NACIONAL
AUTONOMA DE
NICARAGUA,

l MANAGUA
UNAN-MANAGUA

‘ UNIVERSIDAD

RECINTO UNIVERSITARIO RUBEN DARIO
INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD “LUIS FELIPE MONCADA”
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS CLINICO.

MONOGRAFIA PARA OPTAR AL TITULO DE LICENCIADO EN
BIOANALISIS CLINICO.

Tema:

DETERMINACION DE HEMOGLOBINA “S” MEDIANTE HPLC EN
NINOS QUE PARTICIPARON EN INVESTIGACION DE VARIANTES
DE HEMOGLOBINA, EN EL POLISAL - UNAN MANAGUA
AGOSTO-NOVIEMBRE DEL 2021.

AUTORES

e Br. Marlon Antonio Trafia Chavez.

e Br. Eliezer Alejandro Guevara Cajina

TUTOR:

MSc. Ligia Lorena Ortega Valdés/ Bioanalista Clinico.
MSc. en epidemiologia.

Docente Hematologia clinica.

Managua, Nicaragua. Febrero del 2023



INDICE

DEDICATORIA. ettt ettt e R s R e e s R e e aR e e et e e e e ae e eR e e e R e e n e e re e neen e n e 3
DEDICATORIA. ettt et e R e e R e e e R e e e R e e et e et eae e eR e e R e e n e e r e e neen e n e 4
AGRADECIMIENTOS. ...ttt bbbt b e b e e bt e be e beshbesbe e sbe e ebeenbeanbeenbeaneesbeenbeens 5
RESUMEN. ...t E Rt e et e e R e s Re e s R e e e R e e R e e et e m et eR e e e n e e m e e r e e nneen e e e e 7
I, INTRODUCCION. ...c.coiiitieetcteces ettt sttt 8
1. ANTECEDENTES. ...ttt sttt st s b e bt e bt et e s b e eb e ebeenbeesbeenbeeneesreesreas 9
1. JUSTIFICACION. ..ottt n st an st n et anen 12
V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ..ottt 13
V. OBUIETIVOS. ..ottt b ettt bt e bt e she e s bt e ebe et e anbeeb b e ebeenbe e beenbeenbenreesnees 14
VI, MARCO TEORICO......ciiiriiieiseissesssisssissses st 15
6.1. [ (=T 00 T0 o 0] ] 1o USSR 15
B. 1.1, FUNCION. .ttt ettt b e st e b e st s b e st e bt b et e bt b et be b et e bt s be e e bt sbeeene 15
B.1.2.  ESHUCTUIEL ..ottt st e et s 15
6.1.2.1. GrUPO HEIMO. ..ottt ettt et st st esaeesae e st et e e st e saeesseenbeenbeensesnsesnnas 16
6.1.2.2. GIODINGS......oviiieiiiiirece et 16

6.2. Hemoglohinas ANOIMEIES..........ciiiiiiii e 17
T B o 1= o T T | [o] o1 g T TSP 17
B.2.1.0. ESIUCTUIEL c.cvemeiiiiieeeiiteee ettt st e e e s 18
T o 1< 1 1o o | (o] o 1= W S 19
B.2.2. 1. ESITUCKUIA...c.viiiiiiieieiieiiet ettt s st e bbb nesa b s 19
6.2.3.  HemOgIODING E. ..ottt e ettt 19
6.2.3. 1. ESITUCKUIA. ..c.veiiiiieiieiieiietctese sttt st sa bbbt nesa e re e 20
OIS o 1= o T | [o] o1 U I SR 20
B.2.4.0. ESIUCIUIE. c.cveneeiieeeiirteeee ettt st st s sttt s re et n e 21
6.3. Métodos diagndsticos para hemoglobinOPatias. ..........ccverieiririeiniieeese s 22
LT 00 S o 1< 1 1 oo = o - TSRS 22



6.3.2.  Diferencial d& SEITE FOJA. ....ccerueiriirieiirierteerte ettt sttt st 23
6.3.3.  Prueba de induccion de drepanOCitoS. ..........ccovrueueririeueririerenerieieesiete sttt st besesesae e neenas 25
B.3.4.  EIECIIOTOTESIS. ..ottt ettt sttt b et be b 25

6.4. Generalidades de Bio — RAA D10. ........ccuiiiiiiiieiie et 30
B.4.1.  CATACTEIISTICAS. c.vuveueveueirtetiiriete sttt sttt ettt et b etk st b ek e s et ek et e b et e st st ebe e ebebenesaeneneeea 31
6.4.2.  FUNCionamiento del QUIPO........coerieiririeerere ettt 31
6.4.3.  Interpretacion de reSUITAOS. ........ecveveriiie ettt st te e a e re e 32
6.4.3.1. Modo short program (Programa COMO). .......ecereereeeeruerrerresresreeresseeaessessessessessessesssessessessessessenns 32
6.4.3.2. Modo extended program (modo programa extendid0). ........cceccveveereerieciiecieeeeeee e 33
6.4.4.  Ventajas Y AESVENTAJAS. ....eccuereereereeitieiteetieetesteesteesteeteesessaesraesseesseesseesseessesssesseesseesseessenssesnns 33

6.5. Valores hematoldgicos en pacientes CoN HDS..........c.civiiiiiiiic i 34
6.6. Valores estandares de hemoglobina en las regiones de Nicaragua. .........ccceeervieireininensienennas 34
6.7. THALAMIENTOS ...veveree ettt nr et r e bt s r e r e nr e s e e r e nr e er e nr e er e nn e erenreneas 35
B.7. 1. FAIMACOS. c..eveeeeeieeieieeteteie et ete et et e st e e s teste bt sae e st e saensesaebesaeebesseeseentensensesaeabesseeneeneensensensensenes 35
6.7.1.1. Hidroxicarbamida 0 NIArOXIUIBA. .......ceevveerierieiirierieeeiere ettt 35
6.7.1.2. POIVO & I-gIULAMING. ....ovviieie ittt st e eae e et e senne e 35
6.7.1.3. CrizaNliZUMAD. ......coveiriiieietereeeere ettt sttt st b et st r e 36
B.7.1.4. WOXEIOTOT. ..ottt ettt ettt st sttt b e et s re e st r e 36
I O -1 =] - o - 1TSS 36
6.7.2.1. Medicina tranSTUSIONAL. ........c.ccoeirieiiinieire et 36
6.7.2.2. Trasplante de Medula GSEa. ..........cooeiririeiieneeee et 37

VII.  PREGUNTAS DIRECTRICES.........oo ittt 38
VI, DISENO METODOLOGICO. ....ooouiiriiriiriiseesssessisseesssssss s ssssasssssssssssssssnees 39
IX.  ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.......ooomiimeirermeemeeneesnessssssssssssssssessenenes 49
X. CONCLUSIONES. ...ttt bttt b et ab e b b e st e st e e be et e esbessneseeas 61
XI. RECOMENDACIONES. ... .ottt st steenae e enaeeneenneenseens 62
XIL BIBLIOGRAFTA. ...ttt 63

XITL ANEXOS. ..ot b bbb sr bbb et sr s 66



DEDICATORIA.
A Dios:

En primer lugar y sobre todas las cosas le dedico este trabajo al supremo, quien fue el
primero en estar conmigo en los momentos mas dificiles en este camino. Agradezco que
siempre su voluntad sea esta, la de culminar este trayecto como un gran profesional y una
gran persona.

A mi madre Dalila Chavez Obando:

Dedicado a mi angel que siempre estuvo conmigo presencialmente, apoyandome en todas
las decisiones y todas las situaciones que siempre se presentaron. Ademas de brindarme todo
el apoyo econdmico, emocional e intelectual. Por todos los servicios que tuvo conmigo, por
todo el amor que me brindo cuando mas lo necesitaba jMuchas gracias por todo! Te amo.
A mi abuela Luisa Obando:

Aunque yo no estés conmigo presencialmente, siempre estuviste en mi corazon, agradezco
todos los buenos momentos que pase a tu lado y por siempre apoyarme cuando tuviste la
oportunidad, me gustaria que vieras este otro gran logro que obtuve, pero hasta el cielo te
envio un jGracias por todo!

A mi familia:

Por todos los apoyos que recibi de cada uno de ellos, gracias por todo.

A mi papa Marlon Trafia Escobar:

Dedicado a mi papa que a pesar de todas las dificultades siempre ha querido verme como
un gran profesional, por aportar todo lo que estaba en sus disponibilidades jGracias por

todo!

Marlon Antonio Trafia Chavez



DEDICATORIA.

Este trabajo investigativo lo dedico con profundo amor y carifio a:

Dios misericordioso por estar siempre conmigo, por ser el guia a traves de toda mi vida y

mi carrera universitaria.

A mi familia completa por brindarme acompafiamiento amor y sacrificio. Por ser ese pilar
en donde siempre estuvieron ahi para ayudarme en diferentes aspectos de mi vida, por la
ayuda economica que me han brindado para poder culminar mi carrera universitaria. Por
haberme forjado como persona que soy en la actualidad; muchos de mis logros se los debo

a ellos.

Atodas aquellas personas que fueron el motor de motivaciony porque me brindaron el apoyo
monetario para poder lidiar con los gastos universitarios, por sus consejos sanos y toda la

ayuda.

A mis colegas y amigos de estudio por compartir momentos de alegria, de felicidad y tristezas

en la trayectoria de estos 5 afios universitarios.

A mis maestros de la universidad y a los de los hospitales y centros médicos por estar siempre
apoyando y compartiendo el pan del conocimiento. En especial a Msc. Lorena Ortega por

ser nuestro tutor en nuestra monografia y estar siempre presente en todo el proceso.

Eliezer Alejandro Guevara Cajina.



AGRADECIMIENTOS.

A nuestro padre Dios, que nos ha acompafiado durante todo este largo trayecto desde nuestros
comienzos hasta el final de nuestra etapa universitaria. En la que siempre estuvo presente en
las alegrias y tristezas, alumbrando siempre el camino para poder formarnos como unos
verdaderos profesionales al servicio del pueblo.

De manera muy especial a los padres de los nifios por poner su confianza en nuestras manos
y ser participe de esta gran investigacion de la cual es de gran ayuda para el avance del
diagnostico de este tipo de enfermedades en el pais.

Un especial agradecimiento a nuestra tutora MSc. Ligia Lorena Ortega por brindarnos la
confianza de poder llevar a cabo un proyecto como este, que tiene gran significado clinico
en la comunidad cientifica de nuestro pais. Por siempre estar en la disposicion de ensefiarnos
cada dia mas y formar nuestro caracter de investigador cientifico y sobre todo brindarnos las
herramientas para facilitar el entendimiento del mismo.

A MSc. Magaly Ruiz por brindarnos el apoyo en el muestreo, procesando muestras e
impartiendo capacitacion para comprender el funcionamiento de los equipos utilizados.

A los encargados del laboratorio de Bioanalisis clinico por apoyarnos con proporcionar
los materiales y los laboratorios para el procesamiento y toma de muestras, sobre todo estar
a la disposicion de cualquier eventualidad.

A los trabajadores que gestionan el departamento de Bioandlisis clinico en especial a
Isabelita que siempre esta a la disposicion de cualquier diligencia académica y por ayudar
en todos los tramites de este trabajo monogréafico.

A nuestra alma mater UNAN — Managua, en especial al Instituto politécnico de la salud
“Luis Felipe Moncada” por permitirnos ser estudiante de este lindo recinto y permitirnos

vivir tantas experiencias.



VALORACION DEL TUTOR

La Enfermedad por hemoglobina S o drepanocitosis es una de las causas mas frecuentes de
mortalidad en el sistema de salud del mundo, las complicaciones neuroldgicas y sus secuelas se

conocen casi desde la primera descripcion de la enfermedad. La més frecuente es el accidente

vascular encefalico especialmente en la primera década de la vida.

En Nicaragua se desconoce la prevalencia e incidencia de esta enfermedad a nivel departamental
y nacional, por la falta de equipamiento y tecnologia viable en los hospitales nacionales, sin
embargo, el Instituto Politécnico de la Salud ha hecho esfuerzos por incorporar metodologias

diagndsticas novedosas y se hizo posible esta investigacion a través de proyectos.

Considero que esta investigacion cumple los requisitos cientificos y metodolégicos para ser
presentada ante un tribunal dictaminador, aporta de manera sustantiva a este vacio sobre el
conocimiento de la drepanocitosis, pero sobre todo al diagnéstico confirmativo necesario para la

evolucién y tratamiento especifico de los nifios que la padecen.

Se extiende la presente a los nueve dias del mes de diciembre del 2022.

LW@>

Msc Lorena Ortega Valdés
Docente T torJ de la Monografia
Departamento-de bioanalisis Clinico
UNAN-Managua.




RESUMEN.

La Hemoglobina es una proteina encargada de transportar el oxigeno a los diferentes
sitios del cuerpo. Existen diferentes fracciones que componen la totalidad de la cantidad
hemoglobina. Aungue no todas las personas poseen HbS, los métodos cuantitativos normales
no proporcionan informacién sobres las hemoglobinas anormales. Por ende, esta
investigacion se realizé con el objetivo de evaluar un método que permite conocer los
porcentajes de Hemoglobina S. Para esto, se trabajo en el Instituto Politécnico de la salud
POLISAL donde fueron invitados de manera abierta nifios con problemas relacionados a
anemias y 23 fueron seleccionados por biometria hematica completa, mas extendido
periférico, para ser muestreados, puesto que cumplian con los criterios establecidos. A través
del método HPLC se logr6 confirmar la presencia de HbS en los 23 pacientes, lo cual
representd una frecuencia del 8.06% de pacientes positivos con hemoglobina S. EI 83% de
los resultados positivos estaban dentro de un rango entre 51-88% de Hb S y un 17% en un
rango de 31 — 50. Otro hallazgo encontrado fue la leucocitosis, eritropenia y trombocitosis
en hemograma. En extendido periférico se encontré un promedio mayor de 5 células
falciformes por campo en el 86.9% de los estudiados, ademas de la presencia de otras
estructuras. Se logré conocer la incidencia departamental de los pacientes que acudieron
voluntariamente, encontrando que Managua fue el departamento con méas participantes en
cuanto al nimero de casos con un 31%, siguiéndole Chinandega con 22% y Masaya con el
13%.



