Hb
fetal Singer,
previa
hidroxiurea

% de Hb fetal
Singer, post
hidroxiurea

Media 6 14.06 6 15.99
Desviacié | 6 +5.90 6 +7.30
n estandar

Media 5 13.50 5 13.55
Desviacio | 5 +7.09 5 +8.72
n estandar

Media 1 6.76 1 6.5
Desviacio | 1 - 1 -
n estandar

Media 5 6.95 5 8.15
Desviacio |5 +3.97 5 +451
n estandar

Media 5 14.36 5 16.58
Desviacio |5 +5.69 5 +6.31
n estandar
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Se evaluaron los datos de citometria hematica, pruebas de funciéon hepatica y
electrolitos séricos, previa y post tratamiento, los valores promedio + Desviacion
estandar son descritos en la tabla 4.

Se observd un incremento significativo en la hemoglobina, posterior al tratamiento con
hidroxiurea, la cual es mayor en el sexo masculino.

Con respecto a la evaluacion de las enzimas hepaticas inicamente se elevé la TGP sin
cambios significativos que sugieran toxicidad por hidroxiurea, TGO y bilirrubinas se
mantuvieron dentro de rangos normales, asi como los electrolitos séricos, los cuales
mostraron variacion sin salir del rango normal para la edad de los pacientes.

Enla tabla 4, se muestran las caracteristicas de parametros evaluados.
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Tabla 4:

Nifios Media Desviacion P Intervalo de confianza 95%
evaluados estandar Valor mas | Valor mas
bajo alto
encontrado | encontrado
Hb previa 11 7.59 1.54 0.000 6.552 8.630
Hb Post 11 8.52 1.28 0.000 7.664 9.390
Eritrocitos 11 2.77 0.73260 0.000 2.2824 3.2667
previos
Eritrocitos 11 2.9 0.6674 0.000 2.464 3.361
post
Hcto previo | 11 22.89 3.91 0.000 20.26 33.61
Hcto post 11 25.00 4.54 0.000 21.95 28.061
VCM previo | 11 84.21 11.35 0.000 76.58 91.84
VCM post 11 87.80 14.06 0.000 78.35 97.24
HCM previo | 11 27.82 4.44 0.000 24.84 30.81
HCM post 11 30.89 5.05 0.000 27.49 34.28
TGO previo | 11 58.09 17.66 0.000 46.23 69.96
TGO post 11 50.55 18.75 0.000 37.95 63.14
TGP previo 11 35.55 10.87 0.000 28.24 42.85
TGP post 11 41 10.14 0.000 31.01 61.2
BD previa 11 0.465 0.305 0.000 0.260 0.669
BD post 11 0.431 0.194 0.000 0.301 0.5626
Bl previa 11 3.228 2.4086 0.001 1.610 4.846
Bl post 11 2.691 1.9641 0.001 1.371 4.010
BT previa 11 3.693 2.6036 0.001 1.944 5.442
BT post 11 3.122 2.0570 0.001 1.7408 4.5047
Na previo 8 138.13 2.90 0.000 135.70 140.55
Na post 8 137.06 2.24 0.000 135.187 138.938
Cl previo 8 103.75 4.36 0.000 100.10 107.40
Cl post 8 103.32 4.75 0.000 99.349 107.301
K previo 8 4.80 1.01 0.000 3.954 5.646
K post 8 4.43 0.14 0.000 4.310 4.560
Ca previo 8 20.56 32.099 0.113 9.00 10.01
Ca post 8 20.325 31.3876 0.110 8.5 9.6
Mg previo 8 1.95 0.185 0.000 1.795 2.105
Mg post 8 1.99 0.2832 0.000 1.7582 2.2318
P previo 8 5.113 0.7492 0.000 4.486 5.739
P post 8 5.275 0.6341 0.000 4.745 5.805

