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Resumen

Se realizd un estudio analitico, transversal con el objetivo de valorar la Utilidad
Clinica de los indices de Madurez Reticulocitarios en nifios en edad preescolar
procedentes del colegio publico Tenderi-Nindiri y Hospital infantil Manuel de Jesus
Rivera la Mascota- Managua”.

Se realiz6 una identificacion de anemia y una posterior confirmacion de deficiencia
de hierro a un grupo determinado a infantes entre 2 y 6 afios, posterior se
conformaron un grupo de individuos con deficiencia de hierro y un grupo de sujetos

sanos..

El estudio fue conformado por 90 muestras divididas igualmente en un grupo casos
y un grupo control. El analisis de reticulocitos se realizd en el contador hematolégico
SISMEX XT 4000i. Se corrieron ensayos inmunolégicos ELISA Ferritina para
determinar el estado de los depdsitos de hierro en el organismo y confirmar la

deficiencia del antes mencionado mineral.

Se encontraron diferencias entre los conteos porcentual y absoluto de reticulocitos,
comprobando el bajo nivel de precision del conteo reticulocitario porcentual en
estado anémico. Mediante la fraccion inmadura del reticulocitos se realizé una curva
de actividad hematopoyética donde se evidencio que esta se encuentra aumentada
en deficiencia de hierro. Las diferencias estadisticas entre las pruebas
convencionales para la deficiencia de hierro y planteando que el aumento de la
inmadurez de los reticulocitos y el descenso de la hemoglobina reticulocitaria estan

relacionados con el establecimiento de la deficiencia de hierro.

Se concluy6 que el conteo absoluto de reticulocitos aporta informacion confiable en
estado anémico, ademas que los indices de maduracion reticulocitarios indican
aumento de la actividad hematopoyética y que la utilizacién de estos indices puede

utilizarse como un marcador confiable y temprano de la deficiencia de hierro,
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ADE- RDW Amplitud de distribucion eritrocitaria

BHC Biometria Hematica Completa

Cells Células

CHCM Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media

CRf Contenido Reticulo-filamentoso

DE Desviacion Estandar

ELISA Ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzimas

Fe Hierro

FS Fowars Scatter (detector directo)

GR Globulos Rojos.

Hb Hemoglobina

HCr Hemoglobina reticulocitaria

HCM Hemoglobina Corpuscular Media

HRF High Reticulocyte Fluorescense (Alta fluorescencia del reticulocito)

Hto/HCT Hematocrito

IRF Fraccion inmadura del reticulocito.

IMR, MRI indices de Madurez Reticulocitarios

IRF Fraccion Inmadura del Reticulocitos, por sus siglas en Inglés

LRF Low Reticulocite Fluorescence (Baja fluorescencia del reticulocitos)

MRF Medium Reticulocyte Fluorescence (Media fluorescencia del
reticulocito)

RBC Glébulos rojos, por sus siglas en ingles

Ret-He Hemoglobina reticulocitaria

SER Sistema Reticulo Endotelial

SS Side Scatter (detector lateral)

Tf Transferrina

TfR Receptor de Transferrina

TMO Trasplante de Medula 6sea

VCM Volumen Corpuscular Medio




Vi

Contenido No. Pag.
-Resumen i
-Dedicatoria Ii
- Agradecimientos \Y
- Abreviaturas y acrénimos v
- Indice Vi

[- Introduccion 1

1.1- Antecedentes 3

1.2- Justificacién 5
[I- Planteamiento del Problema 7

1.1- Hipotesis 8

1.2- Objetivos 9
[ll- Marco Tedrico 10
1- Automatizacién en hematologia 10
1.1- Principio apertura- Impedancia 10
1.2- Principio de Dispersion luminica 11
1.3- Citometria de flujo 11
2- parametros reticulocitarios 13
2.1- El Reticulocitos como célula 13
2.2- Determinacién mediante Método tradicional 14
2.2.1- Desventajas del método manual en el conteo de 15

reticulocitos.

2.3- Determinacion automatizada de reticulocitos 15

2.3.1- Conteo Global de reticulocitos 16

2.3.2- indices de maduracion reticulocitaria (IMR) 16
2.3.2.1- Fraccién Inmadura del reticulocitos (IRF) 19
2.3.3- Contenido de Hemoglobina en el reticulocito (CHr 6 20

Ret-He)

3 -Diferencias entre el conteo porcentual y absoluto de 20
reticulocitos

3.1- Causas de error del conteo porcentual. 20
4- Reticulocitos como marcadores de actividad eritropyética 22

4.1- Clasificacion de las anemias segun el conteo 22
reticulocitarios.

4.2- Actividad eritropoyética en deficiencia de hierro. 23
5- Relacion entre diagndstico de la deficiencia de hierro e 24
indices reticulocitarios.

5.1- avistamiento general a las anemias 24

5.1.1- Clasificacion 25




Vii

5.2 Anemia ferropenica 26
5.2.1- Intercambio del hierro y utilizacién de los depositos 26
5.2.2 - Funcién del hierro 27
5.2.3- Diagnastico de la deficiencia de hierro 28

5.2.3.1- Estudio de laboratorio 28

5.3- Impacto del analisis reticulocitario en la deficiencia de 32

hierro.

5.3.1- Determinacién del estatus regenerativo o 32

5.3.2 Cdmpdrtamientd del conteo reticulocitario en la 36
deficiencia de hierro.

5.3.3- indices de Maduracién reticulocitarios y fraccion 33
5.3.4- Contenido de Hémogldbiha reticulocitario y deficiencia 34
de Hierro.

IV DISENO METODOLOGICO 35
1.1- Tipo de estudio 35
1.2-Area de estudio 35
2.3- Universo y muestra 35
1.4- Criterios de inclusién para la leccion de los grupos 35
1.5- Tipo de muestro 36
1.6- Aspectos éticos de la investigacion 36
1.7- Etapa pre-muestreo 37
1.5- muestreo 38
1.9- Andlisis de laboratorio 38
1.10- Analisis, procesamiento y presentacion de los Datos 40

2- Operacionalizacion de variables 41

V -RESULTADOS 43
1- Diferencias entre los valores porcentual y absoluto con 43
respecto al conteo reticulocitario mediante citometria de flujo.