1. INTRODUCCION.

La cantidad de hemoglobina es un parametro de gran incidencia para la determinacion
de anemia y policitemia. Cuando esta se encuentra por debajo del limite normal el sujeto
investigado es considerado como anémico. El hemograma proporciona la cantidad de manera
global y esta se reporta en gramos por decilitro en todos los laboratorios de Nicaragua. Por
lo tanto, una anemia se puede definir como la disminucion de hemoglobina y esta
comunmente es un signo de otra patologia subyacente (Boza, 2016). Una causa de deficiencia
de hemoglobina en los individuos son las hemoglobinas anormales, que tiene la caracteristica
de hacer cambios estructurales en los globulos rojos, disminuyendo la vida promedio de esta
celula.

Las hemoglobinas anormales forman parte de los trastornos hereditarios de la
hemoglobina (Hb) y, por su frecuencia, son considerados en muchas regiones del mundo
como problemas de Salud Publica. Aunque algunas presentan problemas clinicos, una gran
proporcidn son inocuas y muchas veces su diagndstico se realiza en forma casual mediante
métodos altamente especializados. (Rodriguez, 2021).

Salazar R. y Gonzalez M. (2004) estudiaron los haplotipos de los genes de globina en
Venezuela, esto porque anteriormente han logrado caracterizar muchos sujetos en cuanto a
frecuencia y reconocer los atributos fenotipicos mediante diversos métodos como la
cromatografia de intercambio idnico y la electroforesis, demostrando la importancia y
relevancia del método para proseguir segun algoritmo a otras etapas identificativas mas
complejas.

La cromatografia de alta presion “HPLC”, es un método que posibilita al clinico
conocer cantidades concretas de las diferentes hemoglobinas que posee cada individuo,
incluyendo hemoglobinas anormales. A diferencia de otros métodos, este se destaca por
precisamente esa caracteristica. Ademas de que ofrece otras ventajas como el procesamiento
automatizado, que disminuye los posibles errores que suelen ocurrir cuando se realiza un
procedimiento manual.

Todas estas caracteristicas tienen una gran incidencia en el diagnéstico y tratamiento
especifico para cada paciente, desde las dosis adecuadas para las terapias y el seguimiento de
la enfermedad.



1. ANTECEDENTES.

Para desarrollar este trabajo monografico y partiendo del grado de importancia de esta
etapa de investigacion en nuestro perfil profesional se realizé varias consultas bibliogréficas
y se confirmd que existen informacion de aspecto Nacional e internacional con el tema:
“Determinacion de hemoglobina “S” mediante HPLC en nifios que participaron en
investigacion de variantes de hemoglobina, en el Polisal - UNAN Managua Agosto—
Noviembre del 2021.”

Los reportes de investigacion consultados son trabajos recientes, con menos de diez
afios de realizacion, en ellos se citan datos bibliograficos correspondientes al tema en
cuestion, se sefiala el objetivo de cada investigacion, el marco metodoldgico, los resultados

y las conclusiones principales.

Entre los primeros antecedentes se encuentran los trabajos nacionales realizados por
Quezada, Garcia, et al (2018) con el tema: Frecuencia de hemoglobina S en donantes del
Banco Nacional de Sangre durante el periodo de marzo - noviembre del afio 2018. En
este trabajo los autores citan el estudio que se realiz6 fue de tipo descriptivo de corte
transversal, se pretende describir la frecuencia de los portadores de Hb S captados, con

universo de 1500 Donantes voluntarios. Asi mismo, se encontro:

Las edades de mayor participacién estuvieron conformadas en los grupos de 17 a 27
afios con 71% (1.9% Hb S), en segundo lugar, los mayores de 28 a 38 afios con 17% (1.1%

Hb S) de participacion, como tercer lugar los de 39 a 49 afios con 7.4% (0% Hb S).

En relacién al sexo, se obtuvo que el masculino fue el de mayor participacién con un
51% (1.8% Hb S) y el femenino con un 49% (1.5% de Hb S).

Se encontrd un predominio de portadores de Hb S procedentes de la RAAS con 14 de
25 donantes equivalente al 3.5%, seguidamente de Ledn con 1.8%, Managua 1.2%, Chontales
1.6%, Carazo 1.6% y Chinandega con 0.5%. Se detectaron 25 casos positivos con el test de
solubilidad lo que corresponden a un 1.66% de frecuencia de hemoglobina S en los donantes

de sangre.



Se logré confirmar el 100% de donantes que resultaron con presencia de HbS,
positivos con el test de solubilidad, al aplicar la técnica de electroforesis en acetato de

celulosa.

Al comparar ambas pruebas para la validacion de resultados se logré evidenciar un
alto desempefio del test de solubilidad el cual resultd con una excelente sensibilidad,
especificidad y eficacia diagnostica util para la deteccién de hemoglobina S en donantes de

sangre.

Se encontr6 un trabajo realizado por Barillas Gutiérrez & Villalobos (2015)
denominado: Estandarizacion de la técnica de electroforesis de hemoglobina en acetato
de celulosa, para el diagnéstico de Hemoglobinopatias en el Politécnico de la salud,
Agosto-Noviembre 2015, El estudio se basé en la estandarizacion de la técnica de
electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa para el diagnostico de
hemoglobinopatias, en el que se utiliz6 como protocolo de referencia el descrito por los
investigadores German Saenz Renauld y Walter Rodriguez Romero "Libro de Hematologia
Analitica", 4ta edicion, 2003. El universo del estudio lo conformaron 44 muestras de sangre
total con EDTA K3, sospechosos de anemia de células falciformes atendidos en el Hospital
la Mascota .La evaluacién de la técnica demostrd ser 100% sensible y especifica, ademas de

ser reproducible.

Se caracterizo fenotipicamente los pacientes con drepanocitosis (HbSS y HbSC) en

un 64% y se demostro que el 36% eran pacientes clinicamente sanos (HbAA y HbAS).

Asi mismo en el ambito nacional se encontré un trabajo llamado Caracterizacion
fenotipica de hemoglobinas en pacientes con diagndéstico clinico de anemia
drepanocitica y familiares en las cabeceras departamentales de Nicaragua mediante
Electroforesis de Hemoglobina en tiras de acetato de celulosa, en el periodo Enero -
Noviembre 2016. En donde los autores Ortiz Lopez, Requenez & Salinas (2016) refieren
que las hemoglobinopatias son un grupo de trastornos congénitos de la hemoglobina con un
patron de herencia autosémico recesivo que incluyen las hemoglobinopatias estructurales

producidas por la sintesis de una cadena de globina estructuralmente anormal.
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Por esta razon se realizo un estudio descriptivo de corte transversal, con el objetivo
de caracterizar fenotipicamente la hemoglobina en pacientes con diagnostico clinico de
anemia drepanocitica y familiares, en las cabeceras departamentales de Nicaragua mediante
electroforesis de hemoglobina en tiras de acetato de celulosa. Se efectu6é en el Hospital
Infantil Manuel de Jesus Rivera “La Mascota”, Hospital Espafia de Chinandega y Hospital
César Amador Molina de Matagalpa. Para el diagnostico clinico de hemoglobinopatias se
utilizan datos clinicos y pruebas de laboratorio como el test de falciformacion y extendido

periférico.

Mediante la realizacion de estudio se obtuvieron los siguientes datos, HbAA 45.2%,
HbAS 27%, HbAC 1.6%, HbSS 23%, entre esto se destaca el diagnostico de una familia con
Sindrome Drepanocitico doble heterocigoto (HbSC 1.6%) en el departamento de Matagalpa
y adicionalmente se detectd en dos pacientes una variante de hemoglobina llamada
Hemoglobina Presbiteriana (1.6%), siendo los primeros casos descritos en el pais.

11



I1l.  JUSTIFICACION.

La Hematologia es una ciencia que estudia las anomalias de la sangre, tanto las
enfermedades hereditarias como las no hereditarias, entre ellas se destaca la presencia de la
hemoglobinopatia S la cual se distingue por crisis hemoliticas vasooclusivas en pacientes
pediatricos o neonatos que son homocigotos no asi en los portadores. Epidemiologicamente
se desconoce en Nicaragua cifras de esta enfermedad porque no existen métodos de
confirmacion en los hospitales del pais, es por tal razén que los investigadores han
considerado determinante utilizar un metodo eficaz que sirva para determinar la presencia de
esta enfermedad en los nifios que son atendidos en las diferentes unidades de salud, debido
esto se procedid a la elaboracion de una investigacion denominada: “Determinacion de
hemoglobina “S” mediante HPLC en nifios que participaron en investigacion de
variantes de hemoglobina, en el POLISAL — UNAN Managua Agosto—Noviembre del
2021.”

A través de una exploracion realizada por los investigadores en el hospital infantil
MJR “La Mascota” durante sus pasantias académicas, encontraron que existe un problema
nacional, puesto que no hay un método Gold standard que se esté utilizando en las unidades
pediatricas, por lo que se propuso que se realizara una investigacion que permitiera medir las

fracciones de hemoglobina y poder hacer un diagndstico méas preciso/confirmativo.

El periodo que se presto para realizar esta investigacion fue en el afio 2021. Debido a
que un médico que se encarga de atender este tipo de patologia, en ese momento hacia la
observacion de que el POLISAL UNAN Managua gestara un proyecto que permita poner a
disposicion de los hemat6logos un nuevo método para la clasificacion de pacientes con

variantes de hemoglobina.

El estudio se realizd en nifios debido a que, durante la basqueda de informacién en
unidades de salud y opiniones de personas expertas en el tema, se concluyd que existe un
problema a nivel pediatrico, porque no hay tamizaje y es donde hay mayor sintomatologia y
lo epidemioldgicamente importante es encontrar portadores y homocigotos a través del
método HPLC lo cual orientaria el manejo diagndstico de estas personas y su monitoreo.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La anemia de células falciformes es un trastorno hereditario, esta patologia pertenece
al grupo amplio de hemoglobinopatias, las cuales corresponden a un gran problema de salud.
Segln la OMS en la 59° asamblea mundial de la salud, decreto la prevalencia de anemia por
células falciformes, y encuentra que aproximadamente 5% de la poblacion es portadora de
genes causantes de hemoglobinopatias. Cada afio nacen aproximadamente 300,000 nifios con
hemoglobinopatias importantes, de los cuales el 83% corresponden anemia por celulas
falciformes, estas son consideradas por la organizacion mundial de la Salud (OMS) como un
programa prioritario de salud en el mundo, segin su comportamiento epidemioldgico

representan un problema de salud publica a nivel nacional y mundial. (OMS, 2012).

En Nicaragua se han realizado estudios poniendo en practicas diferentes métodos
como el test de falciformacién, extendido periférico y electroforesis de hemoglobina que nos
permiten conocer la prevalencia de estas patologias en la poblacion, logrando asi la
identificacion de portadores homocigotos y heterocigotos que son importantes
epidemiol6gicamente para poder mitigar la aparicion de estas enfermedades. Sin embargo,
la necesidad de un método diagnostico que proporcione informacion exacta del
comportamiento de las diferentes fracciones de hemoglobina en un individuo, es de gran
necesidad puesto que se necesita conocer la situacion del paciente antes de comenzar las
terapias correspondientes. A partir de la delimitacion del problema antes expuesto, se plantea

la siguiente pregunta.

¢Cual es la Frecuencia de hemoglobina “S” mediante HPLC en nifios que participaron
en investigacion de variantes de hemoglobina en el POLISAL — UNAN Managua, Agosto—
Noviembre del 2021?
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V. OBJETIVOS.

General.

e Determinar la frecuencia de hemoglobina S mediante HPLC en nifios, que
participaron en investigacion de variantes de hemoglobina, en el Polisal — UNAN

Managua, Agosto—Noviembre del 2021.

Especificos.

1. Aplicar el hemograma y extendido periférico a los nifios muestreados en el

POLISAL - UNAN Managua de Agosto a Noviembre 2021.
2. Interpretar los resultados de las muestras analizadas mediante HPLC.
3. Clasificar segun caracteristicas sociodemogréaficas de los nifios con HbS.

4. Relacionar las concentraciones de hemoglobina “S” con el extendido

periférico de los nifios muestreados.
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Vvl. MARCO TEORICO.

6.1. Hemoglobina.

La hemoglobina (HB) es una proteina globular, que estd presente en altas
concentraciones en lo glébulos rojos y se encarga del transporte de O2 del aparato
respiratorio hacia los tejidos periféricos; y del transporte de CO2 y protones (H+) de los
tejidos periféricos hasta los pulmones para ser excretados (Brandan, Aguirre, & Giménez,
2008).

Para Brandan Nora (2008) “La Hemoglobina es una proteina globular, que se
encuentra en grandes cantidades dentro de los glébulos rojos y es de vital importancia
fisiologica, para el aporte normal de oxigeno a los tejidos”. (p2)

6.1.1. Funcion.

La hemoglobina es el transportador de 02, CO2 y H+. Se sabe que por cada litro de
sangre hay 150 gramos de Hb, y que cada gramo de Hb disuelve 1.34 ml de O2, en total se
transportan 200 ml de O2 por litro de sangre (Brandan, Aguirre, & Giménez, 2008). Esto es,
87 veces mas de lo que el plasma solo podria transportar. Sin un transportador de O2 como
la Hb, la sangre tendria que circular 87 veces mas rapido para satisfacer las necesidades
corporales.

6.1.2. Estructura.

La hemoglobina es una proteina con estructura cuaternaria, es decir, esta constituida
por cuatro cadenas polipeptidicas: dos a y dos B (hemoglobina adulta- HbA); dos o y dos &
(forma minoritaria de hemoglobina adulta- HbA2- normal 2%); dos a y dos y (hemoglobina
fetal- HbF). En el feto humano, en un principio, no se sintetizan cadenas alfa ni beta, sino
zeta ({) y épsilon (&) (Hb Gower I).

