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RESUMEN

La Esferocitosis Hereditaria (EH) representa una de las causas més frecuentes dentro de los
desdrdenes hemoliticos hereditarios, en donde los signos clinicos son muy heterogéneos. Este
padecimiento posee un patron hereditario autosémico dominante en el 75% de los casos (Saenz et
al., 2008) y se puede encontrar en todos los grupos étnicos, sin embargo, es frecuente en individuos
con ancestros del norte de Europa en donde se estima una prevalencia de una persona afectada por
cada 2500(Estrada et al, 2009). Para la poblacién occidental en general se ha mencionado una
frecuencia de 1:5000 casos de EH.

Pese a su diverso comportamiento la EH se suele clasificar en cuatro tipos: clasica o tipica, leve
o0 sintomatica, atipica con hemolisis grave y neonatal, en donde los dos primeros son los méas
importantes y numerosos (Saenz et al., 2008 y Ricard, 1993).

Esta membranopatia da como resultado una pérdida de la membrana a través del paso esplénico,
lo que desestabiliza la forma eritrocitica y produce células redondas con una relacion
superficie/volumen disminuida que se refleja en un incremento en la vulnerabilidad del glébulo rojo
frente a la lisis hipotonica. Bajo el principio anterior es que en el laboratorio se tienen pruebas
bioguimicas que detectan estos esferocitos, dentro de las pruebas destacan la fragilidad osmética y
la determinacion del tiempo de lisis en glicerol, también conocido como Pink Test. A partir de 1990
surge una prueba bioquimica alternativa conocida como criohemolisis la cual, segun Streichman y
colaboradores (Streichman et al, 1990; Streichman y Gescheid, 1998) no depende necesariamente
de la relacion area/volumen y proponen un estrés inducido en los GR defectuosos suspendidos en
soluciones hipertonicas, los cuales son mas susceptibles a cambios de temperatura que las células
normales. Esta al no basarse netamente en la forma del eritrocito permite identificar todos los casos
de esferocitosis hereditaria incluyendo a los portadores asintomaticos (parientes de los pacientes
con diagnoéstico) quienes todavia no presentan gran cantidad de células esféricas como tal.

El proyecto se ubic6 en Costa Rica y con un impacto en la salud de las familias costarricenses

con esferocitosis hereditaria.
El estudio exploratorio se realizO en varias fases: 1-Contacto de familias diagnosticadas con
Esferocitosis Hereditaria. 2-Evaluacion de la presencia de esferocitosis hereditaria en cada
participante en estudio a partir de pardmetros hematologicos. 3-Aplicacion de las técnicas
bioquimicas en las poblaciones reclutadas. 4- Analisis de resultado mediante la estadistica
descriptiva, en donde se calculd sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de cada uno de los métodos bioquimicos.

El estudio logré actualizar la base de datos con la que se inici6 el proyecto, ademas
demostrd que las técnicas bioquimicas pese a que son baratas y relativamente rapidas, no resultan
especificas para la deteccion de casos pues se basan netamente en el supuesto de la presencia de
esferocitos en sangre periférica.

Una vez més se muestra la necesidad de realizar mas estudios como este, en donde se
recomienda un analisis estadistico previo para realizar un muestreo con base en datos de prevalencia
de la enfermedad, esto puede trabajarse en conjunto con los centros de salud de la CCSS quién debe
aportar un registro de los casos de EH. Ademas es importante introducir técnicas moleculares que
puedan mejorar el diagnéstico y que permita una mejor descripcion al cuerpo médico de la situacion
de los afectados y sus familiares, en beneficio de la atencion que se pueda brindar en el sistema de
salud del pais.

viii



INTRODUCCION

La Esferocitosis Hereditaria (EH) es una de las membranopatias mas comunes a
nivel mundial. Presenta un patron clasico hereditario autosdmico dominante en la mayoria
de los casos los cuales se han relacionado principalmente con individuos caucasicos; sin
embargo, en nuestro pais al existir una gran mezcla étnica su distribucion no presenta
ninguna tendencia. Se han descrito también cuadros autosémicos recesivos. La EH es un
sindrome hemolitico que se caracteriza por su heterogeneidad clinica en donde se pueden
encontrar signos como ictericia, esplenomegalia, cansancio, anemia cronica, entre otros.
Actualmente su diagnoéstico se realiza basado en la afeccion clinica que se relaciona con
pruebas de laboratorio como la Fragilidad Osmotica (FO) y la Prueba Rosada de
Glicerolisis (PT) que miden la susceptibilidad de los glébulos rojos (GR) a la hemdlisis en
condiciones de estrés (Estrada et al., 2009).

En la EH se ve afectada la estructura de los GR los cuales son las células mas
abundantes en la sangre y cuya funcién esta orientada al transporte de oxigeno hasta los
tejidos. Para ello es necesario que estas células cuenten con una concentracion adecuada y
funcional de hemoglobina (Hb). Ademéas deben caracterizarse por una membrana
eritrocitica con capacidad de deformacion reversible y gran estabilidad. De esta manera se
facilita su paso a través del sistema capilar del organismo, lo que le permite responder al
estrés metabdlico mientras conserva su area superficial (Smith et al, 2006). Esta membrana
eritrocitica estd compuesta por una bicapa lipidica distribuida asimétricamente y que se
encuentra en constante interaccion segun lo propuesto por la teoria del mosaico fluido de
las membranas celulares (Smith et al, 2006). El GR también cuenta con un citoesqueleto
en donde interaccionan gran cantidad de proteinas; dentro de las cuales se destacan la
espectrina, ankirina, banda 3 y banda 4.2. En ciertas ocasiones los defectos en estas
proteinas llevan a una malformacion de dicho citoesqueleto lo que genera la salida a
circulacién de GR con formas anormales, tal como ocurre con los esferocitos. Estos poseen

una vida media mas corta en sangre lo que puede resultar en cuadros clinicos muy diversos



en donde la gravedad de los mismos correlaciona con el nivel de deficiencia en las
diferentes proteinas anteriormente mencionadas (Saenz et al., 2008).

Al tener la Esferocitosis una presentacion tan diversa, en muchas ocasiones el
diagnostico se hace por estudios familiares; por lo que se puede estimar un subregistro de
la misma en el sistema hospitalario. Debido a esto el presente trabajo busca implementar
una nueva técnica de laboratorio que la literatura muestra como una prueba ventajosa pues
permite detectar portadores asintomaticos y pretende de esta manera un apoyo diagnostico
adecuado para la confirmacion de casos, esto facilita el diagndstico diferencial y propicia
de esta manera ofrecer a las personas afectadas, familiares y personal de salud una

herramienta mas para el correcto abordaje de la patologia.

Justificacion

La Esferocitosis Hereditaria no se ha registrado como una causa prevalente dentro
de las enfermedades hematoldgicas padecidas actualmente por los costarricenses. Esto
puede deberse a un subregistro por la falta de reporte de los casos, por desconocimiento del
cuadro y por carecer de pruebas lo suficientemente sensibles para su determinacién. De ahi
deriva la importancia de brindar un diagnostico certero, preciso y rapido frente a dicho
padecimiento, ya que se ha visto que los cuadros de anemia cronica, aunque leves, pueden
afectar el desarrollo cognoscitivo y retrasar el crecimiento en algunas personas.