2- Comportamiento de activacion hematopoyética medular en 45
estado deficiente de hierro.

3- Diferencias estadisticas de las pruebas screening para 47
identificacion de deficiencia de hierro e indices de madures de

los reticulocitos.

VI DISCUSION 49
1- Diferencias entre los valores porcentual y absoluto con 49
respecto al conteo reticulocitario mediante citometria de flujo.

2- Comportamiento de activacion hematopoyética medular en 51

estado deficiente de hierro.




viii

3- Relacion entre la deficiencia de hierro e indices de 53
madures de los reticulocitos.
VIl - CONCLUCIONES 55
1.1- Recomendaciones 56
VIII - Referencias 57
IX - ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado

Anexo 2: Base de datos de los resultados de las pruebas
convencionales e indices de madures del reticulocito.

Anexo 3: Estadisticas Descriptiva de grupos

Anexo 4: Gréaficos de diferencias de medias de pruebas
convencionales para el diagndstico de deficiencia de hierro e
indices reticulocitarios.

Anexo 5: Resumen de la Prueba de Kolgomorov- Smirnoff,
generada en el software SPSS 20.0

Anexo 6: Forma Grafica de la distribucion de algunos datos
generados por la prueba de Kolgomorov-Smirnoff como
criterio para escoger la prueba a utilizar para diferenciar
medias

Anexo 7: Resultados de la Prueba t-student para muestras
independientes ejecutada en el software SPSS 20.0

Anexo 8: Resultados de la U de Mann Whitney para muestras
independientes ejecutada en el software SPSS 20.0




I-INTRODUCCION

El aumento de la poblacidén a gran escala a nivel mundial junto al crecimiento en la
calidad de vida ha conllevado a un aumento en la demanda de los servicios y
atenciones basicas, uno los servicios con mas demanda es, sin duda, la atencién
hospitalaria. Como respuesta a la creciente demanda se ha venido desarrollando e
implementado, de la mano con el gran avance tecnoldgico de la electronica, robdtica
e informatica, la ejecucion de los procesos analiticos mediante equipos
automatizados con la participacion minima del ser humano durante la fase analitica,
estos avances han lograda garantizar mediciones de mayor precision y elevado
nivel de exactitud, eliminando de esta forma factores que durante mucho tiempo
causaron disturbios en los resultados, que van desde pipeteos inadecuados,
fatiga, distracciones, estrés, entre otros, que pasaban ciertamente desapercibidos

en muchas ocasiones.

No cabe duda que entre los avances mas codiciosos e impresionante se destaca la
introduccién de los contadores hematologicos automatizados, que implementados
desde la ultima década del S XX, han representado un gran avance para el estudio
de trastornos sanguineos, en estos pueden realizarse conteos diferenciales por
meétodos innovadores, asegurando una mayor precision y exactitud que el método

microscoépico tradicional.

En otra indole, el andlisis de reticulocitos ha sido a lo largo de la historia del
diagndstico de la enfermedad una herramienta muy Util y ha gozado de mucha
popularidad, un punto a favor para que este andlisis goce de popularidad es la
facilidad con el material ribosomal contenido en este se precipite con el azul de crecil
brillante, ademas de que a pesar de ser el ultimo eslabén del recorrido
hematopoyético rumbo a la madurez eritrocitica, puede encontrarse en sangre
periférica de relativamente facil obtencion, lo que ha constituido del analisis del
mismo un método muy accesible, de bajo costo y de importante impacto clinico en

la complementacién del el estudio de las anemias.

Los equipos de conteo automatizado obsoletos no podian identificar a los

reticulocitos, debido que la Unica diferencia entre estos y los eritrocitos es la leve



diferencia de tamafio y hemoglobina, ademas del contenido interior de material
ARNribosomal reticulocitario vestigio de la sintesis de ADN y proteinas de las
células precursoras, ausente totalmente en los eritrocitos, por este hecho, bajo el
principio de funcionamiento de los antes mencionados contadores, los reticulocitos

solian contarse como eritrocitos de mayor tamafio.

Al captar el andlisis de reticulocitos mas auge surge la necesidad de desarrollar
meétodos de conteo automatizado que logren discriminar a estos del resto de células,

principalmente de los hematies.

Después de desarrollar los métodos de conteo se logré profundizar el andlisis de
reticulocito mas alla del conteo tradicional. Los indices de maduracion
reticulocitarios (IMR o RMI por sus siglas en inglés) son un conjunto de pardmetros
incluidos dentro del paquete de determinaciones que ofrecen algunos equipos de
conteos automatizados, el cual avanzo desde la determinacion del nUmero absoluto
o porcentual hasta un criterio que mide su nivel de maduracion basados en

fluorescencia del ARN de los mismos.

El hallazgo de la medicién de los niveles de maduracion pueden llegar a darnos una
idea del comportamiento medular si es interpretado en conjunto con otras pruebas
de laboratorio, y asi lograr obtener un impacto importante en el estudio de diversas

enfermedades, ya que el diagnostico no queda limitado solamente al conteo.

El analisis automatico de reticulocitos esta al alcance de los laboratorios de
hematologia desde los afios 90 y sera probablemente el método en los hospitales
gue curse de mediana a gran importancia en los préximos afios. Ademas posee

mejor precision, lo cual optimiza su calidad analitica.



1.1- ANTECEDENTES

La implementacion de los conteos y clasificacion de maduracion de los reticulocitos
en equipos automatizados ha inspirado a varios investigadores a profundizar en la
aplicacion de dichos parametros para complementar el diagndstico o el seguimiento
de diversos de trastornos hematoldgicos.