La mayoria de los pacientes (63%), al momento del estudio tenian mas de 12 meses

tratados con hidroxiurea y de acuerdo a eso se evalud la necesidad de transfusion
posterior al mismo, la cual disminuyé de manera considerable. Tabla 5y 6.
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Tabla 5:

Tiempo de tratamiento con hidroxiurea (meses)

Frecuencia | Porcentaje
Mas de 12 meses 7 63.6
De 6 a doce meses 0 0
De 3 a 6 meses 2 18.2
2 meses 2 18.2
Total 11 100
Tabla 6:

Numero de transfusiones

Cantidad en meses | frecuencia Porcentaje Porcentaje
acumulado
0 27.3 27.3
3
1 18.2 45.5
2
24 9.1 54.5
1
3 9.1 63.6
1
30 9.1 72.7
1
60 9.1 81.8
1
9 18.2 100
2
Total 100
11

44



Discusion:

La Hidroxiurea es un medicamento utilizado en pacientes con anemia de células
falciformes, para mejoria del dolor, mediante el incremento de hemoglobina fetal, otros
de los efectos benéficos del uso de hidroxiurea incluyen; el incremento del metabolismo
del 6xido nitrico, reduciendo a su vez la interaccion del eritrocito con el endotelio y la
densidad eritroide, lo que disminuye la vaso-oclusion; es una medida terapéutica
simple, no invasiva, que requiere una dosis diaria.8

Medicion del dolor

Mediante escalas unidimensionales y multidimensionales, la intensidad del dolor, se
vio disminuida en 10 (90.9%) de los pacientes tratados con hidroxiurea, aunque
ninguno refirié ausencia total del mismo, la calidad de vida de los pacientes, se vio
incrementada, se observé disminucion en la afectacién tanto de la actividad fisica, asi
como el estado de animo y sin alteracion del suefio.

En todos los pacientes con anemia de células falciformes se presenta dolor, en los nifios
evaluados en el presente trabajo, se observé una disminucién significativa de la
intensidad del dolor, aumento en la actividad fisica, reduccion del ausentismo escolar e
incremento en las relaciones interpersonales.

Ante la elevada incidencia de dolor en nifios con anemia de células falciformes
reportada por otros estudios 151720 y ]a carencia de un tratamiento especifico para la
disminucién del mismo, surge la necesidad de implementar medidas que mejoren la
calidad de vida del paciente con disminucién de episodios de dolor, en este caso con
hidroxiurea, la cual tiene como funcion, el incremento de la hemoglobina fetal y a
consecuencia, disminucion de la hemoglobina S, con disminucién de falciformacion y
destruccién de los eritrocitos.

Por lo anterior, la utilidad de las encuestas basadas en escalas unidimensionales y
multidimensionales para la evaluacién del dolor podrian ser de mucha utilidad para la
deteccidon oportuna de la intensidad del dolor, y permitirnos el ajuste de la dosis del
tratamiento con hidroxiurea, ya que es facil de realizar, no invasiva y rapida para
obtener un resultado definitivo en el control de las manifestaciones del paciente.

En nuestro estudio, se observé incremento de la hemoglobina fetal mayor a 3% en el
63.6 % (7/11) de los pacientes, se mantuvo en los mismos niveles en el 27.3% (3/11)
pacientes, y en 9.1% (1/11) de los pacientes no presenta incremento de la hemoglobina
fetal, a pesar de contar con mas de un afio de tratamiento con hidroxiurea. Estos datos
nos sugieren que el tratamiento con hidroxiurea es de utilidad, para el paciente, sin
embargo, hay pacientes en los que no se observara un incremento de hemoglobina fetal
por las distintas formas de responder a este tratamiento.
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Se realiz6é un estudio multicéntrico 1> de casos y controles en 21 sitios de Estados
Unidos y Canada con el uso de hidroxiurea en pacientes con anemia falciforme durante
el periodo de dos afios, con tasas medias de dolor de 2.5 crisis por afio en el grupo
hidroxiurea y 4.5 crisis por afio en el grupo placebo una diferencia del 44 %,
comparado con nuestro trabajo, todos los pacientes presentan mejoria del dolor en
cuanto a las crisis.