Al final del primer trimestre las subunidades o han reemplazado a las subunidades
(HbGower II) y las subunidades y a los péptidos &. Por esto, la HbF tiene la composicion
a2y2.Las subunidades B comienzan su sintesis en el tercer trimestre y no reemplazan a y en
su totalidad hasta algunas semanas después del nacimiento. Brandan, Aguirre, & Giménez,
(2008)

La biosintesis de la Hb guarda estrecha relacion con la eritropoyesis. Cada una de las

cadenas polipeptidicas de la Hb cuenta con genes propios: a, B, 9, v, €. Los genes oy B son

15



independientes y se ubican en cromosomas distintos (cromosoma 16 y 11 respectivamente
como menciona Moraleda Fuentes (2021) afirmando que:

Los polipéptidos libres forman de inmediato dimeros af y tetrdmeros a2B2. El grupo
Hem se sintetiza virtualmente en todos los tejidos, pero su sintesis es mas pronunciada en la
médula 6sea y el higado, debido a la necesidad de incorporarlo en la Hb y los citocromos,
respectivamente. Es una molécula plana que consta de un hierro ferroso y un anillo
tetrapirrolico, la protoporfirina 111 o IX.

La hemoglobina es un tetramero formado de la unién de 4 cadenas polipeptidicas, 2
a 'y 2 B. Cada globina contiene un grupo prostético (grupo hemo) formado por un atomo de
hierro y un anillo de porfirina. El tipo de porfirina de la Hb es la protoporfirina IX; contiene
dos grupos acidos propionicos, dos vinilos y cuatro metilos como cadenas laterales unidas a
los anillos pirrdlicos de la estructura de la porfirina. EI atomo de hierro se encuentra en estado
de oxidacion ferroso (+2) y puede formar cinco o seis enlaces de coordinacion. (p34)

6.1.2.1.  Grupo Hemo.

El grupo hemo (del griego aipo "sangre") es un grupo prostético que forma parte de
diversas proteinas, entre las que destaca la hemoglobina

Para Moreno y Castro (2004) explica que: “La formacion de tetrapirroles es esencial
para la produccién de porfirinas, las cuales constituyen los 2+ 3+ grupos hemo (con Fe /Fe)
de los citocromos y de proteinas transportadoras de oxigeno (hemoglobina), y 2+ los
pigmentos (con Mg) de las clorofilas y las bacteriofilas (en el caso de bacterias)”. p99-106

Existen dos diferentes rutas para sintetizar al precursor &- aminolevulinato a partir del
cual se obtiene el grupo hemo después de siete reacciones en comun. La regulacién de esta
via biosintética es al parecer a través del grupo hemo, el cual tiene un efecto inhibitorio en
ambas vias mediante diferentes mecanismos.

6.1.2.2.  Globinas

La asociacion Quimicas (2020), sefiala que: “La globina es la parte protéica de la
hemoglobina (apoproteina). EI hemo es el grupo prostético de la hemoglobina” p18. Esta
compuesto por cuatro cadenas polipeptidicas, estas son semejantes dos a dos. Los
aminoacidos varian segun la especie y dentro de la especie humana varian con el desarrollo

del organismo, de forma que cambian segun se trate de la vida embrionaria, fetal o adulta.
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Clases de cadenas de globina Alfa. o, Beta. B, Gamma.y Delta.d , Epsilon.€ , Zeta.&,
Las cadenas de globina presentan una estructura compleja, las cuales son:

1. Viene determinada por la secuencia de aminoacidos que componen la cadena.

2. Las cadenas asi formadas se enrollan en espiral con aspecto helicoidal y algunos
tramos dispuestos al azar.

3. Es la disposicién que adopta la cadena en el espacio al plegarse sobre si misma.
Este plegamiento origina una conformacidon globular que deja un hueco cerca de la superficie
donde se coloca el grupo "Hemo™.

4. Resulta de la union de varias cadenas polopeptidicas con estructura terciaria.
(Quimica. ES, 2020).

6.2. Hemoglobinas anormales

Las hemoglobinas anormales o hemoglobinopatias se definen como defectos de la
hemoglobina que, en su gran mayoria, se transmiten con la herencia (hemoglobinopatias
congeénitas). Existe también un grupo reducido de hemoglobinopatias que pueden aparecer
en el curso de ciertas enfermedades (hemoglobinopatias adquiridas).

Las hemoglobinopatias congénitas obedecen a mutaciones en los genes que codifican
la sintesis de cadenas de globina, y su consecuencia puede ser; sintesis de una hemoglobina
anomala, Disminucion de la sintesis de hemoglobina normal (talasemias), Ambos defectos
simultaneamente (hemoglobinopatias talasémicas), Persistencia hereditaria de hemoglobina
fetal (PHHF).

6.2.1. Hemoglobina S.

La hemoglobina S es un tipo anormal de hemoglobina que puede heredar de sus
padres. La Hg S hace que los glébulos rojos se vuelvan rigidos y tengan una forma anormal.
En lugar de tener una forma redonda normal, de disco, estos glébulos rojos tienen una forma
de hoz (falciforme) o semilunar. Estos globulos no viven tanto como los globulos rojos
normales. Debido a su forma, quedan atrapados en el interior de los vasos sanguineos
pequefios. Estos problemas causan sintomas de la enfermedad de células falciformes,

tambien conocida como anemia drepanocitica.
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De la misma manera Sabrafem, Besses y Vives (2001) sefialan que: “La
hemoglobinopatia “S” es la primera enfermedad molecular que fue descrita por Pauling en
1949. Se halla muy extendida por todo el mundo, especialmente entre individuos oriundos
de Africa ecuatorial, aunque se observa también con elevada frecuencia en poblaciones del
area mediterranea, Oriente Medio, India y EE. UU” p227.

En su forma homocigota (HbSS), es causante de la drepanocitosis 0 anemia
falciforme, y junto con la HbC constituye la hemoglobinopatia mas frecuente y también la
de mayor impacto sanitario.

Turley, (2020) nos dice que: “Si una persona hereda 1 gen normal de hemoglobina y
1 gen de Hgb S, se dice que la persona tiene el rasgo de células falciformes” p233. Si la
persona hereda un gen de Hgb S del padre y uno de la madre, la persona tiene la enfermedad
de las células falciformes

6.2.1.1.  Estructura

La Hb S es una variante estructural de la hemoglobina A, de la cual se diferencia por
presentar al aminoacido valina en lugar del &cido glutamico en la posicion 6 de la cadena
beta de globina, posicidn que se localiza en la parte externa de la molécula.

La mutacion genética que dio origen a la Hb S consiste en la sustitucién de timina por
adenina en el sexto coddn del gen estructural de la cadena beta de globina (G A G--C T G),
de tal modo se codifica valina en lugar de acido glutdmico en la sexta posicion de la cadena
beta (Gonzalez, 2015).

La hemoglobina S, a diferencia de la hemoglobina A, tiene la propiedad de que sus
moléculas se unen y forman polimeros cuando se encuentran desoxigenadas (forma tensa),
lo cual constituye el evento fisiopatologico primario de la enfermedad conocida como
Anemia drepanocitica (Gonzélez, 2015).

Cuando las moléculas de Hb S se encuentran desoxigenadas tienden a unirse unas a
otras formando polimeros, pero la desoxigenacion de la Hb S y la polimerizacion no son
fendmenos simultaneos. En situaciones fisiologicas, entre ambos procesos, existe un lapsus
de tiempo de aproximadamente 2 segundos, esto resulta de gran importancia, ya que, en el
organismo en condiciones normales, el hematie demora un segundo en llegar a los pulmones
y oxigenarse después de haber cedido su oxigeno en los tejidos, lo que impide su
falciformacion bajo estas unicas condiciones (Gonzélez, 2015).
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La estructura de los polimeros de Hb S se ha estudiado detalladamente y se ha
determinado que su unidad esta constituida por un filamento compuesto por anillos de 14
moléculas de Hb S superpuestos, formando una estructura helicoidal.

6.2.2. Hemoglobina C.

La Hb C fue la segunda variante de la Hb identificada electroforéticamente en 1950
en individuos de raza negra de norteamerica, luego definida estructuralmente en 1960. Séenz
y Mufios (1984) menciona que: “Se acepta que la HbC ha surgido a raiz de una mutacion de
la HbA independiente de la ocurrida en la HbS, por un simple cambio de bases en el codon
para acido glutamico en la sexta posicion de la cadena beta”. En la actualidad se acepta que
esta Hb C es la segunda hemoglobinopatia méas creciente en el mundo. Contrario de la
creencia general, es la HbC y no la HbS, la tipica Hb africana, pues salvo pocas excepciones
geograficas, se localiza en la regidn centro-occidental de ese continente.

6.2.2.1.  Estructura

Se caracteriza por la sustitucion del acido glutdmico de la posicion 6 de la cadena beta
por lisina. Es una hemoglobinopatia propia del Africa Occidental, caracteristica de la raza
negra., de esta forma Brandan, Aguirre y Giménez (2008) nos dice que “El estado
homocigoto (CC) se caracteriza por una ligera anemia hemolitica crénica con esplenomegalia;
la vida media del eritrocito esta disminuida y en la circulacion se forman microesferocitos.
El estado heterocigoto (AC) no produce trastorno alguno”

Por otro lado, la sociedad espafiola de medicina de laboratorio (2016) menciona “Se
trata de una hemoglobina variante de cadena 3 en la que se ha producido un cambio del 4cido
glutamico por una lisina en la posicion 6 (f6 Lys-Glu)” pS. Es frecuente en el continente
africano, especialmente en el oeste de Africa de donde surge, teniendo una prevalencia en

algunas zonas de hasta el 50 %.

6.2.3. Hemoglobina E.
Hemoglobina E es el nombre con el que se conoce una forma anormal de hemoglobina.
La enfermedad es un trastorno leve, y las personas que presentan la enfermedad pueden no
tener sintomas o tener anemia leve. Es un trastorno genético que se transmite de padres a

hijos. Ambos padres transmiten el rasgo para que el nifio desarrolle el trastorno. En la
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mayoria de los casos, la hemoglobina E no causa ningln sintoma. Sin embargo, puede causar
anemia leve, que puede llevar a sintomas tales como piel pélida, cansancio y fatiga.
6.2.3.1.  Estructura.

Es una hemoglobina anormal con una mutacién de un solo punto en la cadena B. En
la posicion 26 hay un cambio en el aminoécido, de &cido glutamico a lisina (E26K). La
hemoglobina E es muy comin entre las personas de ascendencia del sudeste asiatico.

La mutacion BE afecta la expresion del gen B creando un sitio de corte y empalme
alternativo en el ARNm en los codones 25-27 del gen de la globina . A través de este
mecanismo, hay una deficiencia leve en el ARNm B normal y la produccion de pequefias
cantidades de ARNm [ andémalo. La sintesis reducida de la cadena B puede causar -
talasemia . Ademas, esta variante de la hemoglobina tiene una union débil entre la globina o
y la globina B, lo que provoca inestabilidad cuando hay una gran cantidad de oxidante. La
HDbE se puede detectar mediante electroforesis. (Universidad de Rochester, 2017)

6.2.4. Hemoglobina D

La hemoglobina D Punjab (HbD Punjab) es la variante mundial mas frecuente de
hemoglobina D. En México se tienen reportes de casos aislados. Valencia, Patricia, Georgina,
& Rocio (2016) menciona que la hemoglobina D es una hemoglobina anormal que presenta
diferentes variantes, la mas conocida la HbD Punjab o Los Angeles. Valencia, Patricia,
Georgina, & Rocio (2016) sigue mencionando que la HbD es la variante mundial mas
frecuente y presenta una elevada prevalencia en el norte de la India, y en Pakistan, asi como
en la region china de Xinjiang, que también tiene frontera con Pakistan. También se han
descrito casos de HbD en diferentes paises europeos como ltalia, Bélgica, Austria, 0
transcontinentales como Turquia.

En Latinoamérica, la HbD Punjab3 ocupa el tercer lugar en prevalencia de las
hemoglobinas anormales reportadas, como ocurre en Brasil. En México, se han identificado
casos de HbD en familias originarias tanto de la costa del pacifico como del Golfo de México.
A nivel mundial, las hemoglobinopatias mas frecuentes son la HbS, HbC y la HbE y menos
comun la HbD, que sola o combinada con talasemia o HbS, se identifica en cerca del 1 %
con todas las hemoglobinas anormales en México, comparada con el 7.8 % observado en la

poblacion del norte de la India, donde es mas frecuente esta condicion.
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6.2.4.1.  Estructura

Se origina debido a la sustitucion de una glutamina por acido glutamico en el codén
121 del gen de la betaglobina (beta-121 (GH4) Glu—GIn, GAA>CAA). Otras variantes son
HbD-Iran (beta-22 Glu—Gln), HbD-Bushman (beta-16 Gly-Arg), HbD-Ouled Rabah (beta-
19 Asn-Lys), HbD-Granada (beta-22 Glu-Val), HbD-1badan (beta-87 Thr-Lys) y HoD-Neath
(betal21l Glu-Ala). La HbD se presenta en cuatro formas: la de portador heterocigoto
(HbA/HbD), HbD-talasemia, HbD/HbS y la rara condicién de HbD homocigota, que es una
anemia hemolitica moderada.

21



6.3.  Métodos diagndsticos para hemoglobinopatias.

En la actualidad gracias a la tecnologia moderna se han implementado diferentes
métodos técnicos y automatizados para el buen diagndstico de las diferentes
hemoglobinopatias como por ejemplo el PCR o reaccién de la cadena de polimerasa que
consiste en la secuenciacion de copias genéticas especificas con el fin de confirmar la
presencia de Hb anormales. Ademas de eso se cuenta con la prueba de falciformacién que se
basa en la capacidad de formar polimeros desoxi-HbS a bajas presiones de oxigeno que
deforman al eritrocito adquiriendo la forma caracteristica de hoz. Asi mismo se cuenta con
la prueba de solubilidad que consiste en la detencion primaria de Hb S siendo un método
factible por su simplicidad y rentabilidad para el cribado de campo masivo. También se
destaca la presencia de otros métodos mas complejos como la secuenciacién, que tiene
importancia en la busqueda del genotipo especifico que ocasiona estas enfermedades, por el
costo y complejidad de estas pruebas, solo se mantienen en préctica para investigaciones en
algunos paises.

6.3.1. Hemograma.

El hemograma es uno de los exdmenes del laboratorio més solicitado con mayor
frecuencia y forma parte del estudio basico requerido para orientacion diagndstica y
evaluacion de los pacientes.

