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RESUMEN

La Fragilidad Osmoética para € diagnostico de Esferocitosis Hereditaria, es una prueba
operador dependiente y de facil gecucion, no se encuentra disponible en los laboratorios de
rutina o de baja complejidad, por lo que es habitualmente referida a Laboratorios de mayor
complgidad, sin que exista evidencia local sobre e tipo de muestra recomendada y su

estabilidad.

Se realizo un estudio Observaciona para establecer diferencias en los resultados de la
cuantificacion de fragilidad osmética empleando sangre total EDTA y heparinizada usando
técnica estandar de fragilidad osmatica (Parpart) y la estabilidad a almacenamiento.

Se estudiaron 20 muestras de pacientes sanos, empleando sangre total EDTA y sangre
total heparinizada, analizadas a la primera hora, 24 y 72 horas. La edad promedio de los
sujetos fue de 32. 5 £+ 7.8 afos, con hemoglobina, hematocrito y VCM promedio de 15.6 +
1.5¢g/dL, 45.6 + 3.5 %y 87.4 £ 5.6 fL respectivamente.

Cada muestra se analiz6 en 16 diluciones consecutivas con agua destilada y solucion
salina, medidas en su absorbancia a 450 nm y relativizadas frente a la absorbancia mas alta de
las 16 diluciones.

No se evidenciaron diferencias significativas en la cuantificacion de fragilidad osmética
independientemente del tipo de muestra. La hemdlisis se presentd iniciamente en NaCl,
0.60%, con comportamiento estable hasta las 72 horas refrigeradas.

El 95% de las muestras presentaron algun grado de hemalisis a partir de la solucién NaCl
0.52%, independientemente del tipo de muestra. Se pueden transferir los valores de referencia

establ ecidos en otras poblaciones (inicio de hemdlisis entre solucion 0.5% y 0.3%).

Palabras claves: Fragilidad Osmética, Estabilidad, EDTA, Heparina, Hemadlisis.



SUMMARY

The Osmotic Fragility for diagnosing hereditary spherocytosis, is operator dependent test and
not as easy execution, it is not available in standard laboratories, so is commonly referred to
|aboratories more complex, with no local evidence on recommended type of sample and its

stability.

An experimental study was conducted to establish differences in the results of the
guantification of osmotic fragility using EDTA and heparinized whole blood using standard

technique osmotic fragility (Parpart) and storage stability.

20 samples of healthy subjects were studied using EDTA whole blood and heparinized whole
blood, analyzed the first hour, 24 and 72 hours. The average age of the subjects was 32. 5 £
7.8 years, hemoglobin, hematocrit and MCV average of 15.6 £+ 1.5 g/ dL, 45.6 £ 3.5% and

87.4 £ 5.6 fL respectively.

Each sample was analyzed in 16 consecutive dilutions with distilled water and saline,
measures its absorbance at 450 nm and relativised facing the highest absorbance of 16

dilutions.

No significant differences were found in the quantification of osmotic fragility regardless of
sample type. Hemolysis was initially presented in NaCl, 0.60%, with stable performance up

to 72 hours refrigerated.

95% of the samples showed some degree of hemolysis from 0.52% NaCl solution, regardless
of sample type. You can transfer the benchmarks set in other populations (start of hemolysis

solution between 0.5% and 0.3%).

Keywords: Osmotic Fragility, Stability, EDTA, Heparin, hemolysis.
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INTRODUCCION

La Esferocitosis Hereditaria (EH), es una de las enfermedades hemoliticas mas frecuentes
junto con la talasemia, una de las causas estd dada por mutaciones en las proteinas de
membrana del eritrocito especiamente € esqueleto, da como resultado una alteracion y
deformacion del glébulo rojo. Ya que vida media se disminuye. .(Secretaria de Salud de

Meéxico, 2014).

Las enfermedades hemoaliticas, son desdrdenes hemoliticos hereditarios o adquiridos.
Dentro de este grupo de enfermedades se encuentran las anemias hemoliticas autoinmunes

(AHALI), unade las enfermedades de interés mundial.

La Esferocitosis Hereditaria es considerada una enfermedad cronica, su alta frecuencia se
la encuentra en Europa, y América del norte, y un ato grado de incidencia en regiones de
Japon. Afecta a todos los grupos étnicos y raciales es poco comun en afroamericanos y en
personas del suroeste de Asia.(Secretaria de Salud de México, 2014).Se ha informado que 1

de cada 2.500 personas afecta a la poblacion estadounidense. (Crips Renne 2014).

Segun e “Anuario de Estadisticas Vitales, Nacimientos y Defunciones 2013, INEC”, €
Ecuador tiene & 5% de casos por afio, de los cuales € 2% fallecen, es una enfermedad que se
presenta en ambos sexos, siendo e género femenino e mas afectado, y su rango de edad

oscila entre |os 15-64 afios, siendo mas afectados |os mayores de 64 anos.

El diagnostico oportuno de anemias hemoliticas permite la instauracion del tratamiento
adecuado y la disminucion de los efectos deletéreos. Siendo una de las pruebas para €
diagnostico tradicional de las anemias hemoliticas €l estudio de lafragilidad osmatica el cual
evalla laresistencia de los eritrocitos a efecto de diferentes grados de hipotonia del medio; y
permite que exista una relacion entre la superficie y e volumen eritrocitario, y de la

HCM.(Crips Renne2014).Sin embargo, no esta disponible en los laboratorios habituales de
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diagnostico clinico, remitiéndose entonces a laboratorios especializados, |0 que incorpora a
las variables pre-analiticas la estabilidad de la muestra asociada al tiempo de transporte, a lo
gue se suma el hecho de que existe escasa evidencia sobre € tipo de muestra recomendada ya
sea sangre total EDTA o0 sangre total con heparina de litio, como aguella que garantice la

confiabilidad de los resultados obtenidos y por ende su utilidad clinica.

En Ecuador |la prueba de fragilidad osmética no cuenta con un protocolo estandarizado; y
en laboratorios de baja complegidad no se realiza, laboratorios internacionales como “Mayo
Clinical Laboratories establece a tipo de muestra para este ensayo, que nos permite tener un
referente internacional del tipo de muestra, la cual difiere del establecido en la literatura

revisada.

Al tratarse de un ensayo operador dependiente cuenta con una mayor probabilidad de error,
alo que se suma el hecho de su falta de estandarizacion antes mencionada, relacionada con la
estabilidad asociada a tipo de muestra usada: sangre total con &cido etildiaminotetracético

(EDTA) o con sangretotal con heparina y su metddica de proceso.



DETERMINACION DEL PROBLEMA.

El diagnéstico oportuno de las anemias hemoliticas permite la instauracion del tratamiento
adecuado y la disminucion de los efectos deletéreos. Una de las pruebas para € diagnéstico
tradicional de las anemias hemoliticas es € estudio de la fragilidad osmatica, que evalla la
capacidad de resistencia de los eritrocitos a efecto de diferentes grados de hipotonia del
medio; depende de larelacion que existe entre la superficie y @ volumen eritrocitario, y de la

concentracion de hemogl obina corpuscular media.

La determinacion de la fragilidad osmotica no es habitual en los laboratorios de
diagnostico, por lo que es remitida a laboratorios especializados y €l tiempo transcurrido entre
latomay la gecucion del andlisis puede influir sobre la calidad del resultado emitido y su uso
clinico. Varias referencias recomiendan e uso de sangre total EDTA o Heparina de Litio
((Lewis. S.M, 2007), o que agrega un componente pre-analitico adicional que podria afectar a

| os resultados obtenidos.