La incidencia de muerte, accidente cerebrovascular y secuestro hepatico no fue
significativamente diferente en los dos grupos, en nuestro estudio podemos observar
ademas la ausencia de accidente cerebrovascular y dafio hepatico secundario a pesar
de solo contar con el 63.63% de pacientes con mas de 12 meses de tratamiento, no se
observan alteraciones en las pruebas de funcién hepatica, bilirrubinas o alteraciones
gastrointestinales.

Los niveles de hemoglobina, volumen corpuscular media, los niveles de hemoglobina
fetal, y la proporcién de células F fueron mayores en el grupo de hidroxiurea que en el
grupo placebo en el momento de finalizar el estudio. Una diferencia en la frecuencia de
las crisis de dolor entre los grupos hidroxiurea y placebo comenzé a surgir dentro de
unos dos meses del inicio del tratamiento y fue claramente evidente a los cuatro
meses,1> al igual que en nuestro estudio, se observé incremento de hemoglobina fetal
posterior a dos meses de tratamiento, sin complicaciones.

Otro estudio realizado en St Jude 33 donde se les dio seguimiento a pacientes con
anemia de células falciformes sin alteraciones a largo plazo, lo que indica que es seguro
y sin grandes complicaciones, al igual que en nuestro estudio en el cual no se evidencia
ninguna alteracién secundaria.

En poblacién venezolana se realiz6 otro estudio 20 donde se analizaron pacientes con
anemia de células falciformes durante siete meses, las crisis dolorosas disminuyeron a
menos de 3 en el 87%, sin complicaciones de sindrome toracico agudo o secuestro
esplénico, asi como disminucion en ingresos hospitalarios y requerimiento
transfusional, sin cambios en parametros hematolégicos ni reacciones adversas, este
estudio evallia pacientes de caracteristicas mas similares a nuestra poblacion pudiendo
observar que ambos tienen un comportamiento parecido, en nuestro estudio se
observo también incremento de hemoglobina fetal, disminucion del dolor, transfusion
y sin evidencia de reacciones adversas.

La hidroxiurea incrementa la concentracion de hemoglobina fetal en la mayoria de los
individuos con anemia de células falciformes, pero algunos pacientes a pesar de seguir
todas las indicaciones médicas no responden o no tienen un incremento de
hemoglobina fetal significativo, en estos pacientes intervienen otros factores,
principalmente los genéticos, la presencia de marcadores genéticos asociados a mayor
gravedad de la enfermedad son los haplotipos Benin y Bantd3!, los individuos con
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dichos marcadores presentan una reduccidn en los niveles de Hb fetal en comparacion
con los que tienen los haplotipos Senegal y Arabe-Hindu con incremento de hasta 25%
de Hb fetal 31.32

En la drepanocitosis, la efectividad de los haplotipos con valor pronostico y niveles de
hemoglobina fetal, tienen relacién con el tratamiento con hidroxiurea, debido a que
existen factores tanto directos como indirectos, en la regulacion de los genes globinicos
fetales, por ejemplo existe un polimorfismo llamado -158 XmnI C-T en el gen HBG1, el
cual favorece el incremento de globinas gamma en estadios de estrés eritroide que se
manifiesta con incremento de la Hb F. Ademas, se conocen cinco haplotipos (Arabe
hindy, Banty, Senegal, Benin y Camerun), que denominan a posibles origenes de la
mutacion de la HbS, de ellos se han asociados a incremento en los niveles de Hb fetal los
haplotipos Arabe Hindu y el Senegal y la presencia del polimorfismo -158 XmnlI C->T
(cita).