Uno de los Primeros estudios realizados en este &mbito fue en el afio 1991, en
Bergen, Noruega, donde un grupo de investigadores realizo un ensayo experimental
que proponia la estandarizacion de la Tincion “Thiazole Orange” de entre 18
diferentes métodos existentes hasta la fecha para la determinar indices de
maduracion del reticulocito. Para esto se realiz6 un andlisis de 185 muestras de
pacientes anémicos y no anémicos en dos diferentes equipos de conteo (EPICS
541 y Profilles 11) en los cuales se demostré que existen pocas diferencias y
variaciones, concluyendo que esta tincién puede aplicarse confiablemente. (Davis,

Dicorato, Bigelow, & Langweiller, 1991)

En Argentina en 1995, se realizé un estudio a 10 paciente post aplasia medular, a
quienes se les realizo el analisis de los IMR a un tiempo transcurrido de 17.6 dias.
Los resultados mostraron que el recuento diferencial de reticulocitos por citometria
de flujo con establecimiento de un indice de madurez reticulocitaria (IMR) puede
constituir un indicador precoz de recuperacion de la funcion medular post aplasia.
(Dubner, Gissone, & Perez, 1995).

En Buenos Aires en el afio 2002 se realizdé un estudio para valorar a través de
indicadores evolutivos y de recuperacion medular el comportamiento de pacientes
post-transplantados de médula osea después de irradiacion corporal total. Se
implement6 el indice de maduracion reticulocitaria resultando en todos los
pacientes un descenso del IMR mas rapidamente que el numero total de
reticulocitos. Después del periodo aplasico el aumento en el IMR precedid al

incremento de reticulocitos totales por varios dias. (Dubner et. al.,2002)

En 2006 en Polonia se realizo un estudio a 46 nifios con diferentes neoplasias junto

a un grupo control constituido por 40 nifios sanos a quienes realizaron



determinacion de la fraccién inmadura del reticulocito junto al nimero de neutréfilos
para constatar la recuperacion de los pacientes. Se encontré que el IFR aumento
en pacientes en recuperacion de forma mas rapida que el nimero de neutrofilos,
por lo que se concluy6 que el IRF es un predictor fidedigno de recuperacion en nifios

gue cursan diferentes neoplasias. (Luczynski et. al., 2006)

En Brasil, en el 2014 se realizo un estudio valorando los indices de maduracion
reticulocitarios en pacientes con anemia ferropénica en edad preescolar y pacientes
sanos de la misma edad. Se observaron diferencias significativas para indices de
fluorescencias medios y altos entre los grupos estudiados, por lo que se concluyé
que los IMR son utiles para un diagndéstico temprano de deficiencia de hierro.
(Wollmana et. al., 2014)

En Nicaragua aun no se han realizado estudios con relacion a parametros

reticulocitarios de madurez.



1.2- JUSTIFICACION

En Nicaragua, los equipos de conteo automatizado, han tomado un auge creciente
en los ultimos afos y se encuentran ampliamente difundidos, a la fecha muchos
centros hospitalarios cuentan con estos equipos para la rutina diaria. Existen casos
en que los pardmetros de dichos equipos son de utilidad clinica desconocida por el
personal médico, debido a la falta de investigacién y/o divulgacion. Un ejemplo claro

son los indices de maduracion reticulocitarios.

En Managua, se constatd que algunos centros de atencion hospitalaria como el
Hospital Salud Integral, Hospital Militar Alejandro Davila Bolafios y Hospital
Metropolitano Vivian pellas ofertan dichos indices sin aplicacion en la préctica

clinica.

Al tomar en cuenta principios fisioldgicos es importante recordar que los reticulocitos
representan a los eritrocitos inmaduros en el estadio final de diferenciacion y en la
deficiencia de hierro los eritrocitos tienen una vida media y funcionalidad disminuida
gue conlleva a una mayor demanda en sangre periférica, sin embargo la deficiencia
de hierro es una condicién anémica de tipo arregenerativa por lo que un aspecto
interesante a captar es el comportamiento medular yendo méas alla del conteo
reticulocitario, por lo cual una gradificacion de la madurez de los reticulocitos en
esta condicidn seria un punto clave en el aporte de informacion valiosa para el

diagnéstico de la deficiencia de hierro.

Si bien es cierto que en todos los trastornos hematoldgicos en que los reticulocitos
tienen actividad crucial, es inevitable especular que los IMR podrian ser de
importancia en toda la gama de anemias que se incluyen tanto en el grupo de las
regenerativas como el de las arregenerativas, no obstante la presente investigacion
se inclina por la determinacion de estos indices en la deficiencia de hierro como
objeto de estudio dado a que esta ha sido histéricamente un problema persistente
de salud a escala mundial, las tasas de prevalencias son considerables tantos en
los paises pobres como en los desarrollados y afectan a personas en todas las

edades, siendo los mas vulnerables los nifios en edad preescolar y féminas



adolescentes en desarrollo, por lo que es importante investigar criterios fuera de lo

convencional para mejorar su diagnéstico y seguimiento.

En nuestro pais el diagnostico de la deficiencia férrica en muchos centros publicos
de atencion hospitalaria se realiza en base a la historia clinica del paciente,
hemoglobina, hematocrito y constantes corpusculares. (Zelaya Montiel, 2013, pég.
23)

Con respecto al diagndéstico mediante citometria de flujo, Mckenzie(2000) afirmé:

La instrumentacion mas nueva para analisis por Citometria de flujo de los
reticulocitos permite valorar su madurez [...], la capacidad para distinguir la madurez
aumenta la utilidad de su analisis citométrico de flujo en la evaluacién de la actividad
eritropoyética [...]. Es claro que el futuro de la Citometria en el laboratorio clinico es
brillante. (pag. 803)

Es notorio que los IMR podrian jugar un papel crucial en el diagnéstico de la
deficiencia de hierro. En base a esto, se realiza el presente estudio con el fin de
demostrar que los indices de maduracion reticulocitario, actualmente sin uso
clinico, pueden aportar informacion de importancia en el diagnéstico de anemia
ferropénica y que su implementacion es capaz de conducir hacia un diagnostico
certero y precoz diagnostico de la deficiencia de hierro y beneficiar de esta forma
tanto a los médicos quienes acercarian el diagnostico confirmativo como a personas
que padecen dicha deficiencia, ademas estos parametros podrian reducir los costos

de pruebas econémicamente altas como la ferritina.



[I- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es un hecho muy claro la necesidad latente de profundizar en la investigacion de
nuevos meétodos y técnicas para avanzar en el diagnostico de los diferentes
padecimientos humanos, Por otro lado, un acontecimiento indiscutible son las altas
prevalencias de deficiencia de hierro en la poblaciébn mundial, tanto en paises

desarrollados como en los que estan en vias del desarrollo.