En la practica resulta relevante contar con herramientas diagnosticas que permitan
discriminar los diferentes tipos de enfermedades hemoliticas, separando las hereditarias de las

autoinmunes.

La fragilidad osmética en particular posee una sensibilidad del 100% para diagnéstico de
esferocitocis. Se trata de un ensayo descrito inicialmente por Parpart en el afio 1907 y requiere
varios condiciones analiticas para su gecucion, obtener la muestra del paciente en estudio,
gué estabilidad tiene la muestra, qué tipo de anticoagulante utilizar, y en qué condiciones
ambientales. El reporte emitido debe presentar una curva de comportamiento de la hemdlisis
cuantificada espectrofotométricamente y expresado en absorbancias, de frente a una muestra

control y debe interpretarse en porcentaje de hemolisis.(Del Pilar & Andrés, 1993)



La presente propuesta de investigacion procura evaluar a través de un protocolo
estandarizado la estabilidad de la muestra tanto en sangre total con EDTA como sangre total
heparinizada para la medicion de fragilidad osmotica, para establecer las diferencias por
matriz de andlisis en la estimacion de la fragilidad osmética, asi como verificar la
transferencia de valores de referencia de uso internacional a partir de las mediciones
gjecutadas en una poblacion normal aparentemente sana. La informacion recopilada permitira
establecer recomendaciones relativas a la estabilidad y tipo de muestra requerida para la

remision de éste tipo de andlisis.

FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Existen diferencias significativas en los resultados obtenidos en la cuantificacion de
fragilidad osmética dependiendo del uso de sangre total EDTA o sangre total heparinizada
empleando latécnica estdndar de fragilidad osmatica referida por Parpart.?

¢Existen diferencias significativas en los resultados obtenidos en la cuantificacion de
fragilidad osmética alas 24H y 72H horas de almacenamiento de frente a procesamiento

dentro de la primera hora posterior alatoma?



JUSTIFICACION

La prueba de fragilidad Osmatica es una prueba que no se evidencian valores nacionales
de referencia, ni tampoco una préctica del uso de una metodologia estandarizada para esta
determinacion, € presente estudio permitira dar informacion y contar con una guia para su

realizacion de la prueba de fragilidad osmatica.

Sobre la base de lo expuesto y considerando la importancia diagnéstica de esta
determinacion para la decision médica, € presente estudio plantea determinar € tipo de
muestray e tiempo méximo de estabilidad de la misma que generen resultados clinicamente
confiables, que puedan ser considerados en la practica cotidiana para asegurar la calidad de

los informes emitidos asi como su uso clinico.

CAMPO DE ACCION O DE INVESTIGACION

Comparabilidad en funcion del tiempo de la fragilidad osmética entre sangre total EDTA y

sangre total heparinizada

OBJETO DEL ESTUDIO
Evaluar a través de un protocolo estandarizado € Uso de Sangre total con EDTA como
sangre total heparinizada para la medicion de Fragilidad Osmética, y la estabilidad en

diferentes tiempos de al macenamiento.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la correlacion en los resultados obtenidos en la cuantificacion de fragilidad
osmotica empleando sangre total EDTA y sangre total heparinizada empleando la técnica
estandar de fragilidad osmatica referida por Parpart y € impacto sobre ella del tiempo de

andlisis.



OBJETIVOSESPECIFICOS

1. Determinar € tiempo de almacenamiento maximo para la realizacion de la fragilidad
Osmotica, sin afectacion de los resultados emitidos.

2. Correlacionar los resultados obtenidos empleando sangre total con EDTA y los
obtenidos usando sangre total heparinizada

3. Establecer la factibilidad de la transferencia de valores de referencia internacionaes

empleando el protocolo de evaluacion con n20 propuesto por la guia CLSI EP28 A3.

LA NOVEDAD CIENTIFICA:

El presente estudio evalla e comportamiento y estabilidad de muestras que
habitualmente han sido usadas de manera indistinta sin evidencia cientifica que
respalde su uso y estabilidad para la determinacion de fragilidad osmatica, empleando

un procedimiento estandar alineado a recomendaciones internacional es.



CAPITULO
1.- MARCO TEORICO
1.1 ESTRUCTURA DE LA MEDULA OSEA

Lamedula 6sea se localiza en la cavidad medular del hueso, y es uno de los érganos
mas grandes del cuerpo humano, es e principal centro de produccion de las células
sanguineas, y e unico foco de hematopoyesis efectiva.

La Medula hematopoyéticamente activa (medula roja) experimenta una regresion
tras e nacimiento hasta finales de la adolescencia, localizandose en el craneo,
vertebras, cintura escapular y pélvica, costillas y esternén, produciendo diariamente
unos 2.500 millones de hematies, 2.500 millones de plaquetas, y 1000 millones de
granulocitos por kilogramo de peso corporal.

Las células hematopoyéticas son reemplazadas por las células grasas en los huesos
de manos, pies, brazos y piernas (medula amarilla), y ocupa arededor del 50% del
espacio de lamedularoja del adulto, y continua su cambio con la edad.

A finales ddl siglo XIX se creia que los gldbulos rojos se producian en los ganglios
linfaticos, bazo e higado, mientras que en 1868 Neuman y Bizzozero observaron
células nucleadas en muestras extraidas de las costillas de cadaveres, estableciendo que
lamedula 6sea eslaprincipal fuente de células rojas y 8 afios mas tarde se realizaba la
primera biopsia de medula 6sea (MO) in vivo por Modler, 50afiosmés tarde en 1929
establecieron esta técnica, como segura, sencillay atil.(fig 1).(Ernest, M.A, B.S.Coller,

T.J., & Seligson, 2005)Williams, hematol ogia, 2005)



ion de la médula 6sea y biopsi
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Fig.1 Biopsiade Medula Osea, Instituto Nacional del Cancer, www.cancer.gov

Uno de los estudios usados para la medula Gsea son |os radioisétopos y cultivos in
vitro, en e cua han demostrado que las lineas celulares estan formadas por células
maduras, capaces de una proliferacion limitada antes de su maduracion completa pero
sin capacitad de autorenovarse.(Ernest et al., 2005)(Williams, hematol ogia,2005).

L os espacios intersinusales dan lugar a la hematopoyesis la cual esta controlada por
una cadena complea de citocinas estimuladoras e inhibidoras, en este entorno las
células madre linfohematopoyeticas se diferencian hacia todas las lineas celulares
sanguineas (fig.2) El déficit que se puede presentar ya sea por: perdidas hematicas
hemolisis, inflamacién, citopenias inmunes, es regulado por € sistema el cual satisface

la demanda de dichas pérdidas.



Anatomia del hueso

Vasos sanguineos
Hueso esponjoso de la médula ésea
(contiene médula roja)
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™

-

Fig.2. Medula Osea, Instituto Nacional del Cancer, www.cancer.gov

1.2 CELULA MADRE HEMATOPOYETICA

Las célula madre hematopoyéticas se descubrié en 1945 por primeravez, en esta época
se redizd @ primer trasplante de Médula Osea, debido a que hubo individuos que
estuvieron expuestos a dosis extremadamente altas de radiacion, y e trasplante de médula
era la Unica de salvar sus vidas, ya que permite la regeneracion del tegjido.(Carlos Jaime

Pérez& Gomez Almaguer, 2009).