Como ejemplo de factores indirectos encontramos la presencia de dos polimorfismos
en los genes BCL11A y HBS1L-MYB los cuales se han asociado con incremento de
hemoglobina fetal e incremento de células F, el primer gen produce un factor
transcripciones especifico de células eritroides

La concentracién de HbF en la sangre se determina por las interacciones entre factores
de transcripcién que modulan la eritropoyesis, los genes globinicos y marcadores
genéticos ligados a la Familia de los genes beta-globinas denominados haplotipo.

Consideramos que la cuantificacion de hemoglobina fetal deberia realizarse en todos
los pacientes con anemia de células falciformes que acuden a nuestro hospital, como
apoyo del seguimiento y valoracién del tratamiento en relaciéon al incremento de
hemoglobina fetal durante el mismo.

De acuerdo a la evaluacion de pruebas de funcion hepatica no se observo
toxicidad para TGO; la TGP si presenta incremento pero no significativo para toxicidad
hepatica. Los datos de BT, BD y BI disminuyeron, por lo que el medicamento no causo
repercusiones, en cuanto a la funciéon renal, hubo variabilidad en las cifras de
electrolitos sin salir del rango normal para la edad de nuestros pacientes.
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Conclusiones:

® Ladeteccién temprana del dolor en pacientes con anemia de células falciformes
nos ayuda a disminuir complicaciones propias de la enfermedad con incremento
de Hb fetal.

® La etiologia de la anemia de células falciformes es hereditaria, por lo que no
podemos evitarla pero si podemos mejorar la calidad de vida con medidas
externas, de acuerdo al estudio realizado, la calidad de vida de nuestros
pacientes mejora notablemente a pesar de no haber un tratamiento especifico
para el dolor.

e El incremento de la hemoglobina fetal puede estar asociada ademas a factores
genéticos, lo que puede afectar el incremento de la hemoglobina fetal a pesar de
tener un tratamiento oportuno y adecuado.

e (Con el tratamiento con hidroxiurea, ademas de la disminuciéon del dolor,
podemos mejorar la calidad de vida de los pacientes con anemia de células
falciformes, disminuyendo a su vez los requerimientos transfusionales, evitando
asi la sobrecarga de hierro y las infecciones virales, priones, etc.

48



Algoritmos y Anexos:

Anexo 1.- Escalas de valoracion del dolor (unidimensionales).

Escala analogica visual

ﬁin dqlnr méx_irn.u dulnrimaginabje
Escala de dibujos faciales

1 Fi i | 3 [

Escala descripcion verbal

=in dolor mediano moderado SEVETD muy SeVero peor
dolor
Escala numérica

i 1 | | | | | | 1 | |
I | T | | | | | | | 1
0 i 2 3 4 5 & 7 g 9 10
=in dalar moderado pear

dalor
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Anexo 2:

B1 Cuestionario Breve para la Evaluacion del Dolor (Edicion Corta)

Estudio N° Hospital N°

No Escriba Sobre Esta Linea
Fecha: / / Hora:
Apellido: Nombre:

1. Todos hemos tenido dolor alguna vez en nuestra vida (por ejemplo, dolor de cabeza, contusiones,
dolores de dientes). ;En la actualidad, ha sentido un dolor distinto a estos dolores comunes?

1. Si 2. No

2. Indique en el dibujo, con un lapiz, donde siente el dolor. Indique con una "X" la parte del cuerpo en la
cual el dolor es mas grave.

3. Clasifique su dolor haciendo un circulo alrededor del numero que mejor describe la intensidad
maxima de dolor sentido en las ultimas 24 horas.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 & 10
N ' Peor Dolor
w Imaginable
4. Clasifique su dolor haciendo un circulo alrededor del nimero que mejor describe la intensidad
minima de dolor sentido en las ultimas 24 horas.

. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 o Pe;tooolor
w ¥ Imaginable

5. Clasifique su dolor haciendo un circulo alrededor del nimero que mejor describe la intensidad media
de dolor sentido en las dltimas 24 horas.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mn El Peor Dolor
: Imaginable
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Clasifique su dolor haciendo un circulo alrededor del nimero que mejor describe la intensidad de su
dolor actual.