Para Campuzano (2007) el significado de hemograma, también conocido como
cuadro hemético, biometria hemética o recuento de células sanguineas, junto con la glicemia
y el citoquimico de orina (uroandlisis), es una de las pruebas més solicitadas al laboratorio
clinico y uno de los estudios que mayor informacién aporta al médico sobre la homeostasis
de un individuo.

A través del tiempo, el hemograma ha sido objeto de multiples modificaciones en
cuanto a los parametros que lo componen, la forma de obtenerlos, los grados de precision y
de exactitud y la manera de interpretarlo. Asi mismo para que exista el hemograma la sangre
periférica es el principal participe para que se cumpla, esto conlleva a reunir valores absolutos
y porcentuales y agrega el aspecto morfoldgico de las tres poblaciones celulares leucocitos
eritrocitos y plaguetas” (Revista médica clinica las Condesas, 2015).

Algunos autores han sintetizado o agrupado los diferentes parametros que el hemograma

proporciona segun su capacidad, el hemograma tipo IV proporciona los siguientes datos:
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Hemoglobina, hematocrito, recuento de eritrocitos, indices eritrocitarios (volumen
corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion de la
hemoglobina corpuscular media), ancho de distribucion de los eritrocitos, recuento
total de leucocitos, recuento diferencial de leucocitos, recuento de plaquetas y
morfologia de sangre periférica por métodos electronicos y manuales. No incluye

sedimentacion (Campuzano, 2007, pp 215).

Para una mejor utilizacion de los pardmetros que el hemograma aporta es de vital
importancia conocer el desarrollo que ha acompafiado a la prueba y el laboratorio clinico
debe permanecer atento al desarrollo tecnoldgico para incorporar los aspectos de mayor
relevancia desde el punto de vista clinico, como una herramienta de rutina que le permita
tener pruebas cada vez mas exactas, mas precisas, a un costo razonable y, sobretodo, de
mayor utilidad clinica.

6.3.2. Diferencial de serie roja.

El diferencial de la serie roja es de mucha importancia para el diagnéstico de
hemoglobinopatias, los parametros establecidos y los resultados encontrados seran un norte
para el diagndstico y vigilancia de diferentes patologias.

Anisocitosis

El término anisocitosis implica la presencia de células de diferentes tamafios en el
extendido periférico donde podemos encontrar tanto como micro como macrociticas, el
esclarecimiento de la disminucién o aumento en el tamafio se realiza tomando como
parametros los glébulos blancos de un tamafio mas estable, como es el caso de los linfocitos
pequefos; no obstante, es necesario considerar el tamafio general de los el tamafio general de
los otros leucocitos y de las plaquetas, en caso de tener una disminucion de linfocitos.

Poiquilocitosis

Campuzano (2008) explica que es un término que puede aparecer en el hemograma y
significa el aumento en el nimero de poiquilocitos circulantes en la sangre que son hematies
que poseen una forma anormal. De la misma manera existe variabilidad que pueden ser
observados a través del microscopio a partir de la realizacion de un frotis sanguineo, siendo

ellos:
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Esferocitos: eritrocitos con forma redonda y de menor tamafio que los hematies
normales.

Dacriocitos: eritrocitos con forma de lagrima o gota.

Acantocitos: eritrocitos que poseen aspecto espinoso, pudiendo ser semejante a la
forma de un corcho lata (chapa) de una botella de vidrio.

Codocitos: eritrocitos en forma de "objetivo de tiro" (diana) debido a la distribucién
de la hemoglobina.

Eliptocitos: eritrocitos con forma oval.

Drepanocitos: eritrocitos en forma de hoz, los cuales aparecen principalmente en la
anemia falciforme.

Estomatocitos: eritrocitos que poseen un area estrecha en el centro, semejante a una

boca;

Esquizocitos: eritrocitos con forma indefinida (amorfos).

En la busqueda a través del microscopio la figura de nuestro interés serd los
drepanocitos, en el informe  delextendido, en caso de que sea

determinada poiquilocitosis durante el examen microscépico, es indicada la presencia de la
forma encontrada. La identificacion de los poiquilocitos es importante para que el médico
pueda saber el estado general de la persona y, de acuerdo con la alteracion observada, pueda
indicar la realizacion de otros examenes para concluir el diagnostico e iniciar el tratamiento
de inmediato.

Anisocromia

En este término se describe la variabilidad del grado de hemoglobinizacion de los
eritrocitos, cuando se presenta se observan células hipocromicas y normocrémicas en el
mismo campo microscopico

Laanisocromiaes una anormalidad eritrocitaria que se define como la falta de
consistencia y homogeneidad en el color que se presenta entre unos hematies y otros. Se trata
de un indicador importante en la hematologia para la deteccion de enfermedades y control de
salud de las personas.

En resumen, la anisocromia es una condicién de la sangre, donde los glébulos rojos
no tienen su coloracion normal por alguna anomalia que afecta a la hemoglobina y su

correspondiente funcion de oxigenacion en el cuerpo.
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6.3.3. Prueba de induccién de drepanocitos.

Los drepanocitos son células que se forman cuando estas se desprenden del oxigeno,
formando tactoides o células den forma de hoz, debido a la polimerizacién que realiza la HbS
dentro del eritrocito. Boza (2016) menciona que el fundamento de la técnica es utilizar un
agente reductor, el metabisulfito, que induce un medio pobre en oxigeno.

Los globulos rojos al estar sometidos en un medio escaso de oxigeno, los drepanocitos
comienzan a formarse. Siendo visible en el microscopio después de un periodo de tiempo
establecido. Con esto se puede confirmar la presencia de hemoglobina S en la muestra.

6.3.4. Electroforesis.

Las moléculas de hemoglobina en solucion presentan diferente carga eléctrica a
determinado pH segln sus grupos ionizables citando Judith (2017) puntualiza que “pueden
ser separadas en funcion de su movilidad. Pueden utilizarse varios soportes y soluciones
amortiguadoras con diferente pH seglin la conveniencia de cada caso.” p333.

Electroforesis en gel.

La electroforesis en gel es una técnica utilizada para separar fragmentos de ADN (u
otras macromoléculas, como ARN y proteinas) por su tamafio y carga. La electroforesis
consiste en aplicar una corriente a través de un gel que contiene las moléculas de interés. Con
base en su tamafio y carga, las moléculas se desplazaran por el gel en diferentes direcciones
0 a distintas velocidades, con lo que se separan unas de otras.

Todas las moléculas de ADN tienen la misma cantidad de carga por masa. Debido a
esto, la electroforesis en gel separa los fragmentos de ADN Unicamente por su tamafio. La
electroforesis nos permite ver cuantos fragmentos diferentes de ADN estan presentes en una
muestra y cuan grandes son unos con respecto a otros. También podemos determinar el
tamafio absoluto de un fragmento de ADN examinandolo junto a una "escala" estandar de
fragmentos de tamarfio conocido.

Procedimiento técnico.

Las muestras de ADN se cargan en pozos (ranuras) en un extremo de un gel y se

aplica una corriente eléctrica para arrastrarlas a traves del gel.
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Los fragmentos tienen carga negativa, por lo que se mueven hacia el electrodo
positivo. Puesto que todos los fragmentos de ADN tienen la misma cantidad de carga por
masa, los fragmentos pequefios atraviesan el gel mas rapido que los grandes.

Cuando un gel se tifie con un pigmento que se une al ADN, los fragmentos de ADN
pueden verse como bandas, las cuales representan un grupo de fragmentos de ADN del
mismo tamarno.

Acetato de celulosa.

Se realiza este tipo de EF a pH 8,4-8,6 usando una membrana de acetato de celulosa
como sustrato, y es un método simple, rapido y sensible. Detecta las variantes de Hb méas
comunes, y tradicionalmente es la técnica més utilizada para la evaluacion inicial. A pH
alcalino, la Hb es una proteina cargada negativamente y que en un campo eléctrico migra
hacia el anodo (+). Las variantes de Hb con distintas cargas en su superficie se separan de la
HbA y, por tanto, todas las detectadas son diferentes de ella. Pueden haber Hb anormales sin
cambio en la carga, y por tanto no seran diferenciadas La figura 1 muestra las variantes de
Hb mas frecuentes detectadas por esta técnica y puede observarse que se obtiene una
separacion de las HbC, S, F, Ay J.

PH é&cido.

Es muy efectiva en la deteccion inicial de variantes de Hb en combinacién con la
anterior. La mayoria de las Hb tiende a desplazarse igual que la HbA, y las que lo hacen de
forma distinta es porque el aminoacido sustituido esta relacionado con la union al 2,3 DPG.
Los factores que intervienen en la separacion de las Hb son, ademas de la carga eléctrica, las
interacciones fisicoquimicas entre la fase solida (agar) y las moléculas de Hb, que dependen
de la localizacion superficial de la mutacion.

6.4. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Para Econantur (2020) describe que “la cromatografia, del griego chroma (color)
y grapho (escritura), comprende un conjunto de técnicas que tienen como finalidad la
separacion de mezclas basandose en la diferente capacidad de interaccion de cada
componente sobre/en otras sustancias en estado sélido o liquido”, de esta forma, consiste en
pasar una mezcla de sustancias o fase mdvil, sobre una fase estacionaria que retrasara el flujo
de las sustancias de la mezcla haciendo que al desplazarse sobre ella la mezcla, a diferentes

velocidades.
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Historia.

La Cromatografia Liquida comenz0 a principios del siglo XX. En 1906, un botanico
ruso Mikhail Tswett inventd LC para separar varios pigmentos vegetales. Inyecto el extracto
de la planta y el éter de petroleo a través de una columna de vidrio llena de carbonato de
calcio.

Hay afirmaciones en donde ensayaron y aseguran que:

Hizo en una columna de vidrio, fue capaz de observar los cambios dentro de la

columna. Al principio, s6lo hay una capa de pigmento en la parte superior de la

columna. Pero a medida que pasa el tiempo, el pigmento se separa en cuatro capas de
colores diferentes. La investigacion posterior descubrié que esas cuatro capas eran
verde azulado; Clorofila a, verde amarillento; Clorofila b, amarillo; Xantina, y naranja;
caroteno.

Todo el proceso de separacion tardd varias horas y por lo tanto no era un
método muy préctico. Este largo tiempo de analisis fue parte de la razén por la que

LC no se convirtié en una herramienta analitica popular hasta 1970, medio siglo

después de la invencion de Mikhail Tswett. (A&C sciencie, 2018)

En los afios 70 en los Estados Unidos, Jim Waters fundé Waters Corporation y
comenzd a vender instrumentos de HPLC. Esto promovi6 el uso de la HPLC en areas de
analisis practico. Los sistemas de LC que Waters Corporation desarrollo utilizaron una
bomba de alta presion que genera un flujo rapido de eluyente y, por lo tanto, dio lugar a una
mejora espectacular en el tiempo de andlisis. En comparacion con la “cromatografia de baja
presion”, los nuevos tipos se denominaron “cromatografia liquida de alta presion”.

Por lo tanto, se utiliz6 para pensar que la HPLC significa Cromatografia Liquida de
Alta Presion, sin embargo, hoy en dia es un acuerdo comun que la HPLC significa
Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento. Otro gran cambio fueron los métodos de
adquisicion de datos. En lugar de observar los cambios de las capas por los 0jos, el sistema
detector se acoplé a la LC y la salida se registro en la carta de papel. Si tuviéramos que

demostrar el resultado del andlisis.
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Componentes de HPLC.
Bomba

La bomba se sitda en la corriente méas superior del sistema LC y genera un flujo de
eluyente desde el deposito de disolvente al sistema., ser capaz de generar la alta presion fue
uno de los requisitos de sistema mas importantes. Sin embargo, hoy en dia, la generacion de
alta presion es un requisito “estandar” y lo que mas preocupa hoy en dia es ser capaz de
proporcionar una presion consistente en cualquier condicién, para proporcionar un caudal
controlable y reproducible. Dado que un cambio en el caudal puede influir en el analisis en
gran medida.

Miranda (2018) asegura: “La mayoria de las bombas usadas en los sistemas LC
actuales generan el flujo por movimiento de vaivén de un piston accionado por motor
(bombeas alternas). Debido a este movimiento del piston, produce “pulsos”. (p34)

Ha habido grandes mejoras en el sistema para reducir esta pulsacion y las bombas
recientes crean mucho menos pulso en comparacion con las mas antiguas. Sin embargo, el
analisis reciente requiere una sensibilidad muy alta para cuantificar una pequefia cantidad de
analitos, y, por lo tanto, incluso un pequefio cambio en el caudal puede influir: en el analisis.
Inyector.

Se coloca junto a la bomba, el método mas sencillo es usar una jeringa, y la muestra
se introduce en el flujo del eluyente. Dado que la precision de la medicion LC es afectada en
gran medida por la reproducibilidad de la inyeccién de la muestra, el disefio del inyector es
un factor importante. EI método de inyeccion mas utilizado se basa en los bucles de muestreo.
El uso del sistema de auto-inyector (auto-inyector) también es ampliamente utilizado que

permite inyecciones repetidas en un calendario programado.

Columna.

La separacion se realiza dentro de la columna; Por lo tanto, se puede decir que la
columna es el corazon de un sistema LC. La teoria de la columna de cromatografia no ha
cambiado desde el tiempo de Tswett; Sin embargo, ha habido una mejora continua en el
desarrollo de columnas. Las columnas recientes se preparan a menudo en carcasa de acero

inoxidable, en lugar de columnas de vidrio utilizadas en el experimento de Tswett. El material
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de envasado usado generalmente es gel de silice o polimero en comparacion con el carbonato
de calcio usado por Tswett.

El eluyente utilizado para LC varia de disolventes acidos a basicos. La mayoria de la
carcasa de la columna esté hecha de acero inoxidable, ya que el acero inoxidable es tolerante
a una gran variedad de disolventes. Sin embargo, para el anélisis de algunos analitos tales
como biomoléculas y compuestos idnicos, no se desea el contacto con el metal, por lo que se
emplea en su lugar el alojamiento de la columna de poliéter éter cetona (PEEK).

Detector.