Las aplicaciones de los parametros de inmadurez reticulocitarios ya han sido
objetivo de diversas investigaciones en diversos paises, demostrando en estos
estudios importantes resultados para el diagndstico de diversos padecimientos. En
Nicaragua de igual forma existen todos los elementos necesarios para indagar al

respecto, por lo que se plantea la siguiente pregunta:

¢ Cudl es la utilidad clinica de los indices de Maduracién Reticulocitarios en el
diagnéstico de la anemia por deficiencia de hierro en nifios en edad preescolar
procedentes del colegio publico Tenderi, Nindiri y Hospital Manuel de Jesus Rivera

La Mascota?
Partiendo de este planteamiento se infieren las siguientes preguntas directrices:

v" En el analisis simultaneo del conteo reticulocitarios de una misma muestra,
¢Militan diferencias entre los valores porcentual y absoluto con respecto al
conteo reticulocitario mediante citometria de flujo en nifios con deficiencia de

hierro?

v En la anemia ferropénica, caracterizada por presentar comportamiento
arregenerativo, ¢Existen evidencias de comportamiento de activacion
hematopoyética medular mediante el estudio de los indices de maduracién

reticulocitarios?

v" Mediante un estudio de casos y controles es posible demostrar si ¢ existen
diferencias estadisticamente significativas entre pruebas convencionales
para el diagnéstico de la deficiencia de hierro e indices de madures

reticulocitarios que comprueben la relacion de los mismos?



1.1- HIPOTESIS

El problema planteado nos infiere a proyectar dos propuestas hipotéticas

cientificamente razonables:

Ho: No existen diferencias significativas entre los indices de maduracion de los
reticulocitos de los casos y los controles que comprueben la relacion de los mismos

con el diagnéstico de la deficiencia de hierro.

Hi: Existen diferencias significativas entre los indices de maduracion de los
reticulocitos de los casos y los controles que comprueben la relacion de los mismos

con el diagndstico de la deficiencia de hierro.



1.2- OBJETIVOS

Consecuente al anterior planteamiento, se establecen los siguientes objetivos de

investigacion:
» General

Demostrar la utilidad clinica de los indices de madurez Reticulocitarios en el
diagnoéstico de anemia por déficit de hierro en nifios en edad pre-escolar del colegio

publico Tenderi-Nindiri y Hospital Manuel de Jesus Rivera La Mascota- Mangua

» Especificos

v Analizar si hay o no diferencias entre los valores porcentual y absoluto con
respecto al conteo reticulocitario mediante citometria de flujo en nifios con

deficiencia de hierro.

v Evaluar si hay comportamiento de activaciéon hematopoyética medular en
estado deficiente de hierro mediante el estudio de los indices de maduracion

reticulocitarios.

v' Demostrar diferencias estadisticamente significativas entre pruebas
convencionales para el diagndstico de la deficiencia de hierro e indices de
madures reticulocitarios que comprueben larelacion de los mismos mediante

un estudio de casos y controles
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I1I- MARCO TEORICO
1- AUTOMATIZACION EN HEMATOLOGIA

“Los primeros contadores fueron descriptos por Coulter y Crosland-Taylor, quienes
adoptaron diferentes enfoques para limitar el volumen en la zona sensora y realizar

el recuento” (Fink, 2005, pag. 6).

En la actualidad se utiliza una gran variedad de instrumentos automatizados para
realizar los recuentos sanguineos. Los instrumentos semiautomatizados requieren
gue algunos de los pasos intermedios (p. €j., la dilucion de una muestra sanguinea)

los realice un operador.
1.1- Principio apertura- Impedancia

En el instrumento descripto por Coulter, las células son conducidas a través de un

estrecho orificio, detectandose los cambios de impedancia.

Para contar los hematies, se hace una dilucién importante de la sangre en una

solucién de electrolitos tamponada

Orificio
(zona sensora)

Figura: 1- Principio de la impedancia. (Mindray corp., 2009) Las células pasan por el
orificio o zona sensora. 2,3- la célula impide el paso de la corriente magnética, lo que genera
una sefial proporcional al tamafio de la célula. 4- el conjunto de sefiales generan un histograma.
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La impedancia es efectivamente medida en la zona censora situada entre los
electrodos colocados a ambos lados del orificio. Asi, las células funcionan como
aislantes frente a los diluyentes salinos, de modo que la impedancia aumenta
transitoriamente a medida que las células pasan a través de la zona sensora. Los
cambios de impedancia transitorios producen impulsos eléctricos que pueden ser
contados. Dichas pulsaciones pueden mostrarse en la pantalla de un oscilografo.
Las pulsaciones se llevan a un circuito con un umbral provisto de un discriminador
de amplitud para seleccionar la altura minima de las pulsaciones que se contaran.

La altura de las pulsaciones se utiliza para determinar el volumen de los eritrocitos.
1.2- Principio de Dispersion luminica

En el instrumento descripto por Crosland-Taylor “Los eritrocitos y otras células
sanguineas pueden contarse por medio de detectores electroopticos” (Lewis, Baian,
& Bates, 2007, pag. 37). Este principio se basa en hacer que las células pasen a
través de un delgado haz de luz. La zona sensora estaba restringida parcialmente
por la estrechez del haz de luz y por el pasaje de células en una corriente de liquido
muy delgada. A medida que las células pasan a través de la zona sensora,

interceptan el haz de luz que se dispersa, pudiendo ser colecta un fotometro.

Los aumentos transitorios en la luz dispersada crean impulsos desde el fotébmetro,

qgue luego pueden ser contados electrénicamente. (Fink, 2005)
1.3- Citometria de Flujo

“La Citometria de flujo fue introducida en el laboratorio Clinico en el decenio de
1980. La evolucion de la Citometria de flujo se produjo como resultado del desarrollo

de los anticuerpos monoclonales en el decenio de 1970” (McKenzie, 2000).