Ademas esta enfermedad provoca un impacto social y laboral pues se han asociado
gran nimero de incapacidades en algunos sectores productivos del pais a raiz de causas
como la fatiga y crisis colelitidsicas entre otras repercusiones médicas que son
consecuencias de la enfermedad hematolégica. Asi mismo contar con otra prueba
diagnostica confiable y més eficiente ayudaria en el diagnéstico diferencial de otras
afecciones que requieren urgente intervencion médica, como la Enfermedad Hemolitica del
Recién Nacido (EHRN.).

La informacién generada en esta investigacion sera de gran ayuda para los

profesionales en salud y a su vez dara informacion Gtil a los pacientes y sus familiares, asi



como a la poblacion en general acerca de esta patologia, su impacto social y un mejor

abordaje de la misma.

Hipotesis
La técnica conocida como criohemolisis es una prueba eficiente y rapida en la
confirmacion del diagnoéstico de individuos con Esferocitosis Hereditaria, en comparacion

con la prueba de FO y el PT utilizados actualmente en los hospitales del pais.

Objetivo General
Realizar un estudio exploratorio de casos y controles para la técnica bioquimica de

Criohemolisis como posible método diagnostico para la Esferocitosis Hereditaria en

nuestro pais.

Objetivos Especificos
e Reproducir la técnica de criohemdlisis en el laboratorio del Centro de Investigacion
en Hematologias y Trastornos Afines (CIHATA).
e Actualizar la base de datos en el CIHATA de individuos diagnosticados con
esferocitosis Hereditaria.
e Comparar los datos obtenidos de individuos previamente diagnosticados con la
enfermedad, sus familiares y un grupo de controles, por la técnica de criohemdlisis,

Fragilidad Osmdtica y Prueba Rosada de Glicerdlisis.



ANTECEDENTES

La forma de disco biconcavo caracteristica del glébulo rojo se debe a que su
membrana presenta mayor area superficial, con respecto a su volumen, es decir su
superficie es mayor a la que ocupa el contenido del eritrocito. Esta mayor area superficial le
permite al GR ser deformado por fuerzas mecénicas al pasar por los capilares sanguineos y
le facilitan el intercambio gaseoso. Esta condicion de deformacion le confiere a las células
rojas estabilidad y a la vez contribuye al balance osmético y metabolismo de las mismas,
ya que durante su recorrido es comun que atraviesen compartimientos con diferentes
tonicidades. Ejemplo de esto sucede en el rifién, donde por la hiperosmolaridad del medio
los eritrocitos se encojen por la pérdida de agua regresando posteriormente a su forma
normal (Smith et al, 2006; Lichtman, 2007).

La membrana del eritrocito es una de las mas estudiadas, y cumple con el patrén del
mosaico fluido segun lo describen los autores Singer y Nicolson en una publicacion en
1972, en donde hacen hincapié en que la membrana eritrocitaria logra un ambiente
dindmico gracias a sus componentes lipidicos y protéicos y a la distribucion de los mismos.
En este mismo articulo se resalta el papel metabolico de la membrana eritrocitica al estar
implicada en el paso selectivo de sustancias, la inactivacion de enzimas glucoliticas,
retencién de fosfatos organicos y otros compuestos vitales, ademas de regular la salida de
desechos metabdlicos, secuestro de los reductores necesarios para evitar dafios por el
oxigeno, entre otros procesos (Lichtman, 2007; Singer et al, 1972).

En la doble capa lipidica de la membrana se encuentran cantidades considerables y
casi equivalentes de colesterol y fosfolipidos. En condiciones fisioldgicas la bicapa lipidica
se encuentra en un estado liquido, permitiendo que las proteinas transmembrana y las
moléculas de la superficie celular se muevan en el plano de la monocapa. Esta fluidez de la
bicapa esta influenciada por varios factores fisicos como la temperatura, el contenido de
colesterol libre y el grado de saturacion de fosfolipidos de &cidos grasos, entre otros
(Lichtman, 2007).



Los principales fosfolipidos son la fosfatidil serina, la fosfatidil etanolamina y el
fosfatidil inositol, estos ubicados en la capa interna; mientras que otros como la
fosfatidilcolina y la esfingomielina se orientan principalmente en la monocapa externa
(Lichtman, 2007).

La distribucion asimétrica de los lipidos es relevante ya que la fosfatidil serina y el
fosfatidil inositol en mayor parte interaccionan con proteinas del esqueleto proteico como la
espectrina y la proteina 4.1R para generar un anclaje con este y la bicapa lipidica. Asi
mismo, se presume que tal distribucion esta implicada en la regulacion de la hemostasis
pues el “flipping” de los lipidos contribuye en la sefializacion para activar la cascada de la
coagulacion, fendbmeno que ademas se asocia con sefiales apoptoticas. (Daleke, 2008).

Estas proteinas tienen diversas funciones, algunas son donadoras de cationes,
transportadores de agua y otras actlan en la adhesion de células sanguineas. De las mas
destacadas se debe mencionar a la espectrina, la cudl es una de las proteinas mas
abundantes, abarca aproximadamente mas del 70% del eritrocito. Es un tetrdmero
compuesto de cadenas alfa y beta que se enrollan una alrededor de la otra; especificamente
la espectrina se une a la bicapa lipidica con ayuda de la ankirina estableciendo un enrejado
que sufre reordenamientos cuando el GR se somete a un estrés mecanico. Esto permite que
permite que la célula cambie de forma pero que no modifique su area superficial. La
alteracion en cualquiera de estas uniones afecta la estabilidad de la membrana; y se ha
asociado que las mutaciones en la ankirina son el principal defecto en los individuos con
Esferocitosis Hereditaria clasica (Eber et al., 2004; Lichtman, 2007).

Otro grupo de proteinas de membrana importantes que suelen estar implicadas en
las membranopatias, son un conjunto de intercambiadores anidnicos asociados a diversas
actividades fisioldgicas como el mantenimiento del equilibrio osmotico y del volumen
celular, pues se encargan del intercambio HCO3'/CI', la union de 1gG, la remocion celular y
el mantenimiento de la integridad estructural de la célula (Arce et al, 2005; Dorin et al,
2009). A esto también contribuyen la banda 4,1 y 4,2. La primera se encarga de la

estabilizacion de interacciones entre la espectrina y la actina con la bicapa lipidica y



permite la formacién de complejos entre las fibras de las mismas (Smith et al, 2006;
Lichtman, 2007).

Las proteinas de la membrana del eritrocito no son exclusivas de éste. Por el

contrario son componentes de la mayoria de las células e incluso desempefian las mismas

funciones. La mayor parte de estas proteinas estdn relacionadas estructuralmente pero

difieren bastante de su patron genético. Esta diversidad genética podria explicar por qué la

expresion clinica de muchas de las mutaciones de las proteinas de membrana se limita al

linaje eritroide. Dentro de los mecanismos implicados en este fendbmeno se encuentra el

“splicing alternativo™ en etapas de desarrollo especifico y el uso de codones de iniciacion

alternativos o de diferentes promotores que crean multiples isoformas de estas proteinas.

Las mutaciones dentro de una region de la proteina pueden dar lugar a diferencias marcadas

en las anormalidades de la funcion y el fenotipo clinico (Lichtman, 2007).
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Figura 1. Clasificacion de proteinas de membrana seguin su corrida electroforética (SDS-
PAGE) (Estrada et al., 2002)



Las principales proteinas que conforman la red del citoesqueleto y que estan
inmersas en la membrana del GR son alfa espectrina, actina, proteina 4,1 R y aducina, entre
otros. Sin embargo las que tienen mayor importancia en la integridad de la estructura
celular son la ankirina que une la bicapa lipidica a la espectrina y la banda 3 que hace
uniones a través de sus dominios citoplasmaticos (Lichtman, 2007).