La separacion de los analitos se realiza dentro de la columna, mientras que se utiliza
un detector para observar la separacion obtenida. La composicion del eluyente es consistente
cuando no hay ningun analito presente. Mientras que la presencia de analito cambia la
composicion del eluyente. Lo que hace el detector es medir estas diferencias. Esta diferencia
se controla como una forma de sefial electrénica. Existen diferentes tipos de detectores
disponibles. En la leccion 6 se explican diferentes tipos de detectores.

Grabador.

El cambio en el eluente detectado por un detector esté en forma de sefial electronica,
y por lo tanto todavia no es visible a nuestros ojos. En los viejos dias, la pluma (papel) —
registrador de la carta se utiliz6 popular. Hoy en dia, procesador de datos basado en
computadora (integrador) es mas comudn. Hay varios tipos de procesadores de datos;
Ejemplos incluyen un sistema simple que consta de impresora incorporada y procesador de
textos, y un tipo de computadora personal que consta de monitor de pantalla, teclado e
impresora. También hay software que estan disefiados especificamente para el sistema LC.
Proporciona no sélo la adquisicion de datos, sino caracteristicas como pico de ajuste,
correccion de linea de base, célculo de concentracién automatica, determinacion de peso
molecular, etc
Degaseador.

El eluyente utilizado para el andlisis LC puede contener gases como el oxigeno que
no son visibles para nuestros 0jos. Cuando el gas esta presente en el eluyente, éste se detecta
como ruido y provoca una linea de base inestable. EI método generalmente usado incluye

burbujeo (burbujeo de gas inerte), uso de aspirador, sistema de destilacion, y / o
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calentamiento y agitacion. Sin embargo, el método no es conveniente y también cuando el
disolvente se deja durante un cierto periodo de tiempo (por ejemplo, durante el andlisis largo),
el gas se disolvera de nuevo gradualmente.

El desgasificador utiliza tubos de membrana de polimero especiales para eliminar los
gases. Los numerosos poros muy pequefios en la superficie del tubo de polimero permiten
que pase el aire mientras se impide que cualquier liquido pase a través del poro. Colocando
este tubo bajo el recipiente de baja presion, creo diferencias de presion dentro y fuera de la
tuberia (mas arriba dentro de la tuberia).

Esta diferencia permite que el gas disuelto se mueva a través de los poros y retire el
gas. En comparacion con el tipo de desgaste clasico de desgasificacion, el desgasificador se
puede utilizar en linea, es mas conveniente y eficiente. Muchos de los nuevos sistemas de
unidad HPLC contienen un desgasificador.

Calentador de columna

La separacion de LC suele ser influenciada en gran medida por la temperatura de la
columna. Con el fin de obtener resultados repetibles, es importante mantener las condiciones
de temperatura constante. También para algunos analisis, como el azlcar y el acido organico,
se pueden obtener mejores resoluciones a temperatura elevada (50 ~ 80° C). También es
importante mantener la temperatura estable para obtener resultados repetibles, incluso se
analiza alrededor de la temperatura ambiente. Hay posibilidades de que pequefias diferencias
de temperatura causen diferentes resultados de separacion. Por lo tanto, las columnas se

mantienen generalmente dentro del horno de columna (Ascientific, 2017).

6.5. Generalidades de Bio — Rad D10.

El Bio-Rad D-10 Dual Program ha sido disefiado para la determinacién porcentual de
los niveles de hemoglobina A2, F y Alc, asi como para la deteccion de variantes anormales
de hemoglobinas en sangre humana utilizando la cromatografia liquida de alta resolucién por
intercambio i6nico (HPLC) (Bio-Rad Laboratories Inc., 2010).

Este equipo permite conocer el area que ocupa cada fraccion de hemoglobina respecto
a un global, también, nos permite ver en porcentajes el espacio que ocupa cada fraccion de

la muestra que se obtiene.
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6.5.1. Caracteristicas.

El HPLC es un método que separa y determina analitos (solutos) organicos e
inorganicos en cualquier tipo de muestra, pues su principal ventaja es determinar cualquier
compuesto disuelto en cualquier liquido. En el D10 la muestra de sangre es diluida en una

serie de tampones que realiza de forma automatica el equipo.

6.5.2. Funcionamiento del equipo.

Partiendo de lo mencionado segun BIO-RAD (2010) La cromatografia liquida
(HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla. Consiste en

una fase estacionaria no polar (columna) y una fase movil.

La fase estacionaria es silica que se ha tratado con RMe2SiCl. La fase movil actlia de
portador de la muestra. La muestra en solucién es inyectada en la fase movil. Los
componentes de la solucion emigran de acuerdo a las interacciones no-covalentes de los
compuestos con la columna. Estas interacciones quimicas, determinan la separacion de los
contenidos en la muestra. La utilizacién de los diferentes detectores dependerd de la

naturaleza de los compuestos a determinar

Por otro lado, la HPLC es uno de los tantos métodos de cromatografia para la
separacién y analisis de los componentes quimicos de una mezcla. Basicamente, en este
método participan las fases moviles y estacionaria (inmiscibles entre si) y la muestra de
interés. La fase mdvil es liquida y su funcion es llevar la muestra a través de la fase
estacionaria, que puede ser sélida o una pelicula liquida soportada en un solido inerte. Las
distintas fuerzas quimicas y fisicas que actlan entre la mezcla a analizar y las dos fases
determinan la retencion y separacion de cada uno de los componentes de la mezcla los
componentes con mayor afinidad con la fase estacionaria se desplazaran con menor velocidad
que aquellos que presentan menor afinidad. Estas diferencias de velocidades dan origen a la
separacion de los componentes.

Las principales fuerzas que actdan en las moléculas son:

e Las fuerzas de dispersion de London
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e Las interacciones dipolo
« Las interacciones por puente de hidrdégeno
 Interacciones dieléctricas

o Interacciones electroestaticas

6.5.3. Interpretacion de resultados.

El D10 de Bio-Rad identifica todas las fracciones mediante los tiempos que cada
fraccion se une a la columna. Debido a las diferentes caracteristicas de cada fraccion de
hemoglobina, sus interacciones con el material del cartucho son muy diferente, variando en
los tiempos de retencidn y en el area que estas ocupan respecto a la muestra.

El equipo posee dos modos de uso, el programa corto y el extendido. Cada modo tiene
diferencias en los tiempos de retencion, identificando la misma fraccién, pero con tiempos

diferentes segun el modo de trabajo.

6.5.3.1.  Modo short program (programa corto).

El area normal de este modo debe oscilar entre 1.0 y 5.0 millones de pvoltios x

segundo y los tiempos de retencidn son los siguientes:

Nombre de pico Tiempo _de retencion Intervalo (minutos)
(minutos)
Ala 0.21 0.16-0.26
Alb 0.29 0.23-0.35
F 0.495 0.40-0.59
LAlc/CHb-1 0.745 0.59-0.90
LA1c/CHb-1 0.765 0.63-0.90
Alc 0.86 0.69-1.03
P3 1.38 1.29-1.47
A0 1.455 1.375-1.535
Variant 1.585 1.535-1.635
S 1.67 1.635-1.705
C 1.785 1.705-1.865
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6.5.3.2.  Modo extended program (modo programa extendido).

El area normal de este modo debe oscilar entre 1.0 y 5.0 millones de pvoltios x

segundo y los tiempos de retencidn son los siguientes:

Nombre de pico Tiempo fje retencion Intervalo (minutos)
(minutos)
Ala 0.21 0.16-0.26
Alb 0.30 0.24-0.36
F 0.48 0.38-0.58
LAlc/CHb-1 0.755 0.58-0.93
LA1c/CHb-1 0.795 0.66-0.93
Alc 0.87 0.70-1.04
P3 1.43 1.23-1.63
A0 1.70 1.55-1.85
A2 3.15 2.80-3.50
S 4.16 4.02-4.30
C 4.75 4.65-4.85

6.5.4. Ventajasy desventajas.
Ventajas.

e Alta precisién en sus resultados (£0.5 % o menor)

e Facil manipulacion de los gradientes generados en la fase movil.

e No es destructiva, es decir, los compuestos separados en la columna pueden ser
recolectados, lo que permite el uso de la HPLC como una técnica de preparacion o
purificacion de muestras.

e Tiempo de separacion menor a 30 min por muestra analizada.

e Alta reproducibilidad en los analisis cuantitativos.

e Alto poder de separacion con deteccion sensible.

e Laoperacion es flexible, personalizable y automatizada

e No esté restringida por la volatilidad o estabilidad térmica de la muestra.



Desventajas.
e EI costo es un problema para los sistemas de salud, aunque sea una herramienta de
gran utilidad, en algunos paises costear los analisis para la poblacion es un problema
y es suplantado por otras técnicas.
e Aunque sea un equipo de facil manejo, la disponibilidad de técnicos para el
mantenimiento de este equipo es escaza en algunas partes.

6.6.  Valores hematoldgicos en pacientes con HbS.

La anemia drepanocitica es un tipo de anemia de cardcter hemolitico, de modo que
los indices hematologicos rutinarios como hematocrito, hemoglobina, leucocitos y plaquetas
se ven alterado, en la mayoria de casos disminuyendo los niveles de estos. Sin embargo, los
pacientes homocigotos que sintetizan un porcentaje elevado de HbS, aumentan el nimero de
células falciformes en el organismo, haciendo que estas se alojen en los vasos sanguineos,
ocasionando disminucién del flujo de sangre, dolores articulares y en casos mas severos
dificultad para respirar debido a la vaso oclusion pulmonar. Esta “obstrucciéon” venosa
ocasiona un falso aumento de algunos valores hematoldgicos, desencadenando otros
sintomas como la formacion de coagulos (trombosis).

En el extendido periférico la forma caracteristica de la drepanocitosis es el
drepanocito o la célula falciforme, sin embargo, otras estructuras como lo son los codocitos,
eritroblastos, macrocitos y microcitos, son un gran indicador de esta enfermedad. Dado que
se evidencia la presencia de un proceso hemolitico y que en relacion a la sintomatologia del
paciente y sus valores de hemograma son un fuerte indicador de esta enfermedad.

6.7.  Valores estandares de hemoglobina en las regiones de Nicaragua.

En Nicaragua solo existe un estudio dedicado al comportamiento de las fracciones de
hemoglobinas normales en poblacion adulta. Se ha analizado las cantidades porcentuales de
sus valores de referencia. Ortega, Vanegas & Ruiz (2020) realizan un estudio pionero donde
utilizan a una poblacién aleatoria sana de entre 19 y 81 afios, para encontrar los valores
normales de cada fraccién de hemoglobina por medio del método HPLC, encontrando que
en ambos sexos la fraccion normal de hemoglobina Al es del 96.03%, 2.92% para la Fraccion
A2, 0.734% para la fraccion menor que corresponde a la Hb Fetal y 5.32 para la Hb
glicosilada o Hb Alc.
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6.8.  Tratamientos

6.8.1. Farmacos.

6.8.1.1.  Hidroxicarbamida o hidroxiurea.
Un medicamento de prescripcion, puede ayudar a manejar los casos graves de dolor causado
por la anemia drepanocitica. La hidroxiurea tiene la capacidad de estimular la produccion de
hemoglobina fetal (Hb F), un tipo de hemoglobina que no se falciforme. Los individuos con
niveles mas altos de hemoglobina fetal tienden a tener un curso mas leve de la enfermedad.
Esto generalmente hace intervalos mas largos entre las crisis de dolor y con menor severidad.
(Balladares, 2018)

6.8.1.1.1. Mecanismo de accion

La hidroxicarbamida disminuye la produccion de desoxirribonucleétidos a través de
la inhibicion de la enzima ribo nucledtido reductasa mediante la eliminacion de radicales
libres de tirosilo, ya que estan implicados en la reduccion de nucledtidos difosfatos.

En el tratamiento de laanemia falciforme, la hidroxicarbamida aumenta la
concentracion de hemoglobina fetal. EI mecanismo preciso de accion aun no esta claro, pero
parece que la hidroxicarbamida aumenta los niveles de éxido nitrico, provocando la
activacion de la guanilil ciclasa soluble con un aumento resultante en GMP ciclicoy la
activacion de la expresion del gen de la gamma globina y posterior sintesis de la cadena
gamma necesaria para la produccion de hemoglobina fetal (HbF) (que no polimeriza y
deforma los glébulos rojos como la mutada HbS, responsable de la anemia de células
falciformes). Los eritrocitos adultos que contienen mas del 1% de HbF se denominan células
F. Estas células son progenie de un pequefio grupo de precursores eritroides inmaduros
(BFU-e) que conservan la capacidad de producir HbF. La hidroxiurea suprime también la
produccién de granulocitos en la médula ésea que tiene un efecto inmunosupresor suave en
particular en los lugares de los vasos sanguineos donde las células falciformes han ocluido el
flujo sanguineo. (The New England Journal of Medicine. 2006)

6.8.1.2.  Polvo de I-glutamina.

L-glutamina se usa para reducir la frecuencia de episodios de dolor (crisis) en adultos
y nifios de 5 afios de edad y mayores con anemia de células falciformes (un trastorno
sanguineo hereditario en el que los globulos rojos tienen una forma anormal [forma de hoz]

y no pueden transportar suficiente oxigeno a todas las partes del cuerpo). La L-glutamina
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pertenece a una clase de medicamentos Ilamados aminoéacidos. Esta funciona al ayudar a
prevenir el dafio a los globulos rojos. (Medlineplus, 2020)
6.8.1.3.  Crizanlizumab.

Crizanlizumab es un tratamiento inyectado en la vena (intravenoso o 1V) que las
personas con anemia falciforme pueden tomar solo o junto con hidroxicarbamida (también
conocida como hidroxiurea), para prevenir episodios de dolor y algunas otras complicaciones
en personas con anemia falciforme.

6.8.1.4.  Voxelotor.

Es un inhibidor de la polimerizacion de HbS, oxelotor se une de forma reversible a la
hemoglobina, estabilizando el estado de hemoglobina oxigenada y evitando la
polimerizacion de HbS al aumentar la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. Los
estudios preclinicos demuestran que el voxelotor aumenta la afinidad de la hemoglobina por
el oxigeno y disminuye la polimerizacion de la HbS de manera dependiente de la
dosis). Voxelotor puede inhibir la formacion de globulos rojos, mejorar la deformabilidad de
los glébulos rojos y reducir la viscosidad de la sangre entera, lo que contribuye a la anemia
y la hemdlisis.