Los anticuerpos monoclonales conjugados con una marca fluorescente permite el

estudio de las propiedades fisicas y bioldgicas de una célula.
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1- Rayo Laser

2- Sistema de flujo (contenedor de cells)
3 Side Scatter (Detector Luminico)

4- Foward Scatter (Detector Luminico)
5- Detectores Fluorescentes

6- Sistema de registro de la informacion
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Figura 2: Principio del citometro de flujo. 1. Partes de un citometro de flujo, 2- Cuando
la célula atraviesa el laser provoca una penumbra longitudinalmente al mismo, denominada
Foward Scatter, esta penumbra es proporcional al tamafio de la célula y es captada por un
detector luminoso en el recorrido del laser, 3- Con relacién al tamafio de la penumbra se crean
histogramas que visualizan el tamafio de la poblacién Celular, 4- Las organelas intracelulares
provocan difracciones del haz de luz, el nivel de la difraccion del haz de luz es proporcional a la
complejidad del citoplasma de la célula, y es detectado por un detector luminico perpendicular
al laser denominado detector Side Scatter., 5- La célula es marcado con fluorocromos por medio
de anticuerpos monoclonales. Al ser atravesadas por la luz del laser los fluorocromos son
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excitados produciendo fluorescencia, que es detectada por diferentes receptores que luego los
convierte en informacion electrénica que es enviada hacia un ordenador informatico

El principio en el que se basa esta tecnologia es simple:

Hacer pasar células u otras particulas en suspension alineadas y de una en una por
delante de un haz luminoso. La informacién producida puede agruparse en dos tipos
fundamentales: la generada por la dispersion de la luz y la relacionada con la
emision de luz por los fluorocromos presentes en la célula o particula al ser
excitados por el rayo luminoso. Las sefales luminosas detectadas se transforman
en impulsos eléctricos que se amplifican y se convierten en sefales digitales que

son procesadas por una computadora. (Drago Serrano, y otros, 2004)
2- PARAMETROS RETICULOCITARIOS
2.1- El Reticulocitos como célula

En la escala de maduracion eritroide, el reticulocito esta situado como la célula
predecesora del hematie. Es un eritrocito joven pero sin ndcleo que aun contiene
remanentes del acido ribonucleico ribosémico (ARN) que estuvo presente en
grandes cantidades en el citoplasma de los precursores nucleados de los cuales
provienen, probablemente, la perdida completa del material basoéfilo se produzca en
la corriente sanguinea; sobre todo en el bazo después de que las células hayan
abandonado la medula osea. Después de 2 a 2 1/2 dias en la medula osea, el
reticulocito es liberado a la sangre periférica, continuando aqui su maduracion por

1 dia maés.

Los eritrocitos son un poco mas grandes que los eritrocitos maduros y significan

maso menos el 1% de los eritrocitos circulantes.

El nimero de reticulocitos en sangre periferica es un reflejo bastante preciso de la
actividad eritropoyetica, asumiendo que los reticulocitos se liberan normalmente por
la medula osea y que permanecen en la circulacion por un periodo de tiempo
normal. Estas premisas no son siempre validas, porque un aumento del estimulo
eritropoyetico produce una liberacion prematura a la circulacion. El tiempo medio de

maduracién de los denominados reticulocitos estimulados o de estrés puede durar
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hasta 3 dias. En tales casos, se podra encontrar en la circulacion una proporcion
mayor de lo normal de reticulocitos inmaduros. Se puede realizar una evaluacion
mas precisa de la maduracion de los reticulocitos mediante una Citometria de flujo
cuantitativa de su contenido en ARN. Sin embargo, habitualmente se obtiene una
informacion adecuada a partir de un recuento reticulocitario simple registrado ya sea
como un porcentaje de los eritrocitos o, preferiblemente, cuando se conoce el RE,

como el numero en valor absoluto por litro.
2.2- Determinacion mediante Método tradicional

Los reticulocitos son eritrocitos jévenes, como se mencionaba, alun posee material
ribosomal. Los ribosomas tienen la propiedad de reaccionar con ciertos colorantes
bésicos como el azur B, el azul de cresil brillante o el nuevo azul de metileno para
formar un precipitado azul o purpura de los granulos o de los filamentos. (Lewis,
Baian, & Bates, 2007)

Esta reaccion se produce Unicamente en las preparaciones tenidas vitalmente, sin
fijar. Los estadios de la maduracion pueden identificarse por sus caracteristicas

morfologicas.

El primer intento para clasificar a los reticulocitos por madurez lo realiz6 Heilmeyer
en 1932. Los dividio en 4 categorias de acuerdo al contenido reticulofilamentoso. El
meétodo estaba basado en la observacion microscopica luego de la coloracion con

un colorante supravital: Azul brillante de Cresilo. (Alonzo, 2013 , pag. 67)

De esta forma si, los reticulocitos mas inmaduros son los que presentan una
cantidad mayor de material precipitable; en los menos inmaduros, solo se observan
unos cuantos puntos o algunas hebras cortas. Los reticulocitos pueden clasificarse
en cuatro grupos que van desde los mas inmaduros, con una gran acumulacion de
reticulina (grupo |), hasta los mas maduros, con unos cuantos granulos de reticulina

(grupo V).

Los reticulocitos se pueden contar manualmente con un microscopio de

fluorescencia en extensiones tenidas de forma adecuada.
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2.2.1- Desventajas del método manual en el conteo de reticulocito

Una de las principales desventajas al momento de realizar el conteo de reticulocitos
al microscopio, es la dificultad de diferenciar un reticulocitos de hematies con
inclusiones citoplasmaticas. Este sueles ser dificil porque los reticulocitos méas
maduros solo contienen unos cuantos puntos o0 hebras de material

reticulofilamentoso.

Para lograr optimizar la diferenciacion es necesario una excelente tincion, pero aun
asi es necesario que el analista sepa diferenciar las inclusiones citoplasmaticas de

los granulos ribosomales escasos en la membrana del hematie.
2.3- Determinacion automatizada de reticulocitos

Los recuentos de reticulocitos tefiidos con varios colorantes pueden realizarse en
un instrumento automatizado, disefiado para ese propdsito, tal como el Sysmex

XT4000i, o en un citémetro de flujo convencional.

Recientemente otros contadores hematoldgicos han incorporado una opcién de
recuento de reticulocitos, en los que éstos deben ser coloreados de modo
independiente y luego son introducidos dentro del contador para su analisis.