Segin su movilidad electroforética en SDS-PAGE las proteinas de membrana
eritrocitica se han clasificado en 8 grupos o bandas tal como se aprecia en la figura 1.
Dentro de las mutaciones méas importantes en la membrana del eritrocito, se tienen aquellas
implicadas con la banda 1 y 2 correspondientes a a y B espectrina respectivamente. La
banda 2.1 también llamada Ankirina, la banda 3 o intercambiador i6nico y las bandas 4.1 y
4.2 ya que estas proteinas forman asociaciones que son el pilar de la organizacién de la
membrana eritrocitica, y por ello fallos en cualquiera de estos componentes o cambios en la
misma membrana son causa de diferentes enfermedades. En el presente trabajo sélo se
concentrara en la Esferocitosis Hereditaria donde existe una reduccion en el area superficial
y el volumen del GR, dando asi la morfologia esferocitica caracteristica de la patologia
(Estrada et al., 2009 y Hoffbrand et al, 2005).

Como se puede apreciar en la figura 2, la espectrina se une con la bicapa lipidica a
través de la ankirina la cual a su vez interactda con la banda 3. El objetivo de la banda 4.2
es estabilizar la unién entre la ankirina y el intercambiador anionico banda 3. La banda 4.1
y la aducina se encargan de estabilizar la asociaciéon de la espectrina con la actina. Esta
Gltima forma microfilamentos con la tropomiosina, a los que se asocia la proteina
tropomodulina (Lichtman, 2007).

La banda 4.9, conocida también como dematina, produce el entrecruzamiento de
estos microfilamentos de actina. La estructura de la doble capa lipidica y esta compleja
interaccion proteica resultan fundamentales en la organizacion del citoesqueleto (Arce et al,
2005; Dorin et al, 2009).

Como se mencioné anteriormente, todas las proteinas del citoesqueleto en conjunto

contribuyen en el buen funcionamiento del eritrocito, conservando su forma bicdncava y



confiriéndole la resistencia necesaria para que alcance su vida media recorriendo toda la

microvasculatura del cuerpo
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Figura 2. Estructura de la membrana del eritrocito. (Dorin et al., 2009)



Esferocitosis Hereditaria (EH)

Es una enfermedad que representa uno de los desérdenes hemoliticos mas
frecuentes, en donde los signos clinicos son muy heterogéneos. En la EH clasica es
caracteristico encontrar hemdlisis extravascular, esplenomegalia, calculos biliares,
hiperbilirrubinemia, fatiga, anemia; entre otros. Esta patologia posee un patrén hereditario
autosdmico dominante en el 75% de los casos (Saenz et al., 2008). Este trastorno se puede
presentar en todos los grupos étnicos, sin embargo, es frecuente en individuos con ancestros
del norte de Europa en donde se estima una prevalencia de una persona afectada por cada
2500. (Estrada et al, 2009).

Para la poblacion occidental se ha mencionado una frecuencia de 1:5000 casos de
EH. No obstante, se puede estar ante un subregistro del nimero real de casos debido a que
es un padecimiento con clinica diversa y con un diagnéstico basado principalmente en
pruebas bioquimicas que se alteran hasta que exista una relacion superficie/volumen
notablemente disminuida y en donde muchas veces los pacientes cursan asintomaticos por
gran tiempo. (Perrotta et al, 2008).

Pese a su diverso comportamiento la EH se suele clasificar en cuatro tipos, en donde
los dos primeros son los mas importantes y numerosos (Séaenz et al., 2008 y Ricard, 1993),

los mismos se detallan a continuacion:

o Clasica o tipica: En este cuadro es comun encontrar signos de hemolisis
leve 0 moderada en donde se observa esplenomegalia e ictericia con niveles
de hemoglobina disminuidos o normales compensados con reticulocitosis. El
cuadro puede complicarse con colelitiasis y crisis anémicas.

o Leve o asintomatica: en este tipo se encuentran hasta un 30% de los
individuos, estos suelen detectarse mediante estudios familiares, o posterior

a esfuerzos fisicos intensos en donde se manifiestan ciertas dolencias.



o Atipica con hemolisis grave: se remite a menos de un 5% de los casos, los
cuales se relacionan con patrones de herencia autosomicos recesivos y la
mayoria tienen dependencia transfusional.

o Neonatal: es de dificil diagndstico, pues los sintomas se confunden
comunmente con la EHRN. Los estudios familiares positivos correlacionan
hasta en un 75% de los casos con EH, por lo que resultan de suma

importancia en el establecimiento de diagnosticos diferenciales.

Diagnostico

Esta membranopatia da como resultado una pérdida de la membrana a través del
paso esplénico, lo que desestabiliza la forma eritrocitica y produce células redondas con
una relacion superficie/volumen disminuida que se refleja en un incremento en la
vulnerabilidad del GR frente a la lisis hipotonica en comparacién con los GR normal.
Ademéas se puede cursar con computo de reticulocitos aumentado al igual que la
Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM), esto como parte de un
mecanismo que compensa la destruccién rapida de GR por parte del bazo (Saenz et al,
2008).

Es por lo anterior que en el laboratorio puede encontrarse una resistencia osmotica
disminuida que se evidencia mediante el desplazamiento hacia la derecha de la Curva de
Fragilidad Osmotica incubada en la mayoria de los casos. Esta técnica es una medida de la
susceptibilidad de las células al estrés osmético, que en el caso de los GR normales debido
a su forma biconcava y al exceso de area superficial segun su volumen, le permite aceptar
agua hasta 1,8 veces su tamafio. Aunado a esto surge la técnica de la Prueba Rosada de
Glicerolisis o “Pink Test”, en donde se pone en practica el mismo fundamento que para la
FO, con la variante de que el glicerol retarda la entrada de agua a los GR lo que permite una
mejor determinacion del tiempo que tarda en darse la lisis osmotica (Rodriguez et al,1989).

A partir de 1990 surge una prueba bioguimica alternativa conocida como

criohemolisis la cual, segun Streichman y colaboradores (Streichman et al, 1990;
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Streichman y Gescheid, 1998) no depende necesariamente de la relacion area/volumen sino
que han observado que los GR defectuosos suspendidos en soluciones hipertonicas son mas
susceptibles a cambios de temperatura que las células normales. Esta al no basarse
netamente en la forma del eritrocito, permite identificar todos los casos de Esferocitosis
Hereditaria incluyendo a los portadores asintomaticos (parientes de los pacientes con
diagnostico) quienes todavia no presentan gran cantidad de células esféricas como tal,
aunque si tienen GR con cierto dafio en la membrana. La criohemdlisis posee ademas
ventajas como bajo costo, procedimiento simple y resultados en corto tiempo (Streichman
et al, 1990; Streichman y Gescheid, 1998).

Tratamiento

Se ha observado que los individuos con Esferocitosis Hereditaria pueden mejorar el
cuadro de hemdlisis mediante la esplenectomia completa, la cuél disminuye el grado de
anemia e hiperbilirrubinemia en la mayoria de individuos con EH. Pero al ser un
procedimiento quirdrgico involucra riesgos de infecciones postoperatorios, asi como las
contraindicaciones que conlleva el uso de anestesia en ciertos casos. Por lo que esta
decision se deja al criterio del médico quién evalua la situacion especifica de cada paciente
(Lichtman et al, 2007 y Richard, 1993). Sin embargo, desde la década de los 90 se ha
practicado la esplenectomia parcial con resultados satisfactorios en la mejoria hematoldgica
y generalmente sin complicaciones postquirtrgicas (Estrada et al., 2009). Se recomienda
suplemento de acido folico de igual manera que en el caso de otras anemias hemoliticas
(Séenz et al, 2008).
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METODOLOGIA

Contacto de familias diagnosticadas con Esferocitosis Hereditaria.