6.8.2. Otras terapias.
6.8.2.1.  Medicina transfusional.

Se utilizan para tratar y prevenir complicaciones, como los accidentes
cerebrovasculares, en personas con la enfermedad de células falciformes.

En una transfusion de gldbulos rojos, estos se extraen de la sangre donada y luego se
administran por via intravenosa a una persona con anemia de células falciformes. Esto
aumenta la cantidad de glébulos rojos normales, lo que ayuda a reducir los sintomas y las
complicaciones.

Los riesgos incluyen una respuesta inmunitaria a la sangre del donante (lo que puede
dificultar la busqueda de futuros donantes), infeccion y acumulacion excesiva de hierro en el
cuerpo. Debido a que el exceso de hierro puede dafiar el corazén, el higado y otros érganos,
es posible que necesites un tratamiento para reducir los niveles de hierro si recibes

trasfusiones periddicas.
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6.8.2.2.  Trasplante de medula 6sea.

Este procedimiento supone el reemplazo de la médula ésea afectada por la anemia de
células falciformes por médula 6sea sana de un donante. El procedimiento suele utilizar un
donante compatible, como un hermano, que no tenga anemia de células falciformes.

La revista Mayo Clinic (2022) menciona los riesgos asociados al trasplante de médula
Osea, entre los que se incluye la muerte, el procedimiento solo se recomienda para las
personas, generalmente nifios, que tienen sintomas y complicaciones graves a causa de la
anemia de células falciformes. La Unica cura conocida para la anemia de células falciformes

es un trasplante de células madre.
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VIl. PREGUNTAS DIRECTRICES.
¢Cual es la frecuencia de hemoglobina S mediante HPLC en nifios, que participaron
en investigacion de variantes de hemoglobina, en el Polisal — UNAN Managua,
Agosto—Noviembre del 2021?

¢Cuantos nifios muestreados presentaron resultados con alteraciones en el

hemograma y en el extendido periférico?
¢Qué fracciones se encontraron en las muestras analizadas mediante HPLC?
¢ Qué caracteristicas sociodemograficas relevantes se observaron en la investigacion?

¢Qué relacidn existe entre las concentraciones de Hb Sy el extendido periférico?
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viil. DISENO METODOLOGICO.
Tipo de investigacion.

La investigacion fue de tipo cuantitativo de corte transversal, ya que se pretendia
determinar la frecuencia de hemoglobina “S” mediante HPLC en nifios, que participaron en
investigacion de variantes de hemoglobina, en el POLISAL — UNAN Managua, Agosto—
Noviembre del 2021.

Segun Canales Alvarado & Pineda (1994) una investigacion es transversal cuando se
estudian las variables simultaneamente en determinado momento, haciendo un corte en el
tiempo. En este caso, el tiempo no es importante en relacion con la forma en que se dan los

fenémenos.

Area de estudio
El estudio se efectud en el laboratorio de bioanalisis clinico de la UNAN-Managua,

en conjunto con el departamento de la carrera y docentes del mismo.

Segun Galindo (2020) afirma qué: “El area de estudio es el proceso de seleccion del
area de estudio, es parte de las actividades desarrolladas por el investigador. Esta descripcién
considera los factores, de principal incidencia que influye en la determinacion del area

considerada como parte del estudio”.
Universo

Son los nifios que presentaron probabilidad de poseer hemoglobina “S” y que
presentando anemia no han sido diagnosticados con variantes de hemoglobina, equivalente a
285.

El universo esta conformado por toda la poblacion o conjunto de unidades que se
quieren estudiar y que podrian ser observadas individualmente en el estudio que concuerdan
con una serie de especificaciones. Es la totalidad del fendomeno a estudiar donde las entidades
de la poblacion poseen una caracteristica comun la cual se estudia y da origen a los datos de

la investigacion. (Hernandez, 2012).
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Muestra

La muestra estuvo representada por los nifios que asistieron al POLISAL en el periodo

que se realiz6 el muestreo, por voluntad propia y sin costo alguno, fueron 23.

Es un subconjunto o parte del universo o poblacion en que se llevara a cabo la

investigacion. La muestra es una parte representativa de la poblacion. (Lépez, 2018)
Criterios de inclusién y exclusién
Se utilizaron los siguientes los siguientes criterios de inclusion:
1. Nifos referidos por sospecha de anemia que supieron de la convocatoria hecha
por el POLISAL y que el medico les sugirié dicho analisis.

2. Nifios con antecedentes clinicos relacionados con anemias que se enteraron de

la convocatoria.

3. Nifios con antecedentes de anemias que no mejoran con sus tratamientos.

4. Nifios con valores de hemoglobina menor o igual a 11 g/dI

5. Nifios con poiquilocitosis en el extendido periférico: drepanocitos 1+, 2+, 3+
y 4+,

6. Valor de hematocrito menor de 36 %.

Los criterios de inclusién son las caracteristicas que deben tener los posibles
participantes para considerar su participacion de un ensayo, debe de especificar el tipo de
analisis usado para establecer el diagnéstico de los pacientes y los requisitos especificos y
factores que pueden influir en el pronéstico como la edad, el sexo o la etnia. (Norgaard,
2021).

Criterios de exclusion:

1. Nifios sin sospecha de sindromes anémicos o con anemia clasificada y en
tratamiento.
2. Nifios con hemograma que no reflejen signos de anemia sino de otras

enfermedades.
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Nifios diagnosticados con hemoglobinopatias a traves de HPLC.
Nifios que posean recuperacion para busqueda de anemia.
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Objetivo

Aplicar el hemograma y Hemograma

extendido periférico a los
nifilos muestreados en el
POLISAL UNAN-
Managua, Agosto A
Noviembre de 2021

Variable

Extendido
periférico

Operacionalizacion de variables

Variable
conceptual
El hemograma es el
recuento de células
sanguineas

El extendido
periférico es una
pelicula realizada en
una lamina donde las
células son expuestas
al microscopio

il il

R

il ild

Dimensiones Indicadores
Muestra
sospechosa con
Hba S

Drepanocitosis
Poiquilocitosis
Trombocitosis
Leucocitosis
Anisocitosis
plaquetaria
Anisocromia.
Hto: 10 - 36%
HBa; 6 - 11 gr/dl.
RBC: 500 000 - 3
millones GR x mm3

Eritrocitos normales
Leucocitos normales
Plaguetas normales
Hto: 36 — 48 %
HBa; 12-16 gr/dl.
RBC: 3-6 millones
GR x mm3

Muestra no
sospechosa con
Hba S

Instrumentos
Microscopio.
Equipo

automatizado
para BHC.
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Interpretar
resultados de las
muestras analizadas

mediante HPLC.

Clasificar segun
caracteristicas
sociodemograéficas a los

nifos con HbS

Relacionar las
concentraciones de

hemoglobina “S” con el

los Cromatografia

liquida alta
presion.

Edad
Sexo

Procedencia

Hemoglobina
S

Drepanocitos

High pressure liquid

cromatography
(HPLC) es de
intercambio idnico,

se utiliza para la
medicion de las
diferentes fracciones
de hemoglobina para
conocer el porcentaje
de cada fraccion del
paciente.

La edad se refiere a
los meses 0 afios
cumplidos desde el
nacimiento.

El sexo se describe
por poseer 6rganos
masculinos o
femeninos.

La procedencia es el
lugar de origen de un
individuo natural.

Es un tipo anormal
de hemoglobina
hereditaria

Porcentaje de
fracciones:0-100%

Tiempo de retencion: 0-
6 min

Espacio ocupado en

columna de intercambio
ionico.

0-15 afios
Masculino
Femenino

Departamentos de
Nicaragua.

Rango porcentual de
Hemoglobina S:

— 0-30%
— 31-50%

Alto
Bajo

Nulo

Lactante: 0 - 2
Pre escolar 3-5
afos

Escolar 6-10
afos
Adolescencia
11-15 afios

Enfermos leves

Biorad D10

Microsoft Excel

Hoja de
resultados de
extendido

Graficos.
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extendido periférico de

los niflos muestreados

— 51-100% Enfermos graves
Reporte en cruces de
extendido periférico:
— 0,1 1% célula
falciforme: 1+
— 1-5% célula
falciforme: 2+
— 5—-15% célula
falciforme: 3+
— Mayor de 15%
célula falciforme:
4+
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Meétodos técnicas e instrumentos de recolecciéon de la informacion.

El instrumento de recoleccidn de la informacion es una ficha en la cual se obtuvo los
datos de importancia del paciente y una hoja de resultados que proporcioné el equipo y que

posteriormente fueron copiados en una base de datos.

Como instrumento para el analizar las muestras se utilizo el equipo Medonic M32 para
realizar todos los conteos hematologicos de cada linea celular y todos los indices
hematimetricos; también se utiliz6 el Bio rad D10, que utiliza el método High pressure liquid
cromatography (HPLC) de intercambio idnico para la medicién de las diferentes fracciones de

hemoglobina para conocer el porcentaje de cada fraccion del paciente.

Procedimiento y métodos.
Nombre de la técnica:

1. Procedimiento de Hemograma.

Es un conjunto de pruebas de laboratorio médico realizadas a la sangre de un ser vivo
con el fin de obtener informacién sobre el nimero, composicion y proporciones de los
elementos figurados de la sangre. Para este procedimiento se requiere tubos morados con
anticoagulante EDTA para luego etiquetar el tubo del paciente con sus datos generales y de
esta manera en el sistema que el equipo de biometria posee dara codigo de barras para colocarlo
a los tubos, de esta forma el equipo reconoce la identificacion de cada tubo para poder
procesarlos. El proceso es rapido y preciso, ya que el instrumento realiza repetidas secuencias
de lecturas de los elementos 100 o 1000 veces, segun el instrumental, entregando el resultado
solo si después de esas repeticiones la precision es aceptable, dando resultados de los

parametros de las tres series, serie roja, blanca y plaquetaria.
2. Procedimiento para extendido periférico.

El extendido sanguineo es un estudio que brinda informacién precisa acerca de la
distribucion, morfologia normal y patologica de leucocitos, eritrocitos, y plaquetas. Asi como
la apreciacion de la concentracion y distribucion de la hemoglobina, recuento diferencial
porcentual de células blancas, ademas de artificios y apreciacién cualitativa del nimero de
trombocitos. El extendido sanguineo es realizado mediante un procedimiento técnico en el que

una pequefia gota de sangre es colocada en una laminilla de cristal y es arrastrada de manera
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inmediata con una con una segunda laminilla para obtener un barrido de la misma, que se
caracteriza por ser fino, sin burbujas y homogéneo. Luego de este procedimiento se procede a
la tincion de Wright en donde consiste en cubrir las ldminas con 15 a 20 gotas del colorante;
dejar hacer efecto por 2 a 3 minutos, poner 20 gotas de agua destilada en la ldmina y
homogeneizar, Colorar durante 3 a 5 minutos y como paso final escurrir y lavar en agua
corriente para que puedan Secarse las laminas. Luego observar al microscopio en 100x con
aceite de inmersién con el propdsito de revisar el tamafo, la formay el nimero de los tres tipos

de células sanguineas: Los gldbulos rojos, Los glébulos blancos y plaquetas.

3. Procedimiento HPLC.

Para procesar las muestras se utilizara el modelo D10 de la Marca Bio — Rad, este
modelo nos permite conocer las fracciones de hemoglobina que nos interesan en nuestro
estudio. Este requiere de un reactivo producido por la misma casa comercial Bio — Rad llamado
D10 dual program re-order pack que posee una columna de intercambio idnico, 4 controles 2
de la fraccion Alc alto y bajo, y 2 de la fraccion A2 alto y bajo, soluciones buffer y wash.

El equipo requiere de una muestra de sangre con el anticoagulante EDTA, que esté
tomada de la mejor manera posible y que no posea hemdlisis. Este realiza todos los
procedimientos de manera automatizada, solo requiere de una dilucion de la muestra en caso

de que el tubo no posea una cantidad suficiente de muestra.
Procedimiento para la recoleccion de la informacion.
Autorizacion.

Para el desarrollo de esta investigacion, se contd con la autorizacion y el apoyo de la
universidad UNAN — Managua, también se necesitd del permiso por parte de las autoridades
del Instituto Politécnico de la Salud - POLISAL en autorizar esta investigacion y

posteriormente el apoyo del departamento de Bioanalisis clinico proporcionandonos el uso del

laboratorio y el equipo, con sus reactivos y materiales sin costo alguno.
Capacitacion.

Este trabajo requirié la capacitacion autodidacta por parte de los investigadores y las

capacitaciones de los ingenieros y profesores que hacen uso del equipo.
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Recursos

Para la realizacion de este estudio, se cont6 con una serie de recursos como lo es la
disposicion e interés de cada integrante, la disposicion de un kit reactivo para el equipo que es
proporcionado por la universidad, especificamente del departamento de Bioanalisis clinico, la
implicacion de ciertos materiales utilizados en la recoleccion de datos como la reproduccion

de papeleria, y materiales para el procesamiento de las muestras:

Guantes.

Tubos con EDTA K2.
Agujas.

Algodon.

Papel toalla.

Alcohol.

Mascarillas.

Laminas cubre porta objetos.
Tincion Wright.

© ©° N o g bk~ 0w DN PE

Supervisién y coordinacion.

Como personas encargados de la recoleccion de informacién, fue importante considerar
con la debida atencion la gestion administrativa de la investigacion, apartar fondos de
emergencias, compra de materiales, entre otros. Las acciones de supervision fueron realizadas
por docentes de la universidad y la directora de la carrera, para garantizar unos buenos

resultados.

Proceso.

Después que se obtuvo la muestras en el area de toma de muestras del laboratorio de
Bioanalisis clinico de la UNAN Managua. Antes de su procesamiento se cont6 con la
calibracion del equipo por parte del ingeniero que realiza el mantenimiento de parte de
DIAMED Nicaragua y se montaron calibradores cada vez que se procesaron las muestras,
ademas de controles de fracciones de variantes de hemoglobina. Las muestras fueron
manipuladas con el procedimiento ya establecidos y los resultados se interpretaron conforme

la tabla de valores del equipo y se compard con los parametros que se usan en el pais.