Al contar con una poblacion relativamente abundante la precision del conteo
automatizado es muy superior a la de los recuentos y se elimina el elemento
subjetivo inherente al reconocimiento de reticulocitos tardios, con respecto a esto
Alonzo (2014) afirma: “Los Reticulocitos automatizados nos aseguran un alto nivel
de reproducibilidad y precision. Entre 10000 y 30000 globulos rojos son evaluados
por minuto” (pag. 68).

En el caso de mediciones hechas con colorantes fluorescentes, de acuerdo con la
intensidad de fluorescencia, los reticulocitos se pueden dividir en tres sectores que

representan estadios diferentes de maduracion.

Los reticulocitos en circulacién en condiciones normales poseen una determinada

cantidad de ARN, que es relativamente baja. Cuando hay una salida prematura a
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circulacion de los reticulocitos, estos contienen mayor ARN, por lo que su grado de

maduracién es menor.

En pacientes en recuperacion medular estos indices son de vital importancia, ya
que si los indices inmaduros aumentas quiere decir que la medula osea esta
fabricando hematies y los esta liberando, esto se veria acompafiado de un

incremento del nimero de reticulocitos.

Para lograr un eficiente conteo de reticulocitos es necesario que el equipo se
encuentre correctamente calibrado y cumplir con la realizacidn periédica exhaustiva

de control de calidad, de lo contrario se brindaran resultados erréneos.
2.3.1- Conteo Global de reticulocitos

El conteo reticulocitario no es capaz de dar indicios de la madurez de este, pero
antes de iniciar un estudio es importante valorarlo antes de los otros parametros.
Como antes se menciona, el conteo global de reticulocitos es importante para
establecer la piedra angular en la causa de la anemia. En el caso de la deficiencia
de hierro, al haber una deficiencia de este mineral, hay un descenso en la
producciéon de hemoglobina, y hay una reduccion en la capacidad de generar mas
eritrocitos y una mayor dificultad en regenerar el numero total. Por lo que encontrar
un indicio de reduccién en los reticulocitos puede indicar un descenso en la

produccion de eritrocitos a nivel medular, como ocurre en la deficiencia de hierro.
2.3.2- indices de maduracion reticulocitaria (IMR)

“Estos parametros de inmadurez reticulocitaria, que actualmente tienen un uso
limitado, pueden ser usados para estimar la reduccion de la vida media eritrocitaria
y mejorar el tratamiento de una variedad de anemias, en la recuperacion post-
quimioterapia y en el TMO” (Fink, 2005).

Los recuentos automatizados de reticulocitos se basan en la combinacion de
diversos colorantes y fluorocromos con el ARN de los reticulocitos (Sismex
Corporation, 2012, pag. 2). Tras la unién con el colorante, las células fluorescentes
pueden contarse utilizando un citbmetro de flujo. La mayoria de los contadores

sanguineos completamente automatizados incorporan actualmente la capacidad
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para contar reticulocitos, de forma que ya no es necesaria la utilizacién de un
contador de solo reticulocitos ni el uso de un citometro de flujo de uso general.
(Lewis, Baian, & Bates, 2007)

Con este método automatizado, los reticulocitos pueden ser clasificados en tres
grupos segun su intensidad de fluorescencia que reflejan su madurez: la proporcién
de fluorescencia baja (LFR), la proporcion de fluorescencia Media (MFR), y la
proporcion de fluorescencia alta (HFR). Por consiguiente, se relacionan los niveles
intracelulares de ARN directamente a la intensidad de fluorescencia, pero

inversamente al grado de maduracién de los reticulocitos.

Los colorantes utilizados en los diferentes sistemas incluyen la auramina O
(Sysmex), el naranja de tiazol (ABX) y el CD4K 530 (Abbott), asi como colorantes
no fluorescentes como la oxazina 750 (Bayer-Technicon) y el tradicional nuevo azul
de metileno (Beckman-Coulter, Abbott) (National Committee for Clinical Laboratory
Standards and, 2004).

Tras la tincion, es necesario separar los reticulocitos de los hematies no tefiidos vy,
como los colorantes también se combinan con el ADN de las células nucleadas, hay
que excluir también estas células. El umbral para esta exclusion esta determinado
por la intensidad de la fluorescencia y el tamafio de las particulas. Aunque la
separacion entre los reticulocitos y los hematies maduros no siempre esta bien
delimitada, los recuentos automatizados de reticulocitos se correlacionan bien con
los recuentos manuales de estos, pero los recuentos absolutos pueden diferir
porque los recuentos automatizados dependen de las condiciones de la incubacion
y del método de calibracion del instrumento. Los recuentos automatizados de
reticulocitos son bastante estables en la sangre almacenada durante 1-2 dias a

temperatura ambiente o hasta 3-5 dias a 4 °C.
Con respecto a la utilidad, hasta la fecha se maneja que:

El estadio mas joven, muy fluorescente, es un indicador temprano de recuperacion,
que aparece antes de un recuento de reticulocitos total elevado. Un alto recuento

de elementos muy fluorescentes es un indicador de recuperacion medular después



de, por ejemplo, un trasplante de médula 6sea (TMO) o de la administracién de
eritropoyetina exodgena. (Fink, 2005, pag. 10)

Estado Fisiolégico

Estado Patologico ™ Dia: Diaz Dins

-

Auramina O

LAZER

* En este caso se define estado patolégico como un estado en donde hay en circulacion periferica un
aumento de inmadurez reticulocitaria.

Figura 3: Metodica de determinacion de los IMR. (Fuente: Realizacion propia).
En estados anormales puede haber salida de reticulocitos muy jévenes a sangre periférica que
indica una mayor actividad eritropoyética, esta actividad puede ser medida al realizar un analisis
del contenido de ARN de los reticulocitos. Se realiza una tincién a las células sanguineas con
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Auramina O, la cual se precipitara en presencia de ARN, estos reticulocitos tefiidos son
expuestos a un rayo laser el cual emitira fluorescencia, la fluorescencia producida es captada
por fotodetectores y registrada en un circuito de computo dividiendo los reticulocitos en 3 grupos
(LRF, MRF, HRF). La fluorescencia emitida por el reticulocito mediante citometria de flujo es
directamente proporcional a la inmadurez del mismo e inversamente proporcional a la madurez.
A mayor cantidad de CR-f mayor es la fluorescencia y mayor es la inmadurez, a un bajo CR-f
baja es la fluorescencia y alta la madurez. Los niveles de fluorescencia alto y medio (HRF, MRF)
dan lugar a la fraccion inmadura del reticulocito IRF.