Se utilizé una base de datos existente en el CIHATA perteneciente a estudios previos en
la poblacién de interés. Dicha base de datos se actualizd primeramente pues esta se originé
a partir de un estudio en 1989, y muchos de los individuos ya no estaban disponibles. De
los que si estaban, se convoco a los individuos previamente diagnosticados y sus familias a
una reunién en donde se les explico detalladamente sobre el proyecto y la importancia del
mismo en nuestro pais; esto se hizo en los domicilios familiares, en donde fueron
entrevistados personalmente utilizando un cuestionario elaborado con el fin de obtener
datos personales, clinicos y culturales. (anexos) Esta visita se realizd con fondos
econdémicos personales ya que la presente investigacion corresponde a una parte de un
proyecto de investigacion, el cual estd pendiente de aprobacion en Vicerrectoria de la
Universidad de Costa Rica.

Bajo la anuencia de cada persona se procedio a la entrega del consentimiento informado
para su lectura y firma, posterior a esto, se les hizo participes del estudio (Ver Anexo 1y
2).

La base de datos se origind de un proyecto realizado con anterioridad, tal como ya se
menciond. En ese estudio de 1989 se utilizaron igualmente técnicas bioquimicas para el
diagnostico de Esferocitosis. En la base de datos se cuenta con la siguiente informacion de
las personas: el nombre completo, la cédula, el teléfono y localidad. El tamafio de la
muestra utilizado comprendi6 3 familias, que suman en total 10 individuos con
Esferocitosis Hereditaria ya diagnosticada, ademas de 15 familiares que pueden
comportarse como posibles portadores de la enfermedad (Rodriguez et al., 1989). Este
numero de muestras no representa un nimero significativo, simplemente son el totalidad de
muestras que se obtuvieron al visitar los domicilios familiares de los contactos disponibles
a participar en la investigacion los cuales fueron analizados como casos en este estudio

exploratorio de casos y controles.
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Los criterios de inclusién para los participantes son: miembros de familias dentro de
las cuales se hayan dado uno o mas diagndésticos de Esferocitosis, segun la base de datos
del CIHATA. Los criterios de exclusion son: familias sin diagnosticos de Esferocitosis.

Adicionalmente se busco un grupo control de 34 personas, para el cual se aplicaron
los siguientes criterios de inclusion: sexo y edad similar al grupo en estudio, y que no
hayan tenido diagndstico de ningun problema a nivel del glébulo rojo. Los criterios de
exclusion fueron: personas o sus familiares cercanos que hayan sido diagnosticadas con
alguna hemoglobinopatia o anemia hemolitica asi como aquellos que presenten anomalias
en el hemograma.

Posteriormente se procedio a la obtencion de las muestras de sangre total
anticoaguladas con EDTA. Se extrajeron 1 ¢ 2 tubos con 5 mL cada uno mediante
venopuncién. Las muestras fueron procesadas en menos de 6 horas lo cual corresponde a la
denominacion de muestra fresca, mientras que las muestras con la caracteristica de
incubada, fueron aquellas que posterior a la obtencion de la misma se incubaron a 37 °C por
24 horas.

Evaluacion de la presencia de Esferocitosis Hereditaria a cada
participante en estudio a partir de parametros hematoldgicos.

Se realizd un hemograma completo en el equipo del Departamento de Analisis Clinico de
la Facultad de Microbiologia Sysmex SF-3000, o en la seccion de Hematologia del
Hospital San Juan de Dios (HSJD) Sysmex 2000, en donde se tomd en cuenta los
parametros de Hb, hematocrito (Hto), CHCM, VCM y conteo de reticulocitos.
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Realizacion de técnicas bioquimicas para la estandarizacion del

método de Criohemdlisis Hipertonica.

Se procesaron los controles negativos por la técnica de criohemdlisis con el fin de
establecer el punto de referencia negativo aportado por los controles sanos, y comparado
con la literatura. Con esto se tratd de clasificar los resultados.

Posteriormente se compararon los datos obtenidos con las técnicas de Curva de
Fragilidad Osmotica, Prueba Rosada de la Glicérolisis Acida y el método de Criohemolisis
Hipertonica para valorar la efectividad de este ultimo. Esto con el fin de aportar resultados
que correlacionen con la clinica de los pacientes diagnosticados, asi como valorar la
posibilidad de detectar portadores de la enfermedad. A continuacion las metodologias para

cada una de las prueba.

-Curva de Fragilidad Osmotica segun el método de Dacie y Lewis (S&enz et al tomo
I1, 2008).

En tubos de 5 mL se colocaron cada una de las diferentes soluciones de NaCl desde
0,10%, 0,30%, 0,40%,0,45%,50%, 0,55%, 0,60%, 0,65%, 0,70%, 0,75%,0,80%,0,85%; y
se agrego a cada tubo 20 pL de la muestra total fresca obtenida con EDTA. Se incubaron a
temperatura ambiente por 30 minutos, seguidamente se centrifugé por 1 minuto a 3000 rpm
y se leyo el sobrenadante a una longitud de onda de 540 nanémetros (nm).

El porcentaje de hemdlisis corresponde a:
% Hemolisis = (DO del tubo de cada paciente/DO del tubo con 0.10% de NaCl) x100.

- Prueba Rosada de la Glicerolisis acida segun Vettore et al (Saenz et al, 2008).
Se tomaron 10 pL de sangre total fresca y se mezclaron con 3 mL de una solucion
amortiguadora de bis-tris, se agitaron y luego se incubaron a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd por 5 minutos a 3000 rpm.
% de hemolisis= (DO del tubo de paciente/DO tubo patrén)x100
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Los pacientes con Esferocitosis suelen presentar un porcentaje de hemdlisis mayor a
28.5%.
- Prueba de Criohem0lisis hipertonica segun Streichman et al. (Streichman et al,
1990; Streichman y Gescheidt,1998):

La muestra fresca se centrifugé a 3500 rpm por 5 min para separar el plasma del
botdn eritrocitario, posteriormente se lavaron los glébulos rojos en solucién salina fria y se
hizo una suspension final entre el 50-70% de las células en frio.

Se tomaron 2 ml de amortiguador de sacarosa 0.7 M pH 7,4 y se mantuvo en bafio a
37 ° C, luego se depositaron 50 uL del paquete de glébulos rojos provenientes de cada
paciente a cada tubo con el amortiguador y se incubd por 10 minutos a 37°C.
Seguidamente, se colocaron las muestras 10 minutos exactos en un bafio con agua a 0°C. Se
centrifugaron por 10 min a 3000 rpm y se leyo el sobrenadante de cada tubo centrifugado a
540 nm en un espectrofotometro. El patron de referencia de 100% de hemolisis se preparo
con 50 uL de la muestra en estudio y 2 mL de agua destilada, se centrifugd por 10 min a
3000 rpm. Esta solucidn se lee a 540 nm. Tanto la solucion al 100% de hemolisis como las
muestras se trabajaron por duplicado. El porcentaje de criohemolisis es igual a:

% criohemdlisis = (Densidad optica 540nm paciente/DO 100% hemdlisis 540nm) x 100.

Segun estudios realizados por Streichman y colaboradores en 1998, el intervalo de
referencia estd entre 3-15% Yy se determina que existe Esferocitosis Hereditaria cuando el

porcentaje de criohemdlisis es mayor al 20%.