El término “Célula Madre” fue establecido en el afio 1896, en € que Pappenheim habl6 de
la que una célula precursora originaba estirpes celulares clasificandose de la siguiente
manera:
= Topi potenciales.- Este tipo de células dan lugar a un organismo completo.
» Pluripotenciales- Se desarrolla en una capa germinativa
endodermo,mesodermo,ectodermo.
= Multipotenciales: Generan todos |os tipos de células son generados por un

mismo tejido, las cuales son (células sanguineas).



Las células Multipotenciales y pluripotenciales dan lugar a dos progenitoras mayores.
célula madre linfoide y célula madre mieloide o hematopoyética, |as que respectivamente
son precursoras de: células B y células T y la otra granulocitos, monocitos, hematies, y

megacariocitos.(Henry, 2014).

La célula madre hematopoyética origina células comprometidas |a cuales son capaces de:
= Autorrenovacion: se multiplican y conservan indiferenciadas.
= Diferenciacion: Las céulas son diferenciadas en uno o varias células. como
células de piel, musculo, higado, neuronas. etc.

=  Madurancion.
La célula hematopoyética tiene como resultado € mantenimiento del sistema
hematopoyético y que es muy sensible a las necesidades variables de oxigenacion, defensa
y homeostasis y su control estd dado por varias expresiones de genes, factores de

estimulacion y mecanismos de retroalimentacion. (Fig. 3)

Dentro de la clasificacion de las células por su potencia y diferenciacion, las células madres
hematopoyéticas toti potenciales comprenden un 0.01 a un 0.05% en su totalidad en la
Medula 0sea, |as cuales se diferencian del resto de células
o 1.-Por producir células diferenciadas y su Capacidad producir nuevas células
madre.
0 2.- Capacidad de Diferenciarse en al menos 9 tipos de células maduras. como son:
eosinofilos, neutréfilos, monocitos-macréfagos, plaquetas eritrocitos, osteocl astos,

linfocitos T y B, y fibroblastos. (Cruz.M.2012)
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citologia de la médula ésea).

En un adulto de aproximadamente un peso de 70 kg, €l recambio celular hematopoyético,

es cercano a1 trillon de células por dia

La presencia de determinados estimulantes, proliferan y dar lugar a la formacion de una
colonia, a la cual se la denomina CFU o CFC (Unidad formadora de colonia, o en inglés
Colonyformingunity).o (Célula formadora de colonia) son clonales y derivan de una Unica

célula

Cada célula la progenie se identifica y se denominan por un sufijo como por gemplo UFC-

GM. (Unidad Formadora de Colonia Granulocitica).

1.3ERITROPOYESIS
Una caracteristica de la eritropoyesis es la formacion de diferentes células como |o

es los eritrocitos, ya que es una célula indiferenciada a la cua se le da e nombre de

11



“célula madre o primitiva pluri-potencial”. La unidad formadora de Colonia es €

eritroide mas primitivo (UFCTe). Tras ella esta unidad que es UFCe.

Las células sanguineas se diversifican en varios clases como son: Proeritroblastos,
Normoblastos, Reticulocitos y Eritrocitos (Fig.4).Este proceso ocurre en la médula
Osea. En € feto a partir del 4to mes.(Medicina Cirugia & Hematologia Grupo CTO,

n.d.).

tincion especial

@ @ reticulocito

eritroblasto eritroblasto

proeritroblasto ergggt?%?:m policrormatdfiic ortocromético C)

herratie

Fig. 4. Difer enciacionMicroscopia virtual, imagenes citol dgicas en el apartado de citologia de la médula
Osea.

Los Precursores de los glébulos rojos son los eritroblastos, los mismo que sufren
cuatro divisiones celulares para producir 16 células hijas, cada célula hija maduray expulsa el
nucleo convirtiéndose en reticulocito, proceso en €l cual experimenta un cambio progresivo
de color azul a rojo ya que aumenta la hemoglobina y disminuye € contenido de écido
ribonucleico (ARN) de los ribosomas. La hormona que controla este proceso se llama
Eritropoyetina.(Dr.Brus,ANEMA 1986)(Evatt, Lewis, del Real Colegio de Pat6logos, Lothe,

& McArthur, 1986)

Los progenitores eritroides y la eritropoyetina fueron los primeros estudiados en
profundidad. La presencia de reticulocitos, la incorporacion del hierro para marcar los

hematies recién producidos y la capacidad de inducir policitemia para interrumpir la
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hematopoyesis in vivo proporciono un modelo para € estudio de la regulacion

eritroide.(Ernest et al., 2005).

En la década de los afios 50, fue definida la Eritropoyetina, en la células tubulares renales,
y se piensa que los hepatocitos y las células de kupffer los que sintetizan la eritropoyetina de
origen hepatica.

1.3.1 ESTADOSMADURATIVOS

Los estados madurativos con capacidad de mitosis son: “Proeritroblasto,

eritroblasto basofilo, eritroblastopolicromético (doble mitosis), le sigue eritroblasto

ortocromatico, reticulocito y glébulo rojo”. Esta maduracion permite que 1

proeritroblasto produce 16 eritrocitos’(Medicina Cirugia & Hematologia Grupo

CTO, n.d.)Fig.5

La diferenciacion eritroide procede de la estimulacion
de los progenitores en el siguiente orden madurativo

UFC- GEMM BFU E UFC E

Proeritoblasto

/V

Eritroblasto basofilo

Eritroblasto policromatdfilo

Reticulocito

SC: células madre
UFC-GEMM: colonias multipotenciales
BFU-E: burst forming unit erithoid
(Unidad formadora eritroide rapida)
UFC-E: unidad formadora de colonias
eritroides

Eritrocito maduro

Precursores con identidad morfologica

Fig. 5. ERITROPOYESIS, (T.M. Pamela Carmona Rios)
Conforme progresa la maduracion se desarrolla un progenitor tardio, CFU-E € cual es

sensible ala eritropoyetina.
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1.4 -GLOBULOSROJOS

En e afo de 1723 € eritrocito o Glébulo rojo fue e primer elemento que se
observo por microscopia. En 1865 Hoppe Seyler descubrié que la célula era capaz de
transportar oxigeno. Sin embargo en e siglo XIX se creyd que los eritrocitos se
originaban y desarrollaban de manera especifica en los ganglios linféticos y/o higado y
bazo. En 1886 Neuman y Bizzazero observaron por separado la presencia de células
sanguineas nucleadas en las codtillas de cadaveres humanos, y postularon que la
medula 6sea era la fuente principal de produccion de células sanguineas. Después de
un tiempo e fisidlogo Claude Bernard sefial0 que era en los capilares del tegido

medular donde tenialugar la eritropoyesis. (Rodak, 2002).

Los eritrocitos o globulos rojos son los mas numerosos en la sangre, uno de los
componentes principales es la hemoglobina. La hemoglobina es de gran importancia
en € transporte de oxigeno de los pulmones hacia los tejidos, Cuya caracteristica de
los gldbulos rojos o eritrocitos es que es un disco biconcavo de 7.8 um de diametro, su
periodo de maduracion va de 4 a 7 dias, y su vida media va de 120 dias, (Fig.6), su
metabolismo, anaerdbico aportan ATP que ayudan a mantener un equilibrio
osmatico, carecen de ribosomas y nucleo no realizan sintesis proteica. Su forma
biconcava, permite favorecer e intercambio de diéxido de carbono, y € plasma de la
sangre. Y mantener un equilibrio entre e volumen y la superficie.

Fig.6Estructuradel Eritrocito,

Top view 1 4
FIGURE 18.3 Structure of erythrooytes. An erylhrocyte

drawn in a cut side view and in a superficial surface view.

Naotice the distinclive biconcave shape.