2.3.2.1- Fracciéon Inmadura del reticulocitos (IRF)

Proporcionan una medida de los diversos grados de maduracion de los reticulocitos
ya que los reticulocitos mas inmaduros, producidos cuando los niveles de
eritropoyetina estan elevados, tienen mas ARN y emiten una fluorescencia mas
fuerte que los reticulocitos maduros normalmente presentes en la sangre periférica.
Los parametros que indican la inmadurez de los reticulocitos tienen una
trascendencia clinica potencial. Por ejemplo, un aumento en la intensidad de la
fluorescencia media, indicativa de la presencia de reticulocitos inmaduros, se ha
observado como un signo precoz de implante del injerto tras un trasplante de

medula osea (Lewis, Baian, & Bates, 2007).

En sintesis “Los métodos para IFR identifican poblaciones de diferente madurez y
se define como la suma de las fracciones de alto y medio contenido de RNA”
(Alonzo, 2013, pag. 67).

Las investigaciones realizadas al respecto indican que la Fraccion inmadura de
reticulocitos es clinicamente Util como un indice temprano y sensible de la actividad
eritropoyética. En casos de reticulocitopenia es importante para identificar la
regeneracion temprana de la médula 6sea luego de trasplante de médula 6sea o
quimioterapia. La presencia de reticulocitos inmaduros con alto contenido en RNA
también refleja la respuesta al tratamiento de anemias nutricionales, pues precede
al incremento en el recuento absoluto de estas células. Puede utilizarse también
para evaluar eritropoyesis inefectiva y para diferenciar entre anemia megaloblastica
o mielodisplasia, de otras causas. Un bajo recuento absoluto de reticulocitos con
una baja FIR estd asociado con severa anemia aplastica o falla renal, mientras que

una reticulocitopenia con una alta FIR indica recuperacién medular. (Alonzo, 2013)
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2.3.3- Contenido de Hemoglobina en el reticulocito (CHr 6 Ret-He)

Este parametro da una idea del hierro que puede ser incorporado a la hemoglobina
de los eritrocitos. Un valor bajo refleja el contenido celular de hemoglobina y es til
en identificar la deficiencia funcional de hierro. Este indice es til para detectar
deficiencia funcional de hierro en estados de inflamacién cronica y enfermedad renal
cronica, en las cuales la ferritina suele estar falsamente aumentada como reactante
de fase aguda a pesar de los depdsitos de hierro bajos. Puede utilizarse también
como monitoreo de la terapia con eritropoyetina y la sustitucién de hierro en

pacientes con insuficiencia renal.

3- DIFERENCIAS ENTRE EL CONTEO PORCENTUAL Y ABSOLUTO DE
RETICULOCITOS

Basicamente, las diferencias entre los conteos absolutos y porcentuales de
reticulocitos se basan en la forma de determinacion. El conteo porcentual es
realizado como una relacién con respecto al nUmero de hematies, es decir mide la

cantidad de reticulocitos en cada 100 células.

Por su parte el conteo absoluto mide una cifra numérica real del nUmero de
reticulocitos mediante técnicas automatizadas, y no toma en cuenta el numero de

eritrocitos, por lo que el conteo es mas exacto y confiable.

En el paciente anémico un analisis de conteo reticulocitarios a una misma muestra
puede presentar resultados distintos entre estos dos tipos de conteo, esto es debido

a la manera de cuantificacion de reticulocitos porcentuales.
3.1- Causas de error del conteo porcentual.

Los reticulocitos por su parte pueden presentar un valor falsamente aumentado en
el conteo porcentual de los mismos (Figura 4), para esto es mas confiable realizar

correccion de lo reticulocitos o revisar el conteo absoluto.

Los valores porcentuales considerados normales son tomados a partir de una
cuenta normal de reticulocitos y se formulan asumiendo que los reticulocitos se

liberan normalmente por la medula osea y que permanecen en la circulacion por un
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periodo de tiempo normal. Estas premisas no son siempre validas, en estado esto
cambia totalmente y puede brindar resultados incorrectos.

En este caso se debe realizar una correccién de reticulocitos a partir de un indice
de produccion del reticulocito, donde se debe toman en cuenta la severidad de la
anemia y vida media del hematie.

Esta serie de célculos muchas veces puede verse afectada por el error humano por
lo que lo més recomendable es revisar una cifra absoluta. Los recuentos
automatizados de reticulocitos se correlacionan bien con los recuentos manuales
de estos, pero los recuentos absolutos calculados mediante formulas pueden diferir
porque los recuentos automatizados dependen de las condiciones de la incubacion
y del método de calibracion del instrumento.

La precisién es muy superior a la de los recuentos manuales ya que se cuentan
muchas mas células y se elimina el elemento subjetivo inherente al reconocimiento
de reticulocitos tardios. Los recuentos automatizados de reticulocitos son bastante

estables en la sangre almacenada durante 1-2 dias

Igual cantidad
de Reticulocitos

Desigual proporcion
de Hematies,

Fet=10%

Ret=1.5 %

Figura 4: Causas de error en el calculo porcentual de reticulocitos. (Fuente:
Realizacién propia) A un numero "X" de reticulocitos en una cifra de 4 millones de hematies el
valor porcentual puede ser 1.5 %, pero a un numero de hematies de 2 millones el mismo valor
"X" aumentara



-22-

4- RETICULOCITOS COMO MARCADORES DE ACTIVIDAD ERITROPYETICA.