Anadlisis de los datos.

Para el andlisis de los datos se utilizo la estadistica descriptiva para los parametros
hematol6gicos de rutina en donde se trabajé con promedios, estos parametros
hematoldgicos fueron realizados con el fin de evaluar los criterios de inclusion y exlusion
anteriormente expuestos Ademas, para la comparacion de las pruebas bioquimicas se
realiz6 una comparacion de las similitudes entre los resultados de las tres pruebas. Para ello
se utilizd una tabla de contingencia (Cuadro 2) en donde se calculd la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de cada una de las
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pruebas, para observar de esta manera cuales presentan valores mas cercanos a uno, nimero
ideal para pruebas diagnosticas, esta tabla de contingencia se deriva de la teoria o de la

estadistica natural también conocida como estadistica bayesiana.

Cuadro 1. Cuadro de contingencia para analizar datos por la estadistica descriptiva

bayesiana.
Positivo VP EP Total positivos
Negativo EN VN Total negativos
Total enfermos Total sanos
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RESULTADOS

Para este estudio se trabajé con tres diferentes poblaciones, la primera comprendida
por un grupo de 10 individuos designados como afectados, quienes contaban con un
diagnostico previo de Esferocitosis Hereditaria. La siguiente poblacion compuesta por 15
familiares directos o de primera y segunda linea de consanguineidad con respecto a los ya
diagnosticados. Por ultimo se completé un nimero de 34 controles negativos, es decir
individuos que nunca habian sido diagnosticados con EH ni con otra enfermedad
hematoldgica y que ademas presentaron valores en el hemograma dentro de los intervalos
de referencia.

A estas tres poblaciones se les realizd un hemograma completo, en un equipo
automatizado de la marca Sysmex del cual se lograron extraer valores promedios de
algunos parametros descriptivos, datos que se muestran en el cuadro 1. Alteraciones en
dichos parametros hematologicos se han relacionado como marcadores de dafios en la
membrana del eritrocito.

Para cada uno de estos valores descriptivos se logro graficar el comportamiento de
cada parametro en las tres poblaciones. Se tiene asi, como para la hemoglobina, el grupo
control fue el que presento los valores mas altos, alcanzando un promedio de 14,5 g/dL,
mientras que los familiares y afectados muestran valores aproximadamente unos 2 g/dL
mas bajos con respecto a los controles, sin embargo ambos valores se mantienen dentro de

los intervalos de referencia normales establecidos.
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Cuadro 2. Resumen de los niveles medios de los parametros hematoldgicos segun la

poblacién en estudio.

Parametro Afectados Familiares Controles negativos
hemoglobina (g/dL) 13,56 1,30 13,36+1,06 14,49 +1,29
CHCM(g/dL) 35,4+0,84 32,74+1,32 34,4 +1,5
9% reticulocitos 0,955 £0,53 0,70 0,35 0,59+0,03
VCM (fL) 89,43 +9,49 88,27 15,70 87,30 4,03
pks (103pL) 406,6 +137,12 293,27 £54,11 270,48 52,22
% esplenectomizados 70,0 - -

Edad 31,0 28,7 28,7
% RDW 14,65+1,44 13,73 +0,81 13,00 £0,75

Fuente: Elaboracion propia con base en hemograma realizado en equipo Sysmex a casos de estudio
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Familiares

Afectados

12,8 13,0 13,2 13,4 136 13,8 140 14,2 144 146

g/dL

Fuente: Elaboracion propia con base en Cuadro 2.

Figura 3. Nivel medio de hemoglobina segln poblacion en estudio.

En el caso de la Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media, se observé en
la figura 4 como el grupo de afectados presentd un incremento de este pardmetro con
respecto a las otras dos poblaciones, quienes mantuvieron valores mas cercanos entre ellas
y por debajo de los 33 g/dL. Algo similar ocurre en la figura 5, figura 6 y figura 7, en
donde se demuestra un porcentaje de reticulocitosis, RDW y conteo plaquetario
respectivamente, mayor en la poblacion designada como afectados, con respecto a las
poblaciones de familiares y controles. En la ultima figura mostrada, cabe mencionar que la

poblacion de afectados en su mayoria son pacientes esplenectomizados.
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Controles negativos

Familiares

Afectados

g

315 32,0

325 330 33,5 340 345 350

g/dL

Fuente: Elaboracion propia con base en Cuadro 2.

Figura 4. Nivel medio de CHCM segun poblacion en estudio

Controles negativos

Familiares

Afectados

1!

=)
o

0,2

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

porcentaje de reticulcitos

Fuente: Elaboracion propia con base en Cuadro 2.

Figura 5. Porcentaje de reticulocitos segin poblacion en estudio
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Controles negativos

Afectados

0 12,5 13,0 13,5 14,0 14,5 15,0

Porcentaje RDW

Fuente: Elaboracion propia con base en Cuadro 1.

Figura 6. P

orcentaje de RDW seguln poblacion en estudio

0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0

10%ulL

Fuente: Elaboracién propia con base en Cuadro .2

Figura 7. Nivel medio de plaquetas segun poblacién en estudio.
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En el caso del Volumen Corpuscular Medio, se obtuvo que las tres poblaciones se
encuentran dentro de un rango de los 85 a los aproximadamente 90 fL, valores que se

encuentran dentro del intervalo de referencia normal.

Controles negativos

Familiares

Afectados

86,0 865 870 875 880 885 890 895 90,0

fL

Fuente: Elaboracion propia con base en Cuadro 2.

Figura 8. Nivel medio de VCM segun poblacién en estudio

En la figura 9, se comparan el valor medio de las curvas de Fragilidad osmética con
respecto a la curva de referencia (color rojo), en la cudl el porcentaje de hemdlisis empieza
a incrementarse a partir de la solucion de 0,50% de NaCl. Se aprecia como la curva
promedio de la poblacion de controles negativos (color amarillo) y la curva representante
de los familiares en condiciones de la muestra fresca (color morado) sigue un patron similar
a la curva de referencia e incluso en ciertos casos se encuentran superpuestas. Estas
muestras frescas fueron procesadas en menos de las 6 horas después de extraidas. En el
caso de las otras poblaciones, el comportamiento anterior no se mantiene pues los afectados

22



en condicidn de muestra fresca (color anaranjado) siguen el mismo patrén pero desplazados
levemente hacia la derecha. Para el caso de las poblaciones de afectados y familiares en
condiciones incubadas, es decir analizadas en las 24 horas siguientes posterior, las curvas
estan totalmente desplazadas hacia la derecha, es decir el porcentaje de hemdlisis se
empieza a incrementar desde valores de porcentaje de NaCl ligeramente hipotonicos, y

ademas se suele perderse el patron sigmoideo con respecto a la curva de referencia.
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Fuente: elaboracién propia con base en prueba de fragilidad osmética realizada en el CIHATA.
! (Saénz et al., 2008)

Figura 9. Porcentaje de hemolisis por concentraciones de NaCl segin poblacién en estudio
con relacién al nivel referencia®
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En la figura 10 se aprecia el comportamiento de las tres poblaciones en estudio al
enfrentar las muestras a una solucién de glicerol. Se denota como los controles negativos
no superan el porcentaje de hemolisis ni al 15%, esto siendo un patron homogéneo, pues
ningun dato sobrepasa este valor. En el caso de los familiares se tiene el mismo patron
anterior, excepto por tres datos que se alejan de la mayoria de muestras.