¢Que tratamiento o medicamento recibe para su dolor?

¢En las ultimas 24 horas, cudnto alivio ha sentido con el tratamiento o con el medicamento? Indique
con un circulo el porcentaje que mejor se adapta a su alivio.

Haga un circulo alrededor del nimero que mejor describe la manera en que el dolor ha interferido,
durante las ultimas 24 horas, con su:

A. Actividad en general

B. Estado de dnimo

C. Capacidad de caminar

D. Tnormal(yaseaencasaoaﬁma)
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e ,cudl es la intensidad del dolor? Marque con un circulo el nimero o la cara que
mejor corresponda a su dolor.

ey () e
b . S——
[T e -
Ly O\ conflas
P ] cm—
OO
\o——
p—
=

-
F 3
1 2

= & m——

ond 4

sin dolor  dolor leve dolor moderado dolor intenso

@@M mff:*-;.

-—
NO DOLOR MUY LEVE LEVE MODERADA  SEVERA MUY SEVERA
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Anexo 3:

CEDULA PARA LA RECOLECCION DE DATOS

NOMBRE DEL PACIENTE AFILIACION:

FECHA DE

DIAGNOSTICO:

SEXO MASCULINO FEMENINO

EDAD

DIAGNOSTICO

UTILIZACION DE | SI NO TIEMPO DE

MEDICAMENTO UTILIZACION DE

PREVIA A INICIO MEDICAMENTO

DE HIDROXIUEA

MEDICAMENTO

UTILIZADO

EDAD 18-25 26-35 36-45 >45

ESTADO CIVIL SOLTEROS UNION | SEPARADOS VIUDEZ
LIBRE

/DIVORCIADOS

ESCOLARIDAD

PACIENTE

EDAD

ANALFABET | PRIMAR | SEC
IA

A

PREPARATORI | LICENCIATURA | POST

GRADO

INICIO DE
TRATAMIENTO

SI

NO
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CON
HIDROXIUREA.

TRATAMIENTO
CON
HIDROXIUREA

2 MESES 2-6 MESES

6-12 MESES

>1 ANO

UTILIZA EL
TRATAMIENTO
CON
HIDROXIUREA
DIARIAMENTE

SI

NO

CUANTOS DIAS A
LA SEMANA TOMA
LA HIDROXIUREA

<3DIAS

>3 DIAS

PRESENCIA
DOLOR

DE

EN EL ULTIMO MES

EN EL ULTIMO ANO

REQUIRIO
HOSPITALIZACIO
N

SI

NO

FRECUENC

IA
DOLOR

DEL

ULTIMA
TRANSFUSI
ON

Hemoglobina fetal al diagnostico:

Hemoglobina fetal actual:

Ultimos examenes de laboratorio:
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Anexo 4:

e Cuantificacion de HbF mediante el método de desnaturalizacion alcalina

Existen la actualidad varios métodos para la determinacién de la Hb F, la mayoria de
ellos se basan en la principal caracteristica de dicha hemoglobina: la resistencia a la
desnaturalizacidon alcalina debido a su afinidad por el oxigeno. La prueba de
desnaturalizacion alcalina es precisa, consiste en la desnaturalizacion de la proteina por
la adicién de hidroxido de sodio, posteriormente la reaccién se detiene agregando
sulfato de amonio saturado.
Procedimiento:
Se agregan en un tubo 1.6 mL de solucion NaOH 1/12N, posteriormente se le adicionan
100 BIL del hemolizado y se comienza a tomar el tiempo con un cronémetro, se agita
durante 20 seg y 40 seg después se le agregan 3.4 mL de (NH4)2S04, el tubo se deja en
reposo durante 30 min y posteriormente se filtra utilizando papel filtro Whatman, el
filtrado contiene la Hb F, para la obtencién de la Hb total se agregan en un tubo 5.0 mL
de H20 destilada y 20 BL de hemolizado, los productos se leen al espectrofotémetro a
540 nm.
Cdlculos:

Do

%HbFetal = —""*(203 x 100)
Do,,.