1.4.2 MEMBRANA DEL ERITROCITO
El eritrocito carece de nlcleo y organélos, y tienen cito-esqueleto, enzimas que
rodean a la membrana plasmatica. La membrana es la responsable de las
caracteristicas discoides del eritrocito y mantiene su deformabilidad y elasticidad.
Posee un modelo de mosaico fluido lo que le da la caracteristica de tener una
estructura complga, la cual estd constituida por lipidos, proteinas e hidratos de
carbono. Estas propiedades le permiten soportar presiones mecanicas, y € paso por
capilares estrechos. (Palomo I van, 2009).
Capa lipidica.- permeabilidad entre lo exterior y €l citoplasma, compuesta por
Colesterol y fosfolipidos.
Proteinas.- Se encuentran intercaladas en la bicapa, constituyen la flexibilidad
y rigidez del eritrocito. Su deficiencia puede causar Eliptositosis.
Esqueleto.- proporcionaintegridad estructural.
El principal cation que permite mantener la integridad celular es € calcio, se asocia
con la actividad del ATPasa de la espectrina'y gerce un control enzimético sobre €l

contenido intracelular de losiones de calcio.Fig.7.(Palomo I van., 2009)

Banda 3
Residuos de catboludratos

Glicoforina C

Cadena alfa Cadenabeta
Espectnna

Tropormosina
Aducina Tropomodulina (

FIG. 7. Membrana Eritrocitaria (Rev. CubanaHematoll nmunolHemoter 2002(Garcia & Del Cueto, 2002)
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La membrana del glébulo rojo tiene como responsabilidad mantener sus
propiedades tanto mecanicas, como fisiolégicas. La bicapa lipidica plana, esta
compuesta por fosfolipidos y colesterol, glicolipidos y aminofosfolipidos,
respectivamente... Las proteinas periféricas dan viscosidad, y estabilidad a la
membrana. Las proteinas externa que destacan son: Espectrina(Sp), actina, Ankirina
y estan unidas por dominios hidrofobicos, (Del Pilar & Andrés, 1993), .Las proteinas
son medidas por la técnica de electroforesis, esto permite poder identificar la
clasificacion de dichas proteinas que van desde la banda 1,2,3 etc, y en su capa externa
podemos encontrar antigenos eritrocitarios con implicacion transfuncional. La
abundancia de las proteinas es variable, desde unas 100 copias hasta méas de un millon

de copias de eritrocitos.(Crisp, 2014)

La asimetria de la membrana de la disposicion de los fosfolipidos de la bicapa
eritrocitaria resulta de hechos fisicos como es e desplazamiento lento y simétrico de
los fosfolipidos polares, por consiguiente la inmovilizacion de la monocapa interna,
mientras que no pasa esto con € eritrocito maduro, ya que a no poder sintetizar

lipidos, es capaz de considerar una considerable renovacion de fosfolipidos.

Mediante hemolisis hipotdnica se estudia la membrana proteica, medio que permite
mantener a la membrana aislada o € estroma con su esgueleto. Las proteinas
periféricas de la membrana son de fécil extraccion utilizando soluciones de bgja fuerza
ionica, Dichas proteinas que se encuentran en su cara citoplasmética son: espectrina,
acting, proteina 4.1. Mientras que las proteinas que forman parte del esqueleto son la

proteina4.2,ankirina.(Del Pilar & Andrés, 1993).
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De acuerdo a la funcion se dividen en cuatro grupos: (1) transportadores de
membrana, (I1) moléculas de adhesion y receptores, (Il1) enzimas vy, (IV)
proteinas estructurales que ligan la membrana con € citoesqueleto.(Crisp, 2014).

Otra clasificacion de las proteinas de la membrana del eritrocito es Integral o
periférica. Las proteinas integrales penetran la bicapa lipidica, mientras que las
proteinas periféricas interaccionan con las proteinas integrales y la superficie interna
sin penetrar la bicapalipidica.

Las proteinas de membrana estan sujetas a modificaciones post-traducciona que
son: fosforilacion, metilacion, glicosilacion, deamidacion, ubiquitinacion,

oxidacion).(Crisp, 2014).

14.4. METABOLISMO DEL ERITROCITO
El metabolismo del eritrocito es muy limitado debido a que carece de nucleo, y
algunos organelos celulares y mitocondrias. “El ATP es la principal fuente de energia
del globulo rojo, y se requiere para agunas funciones como es € plasticidad de las

proteinas, mantener € hierro de la hemoglobina, é mantenimiento iénico, € cual
requiere para hacer funcionar la Na, K+ Y ATPasa e inicio, mantenimiento/reparacion
de laglucdlisis o via de Embden-Meyerhof, produce (2 moles de ATP) . Ademas, por

este ciclo, se genera NADPH, que evita la oxidacion del hierro de ferroso (Fe2t) a

férrico (Fe3+)”.(Medicina Cirugia & Hematologia Grupo CTO,n.d.2014)

La hemoglobina disminuye su afinidad cuando se produce 2-3 DPG, con € oxigeno
con € cua los tegjidos no reciben adecuadamente oxigeno. La via de las hexosas-
monofosfatoque da un minimo de energiay ayuda al metabolismo del hematie. Pero su

utilidad fundamental esla generacién de NADPH.
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La principal y méas importante fuente de energia del eritrocito es la glucosa ya que

le permite ser utilizada en: las vias que a continuacion se detallan:

“Via glucolitica o de Embden-M eyer hof. Se metaboliza la glucosa hasta lactato.
Se metabolizan un 80-90% de glucosa. Generan 12 moles de NADPH+H a Fosfato y

un mol de glucosa. (Medicina Cirugia & Hematologia Grupo CTO,2014.)

“Via de la hexosa-monofosfato.( se mantiene € glutation reducido para
proteger los grupos sulfhidrilos de la hemoglobina y la membrana celular de la
oxidacion. El 10 % de la glucosa se metaboliza en esta via” (Medicina Cirugia &
Hematologia Grupo CTO, n.d 2014.)

Via dela hemoglobinareductasa.- Protege alahemoglobinade la oxidacion

1.5ANEMIA
Se define la anemia como una concentracion baja de hemoglobina. La anemiaviene
dado por diferentes causas, la principal por deficiencia de hierro ya que hay
disminucion de la masa eritrocitaria.  La Anemia podemos medir y evaluar con
pruebas de laboratorio, principalmente la Biometria Hematica, en la que se analiza,
hemoglobina, hematocrito, y volumen corpuscular medio, etc. Componentes que

aportan muchainformacién del estado de los globulos rojos.

1.5.1 CLASESDE ANEMIAS
1.5.1.1ANEMIASHEMOLITICAS
La anemia hemoalitica es un grupo de trastornos ya sea intravascular como
extravascular, que causan la disminucion de la destruccion prematura del
glébulos rojos. Entre 90 y 120 dias es la vida media del eritrocito glébulo rojo

en sangre periférica (normal) esta acortada; en la hemolisis moderada, esta se
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reduce a 20-40 dias y en la hemdlisis severa, de 5-20 dias y las reservas

eritropoyeticas estén agotadas.(Vivar Martha 2011).

Las hemoglobinopatias, han descrito mas de 700 variantes de hemoglobina.
Las ateraciones de la membrana del eritrocito, esta dada por una condicién
genética, que involucra la produccion de proteinas, como la anquirina,

espectring, banda 3, y proteina 4,2. (Garcia & Rodriguez., 2010).