La poblacion de afectados tiene un comportamiento particular en donde la mayoria
de sus datos se ubican en porcentajes de hemdlisis superiores aproximadamente al 40 %,
sin embargo 4 individuos mantienen un patrén similar al observado para la mayoria de los

familiares y totalidad de los controles negativos.
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Fuente: elaboracidn propia con base en prueba rosada de glicerolisis realizada en el CIHATA.

Figura 10. Porcentaje de hemdlisis en la Prueba Rosada de lisis con Glicerol o Pink test

segun poblacion en estudio
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La figura 11, muestra el comportamiento de las poblaciones en estudio, pero cada

dato posee dos réplicas, esto porque la prueba de criohemdlisis es una técnica en un proceso

de estandarizacion en el cual se deseaba analizar no s6lo el valor de porcentaje de

hemdlisis, sino también la repetibilidad de las réplicas. Esta poblacion de controles

presentd valores elevados de porcentaje de hemolisis al contrario de lo que se observa en la

poblacion de individuos afectados.

El patron comun en esta técnica es que se aprecia una baja repetibilidad en cada una

de los resultados, en donde las réplicas de cada individuo se alejan entre si, esto se

evidencia especialmente en la poblacién de controles negativos.
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Fuente: elaboracidn propia con base en prueba de criohemdlisis.

Figura 11. Niveles de hemolisis por replica en la técnica de criohemolisis segun poblacion

en estudio.




Cuadro 3. Comparacion descriptiva de las técnicas usadas para el diagnostico de la EH

Fragilidad

. 0,80 1 1 0,83
Osmotica
Pink Test 0,60 1 1 0,71
Criohemdlisis 0,60 0,50 0,55 0,56

En este cuadro 3 se nota como los parametros estadisticos descriptivos calculados
para la FO son lo mas cercanos a uno, valor ideal en este tipo de andlisis. Algo similar
ocurre con la prueba del PT. Esta tendencia no se aprecia para el método de criohemolisis,

la cual present6 los valores predictivos mas bajos con respecto a las técnicas de FO y PT.
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DISCUSION

Al analizar los individuos de las poblaciones seleccionadas: afectados con un
diagnostico previo de Esferocitosis Hereditaria, sus familiares y un grupo de controles
negativos; se logro comparar la aplicacion de las tres técnicas sobre dichas poblaciones. Se
pudo notar (figura 9) como la FO logra de desplazarse hacia la derecha en de los casos de
los afectados, lo que correlaciona con el diagnéstico que se les habia realizado con
anterioridad de Esferocitosis Hereditaria (Rodriguez et al., 1989).

Este desplazamiento de la curva se debe a que la FO es una medida de la capacidad
de los GR para soportar un incremento en su contenido acuoso. Los esferocitos al presentar
una reduccion de la superficie de la membrana en comparacion con el volumen celular, se
vuelven susceptibles a la lisis osmotica en soluciones ligeramente hipotonicas (Saenz.et al.,
1981). Cabe mencionar que esta tendencia se incrementd en la condicién de las muestras
incubadas por 24 horas a 37 °C, en contraste con la misma técnica pero utilizando las
muestras frescas. Esto es de esperarse ya que la incubacion es un estimulo al efecto
intrinseco de los eritrocitos y se intensifica asi la disminucion de la resistencia de las
células para soportar un estrés osmoético como el que se da, al enfrentar las muestras a los
gradientes de soluciones salinas hipotonicas. Siendo asi la curva claramente desplazada
hacia la derecha en la poblacion de afectados en condiciones incubadas.

En el caso de las muestras de los familiares, en condiciones incubadas se nota que la
curva tiende a desplazarse hacia la derecha, en menor grado que la curva de la poblacion
afectada (Rodriguez et al., 1989; Bolton et al., 2004). Para estos familiares es
recomendable repetir las pruebas para controlar los valores de la curva, ademas se debe
correlacionar los hallazgos de las pruebas bioguimicas alteradas con los parametros
hematologicos descriptivos y otros marcadores de un posible caso de Esferocitosis
Hereditaria. En esta técnica, tres de los familiares son los que presentan este patron

desviado hacia la derecha y sélo dos de ellos tienen uno 0 mas marcadores sospechosos,
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uno de estos posee una hemoglobina ligeramente baja segin su sexo y estd levemente
elevado la CHCM. El otro caso tiene una hemoglobina igualmente muy cercana al rango
inferior permitido y ademas muestra un porcentaje aproximadamente de 15 % en el RDW
lo que es indicativo de anisocitosis en la muestra; el tercer caso no parece evidenciar
ningun otro signo clinico compatible con el diagndstico de EH,(lolascon et al.,2010)

Respecto a la técnica Rosada de Lisis con Glicerol es de esperarse un
comportamiento similar al obtenido por la FO para las poblaciones en estudio, puesto que
el principio de la técnica es igualmente enfrentar a las muestras a un estrés osmotico. La
variante en el caso del PT es el glicerol, el cual retarda la entrada de agua a los eritrocitos lo
que permite medir el tiempo que toma la lisis osmética. Los esferocitos al tener la razén
entre &rea superficial/volumen disminuida, resisten por menos tiempo la lisis con respecto a
los eritrocitos normales (Rodriguez et al., 1989).

En la figura 10 se observo como esta técnica presentd una deteccion de seis casos de
los individuos estudiados dentro de la poblacion de afectados, y tres de ellos se
comportaron con un patron similar al de los controles negativos, que en el caso de la FO si
fueron confirmados con patron compatible con EH.

Importante recalcar que en el caso de la poblacion de familiares, en esta misma
figura 10 se aprecia un valor por encima del intervalo de referencia, resultado repetitivo
para este mismo individuo en la prueba de FO, la cudl se presenta desviada hacia la
derecha.

La figura 11 por su parte denota la técnica bioquimica que se presentd como
alternativa innovadora para la confirmacién de casos y para la deteccion de nuevos
portadores, aunque estos fueran asintomaticos Esta técnica rige bajo el principio de que los
glébulos rojos al ser expuestos a cambios bruscos de temperatura en un medio hiperténico
tienden a presentar cierto grado de fragilidad y por ende se hemolizan, ya que se ha visto
que bajo estas condiciones la bicapa lipidica de los eritrocitos pasa a una fase de transicion
del estado fluido a un estado mas rigido. Por lo que si la membrana y el citoesqueleto no
puede reacomodarse ante este estrés al que se somete, resultard en el rompimiento de la

membrana que desencadena el proceso hemolitico. El resultado al utilizar esta técnica no es
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esperado segun la literatura donde se reportan valores de sensibilidad y especificidad del
100%, mientras que en los resultados obtenidos se obtiene una sensibilidad del 60% vy
especificidad del 50%. Esto pese a seguir las indicaciones de los autores Streichman v,
coolaboradores quienes describen el método en 1990. Se revisaron las variables de la
técnica, las cuales constaban basicamente del amortiguador y la temperatura. En el caso del
amortiguador en un principio si se presentaron problemas en donde los resultados eran
inconsistentes en todas las muestras procesadas en una primera etapa de prueba de
reactivos, etapa que se dio previo al contacto de las familias participantes. Se logrd
cambiar el reactivo de sacarosa se prepard con éste el amortiguador, el cuél cabe recalcar
debe preparase antes de usar y no debe permanecer mas de 8 dias entre cada uso, pues
constantemente se contaminaba con hongos por el enriquecimiento de sacarosa que esta
solucion posee. Posterior a esta modificacion, las siguientes muestras procesadas arrojaban
valores muy cercanos o caian dentro del intervalo de referencia reportado en la literatura
como normal, por lo que se decidi6 proseguir con las poblaciones a estudiar.