Los niveles normales de Hb F deben ser hasta 2%.
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Anexo 5:

¢ Cuantificacion de HbA: por cromatografia de intercambio iénico en DEAE
celulosa. Desarrollador Tris KCN. (Efremov y col., 1974))

A. Preparacion de reactivos

1. Preparar las soluciones Stock.
a) Soluciéon Stock 1 (TRIS 1 M).

Trizma base......cccmiiiiniicen s 12.1g

H20 destilada ......ccoooemeiiiie e c.b.p 100 ml
b) Solucidén Stock 2

KCN e 1lg

H20 destilada ... c.b.p 250 ml

2. Preparar las siguientes soluciones buffer de trabajo

a) Tris KCN pH 8.6: medir 7 ml de Stockl y 25 ml de Stock 2. En un vaso de
precipitado agregar de 600 a 700 ml de agua desmineralizada. Ajustar a pH
8.6 con HCl 3.0 M. Aforar a 1 000 ml con agua desmineralizada

b) Tris KCN pH 7.6: medir 7 ml de Stock 1 y 25 ml de Stock 2. En un vaso de
precipitado agregar de 600 a 700 ml de agua desmineralizada. Ajustar a pH
7.4 con HC1 3.0 M. Aforara 1 000 ml con agua desmineralizada.

c) Tris KCN pH 7.0: medir 50 ml de Stock 1 y 25 ml de Stock 2. En un vaso de
precipitado agregar de 600 a 700 ml de agua desmineralizada. Ajustar a pH
7.0 con HCl 6.0 M. aforar a 1 000 ml con agua desmineralizada.

3. Para preparar la resina DEAE celulosa Microgranular prehidratada (Sigma D-

3764) o Whatman DE 52.

Pesar 25 g de resina, pasarla a un matraz Erlenmeyer y agregarle 200 ml de

buffer Tris KCN pH 8.6

Agitar por 2 horas y dejar decantar por unos 10 minutos, remover el Buffer y las

particulas pequeias.

Agregar nuevamente 200 ml de buffer Tris KCN pH 8.6 agitar por 2 horas, dejar

decantar y remover el Buffer. Repetir los lavados cuantas veces sea necesario

hasta que la resina tenga el pH 8.6 en ese momento la resina esta equilibrada

Nota: Para verificar el buen funcionamiento de la resina, realice una prueba con

3 muestras de preferencia una con HbA: alta, una normal y una con HbS.

B. Preparacion de la columna
Agregue unos 2 ml de la resina equilibrada a una pipeta Pasteur y dejar
sedimentar la resina, adicione 2 ml de buffer Tris KCN pH 8.6. Dejar que fluya el
buffer por la columna para que se empaque y ajuste la altura de las resinas unos
4 cm de alto. Colocar una malla de algodén en la punta de la pipeta Pasteur para
atrapar la resina la malla, tiene que ser lo mas delgada posible para permitir la
elucion de la HbAz. De no ser asi la resina se compacta en la punta de la pipeta
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impidiendo la salida de los buffers utilizados para eluir las hemoglobinas de
interés.

Agregue nuevamente 1 ml de buffer Tris KCN pH 8.6 y dejar que fluya el buffer.
Cubra la columna con parafilm hasta que la utilice.

Precaucion Que la columna nunca se quede sin buffer por completo, para evitar
que se reseque la resina.