47



Posteriormente los resultados fueron procesados estadisticamente y se realizo un informe final

de acuerdo a las normativas de la universidad.

Se hizo una publicacion del documento oficial omitiendo toda informacion que
vinculara datos personales, garantizando el anonimato de los involucrados y guardando los

aspectos éticos obligatorios.

Tiempo.

El periodo global de la investigacion duré a partir del mes de Agosto, hasta el mes de

Noviembre del afio 2021.

Etica de la investigacion.

En la investigacion se abordé diferentes aspectos éticos que aseguraron el bienestar de
los participantes. Se focaliz6 el interés en la consideracion de los aspectos éticos de la
investigacion, en su naturaleza y fines (respeto a la dignidad del ser humano, a la autonomia
de su voluntad, proteccion de sus datos - privacidad, confidencialidad y bienestar). Como otro
punto clave de la investigacién fue la honestidad con la que se presentd los resultados, con el
fin de mostrar la realidad, en aras de mejorar la salud de los participantes y el avance hacia
nuevos métodos diagnosticos. De igual forma los investigadores garantizaron la precision y

exactitud de los datos analizados durante todo el proceso de investigacion.

Plan de tabulacion y analisis

Para la realizacion de esta monografia se realiz6 el uso de los siguientes programas

informaticos como son:

e Microsoft Word, para la elaboracion y estructuracion del documento.

e Microsoft Excel, para crear una base de datos de toda la informacion personal
de todos los participantes y para crear graficos con la informacion recolectada

e Microsoft PowerPoint, para la presentacién de todos los resultados obtenidos
y para el procesamiento de la informacion recolectada, elaboracién de herramientas para
observar resultados como son graficas, estadisticas, los cuales permiten interpretar y discutir

la informacion.
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IX. ANALISISY DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

En base a todos los criterios de aceptacion y rechazo que se aplicaron, se hicieron
hemograma y extendido periférico, para luego tomar decision en base a estos resultados y
confirmar por HPLC la presencia de HbS en 23 nifios de los cuales se obtuvieron los diferentes
resultados:

Grafico 1. Frecuencia de hemoglobina S en nifios muestreados.

Frecuencia de HbS en ninos muestreados

m Universo = Muestra

Fuente: Datos obtenidos de tabla N°1.

De 285 nifios que representan el universo de potenciales aspirantes al estudio, a través
del método HPLC se logr6 confirmar la presencia de HbS en 23 nifios, lo cual representa una
frecuencia relativa del 8.07% de pacientes con hemoglobina S.
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Grafico 2. Resultado de hemograma aplicado a los pacientes con HbS.

Resultado de hemograma en niios con HbS.

Eritrocitos normales [l 1

Eritropenia GG 22
Plaquetas normales G 1

Trombocitosis 11
Leucocitos normales 16
Leucocitosis [N 7
0 5 10 15 20 25
o Leucocitos o Plaquetas . . Eritrocitos
Leucocitosis Trombocitosis Eritropenia
normales normales normales
Seriesl 7 16 11 12 22 1

Fuente: Datos obtenidos de tabla N°2.

Los resultados de los hemogramas muestran que los nifios presentaron trombocitosis,
leucocitosis y eritropenia. Ortiz (2016) menciona que el hemograma proporciona una
informacidn importante en el diagndstico del paciente puesto que en relacion de la severidad,
la disminucion de algunos pardmetros como hemoglobina, hematocrito y glébulos rojos, el
médico puede sospechar de estos tipos de hemoglobinopatias.

Moraleda (2017) menciona que los pacientes con hemoglobina “S” tienen un riesgo
trombético venoso elevado, debido a que estos poseen un estado de hipercoagubilidad
relativamente alto, especialmente los adultos, las embarazadas y los sujetos esplenectomizados.
Estos pacientes también pueden estar acompafiados por leucocitosis discreta. Dentro de los
resultados obtenidos fuera de los valores normales se logré diagnosticar 7 nifios con
leucocitosis y el restante dentro de los valores normales, 11 nifios con trombocitos y 12
normales, y para finalizar 22 pacientes con eritropenia el restante se mantuvieron dentro del

rango normal.

Estos resultados demuestran que los pacientes se encontraban con procesos de
hemolisis intravascular debido a la disminucion de glébulos rojos en su sistema, también, se
puede sospechar de crisis vaso oclusivas debido al aumento de las plaquetas y los globulos

blancos.
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Grafico 3. Valores de hemoglobina de los nifios con HbS.

>13gr/dl O
W <11gr/dl
Rango Normal . 2 M Rango Normal
1 >13gr/dI

Fuente: Datos obtenidos de tabla N°3.

Se logro encontrar que el 91% de los pacientes padecen una deficiencia de la proteina
hemoglobina y el 9% oscila dentro de los valores normales. La Hemoglobina es una proteina
globular, que se encuentra en grandes cantidades dentro de los glébulos rojos e importancia

fisiolégica, para el aporte normal de oxigeno a los tejidos.

El resultado de los valores menores del rango nos da el aporte de que los pacientes
atraviesan una anemia drepanocitica severa. Braunstein (2018) menciona que los eritrocitos en
forma de hoz ocluyen el vaso y son propensos a la hemolisis, lo que provoca crisis de dolor
intenso, isquemia organica y otras complicaciones sistémicas. Las exacerbaciones agudas

(crisis) pueden ser frecuentes.
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Gréfico 4. Porcentaje de hematocrito segun el sexo de los pacientes

Resultados de hematocrito en porcentaje segun
sexo de pacientes
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Fuente: Datos obtenidos de tabla N°4.

En las barras verdes se pueden observar los resultados de los 12 varones y en azules los
11 pacientes femeninos. Se puede observar que los resultados ninguno supera el 35% en valores
de hematocrito, esto se fundamenta con la disminucion que existe de glébulos rojos y los
niveles bajos de hemoglobina.

Dentro de los pardmetros del hemograma se pudo encontrar los porcentajes del
hematocrito de los pacientes segun su sexo dando como resultado porcentajes minimo de
18.7% para el sexo masculino y para el sexo femenino un 22.8% lo cual la literatura nos dice

que los valores normales van desde el 35% hasta el 45% segun Rodriguez (s.f.).



Grafico 5. Cantidad de células falciformes en lectura de extendido periférico.

Cantidad de celulas falciformes en
extendido periférico

~
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N
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Drepanocitos

Fuente: Datos obtenidos de tabla N°5.

En la lectura del extendido periférico se obtuvo que gran parte de los pacientes en
estudio presentaban un promedio mayor a 5 células falciformes o drepanocitos, representando
el 69.56% frente a un 30.44% con extendidos menores de 5 drepanocitos por campo.
Utilizandose el criterio de Boza (2016) que menciona se debe reportar en cruces la cantidad de
células encontradas por campo, siendo 1+ de 0-1 células, 2+ de 1-5 células, 3+ de 5-15 células
y de 4+ de 15 a més células encontradas por campo visible. Los pacientes con hemoglobinas S
mayores a 50% presentaron un incremento significativo en la presencia de drepanocitos en el

extendido.
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Graéfico 6. Distribucién total de hemoglobina S.

Distribucion total de hemoglobina S

M 0-30 W 31-50

M 51-88

Fuente: Datos obtenidos de tabla N°6.

Se encontro que el 83% de los resultados se encontraban dentro de un rango entre 51 -
88% de hemoglobina S, el 17% entre un rango de 31 — 50% y el 0% entre 0 — 30%. Estos
resultados reflejan que la parte mas significativa de la poblacion es de son individuos
homocigotos SS, es decir son portadores de dos genes que producen hemoglobina S, haciendo
que sus niveles sean elevados. La otra parte de la poblacién, nifios que tuvieron menos de 50%
de HbS, algunos pueden hasta ser asintomaticos debido que son portadores de un gen
defectuoso, haciendo que la produccion de esta hemoglobina anormal sea menor. Este criterio
es en base a lo indicado por los fabricantes del equipo, que consideran que todo individuo

mayor a 50% debe considerarse homocigoto, y cifras menores se consideran heterocigoto.
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Grafico 7. Promedio de Hemoglobina S y Fetal segin Rango de edades.

Promedio de HbS y HbF segiin rango de edades
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Fuente: Datos obtenidos de tabla N°7.

A través de la técnica de HPLC se logr6 conocer las fracciones de la hemoglobina Sy la
hemoglobina F partiendo de esto se logré promediar los porcentajes de éstas segin los
diferentes rangos de edades. Se puede observar que el porcentaje medio mayor le pertenece a
los nifios en las edades entre 11 — 15, con un 80.84% de HbS media, sin embargo es el rango
de edad mas bajo en lo que respecta a HbF con un 8.53% medio.

Dentro de los pardmetros normales un individuo sano deberia tener rangos menores al 1%
de hemoglobina fetal. Ortega (2020) en su estudio de comportamiento de las fracciones de
hemoglobina, menciona que en ambos sexos la fraccion normal de hemoglobina Al es del
96.03%, 2.92% para la Fraccion A2, 0.734% para la fraccion menor que corresponde a la Hb
Fetal y 5.32 para la Hb glicosilada o Hb Alc.

En comparacion a los resultados obtenidos, se puede observar que hay un aumento
considerable de esta fraccion F, lo cual es explicado por la propiedad que posee la hemoglobina
fetal desde el punto de vista clinico. La HbF en estos casos aumenta debido a que sirve como
protector del individuo, cumpliendo con la funcion de transportar oxigeno y cumple con la
misma eficiencia de la hemoglobina Al, es una hemoglobina colaboradora de la oxigenacion
del nifio esto como respuesta a la incapacidad de los eritrocitos deformados de hacer este
transporte. Orkin (2011) en su articulo menciona que entre mas hemoglobina fetal se encuentre
en el individuo es mejor, recalcando de la elevacion de los niveles de la proteina fetal parecen

no tener efectos secundarios toxicos en el individuo.
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Grafico 8. Comportamiento de las Fracciones de Hb.

Comportamiento de Fracciones de HbS
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Fuente: Datos obtenidos por autores de la monografia.

En el grafico anterior se muestran los resultados de HPLC de los 23 nifios muestreados.
Algunas lineas que se encuentran discontinuas como la de HbA; se encuentran asi debido a que
la cantidad que detecto el D10 es muy baja o nula. En la imagen se puede observar que existe
una relacion de equivalencia en la fraccion HbA: y la HbS, cuando esta Gltima aumenta existe
un descenso significativo de la HbA:. Otro fendmeno observable es el comportamiento de la
fraccion HbF, cuando existe un aumento de la HbS, los niveles de HbF aumentan, esto en

respuesta a la necesidad que existe en el cuerpo de transporte de oxigeno.
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Grafico 9. Edades de los nifos estudiados con HbS.

Edad de niflos con HbS
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Fuente: Datos obtenidos de tabla N°8.

Mediante el uso de la ficha de recoleccion de datos que se aplico a los padres de familia
de cada nifio se logré clasificar las edades de los estudiados en donde se clasificaron diferentes
rangos de edades y se logré concretar que dentro las edades de 0-2 afios de edad tanto femenino
como masculino hay una cantidad de 4 pacientes con HbS, que es el 17.39% de la muestra. En
la escala de 3 - 5 afios es el rango se encontraron 6 nifios de ambos sexos, 26.1% de la muestra.
El siguiente rango de edades es de 6 a 10 afios se encontr6 una cantidad de 5 nifios con HbS
dentro de ambos sexos, siendo el 21.73% de la muestra y por ultimo rango de 11-15 afios se
muestrearon la cantidad de 8 nifios, siendo este el rango que mas casos presenta de HbS

representando el 34.78%.
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Graéfico 10. Frecuencia de nifios con HbS segun sexo.

DISTRIBUCION POR SEXO DE NINOS CON HBS
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Fuente: Datos obtenidos de tabla N°9.

Se analizaron los datos segln la variable sexo, obteniendo un predominio de la HbS en
el sexo masculino con una cantidad de 12 pacientes con una relacion del 52%, 11 para el sexo
femenino con una relacion del 48%. En este estudio se encontré que la hemoglobina S
predomina mas en nifios que en nifas, lo cual coincide con la literatura, Maitland (2014) en su
investigacion realizada en la ciudad de San José, Costa Rica, encontrd un predominio del sexo
masculino con 60% relativo respecto a su poblacion. Sin embargo. Corea (2017) en la
realizacion de su estudio en el hospital Mario Catarino Rivas en Honduras, descubrieron que

en su poblacion de nifios estudiada existia un predominio del sexo femenino con un 56%.



Graéfico 11. Numero de nifios con Hb S clasificados por departamentos de Nicaragua.

En esta investigacion la distribucion por departamento fue: Managua es el departamento
gue mas casos presento, con 7 pacientes, representando el porcentaje més alto con un 31% de
los casos, en segundo lugar, Chinandega con 22%, De tercer lugar Masaya representado un
13%, seguidamente Rivas y la RAAS con 9% respectivamente para cada departamento y el 4%

para Granada, Leon, Chontales y Matagalpa.

Fuente: Datos obtenidos de tabla N°10.



Grafico 12. Relacion HbS% con extendido periférico.

Relacion HbS% con extendido periférico
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Fuente: Datos obtenidos de tabla N°11.

Este grafico muestra que los extendidos periféricos de los nifios que poseen HbS en un
rango entre 51 — 88% obtuvieron cantidades mayores de drepanocitos, con 8 nifios con 4+, 7
nifios con 3+ es decir, se encontraron mas de 5% de células falciformes en el extendido, y 5
nifios con 2+, su conteo fue entre 1-5% de drepanocitos. Los demas nifios entre 31 -50% de
HbS como mayor numero presentaron 3+, es decir entre 5 a 15% de células falciformes en su
extendido. Con estos resultados se refleja que existe una relacion estrecha entre el nUmero de

células falciformes encontradas en el extendido, con la cantidad de HbS del nifio.
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X. CONCLUSIONES.

1. Se Aplico el hemogramay extendido periférico a los nifios participantes y se encontrd
que el 91.3% tenia anemia menor 11gr/dL, el 30.4% tenia leucocitosis, 47.83 % presentaron
trombocitocis y el 95.65% mostraron eritropenia en sus biometria. Todos presentaron

drepanocitos entre 1-4 cruces.