Otro variante que se realizd en la investigacion, al ver que no se tenian datos como
los reportados en la literatura, fue someter tres muestras de controles en un bafio a 56°C por
15 minutos con el fin de inducir por un estrés mecanico los esferocitos en sangre. Con
estas muestras se realizé la criohemolisis en donde los resultados sufren un incremento de
la hemolisis reportado como el de la literatura, lo que hace pensar que se necesita un alto
grado de esferocitos en sangre para observar un comportamiento consecuente al reportado
para esta prueba.

Es importante recordar que esta investigacion es un estudio exploratorio en donde
se trabajo con un numero de muestras reducido debido al subregistro de casos por la baja
tasa de reporte de la enfermedad, y la carencia de una base de datos actualizada, entre otros.
Por lo tanto se debe destacar que bajo el modelo de esta investigacién sélo se pueden
observar tendencias de los comportamientos de las diferentes poblaciones al analizarlas con
las tres pruebas bioquimicas. Estas tendencias no se pueden establecer en este estudio si
son significativas o no, pues no es pertinente este tipo de afirmaciones con un nimero de 10

muestras, por lo que la corroboracion de la significancia de estas muestras queda pendiente
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para estudios proximos en donde se considere un muestreo estadistico a partir de datos
conocidos de prevalencia de la enfermedad, que ojala sean brindados por los centros de
salud de la CCSS.

Por ser esta técnica nueva en el pais se procedié a montar cada determinacion por
duplicado para corroborar precision entre los datos, esta precision fue casi nula, en donde
en la figura 11 se observa que no hay reproducibilidad de los datos de las muestras.

El principio de la técnica propone que a diferencia de otras técnicas bioquimicas en
donde el estrés osmotico hace que se lisen aquellas células con razones de
superficie/volumen disminuidas. La criohemolisis induce de cierta manera un estrés
mecanico que pone de manifiesto que los GR de los individuos con EH exhiben un patrén
hemolitico caracteristico ante los cambios de temperatura cuando estan suspendidos en
soluciones hipertdnicas, este mecanismo no estd bien aclarado pero proponen que este
comportamiento es debido a la modificacién de la membrana eritrocitica a causa de los
defectos primarios que se pueden presentar en la EH. (Streichman et al., 1998; Ricard.,
1993)

En el cuadro 3 se aprecia que el valor absoluto de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo que involucran este método son sumamente
bajos no siendo asi al comparar las técnicas ya consolidadas de FO y PT, las cudles tienen
porcentajes mas cercanos a 1; valor ideal. Sin embargo esta diferencia no se puedo
establecer si es significativa o no, debido a que no era pertinente realizar un prueba
estadistica de comparacion cuantitativa entre los métodos, pues se contd con una limitante
de muestras, y se trabajo con una poblacion pequefia. Es aqui dénde resulta importante
tener esto en cuenta en préximos estudios, en donde se debe procurar aumentar la muestra,
tal como se menciond anteriormente.

Es necesario retomar el concepto de la EH como un sindrome en donde la expresion
del padecimiento generalmente suele ser heterogéneo desde el punto de vista clinico y de
las pruebas bioquimicas usadas hasta el momento. Se ha propuesto que esta variabilidad se

debe a una penetrancia incompleta o a la expresion de genes modificadores, ademas de que
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se debe tomar en cuenta que no exista otro defecto intrinseco del eritrocito que pueda
afectar el fenotipo de la EH (Estrada et al., 2009).

Ante estas complicaciones se debe considerar la implementacion de técnicas de
biologia molecular que permitan precisar las alteraciones mas frecuentes de las proteinas de
membrana en pacientes ya diagnosticados, ademas valorar nuevamente familiares quienes
por la baja sensibilidad de los métodos utilizados hasta el momento o por algun otro factor
propio del sindrome esferocitico explicado anteriormente, no han podido tener un

diagnostico certero de su condicion.

CONCLUSIONES

En el estudio exploratorio se percibié el desconocimiento de la enfermedad en la
poblacion costarricense incluso entre las mismas familias afectadas; situacion con la cual
este proyecto colabord pues en los diferentes sitios visitados se aclaré la mayor cantidad de
dudas por parte de los individuos participantes. Ademas se trat6 de concientizar a la
poblacion en general y al sistema de salud que la falta de claridad diagnostica aunada a la
escasa informacion de la enfermedad, pueden significar en un subregistro importante de los
casos de Esferocitosis Hereditaria.

Otro aporte importante del estudio es que logré actualizar la base de datos con la
que se inici6 el proyecto la cual en un inicio estaba compuesta de muchas personas que ya
habian fallecido, se contact6 a familiares pese a que muchas de las nuevas generaciones no
tenian conocimiento de la presencia o de la posibilidad de padecer esta patologia; esta falta
de concientizacion acerca de la enfermedad fue una de las limitaciones en el desarrollo del
trabajo, por la cuél no se logré extender el nimero de muestras para el presente estudio.

Resulto claro que si bien cierto las técnicas bioguimicas son baratas y relativamente
répidas, estas herramientas no resultan especificas para la deteccion de casos, pues se basan
netamente en el supuesto de la presencia de esferocitos en sangre periférica. Cabe destacar

que la presencia de esta morfologia esta lejos de ser especifica para la enfermedad en
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estudio, por el contrario en muchos casos los esferocitos resultan como proceso secundario
a otro tipo de enfermedades del sistema reticuloendotelial o de caracter metabdlico.

En el caso de la prueba de criohemolisis, esta se reprodujo en el CIHATA, y se
probd con poblacion costarricense, sin embargo no se logré establecer un tipo de relacion
diagndstica, por lo que se prefiere seguir trabajando con los métodos de FO y PT para el
diagnostico de los pacientes referidos al Centro.

Ante la limitante de muestra por problemas propios del proyecto, ademas de las
limitaciones de prevalencia y reporte de la enfermedad que se justifican por la posibilidad
de tener patrones de enfermedades hematologicas hereditarias combinadas; no se logra
establecer una comparacién estadisticamente significativa en donde se puedan hacer
inferencias, sino que se hace una descripcion de las tendencias obtenidas. Por esto es que
se muestra la necesidad de realizar mas estudios como este, en donde se recomienda
aumentar la muestra a partir de un modelo estadistico que permita correlacionar de manera
adecuada y certera cada uno de los métodos diagnosticos.

Resulta importante el introducir técnicas moleculares en los préximos estudios que
puedan mejorar el diagndstico que permita una mejor descripcion al cuerpo médico de la
situacion de los afectados y sus familiares, esto en beneficio de la atencion que se pueda
brindar en el sistema de salud del pais.

Es necesario el seguimiento de investigaciones de esta indole en donde se despierta
la necesidad de mejorar las pruebas diagnosticas para estas poblaciones afectadas, sin
embargo no se debe dejar de lado las investigaciones que vayan de la mano también con la
busqueda de nuevos tratamientos, que no incurran en procedimientos invasivos y que traten

de mantener a los individuos estables y con calidad de vida (Moreira et al., 2011).
Limitaciones

Las limitaciones se han ido mencionando a lo largo del presente trabajo, sin embargo se

quiere puntualizar en ellas para tenerlas en cuenta en la realizacion de proximos estudio:
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¢ Disefio experimental no responde a un modelo estadistico inferencial, esto por la
naturaleza del estudio. En los investigaciones exploratorias se procede de una
manera observacional solamente, es una preparacion para investigaciones
posteriores.

e Disponibilidad de los individuos quiénes estan en todo su derecho de negarse a
participar en el estudio, esto muchas veces consecuencia de la falta de
informacion que hay de la sociedad.

e NuUumero de muestras, lo cual va muy relacionado a los anteriores enunciados en
donde no se procedié con un muestreo estadistico precisamente por esa falta de
contactos o de disposicion de los individuos de la base de datos con la que se

trabajo.