1.6. ESFEROCITOSISHEREDITARIA

1.6.1 ANTECEDEDENTESHISTORICOS

La Esferocitosis Hereditaria (EH) fue descrita en 1871 por Vanlair y Masiusque
estudiaron una familia belga cuyo proposito era una mujer joven aguejada de dolor
abdominal recurrente, ictericia y debilidad. Su madre y hermana mayor presentaban
sintomas similares. Los autores apreciaron que algunos hematies eran pequefios,
esféricos e hipercrémicos, y sugirieron que se trataba de corplsculos en vias de
destruccion de los que procedia un exceso de pigmentos biliares.(Del Pilar & Andrés,

1993)

En 1890, Wilson comunicd seis miembros de una familia con esplenomegalia y
subictericia, aparentemente hereditarias. En 1893, Wilson y Sranley detallaron més €
cuadro sindrémico de esta familia con episodios de mayor ictericia asociados a colico
biliar y anemia, considerando secundaria a ello la afectacion del bazo. Asimismo
sefidaron la cronicidad de la enfermedad, que no impedia una vida duradera. Una de
sus pacientes fallecid, su examen postmortem del bato revel6 su congestion macro y
microscopicamente y la causa de la muerte dictaminada fue hemdlisis activa de origen
esplénico.
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El Aleman Chauffard cuantifico la fragilidad osmatica por primera vez. La mayor
contribucion fue descrita en 1907, por € cua confirm6 e aumento de la fragilidad
osmoatica de los eritrocitos, Observé que la presencia de hemolisis esta correlacionada
con la esplenectomia, y demostro la implicacion del bazo en esta entidad.(Garcia &

Del Cueto, 2002).

Posteriormente se identifico que en la enfermedad Minkowski-Chauffard
(denominada también esferocitosis hereditaria) la mayoria de pacientes presentaban
una disminucién de Sodio (Na") intracelular y una pérdida de lipidos de la membrana,
lo que explica la disminucién del area superficia de la cdlula, y la ruptura del

eritrocito. (Garcia & Del Cueto, 2002)

Otros trabgos revelaron anomalia en | transporte de membrana de cationes
monovalentes y en la fosforilacion de varias proteinas de membrana, asi como
reduccion de la superficie celular por pérdida de lipidos, pero anteriores estudios
demostraron que tales anormalidades eran debidas a defecto subyacente de las

proteinas del esqueleto.(Maria del Pilar, Madrid. 1993).

1.6.2. DEFINICION Y PREVALENCIA

La Esferocitosis Hereditaria (EH) es e trastorno hemolitico hereditario més
prevalente en la poblacion.” Es la anemia hemolitica congénita mas frecuente con una

incidencia mundia de 1/2000-3000 nacimientos.”.

Es una entidad heterogénea, de herencia autosomico dominante generalmente, en
EEUU tiene una prevalencia de 1/2000 nacidos. (Garcia & Rodriguez 2010),

caracterizada por una disminucion de la relacion superficie/volumen de los hematies,
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con hemdlisis, presencia de esferocitos en sangre periférica, presenta una elevacion de
la concentracion de hemoglobina corpuscular media (HCM), en la mitad de los casos,
aumento de la fragilidad osmatica y respuesta clinica favorable a la esplenectomia.
Sus heterogéneas bases moleculares residen en defectos primarios de las proteinas de

la membrana eritrocitéria o, que alin se desconocen en la mayor parte de |os casos.

Su prevaencia estimada en |a poblacion occidental es|; 5000, dada la frecuencia de
casos leves y asintométicos que se detectan solamente con ocasion del estudio familiar
de un caso de EH. La intensidad de como la enfermedad se presenta y sus
manifestaciones clinicas, es muy amplia, en los que unos pacientes pueden ser
asintométicos, y otros presentar anemias mas graves. (Crisp 2013),(Sociedad

Argentina de Pediatria, 2015).

17 FRAGILIDAD OSMOTICA

El proceso de Osmosis, es un proceso en € que la membrana permite el paso del
agua e impide €l paso de los solutos. Y hacen que € eritrocito absorba agua cuando
esta en un medio hipotonico.(Katheleen, 2014),

La prueba de fragilidad osmotica nos sirve para detectar esferocitosis hereditaria 'y
talasemia, identificando hemolisis intra-vascular, y sobre todo evalla la capacidad de
resistencia de los eritrocitos. EI aumento de la fragilidad Osmatica que provoca una
hinchazdn del eritrocito esta dado por una acumulacién del catiéon sodio y perdida de
potasio y por poli anién (DPG) por cloro. El 70 % es aceptable |a entrada de agua al
eritrocito, cuando sobrepasa este porcentaje se produce la hemolisis.( Vives & Aguilar,
2006). “La prueba se rediza exponiendo los eritrocitos del paciente y de un testigo
norma a soluciones hipoténicas de NaCl de diversa concentracién de 0 a 100% y

midiendo cuantitativamente la hemoglobina liberada y la magnitud de la hemolisis”
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dicha prueba permite obtener una informacion valiosa de la normalidad del
hematie.(Garcia & Rodriguez 2010)

Los Esferocitos es una principa caracteristica de un aumento de la fragilidad
osmaotica o una disminucion en la resistencia a la hemolisis (fig.8). Asi mismo la
fragilidad osmaética permite determinar varias patologias entre ellas Esferositosis

Congénita, Anemia hemolitica idiopética adquirida, enfermedad hemolitica del recién

nacido,

DISMINUCION AUMENTO
Hemoglobina S Esferositosis Hereditaria
Hemoglobina C Anemia Hemolitica Angiopatica
Talasemias Anemia Hemolitica Autoinmune
Anemias Ferropénicas. Estomatocitosis Congeénita

Fig.8 Causas de Alteraciones en la Fragilidad Osmética.

Proporciona una medida precisa de que tan esférico es un eritrocito en e momento
de la exposicion al medio hipotonico y esta hemolisis se alcanza a concentraciones de

NaCl mas altas en eritrocitos con tendencia ala esfericidad.

“Un resultado positivo es cuando €l porcentgje de NaCl del paciente es 10 puntos
mayores que e porcentgje del testigo de hemolisis; o cua es compatible con
esferocitosis hereditaria Si el porcentge de NaCl del testigo es mayor que €
porcentaje de NaCl del paciente a 50% de hemolisis, indica eritrocitos resistentes en

el paciente, caracteristico de latalasemia”.(Garcia & Rodriguez, 2010)
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1.7.1. MEDIO HIPOTONICO

Se denomina hipotonica a una solucién que tiene baja concentracién de soluto
en e medio externo y menor en e interno. Las céulas se hinchan y aumenta el
volumen en € interior del hematie apreciandose una ateracion de la membrana, y
empieza una fuga masiva de hemoglobina y provocandose hemdlisis, la cua es

absolutasi esa 100% (Fig.8)
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Fig9. llustracion de solucion hiﬁgfgnica.http://cimciasdejoseleg.blogspot.com/2013/03/i mportancia-de-la-
osmosis-traves-de-la.html
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2.8.2.OSMOSIS

Se denomina difusion de agua a través de la membrana eritrocitéria. El agua viga
de desde una area de baja concentracion de solutos a una de alta concentracion de

soluto. (fig9)
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Fig.10 Osmosis.http://cienciasde osel eg.blogspot.com/2013/03/importanci a-de-la-osmosis-
traves-de-la.html
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CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO
2.1- Metodologia: Disefio analitico transversal.
2.2 Método: Observacional.
2.3 PremisaseHipotesis
Existen diferencias significativas en la cuantificacion de fragilidad osmética empleando
sangre total EDTA y sangre total heparinizada con la técnica estandar de fragilidad osmatica
referida por Parpart y varian en relacion con € tiempo de almacenamiento de las mismas
previo a andlisis.
2.4. Universoy Muestra
Al tratarse de un ensayo no controlado de evaluacion de prueba diagnéstica, se trabagjard con
una muestra probabilistica de un n20, de ambos sexos, en base a las recomendaciones de la
guia CLSI-EP28A3, en su componente preliminar para transferencia de valores de referencia.