2. EIHPLC revelo un 83% de nifios con HbS entre 51-88% y 17% entre 31-50% de HbS.
El rango de edad que presentd mas % de HbS fue entre 11-15, con un porcentaje medio de HbS

de 80.84% y también es el que presento menos HbF con un 8.53% de media.

3. Hubo un predominio del sexo masculino en los nifios muestreados con un 52% y un 48%
para el sexo femenino. También el predominio de nifios con HbS fueron entre 11 — 15 afios con
8 casos siguiéndole los nifios entre 3 — 5 afios con 6. El departamento que presento mas casos

de HbS fue Managua con un 31%, siguiéndole Chinandega con 13% y Masaya con 13%.

4. Los extendidos periféricos de los nifios que poseen HbS en un rango entre 51 — 88%
obtuvieron cantidades mayores de drepanocitos en su extendido periférico representando el

86.9% de nifios con conteos mayores 5 células falciformes por campo.
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Xl.  RECOMENDACIONES.

Al departamento de Bioanalisis Clinico a continuar impulsando investigaciones con
enfoque en el diagndstico y rastreo de los portadores de esta hemoglobinopatia; para que de
esta manera se les pueda brindar la oportunidad de amenorar esta condicion genética en sus

futuras generaciones.

A los estudiantes de Bioanalisis Clinico, continuar con la presente tematica
investigativa; con el objetivo de conocer la magnitud de la problemaética en Nicaragua de esta

enfermedad.

A la UNAN Managua en Divulgar la informacion encontrada en esta investigacion a

través de sus diferentes plataformas, para despertar el interés cientifico por el tema investigado.

Al MINSA en impulsar nuevos proyectos en sus unidades de salud relacionados al
diagnostico temprano y oportuno de la anemia drepanocitica. Facilitando que se establezcan

algoritmos.
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ANEXO I: Ficha de recoleccion de datos de los pacientes.

Hoja de datos generales del paciente.
Universidad Nacional Autdbnoma De Nicaragua UNAN -Managua
Instituto Politécnico De La Salud “Luis Felipe Moncada”

Licenciatura De Bioanalisis Clinico

Formula de datos generales.

DATOS GENERALES.
Fecha: /| Hora:
Nombres: Apellidos:
Edad Afios  Diagnostico
Sexo: rL wmld
Procedencia. Direccion domiciliar

am/pm
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ANEXO I11: Hoja de resultados de Biometria Hematica completa.

G D

A8

EC S

.
o
~J
.

Universidad Nacional Autonoma De Nicaragua Unan-Managua

Instituto Politécnico De La Salud Luis Felipe Moncada

Licenciatura De Bioanalisis Clinico

Biometria hemética completa
Nombre:
Edad: Sexo: Cadigo:

Resultado:

Formula roja Resultado

Valores de referencia

Eritrocitos...............

Hemoglobina............

Hematocrito............

Volumen globular

Concentracion media de
Hb corpuscular......

Indice de distribucién de
eritrocitos CV.......

Indice de distribucién de
eritrocitos SD.......

Serie plaquetaria Resultado

Valores de referencia

Plaquetas......

Volumen
plaquetario
medio...

Plaquetocrito.......
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Formula blanca

Resultado

Valores de referencia

Leucocitos
totales...

Neutrofilos
totales...

Neutrofilos
segmentados....

Eosindfilos......

Basofilos........

MSc Lorena Ortega

Directora y docente /Bioanalista Clinico
POLISAL UNAN Managua
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ANEXO 3: Hoja de resultados de extendido periférico.

Instituto Politécnico De La Salud Luis Felipe Moncada

Departamento De Bioanalisis Clinico.

Universidad Nacional Auténoma De Nicaragua UNAN-Managua.

Diferencial.
Nombre: Fecha:
Hora:
Edad
Sexo:
Resultado:
Diferencial Resultado

Leucocitos totales

Neutrofilos totales

Neutrofilos segmentado

Eosinofilos

Basofilos

Monocitos

Linfocitos

Total

Serie roja

Poiquilocitosis

Anisocitosis

Cromia

Observaciones
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ANEXO 4: Hoja de informg plg HPLC.

tin-Fad fwena A

10 o110 Mare 09 32 |
NMUTOC wenc 2OOMASADND, VAP G e Al oV Te) ar0=254

ldentfNcacitn de muesira:
Fecha de Inyecclon
NYInyeccion 6

N Gradllla; —

0.057

Método. HbA2/F
Posiclon en gradilla; 1

0.04+

003 \

gl ol ol ol Rl el

} B
_J//

(VRVP; ;*"ﬂ""' 3
\ z
2
m
| :
- -z
0.0 200N 430N 6. 8NN
»
Tabla de |dentificaclén de picos:
Plco T® retenclon Altura Area % Area
Unknown 0.13 1897 3303 0.2
Ala 0.24 2056 9702 06
Alb 0.28 2841 105872 Qs
F 045 20861 11833 <08*" Y
LA1c/CHb-1 0.67 1638 12522 0.7 6
Alc 0.88 3126 29803 45 E
P3 1.61 5872 44768 26
AD 1.74 188940 870745 498
A2 3.28 3778 60638 33
S-Window 417 148104 692683 387
Area total: 1746267

Concentracion:| %

F

Alc
A2

"Fuente: Equipo Bio-Rad D10
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ANEXO 5: Hoja de resultados proporcionada por el departamento de Bioanalisis clinico

UNIVERSIDAD
o | Naciona
' | AUTONOMA DE
A NICARAGUA,
v’ | MANAGUA
UNAN . MANAGUA

EXAMEN DE SANGRE. ANALISIS DE FRACCIONES DE
HEMOGLOBINAS.

Instituto Politécnico de |a Salud. Departamento de Bioanilisis Clinico

Datos Generales.

Nombre y apellidos:

Edad : Sexo: F Fecha: 3/9/2021
Resultados
Prueba Resultado Unidades Resultados
Fracciones de A1 % 17.6
hemoglobina A2 1.8
Alc 6.5
Variantes
s (33

**** Hemoglobina Anormal

QB N\ oz,
== ) Wy /:/:' \
~ g A

/

N Yo—se =
k. WL NI 3
|0 o W -
Sc Magaly Ruiz Saldivar_. ' ‘ ¥ '\)
Docente /Bioanalista Clinico "~ <?/
Wy

Fuente: Departamento de Bioanalisis clinico.
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ANEXO 6: Ficha de consentimiento informado.

UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTGNOMA DE
NICARAGUA,
MANAGUA
UNAN - MANAGUA

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Nombre de los Investigadores:

e Br. Eliezer Guevara
e Br. Marlon Trafa.

Nombre del participante.

PROPOSITO DEL PROYECTO: Nosotros, Br. Eliezer Guevara y Marlon Trafia,
estudiantes de la Licenciatura en Bioanalisis Clinico de la Universidad Nacional
Auténoma de Nicaragua, esperamos obtener mediante este estudio, la informacion
necesaria para conocer en la presencia de alteraciones de la hemoglobina; sustancia que
transporta el oxigeno en la sangre y que cuando esta disminuida causa anemia, la cual se

refleja por cansancio, mareos y debilidad general.

La poblacion de Nicaragua que acude al POLISAL en estos casos actuando como
centro de investigacion, que ha estudiado problemas hematolégicos como anemias,
algunas de las cuales pueden ser trastornos hereditarios que se transmiten de padres a

hijos y que afectan a la hemoglobina.

Algunos nifios con este tipo de enfermedades nacen sin presentar signos y sintomas,
que se manifiestan entre los seis meses y los dos afios de vida. Si no son detectados y
tratados a tiempo, la mayoria puede sufrir complicaciones o enfermarse en los primeros

afios de vida. Nuestro estudio pretende ayudar a diagnosticar este tipo de enfermedades.

¢QUE SE HARAZ?: Si usted y su hijo(a) aceptan participar en este estudio, se les realizara

lo siguiente:

. Una entrevista en la cual usted respondera preguntas sencillas, leera cada
punto de este documento, y si usted esta de acuerdo, se procedera a sacarle

3 ml de sangre del brazo a su hijo, limpiando la vena con algodén y
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alcohol, utilizando agujas y tubos plasticos estériles. Al finalizar la toma

se le colocara un curita en el lugar donde se tomo la muestra.

. Una vez tomada la muestra, se procederd a su procesamiento,
posteriormente se realizaran diferentes ensayos para buscar

hemoglobinopatias.

RIESGOS:

La participacion en este estudio puede significar cierto riesgo o molestia para el nifio(a)

por lo siguiente:

1. Entumecimiento o cierto dolor en el momento de la puncion para la toma de
muestra, ademas, ardor causado por el alcohol y en ciertas ocasiones, un pequefio

hematoma (morete).

BENEFICIOS:

1. Como resultado de su participacion en este estudio, el beneficio sera obtener los
resultados de laboratorio, de los porcentajes de cada fraccion de hemoglobina.
Con su participacion en este estudio, también sera posible que los investigadores
aprendan mas acerca de las enfermedades de la hemoglobina y éste conocimiento
beneficiara a otras personas en el futuro.

2. Si los examenes realizados a su hijo presentaran alguna alteracion, usted sera
comunicado a fin de que conozca la situacion de salud de su hijo y pueda darle
seguimiento al nifio.

3. Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Usted tiene el derecho
a negarse a participar o a retirarse del estudio en cualquier momento, sin que ésta
decision afecte la calidad de la atencion médica (o de otra indole) que requiera su
hijo.

4. Su participacion, la informacion brindada por usted y los resultados obtenidos en
este estudio, son confidenciales, los resultados podran aparecer en una
publicacion cientifica o ser divulgados en una reunion cientifica, pero de manera
anonima.

5. Usted no perdera ningun derecho legal por firmar este documento.



6. Usted se mantendra informado de cualquier variacion en este proyecto, a través
de via telefonica (89580056 Br. Marlon Trafiay Br. Eliezer Guevara 84154525)
0 mediante visitas personales realizadas por los investigadores o colaboradores

en el estudio.

CONSENTIMIENTO He leido o se me ha leido, toda la informacion descrita
en ésta 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

gue mi hijo(a) participe como sujeto de investigacion en este estudio

Nombre y firma Del padre o tutor.

Nombre y firma de los investigadores.

Fecha.

Correo de investigadores.

Marlon Antonio Trafa Chavez: marlontrana2018@gmail.com

Eliezer Alejandro Guevara Cajina: guevaraeliezeralejandro@gmail.com
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ANEXO 7: Células falciformes (flecha azul), codocitos (flecha naranja), eritroblasto (circulo

rojo), se puede notar una marcada anisocitosis con macrocitos y microcitos, trombocitosis con

anisocitosis plaquetaria.

Fuente: Fotos tomadas por autores de la monografia en durante muestreo.

Tabla numero 1. Frecuencia de HbS en nifos.

Universo

Muestra

285

23

Fuente: Datos recopilados por los autores de la monografia.

Tabla nimero 2. Resultado de hemograma aplicado de los pacientes con HbS.

Cantidad 7 16 11 12 22 1
Porcentaje 30% 70% 48% 52% 96% 4%
Total 100% 100% 100%
Fuente: Datos recopilados por los autores de la monografia.
Tabla namero 3. Valores de hemoglobina.
Rango <11 gr/dI 11 gr/dI-13gr/di >13gr/dl
Cantidad 21 2 0
Suma total de 23
pacientes
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Frecuencia 91% 9% 0%
porcentual

Total 100%
Fuente: Datos recopilados por los autores de la monografia.

Tabla nimero 4. Porcentaje de hematocrito segun el sexo de los pacientes

Rango
< 35.0% 35.0%-46.0% | > 46.0%
SEXO Masculino 12 0 0
Femenino 11 0 0
Total de pacientes 23 0 0
Frecuencia 100% 0% 0%
porcentual
Frecuencia 100%
porcentual total

Fuente: Datos recopilados por los autores de la monografia.

Tabla nimero 5. Cantidad de células falciformes en lectura de extendido periférico.

Numero de drepanocitos | Cantidad de pacientes
1+ 1
2+ 6
3+ 8
4+ 8

Fuente: Resultados obtenidos por los autores de la monografia en lectura de extendido

periférico.
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Tabla numero 6. Distribucion total de hemoglobina S.

Rango de distribucion de Hb S %

Frecuencia porcentual total

0-30 31-50 51-88
Cantidad de pacientes con HbS 0 4 19
Total 23
Frecuencia porcentual 0% 17% 83%
100%

Fuente: Datos recopilados por los autores de la monografia.

Tabla namero 7. Promedio de Hemoglobina “S” y Hemoglobina F segin Rango de

edades.
Rango de edades
0-2 3-5 6-10 11-15
%HBS 58.725 69.33 61.36 80.84
%HBF 9.8 12.23 11.66 8.53

Fuente: Datos recopilados por los autores de la monografia.

Tabla nimero 8. Clasificacion de las edades de los pacientes estudiados con HbS.

Rango de edades | Cantidad de pacientes con HbS | Porcentaje
0-2 afios 4 17%

3-5 afios 6 26%
6-10 afnos 5 22%
11-15 afos 8 35%
Total 23 100%

Fuente: Datos recopilados por los autores de la monografia.
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Tabla nimero 9. Porcentaje y cantidad total de pacientes con HbS segun sexo.

Sexo Cantidad | Porcentaje
Masculino 12 52%
Femenino 11 48%
Total 23 100%

Fuente: Datos recopilados por los autores de la monografia.

Tabla numero 10. NUumero de pacientes con HbS clasificados por departamentos de

Nicaragua.
Departamento Frecuencia de portadores Frecuencia porcentual
Rivas 2 9%
Chinandega 5 22%
Masaya 3 13%
Managua 7 31%
RAAS 2 9%
Leo6n 1 4%
Matagalpa 1 4%
Granada 1 4%
Chontales 1 4%
Total 23 100%

Fuente: Datos recopilados por los autores de la monografia.
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Tabla 11. Relacién HbS% y extendido periférico.

1+ 2+ 3+ 4+
Menor de 30% 0 0 0 0
31-50% 1 1 1 0
51 - 88% 0 5 7 7

Fuente: Datos recopilado por los autores de la monografia.
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