1. Preparacion de hemolizados
En un tubo de ensayo agregue 150 pl de buffer Tris KCN pH 8.0 y 50 pl del
hemolizado.

2. Desarrollo de la cromatografia para cuantificar HbA2
Dejar de fluir el buffer de la columna hasta que el menisco del buffer llegue a
la resina.
Agregue 80 pl del hemolizado diluido en la parte superior de la resina, dejar
que fluya el buffer hasta que se vacié, y agregue 300 pl del buffer Tris KCN
pH 8.6 y dejar que fluya, permitiendo que las gotas del hemolizado se hayan
internado en la resina (los residuos de las paredes de la pipeta Pasteur son
eluidas con el mismo Buffer). Nota: si la banda de Hb es menor a 2 mm
agregue otros 2 pl de muestra.
Agregue 5 ml del buffer KCN pH 7.6 y dejar fluir el buffer hasta que empiece
a salir la banda de la HbA2. Cuando la banda este a la mitad de la columna
empieza a colectar el Buffer que sale de la columna en un tubo de Falcén de
15 ml, hasta que salga toda la HbAz. Nota: que el volumen del buffer donde
se colecta la HbA2 de preferencia no sobrepase los 5 ml.
Cambie la columna a un matraz aforado de 25 ml y agregue 5 ml de buffer de
Tris KCN pH 7.0 y dejar fluir el buffer por la columna hasta que salga por
completo la Hb remanente. Si queda HbA por salir agregue 4 ml mas de buffer
Tris KCN pH 7.0. Afore con agua destilada a 25 ml.

Cuantificacién en el espectrofotémetro
Ajuste el espectrofotdémetro a 415 nm y realice la lectura de densidad 6ptica

(DO) de ambas fracciones

Realice los calculos de la siguiente manera:

Calculos
DO HbA2 X 100 =s 0/0 HbA?
DO HbA; + [DO HbA F) ]
To ol X ¥

-
~
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F=Es un factor de dilucién que se modifica segtin el volumen final de la HbA:.
En el ejemplo de la formula es 25 ml de la HbA entre 5 ml de la HbA2. Para
calcular el factor considere el volumen final de la HbA entre el volumen final
de la HbA2.

. Desarrollo de la cromatografia para muestras con HbS

Prepare la columna para que la resina tenga una altura de 5 cm.

Prepare una mezcla de 1 partes de Tris KCN pH 8.6 y dos parte de Tris KCN
pH7.6

Dejar fluir el buffer de la columna hasta que el menisco del buffer llegue a la
resina.

Agregue 80 pl del hemolizado diluido en la parte superior de la resina, dejar
que fluya el buffer hasta que se vacié, y agregue 300 pl del buffer Tris KCN
pH 8.6 y dejar que fluya. Nota: Si la banda de hemoglobina es menor a 2 mm
agregue otros 20 pl de muestra.

Agregue 5 ml de la mezcla de buffers (1:2 pH 8.6 y 2 pH 7.6) y dejar fluir el
buffer hasta que empiece a salir la banda de HbA2. Cuando la banda este a la
mitad de la columna empieza a recolectar el buffer que sale de la columna en
un tubo de Falcén de 15 ml hasta que salga toda la HbAz. Nota: que el
volumen del buffer donde se captura la HbA2no sobrepase los 5 ml.

Cambie la columna a un matraz de 25 ml y siga agregando la mezcla de
buffers hasta que salga la HbS y afore a 25 ml con agua destilada.

Cambie la columna a un matraz de 25 ml y agregue 5 ml de buffer Tris KCN
pH 7.0 y dejar drenar la columna hasta que salga por completo la Hb
remanente. Afore con agua destilada a 25 ml.

Cuantificacién en el espectrofotometro

Ajuste el espectrofotdémetro a 415 nm y realice la lectura de densidad (DO)
de las 3 fracciones.

Realice los calculos de la siguiente manera:

Calculos
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DO HbA; x 100

= % HbA
DO HbA, + (DO HbS x 25/ 5) + (DO HbA x vol A/ A3) Vit
DO HbS x 100 —
DO HbS + (DO HbA, x 5/25) + DO HbA -
DO HbA x 100 —
- (1]

DO HbS + (DO HbA; x 5/25 + DO HbA
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