Los sujetos del presente estudio serédn hombres y mujeres con un rango de edad de 20 a 45

anos aparentemente normales.

2.5.CDIU - Operacionalizacion de variables.

INDEPENDIENTE.-Matriz de Andlisis
DEPENDIENTE.-Grado de hemdlisis
MODERADORA.-Tiempo de almacenamiento

CONTROLADAS.- Pacientes aparentemente sanos
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2.6. Gestion de datos

Los datos obtenidos en € presente estudio fueron ingresados en una base de datos en
Microsoft Excel 2010™ donde se verifico la informacion completa y se corrigié potenciales
errores de digitacion para su posterior andisis. Distribucion normal y se consideraron aguellas
variables cuantitativas con curtosis > 1.

Las variables cuantitativas fueron expresadas en promedio y desviacion estandar en el caso
de ser paramétricas, en tanto que se presentaron en medianas y percentiles 2.5y 97.5 las no
paramétricas (Unidades Opticas Espectrofotométricas).

Para e andlisis inferencid entre las Unidades Opticas recuperadas para las diferentes
matriz de andlisis y tiempos, se empled Test de Wilcoxon, aceptando como valido un nivel de
significacion del 95% (0=0.05).

2.7. Criterios éicos delainvestigacion

El presente estudio se gecutd sobre 20 muestras obtenidas de sujetos voluntarios
aparentemente sanos, respetando 1os preceptos para Investigacion Biomeédica establecidos en
la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial. Todos los sujetos voluntarios
fueron informados acerca de los objetivos y fines del presente estudio, asi como de los
analisis que se gecutarian sobre las muestras a ellos extraidas. Al no tratarse de un estudio de
intervencion y al ser € Unico riesgo potencial € estandar habitual de una flebotomia de rutina,
unicamente se obtuvo su consentimiento verbal, aclarando la estricta confidencialidad de su
identidad tanto en bases de datos como en publicaciones relacionadas que surjan de la

investigacion.
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CAPITULO 111

RESULTADOS

3.1.Antecedentes de la unidad de analisis o poblacion

Se estudiaron un total de 20 muestras de pacientes sanos de ambos sexos, las cuaes
fueron sometidas a determinacion de fragilidad osmaética empleando dos matrices de
andisis diferentes a saber: sangre total EDTA y sangre total heparinizada, las cuales

fueron analizadas dentro de la primera hora de obtenida, alas24 y alas 72 horas.

3.2. Diagnostico o Estudio de Campo:

La edad promedio de los sujetos seleccionados fue de 32. 5 + 7.8 afios (Rango: 20 — 55 afios),
con una hemoglobina promedio de 15.6 + 1.5 g/dL (Rango: 11.8 — 17.7 g/dL), con un
hematocrito promedio de 45.6 + 3.5 % (Rango: 37.7 — 50.8%) y un VCM promedio de 87.4 +

5.6 (Rango: 67.3 — 94.8).

Cada muestra se analizd en 16 diluciones consecutivas con agua destilada y solucion salina
conforme se detalla en la metodol ogia, mismas que fueron luego medidas en su absorbancia a
450 nm y relativizadas de frente a la absorbancia més alta obtenida de las 16 diluciones, con
la findlidad de establecer la dilucién a la cua habituamente se presente hemdlisis en

poblacion sana.

Las medianas e Intervalos de confianza al 95% del porcentgje de hemdlisis por tipo de

muestra y tiempo de proceso, se presenta en las siguientes tablas.
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Tablal.

Porcentaje de hemdlisis por dilucién de lectura. Sangre Total heparina y EDTA. Muestra General

Tipo de Dilucién de Lectura (% NaCl)
Muestra/Tiempo 0.76 0.72 0.68 0.64 0.60 0.56 0.52 0.48 0.44 0.40 0.36 0.32 0.28 0.24 0.20 0.16
de Analisis L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16

Heparinal hora

Mediana 0,00 0,00 0,0 0,0 18,33 48,33 67,70 77,50 80,00 83,33 83,33 91,66 91,98 93,88 97,36 100,0

p2.5 0,00 o000 000 000 0,00 000 17,64 3529 29,41 3529 57,89 64,28 70,00 83,33 83,33 75,00

P97.5 33,33 66,66 72,22 94,73 89,47 88,88 93,33 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Heparina24 horas

Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 15,47 50,00 75,00 74,17 83,97 88,14 83,97 82,50 84,16 79,28 83,97 83,97

p2.5 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 9,58 10,95 12,64 10,95 12,64 10,95 10,95 12,32 12,64

P97.5 6,66 6,66 14,28 91,66 1000 92,85 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Heparina72 horas

Mediana 0,00 0,00 o000 741 2788 5000 7697 81,25 81,80 86,19 88,56 83,48 86,19 86,60 84,96 79,91

p2.5 0,00 0,00 0,00 000 000 555 4285 952 12,69 12,69 12,69 14,28 14,28 11,11 14,28 12,69

P97.5 6,25 6,25 52,63 62,50 81,25 93,75 100,00 100,00 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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Tablal.

Porcentaje de hemodlisis por dilucidn de lectura. Sangre Total heparina y EDTA. Muestra General (Continuacion)

Tipo de Porcentaje de Hemdlisis / Dilucidn de Lectura
(VISTEVARCT O 0.76*% 0.72* 0.68** 0.64* 0.60* 0.56*** 0.52* 0.48f 0.44* 0.40* 0.36* 0.32* 0.28¢

0.24" 0.20¢ 0.16%

de Anadlisis L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16

Edta 1 hora

Mediana 0.0 0.0 0.0 690 2820 62,01 74,16 90,27 80,90 92,58 86,05 91,60 91,60 92,30 93,90 100,0

p2.5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,25 68,75 50,00 43,75 50,00 71,42 7500 71,43 84,21 7692

P97.5 52,63 68,42 73,68 78,68 89,47 100 93,33 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Edta 24 horas

Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 24,03 50,0 72,79 76,92 72,11 79,51 7990 84,61 80,62 87,08 87,50 91,98

p2.5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 72,79 76,92 72,11 79,51 79,90 84,61 14,08 16,90 18,31 1549

P97.5 7,69 16,66 40,00 31,25 50,00 100,0 100,0 100,00 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Edta 72 horas

Mediana 0,00 0,00  3.49 14,35 30,95 50,00 7500 84,62 8517 84,41 90,12 86,66 84,44 87,45 87,45 93,33

p2.5 0,00 0,00 0,00 0,00 1,47 7,35 11,76 1,47 1,47 10,75 11,82 11,82 13,23 882 11,82 10,75

P97.5 6,66 13,97 40,00 66,66 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

* p>0.05 Heparina 1 hora vs EDTA o Heparina Otras Horas (Test de Wilcoxon) /

** p<0.05 Heparina 1 hora vs Heparina 24 horas / *** p<0.05 Heparina 1 hora vs EDTA 1hora / £ p<0.05 Heparina 1 hora vs EDTA 1hora

€ p<0.05 Heparina 1 hora vs EDTA 24 horas; Heparina 1 hora vs Heparina 24 horas; Heparina 1 hora vs EDTA 72 horas;

f p<0.05 Heparina 1 hora vs EDTA 1 hora; Heparina 1hora vs EDTA 24 horas; Heparina 1hora vs Heparina 24 horas; Heparina 1hora vs EDTA 72 horas; Heparina lhora vs Heparina 72 horas;
€p<0.05 Heparina 1 hora vs EDTA 24 horas / Heparina 1 hora vs Heparina24 horas / Heparina 1 hora vs Heparina72 horas /;

® p<0.05 Heparina 1 hora vs EDTA 24 horas / Heparina 1 hora vs Heparina24 horas / Heparina 1 hora vs EDTA72 horas / Heparina 1 hora vs Heparina72 horas /

La dilucién en la cual se inicié el 100% de hemdlisis, por tipo de muestra usada, se muestra en la siguiente tabla.
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Tabla ll.