Proyecciones.
Los estudios exploratorios tienen la capacidad de brindar informacion importante acerca de
un tema que se quiere estudiar con mas detalle, por lo que se propicia el continuar la
investigacion tomando las limitaciones anteriormente mencionada y ademas en enfocarse

en varios puntos de vista, que para el caso de la Esferocitosis Hereditaria se pueden

mencionar:
. Estudios similares comparativos con mayor nUmero de muestras.
. Estudios para definir los valores de referencia en la técnica de criohemdlisis.
. Actualizar la base de datos de los individuos con Esferocitosis Hereditaria a

nivel nacional en donde se trabaje de una manera estrecha con la Caja Costarricense
del Seguro Social

. Ademas incluir en los estudios familiares las técnicas moleculares que
puedan ayudar a discernir entre resultados en donde las pruebas bioguimicas no

logran hacerlo por su naturaleza analitica.
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ANEXOS

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

TRABAJO FINAL DE GRADUACION
PARA OPTAR POR EL TITULO DE LICENCIATURA
EN MICROBIOLOGIA Y QUIMICA CLINICA

1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estandarizacion de la técnica de criohemolisis, y comparacién de esta con otras
pruebas bioquimicas para el diagnostico de Esferocitosis Hereditaria

Nombre de la estudiante: Mariela Solano Vargas

Nombre de la tutora: Sandra Boza Oreamuno

Nombre del participante:

A. PROPOSITO DEL PROYECTO: La esferocitosis hereditaria es una enfermedad
que consiste en la falta total o parcial de una o varias proteinas en el glébulo rojo. A
causa de este trastorno en la sangre, se produce anemia, que es un descenso en la
hemoglobina, generalmente por largo tiempo; ademas se puede presentar fatiga,
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piedras en la vesicula, ictericia (piel, ojos amarillos) y aumento del tamafio del bazo
(esplenomegalia) que predispone a infecciones con cierta frecuencia.

Este trabajo final de graduacion (TFG) pretende comparar tres técnicas diagndsticas
utilizadas para esta enfermedad, con el fin de concluir si una de ellas es mejor sobre
la otra.

Estos analisis seran realizados en el CIHATA (Centro de Investigacion en
Hematologia y Trastornos Afines) y en el DAC (Departamento de Analisis Clinicos)
de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica.

Toda la informacién adquirida sera confidencial y el estudio durara aproximadamente
6 meses, en los cuales se analizaran las muestras de los participantes diagnosticados
con esta enfermedad y sus familiares.

(/QUE SE HARA?: Si acepta participar en este estudio, tendra que llenar un
formulario donde se recolectaran algunos datos de informacién personal y de su
historia clinica. Luego se le tomara una muestra correspondiente a dos tubos de
sangre pequefos, realizando una puncion en la vena con una especie de jeringa.

A partir de esta muestra de sangre, se realizardn un hemograma o estudio de la sangre

completo para evaluar la presencia o ausencia de anemia, asi como el porcentaje de
globulos rojos jovenes. Posterior a esto, se realizaran pruebas bioquimicas especificas
para el estudio de esferocitosis que permitiran confirmar el diagndstico y poder
implementar una nueva prueba de laboratorio (Criohemolisis o hemolisis en frio) que
en la actualidad no se utiliza en el pais para el diagndstico de esta enfermedad.

RIESGOS: La participacion en este estudio no le significard ningin dafio grave,
solamente podré sentir una molestia general que implica la toma de sangre y, a veces,
un morete en el sitio de la puncidn. Este proceso lo realizara la tutora o la estudiante,
las cuales son personal experimentado y calificado para esta labor.

BENEFICIOS: Como resultado de su participacion en este estudio, el beneficio que
obtendréa sera el contar con informacion mas completa de la enfermedad que padece y
que puede ayudar a describir mejor los cuadros clinicos de la poblacion costarricense
y sus familias afectadas.

Antes de dar su autorizacion para este estudio usted debe haber hablado con la tutora
del TFG, Dra. Sandra Boza o con la estudiante, Mariela Solano, y ellas deben haber
contestado satisfactoriamente todas sus preguntas. Si quisiera mas informacion,
puede obtenerla llamando a la Dra. Boza al teléfono 2511-8589 ¢ 2222-1581 en el
horario de lunes a viernes de 8 am. a4 p.m.
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F.  Recibira una copia de esta formula para uso personal.

G. Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene el derecho de negarse a
participar o a discontinuar su participacion en cualquier momento, sin que esta
decision afecte la calidad de la atencion médica (o de otra indole) que requiera.

H.  Su participacion en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer en
una publicacion cientifica o ser divulgados en una reunién cientifica pero de una
manera andnima, nunca se va a mencionar su identidad.

l. No perdera ningun derecho legal por firmar este documento.

J.  He leido o se me ha leido, toda la informacién descrita en esta formula, antes de
firmarla. Se me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido
contestadas en forma adecuada. Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de
investigacion en este estudio

Nombre, cédula y firma del participante (nifios mayores de 12 afios y adultos)
fecha

Nombre, cédula y firma del padre/madre/representante legal (menores de edad)

fecha
Nombre, cédula y firma del testigo

fecha
Nombre, cédula y firma del Tutor del TFG

fecha
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UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

TRABAJO FINAL DE GRADUACION
PARA OPTAR POR EL TITULO DE LICENCIATURA
EN MICROBIOLOGIA Y QUIMICA CLINICA

2. CUESTIONARIO

Estandarizacidn de la técnica de criohemdlisis, y comparacién de esta con otras
pruebas bioquimicas para el diagnostico de Esferocitosis Hereditaria

Nombre de la estudiante: Mariela Solano Vargas

Nombre de la tutora: Dra. Sandra Boza Oreamuno

e Nombre del participante:

e Numero de Cédula:

o Teléfono(s):
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Edad: Género: (F) (M) Estado Civil:

Nombre de los Hijos y otros familiares

e Sufre usted de alguno(s) de los siguientes padecimientos

-Presion Alta ( )

-Diabétes ( )

-Piedras en la vesicula ( )

-Anemia ( )

- Dependencia de transfusiones de sangre ( )
-Ictericia (piel, ojos que se tornan amarillos) ( )
-Esplenomegalia (agrandamiento del bazo) ( )

-Otro(s)

e (Ha sido diagnosticado(a) con Esferocitosis Hereditaria u otro problema
hematoldgico o enfermedad en la sangre?

Si No

¢Desde hace cudnto fue diagnosticado?:

¢En qué Centro de Salud se le realizé dicho diagndstico?

éPresentd usted alguno de los siguientes signos y/o sintomas, por los que acudio al
médico, previo al diagndstico?:

Cansancio ( )

40



Dolores ( )
Anemia ()
Esplenomegalia (agrandamiento del bazo) ( )

Otros:

e Conoce usted sobre esta enfermedad?

Si No

éDonde obtuvo dicha informacion?:

e Siquisiera conocer un poco mas acerca de este padecimiento, ¢cual de los
siguientes medios le es accesible?
- Panfletos ( )
- Correo electrénico ( )
- Consultas por teléfono ( )
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