Apariciéon de hemolisis al 100% por dilucion de lectura por tipo de muestra. Muestra General

Tipo de Hemolisis al 100% en dilucién de lectura n (%)

Muestra/Tiempo de 0.60% 0.56% 0.52% 0.48% 0.44% 0.40% 0.36% 0.32% 0.28% 0.24% 0.20% 0.16%
Analisis L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16

EDTA1 hora 0(0) 1(5) 0 (0) 3(15) 2(10) 4(20) 1(5) 2(10) 0(0) 3(15) 1(15) 3(15)

EDTA24 horas 0(0) 1(5) 1(5)  2(10) 2(10) 2(10) 2(10) 2(10) 0(0) 2(10) 2(10) 4(20)

EDTA72 horas 2(10)  1(5) 0(0) 3(15) 5(5) 3(15) 2(10) o0(0) 1(5) 0 (0) 2(10) 1(5)

Heparinal hora 0(50) 0(10) 0(10) 1(20) 2(25) 1(5) 2(10) 4(10) 5(20) o0(25) o0(0) 0 (15)

Heparina24 1(5) 0(0) 1(5) 2(10) 3(15) 2(10) o0(10) 0(20) o0(15) o0(5) 0(0) 0(5)
horas
Heparina72 0(0) 0 (0) 3(15) 3(15) 3(15) 0(12,5) 0(8,3) 0(12,5) 0(6,7) 0(10) 0(5) 0 (0)
horas
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El comportamiento de la mediana del porcentaje de hemdlisis por dilucion de lectura y tipo de muestra, se presenta en el siguiente grafico.

Grafico I. Medianas de porcentaje de hemdlisis por dilucion evaluada
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El porcentaje acumulado de muestras que presentaron hemdlisis de cualquier grado por tipo de muestra evaluada, se presentan en el siguiente grafico,

Grafico II.
Porcentaje de muestras con algun grado de hemdlisis por tipo de muestra y dilucion de lectura
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CAPITULO IV

DISCUSION

4.1. Contrastacion Empirica:La Esferocitosis Hereditaria es una enfermedad de baga
frecuencia en el Ecuador. Es la patologia mas comun de los defectos en la membrana
eritrocitaria ocurrida por una alteracion en la proteinas y por ende una reduccion de la
superficie del eritrocito, lo que hace que éste cambia su forma de disco biconcavo a

esferocitos.(Attie, 2012). (Campus, 2012).

Al ser una enfermedad que presenta hemdlisis por la ruptura de la membrana
eritrocitaria, requiere ser evaluada a través de ensayos de de laboratorio que permitan
evauar € grado de hemolisis e identificar si se trata de esferocitocis hereditaria u otra
enfermedad hemolitica. Una de las principales pruebas de laboratorio para el diagnéstico

de esferocitosis hereditaria es la Fragilidad Osmodtica (Pefia, 2011)

El estudio de fragilidad Osmdtica consiste en enfrentar a los eritrocitos a soluciones
hipotonicas con grado descendente y evaluar la presencia de hemolisis en las distintas

concentraciones de la solucién usada, habitualmente de NaCL.

La evaluacion de la fragilidad osmética, si bien es un método de fécil realizacion, no
suele estar implementado en los laboratorios de rutina, por |o que sus muestras se refieren
a centros de mayor complegjidad. En este contexto la evidencia acerca de la estabilidad de
la muestra es escasa y € tipo de muestra empleada varia, pues en algunos casos se
requiere sangre total EDTA y en otros sangre total heparinizada, siendo esta tltima la de
recomendacion habitual (Lewis. SM, 2007), con recomendaciones de estabilidad que

oscilan hastalas 24 horas .(Vives & Aguilar, 2006)
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El presente estudio evalud el comportamiento de la fragilidad osmética en dos matrices
de andlisis (Sangre total EDTA y Sangre Tota Heparinizada) a diferentes tiempos de
evauacion: dentro de la primera hora, 24 y 72 horas post toma en condiciones de
refrigeracion (2-8 °C), con la finalidad establecer |a estabilidad de estas dos matrices de
andisis en las condiciones especificadas y su impacto sobre e comportamiento de la

hemdlisis en sujetos adultos aparentemente sanos.

Para cuantificar e porcentaje de hemdlisis en las diferentes concentraciones, la
hemdlisis fue relativizada de frente a las absorbancias obtenida dentro de las diluciones
consecutivas, en base a lo recomendado por Parpat.(Lewis. S.M, 2007) (Garcia &

Rodriguez., 2010)

El comportamiento de las medianas del porcentgje de hemalisis por dilucion empleada
de NaCl se muestran en la Tabla I, evidenciandose no diferencias significativas en las
medianas de porcentaje de hemdlisis entre las concentraciones de 0.76% hasta 0.60 %,
exceptuando en la dilucién 0.68%, donde se evidenciaron diferencias entre la muestra de
heparina 24 horas. Para todos |os casos |la muestra considerada como de comparacion fue
la muestra de heparina, por ser aquella recomendada por Lewis como la matriz de andlisis

para este tipo de ensayo.(L ewis. S.M, 2007)

En las siguientes soluciones hipo-osmolares por debgjo de 0.60%, las diferencias
encontradas en los diferentes tipo de muestras es variada, sin embargo resulta relevante la
estabilidad demostrada entre ellas en las primeras cinco diluciones, considerando un
potencial error aleatorio sobre la diferencia de la dilucién 0.68%. Internacionamente, la
hemdlisis se espera inicie habitualmente en la dilucion 0.50%,(K atheleen 2014,Frances
Fischbach, 2009), por 1o que observar un comportamiento homogeéneo entre las diferentes

matrices de muestra es relevante para establecer su uso para diagnéstico, exceptuando €l
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hallazgo hecho sobre la heparina 24 horas, la cual mostré una diferencia en la mediana de
hemdlisis en la dilucién 0.68, pero que sin embargo puede considerarse como un evento

aleatorio unavez observado el comportamiento posterior.

En cuanto al comportamiento de los porcentagjes de hemdlisis por solucién usada, se
apreciaen € Gréfico Il que e 95% de las muestras presentaron algiin grado de hemdlisis a
partir de la solucién 0.52% de NaCL, independientemente del tipo de muestra, dilucién a
partir de la cua € 100% de muestras alcanzan agun grado de hemdlisis, lo que permite
establecer que en esta poblacion la dilucién limite para inicio de hemdlisis es 0.52% de
NaCL, encontrandose dentro del intervalo reportado en otras publicaciones, donde la

hemdlisisiniciaentre la solucion 0.5% y 0.3% (Frances Fischbach, 2009).

En base a comportamiento encontrado tanto al analizar las medianas, en donde hastala
dilucion 0.60% no se evidencian diferencias significativas y considerando ademas que €l
sobre el 95% de las muestras presentan algun grado de hemdlisis desde la dilucion 0.52%,
se puede concluir que esta dilucion podria ser considerada como el limite de referencia, 1o
gue ademas permite asumir los valores de referencia establecidos en otras poblaciones
(inicio de hemdlisis entre solucion 0.6 y 0.48%), al parecer sin afectacion importante dada
por € tipo de muestra'y e amacenamiento en refrigeracion por hasta 72 horas, de hecho
el comportamiento de las curvas de respuesta a hemdlisis que se presenta en € gréfico I,
evidencian un comportamiento homogéneo independiente del tipo de muestra'y condicion

de amacenamiento.

Pese a los hallazgos encontrados, seria deseable realizar un estudio similar con una
muestra superior a 120 sujetos, conforme lo recomienda la guia CLSI C28 A3 ,(CLSI,

2010) con lafinaidad de ratificar los valores de inicio de hemalisis encontrados.
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S bien a parecer € tipo de muestra y la conservacion de la misma no afecta
sensiblemente e desempefio de la prueba, debe mantenerse la recomendacion de que €
estudio de fragilidad se lo haga a la brevedad posible y en caso de remitirse, se emplee la
muestra universalmente evaluada (sangre total heparina), sin superar las 72 horas entre la
recoleccion y el andlisis, manteniendo a la sangre total EDTA, dada la poca evidencia con

la que se cuentaen €l estado del arte, inicamente como una muestra aterna.

4.2 L imitaciones:

Si bien e estudio aporta sobre la estabilidad y € valor de uso de las matrices de
andlisis estudiadas, no permite establecer conclusiones relativas alos valores de referencia

extrapolables ala poblacion
4.3. Lineas deinvestigacion:

Una vez que se ha establecido la utilidad y estabilidad de las dos matrices de andlisis,
se puede emplear esta informacion, para gecutar estudios de prevalencia de esferocitocis

en poblacion de riesgo y comparar sus hallazgos de frente a otras técnicas como € glicerol

acidificado.
4.4 Aspectosrelevantes

El presente estudio es la primera evidencia local sobre la validez y estabilidad de las
matrices de muestra evaluadas (sangre total EDTA — sangre total heparinizada), para ser
usada como referente para la implementacion de la técnica en laboratorios de andisis

médicos.
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CAPITULOV

PROPUESTA

La propuesta, se ha apegado al estado del arte relacionado con la evauaciéon de
fragilidad osmética como una herramienta diagndstica para evaluar la condicion de
hemdlisis, ademéas de generar evidencia sobre € uso de dos matrices de andlisis y €
comportamiento de las mismas en tiempos diferentes de almacenamiento, generando
informacion que permita establecer recomendaciones tanto sobre la muestra a usar como

su estabilidad.

Laevidenciarecuperada, aporta alavalidez de la prueba diagndstica e indirectamente a
la seguridad del paciente, sobre labase del uso de la muestra apropiada en las condiciones
demostradas, para asegurar informacion clinicamente confiable para la toma de decision

médica.
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CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

En base a ensayo realizado en las instalaciones del Laboratorio especializado Netlab, las
muestras mostraron un comportamiento estable para la determinacion de fragilidad
osmotica hasta las 72 horas en refrigeracion, independientemente del tipo de muestra

empleada.

No se evidenciaron diferencias significativas en los resultados obtenidos en la
cuantificacion de fragilidad osmética empleando sangre total EDTA y sangre tota

heparinizada presentando hemolisis a una concentracion inicial de NaCl, 0.60 porciento.

Las muestras presentaron algin grado de hemdlisis a partir de la dilucién L5 cuya
concentracion 0.60 de NaCL y agua destilada, independientemente del tipo de muestra,
dilucion apartir delacual todas las muestras a canzan agun grado de hemalisis, dato este
concordante con el rango de referencia publicado de inicio de hemalisis en soluciones a
una concentracion de NaCl y agua destilada 0.60, por 1o que se pueden transferir los
valores de referencia establecidos en otras poblaciones (la hemolisis inicia en un rango de

0.3 a0.5 porciento).

El tipo de muestra y la conservacion de la misma no afecta sensiblemente el desempefio

de laprueba hasta las 72 horas de tiempo de amacenamiento.

El uso de las matrices de andlisis estudiadas, no permite establecer conclusiones relativas

alosvalores de referencia extrapol ables ala poblacién
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio similar con una muestra superior a 120 sujetos, conforme alo que
recomienda la guia CLSI C28 A3 con la finalidad de establecer los vaores de

referenciade inicio de hemdlisis en poblacion alto andino.

Debe mantenerse la recomendacion de que e estudio de fragilidad se lo haga a la
brevedad posible y en caso de remitirse, se emplee sangre total heparinizada, sin
embargo y dado los hallazgos del presente estudio se puede emplear como muestra

alterna sangre total EDTA.

La fragilidad osmética, a ser una prueba altamente demandante de tiempo, operador
dependiente y por ende susceptible a errores humanos, requiere de un alto grado de
estandarizacion técnica — instrumental y de operacion, por lo que se recomienda su
derivacion a laboratorios especializados que dado el nivel de control y estandarizacion

aseguren la confiabilidad de |os resultados emitidos.
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ANEXOS



ANEXO 1

Esguema de las Diluciones utilizadas en la investigacion, tomando como modelo e de
Parpart.

Solucién salina0.9%  Agua destilada |

1 0,76 38 1,2
2 0,72 3,6 1,4
3 0,68 34 1,6
4 0,64 3.2 18
5 0,60 3,0 2.0
6 0,56 2,8 2.2
7 0,52 2,6 2.4
8 0,48 2,4 2,6
9 0,44 2.2 28
10 0,40 2,0 3,0
11 0,36 18 3.2
12 0,32 16 3,4
13 0,28 1,4 3,6
14 0,24 1,2 38
15 0,20 1,0 4,0
16 0,16 08 4,2

Diluciones Decrecientes, con sus respectivas concentraciones
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ANEXO 2

% Espectofotometro, GEG -3000 Chemistry Analyzer.

Medicién: Absorbancias.

/

'

/

Ubicacién.” Laboratorio Especializado Netlab.

Controlado: Gerencia de Calidad.
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ANEXO 3.

% Refrigerador

Almacenamiento de Muestras. y Reactivos.

Ubicacion: Laboratorio Especializado Netlab

Control: Gerencia de Calidad.: Refrigerador en € cual se almacena las muestras ,a
una temperatura de 2-8 grados centigrados,cuando presenta algun dafio los
termOmetros digitales dan una alarma, ya sea pitando o enviando un mensgje a los
celulares a personal del areade Calidad y su control es constante.
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ANEXO.4
% TermoOmetro Digital

% Medicion: Temperatura

TWE DIMENSISNAL T

Ubicacion: Laboratorio Especializado Netlab
Control: Gerencia de Calidad.: Su control es remotamente y emite un mensgje a
area de Calidad cuando |a temperatura esta por debajo o sobre el estandar requerido.
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ANEXO.5
% Centrifuga

% Medicion: 1000 a 3000 RPM

Ubicacion: Laboratorio Especializado Netlab
Control: Gerencia de Calidad.: Su control es constante esta a cargo del &rea
Calidad.
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ANEXO 6

Esguema delasdilucionesrealizadas.

Imagen de las Diluciones a diferente concentracion, y la presenciavisua de hemdlisis.
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