Tradicionalmente, se maneja que el nimero de reticulocitos en sangre periférica es
un reflejo bastante preciso de la actividad eritropoyética, dependiendo de este
conteo pueden clasificarse las anemias como regenerativas y arregenerativas,

segun la capacidad de la medula osea para regenerar el tejido hematopoyeético.
4.1- Clasificacion de las anemias segun el conteo reticulocitarios.
e Anemias arregenerativas

Obedece a un defecto en la eritropoyesis, y sus causas pueden ser muy diversas y
situadas en diferentes etapas de la linea madurativa eritropoyética. En este serie de
anemias hay una produccion incapaz de la médula por producir GR en forma
adecuada para compensar la anemia, ya sea por un defecto de la misma (Ejs.
anemia aplastica, leucemias) o por falta de nutrientes (hierro, vitamina B12, etc.).
En este tipo de anemias la cifra de reticulocitos es normal o disminuida y el IPR
esmenor a 2, indicando que el origen de la anemia es a nivel central (médula 0sea).
(Palomo, Pereira, & Palma, 2009).

e Anemias regenerativas

Se caracteriza por un aumento de regeneracion efectiva de la eritropoyesis como
respuesta a la disminucion de la concentracion de hemoglobina y en general
obedece a una pérdida de eritrocitos en la periferia por hemorragia o por hemolisis.
En ambos casos es caracteristico el aumento de la concentracion de reticulocitos o
Reticulocitosis. La hemolisis obedece a un acortamiento de la supervivencia de los
eritrocitos en la circulacion, y su mecanismo puede ser diverso: aumento de la
destruccion fisiologica (hemolisis extravascular) o rotura de los eritrocitos en el
interior de los vasos (hemolisis intravascular). Las anemias hemoliticas pueden
aparecer de forma esporadica y con caracter agudo (descenso brusco del
hematocrito, reticulocitosis, ictericia y orinas oscuras) o de forma crénica e
intensidad variable (anemia moderada, reticulocitosis, ictericia y esplenomegalia)

(Sans-Sabrafen, Besses Raebel, & Vives Corrons, 2004)
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4.2- Actividad eritropoyética en deficiencia de hierro.

Se conoce que usualmente en la deficiencia de hierro existe una marcada
incapacidad de regenerar el tejido hematopoyético, esto es evidenciado por un
namero disminuido de reticulocitos, por esto se dice que en estado deficiente de
hierro hay una inactividad hematopoyética.

Actualmente se realizan investigaciones que estan cuestionando esta tradicional
teoria. La eritropoyesis involucra la interaccion intima del hierro y la eritropoyetina,
la eritropoyetina es el acelerador que impulsa la eritropoyesis, el hierro es el
combustible para la produccion de nuevas celulas rojas. Cuando los dos se acoplan,
la produccion celular roja incrementa vivamente y eficazmente. Si un componente
esta ausente (por ejemplo, la deficiencia férrica) elresultado es Anemia. Incluso
cuando ambos componentes estan disponibles, ellos deben entregarse
coordinadamente a la médula 6sea para la accion apropiada. Por ejemplo, si el
hierro llega en la escena 6 horas después que la eritropoyetina a la médula del 6sea,

la produccién celular roja sera sub-optima.

La evidencia de la interaccidn entre hierroy eritropoyetina ha existido durante varios
afos. Por ejemplo. En algunos informes se notifica que se han realizado andlisis de
los niveles de eritropoyetina en estado deficiente de hierro donde se pudo extrapolar
gue los pacientes tenian los niveles de eritropoyetina sumamente altos (Information
center for sickle cell and tallasemia disorder, 2000), esto indica que a pesar de la no
regeneracion eritropoyética, la medula osea si se encuentra activada en estado

deficiente de hierro.

En un estudio realizado por medio de indices madures reticulocitarios en pacientes
con caida de hierro y anemia, se afirmé que se encontraron resultados
contradictorios, debido que en estado deficiente de hierro se encontré6 un aumento
de la actividad eritropoyética (Weon Choi & Hwan Pai, 2001), por su parte en un
estudio de la misma indole, Wollmana, et (2014) concluyo que existe un aumento
de la deficiencia de hierro a causa de un aumento de la eritropoyetina en deficiencia
de hierro. En medio de esta actividad hematopoyética, el Unico impedimento a la

nueva produccion de las células rojas era su deficiencia férrica. Cuando los dos
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componentes converge, hierro y ferritina, la actividad de médula de hueso surge
tremendamente (Information center for sickle cell and tallasemia disorder, 2000), por
lo que no puede afirmarse que la medula osea se encuentra en estado de completa

inactividad.

5- RELACION ENTRE DIAGNOSTICO DE LA DEFICIENCIA DE HIERRO E
INDICES RETICULOCITARIOS.

5.1- AVISTAMIENTO GENERAL A LAS ANEMIAS

La anemia es un trastorno en el cual el nimero de eritrocitos (y, por consiguiente,
la capacidad de transporte de oxigeno de la sangre) es insuficiente para satisfacer
las necesidades del organismo. Las necesidades fisioldgicas especificas varian en
funcién de la edad, el sexo, la altitud sobre el nivel del mar a la que vive la persona,
el tabaquismo y las diferentes etapas del embarazo. Se cree que, en conjunto, la
carencia de hierro es la causa mas comun de anemia, pero pueden causarla otras
carencias nutricionales (entre ellas, las de folato, vitamina B12 y vitamina A), la
inflamacion aguda y cronica, las parasitosis y las enfermedades hereditarias o
adquiridas que afectan a la sintesis de hemoglobina y a la produccién o la

supervivencia de los eritrocitos. (OMS, 2012)

La anemia es la causa mas frecuente de consulta hematolégica, afecta a un 30%
de la poblacion mundial de todas las edades y clases sociales, es cuatro veces mas
frecuente en la mujer que en el hombre. Las mujeres presentan una cresta en la
edad fértil. Mas de la mitad de las anemias son debidas a deficiencia de hierro y
alrededor de un tercio a déficit de folato o vitamina B12 (Palomo, Pereira, & Palma,
2009), Se caracteriza por sintomas generales y especificos, relacionados con la

afeccidn subyacente, la cual puede ser de origen congénito o adquirido.

La definicion en el &mbito diagnostico mas aceptada de anemia es la propuesta por
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), que es basada en la concentracion de
hemoglobina (Hb), donde se define como anemia a la reduccién de la concentraciéon
de hemoglobina y del numero de eritrocitos por debajo de los limites considerados

como normales, segun el sexo, la edad y la altitud del lugar de residencia, de esta
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forma cuando la concentracion de Hb esta por debajo de los valores normales se
deduce que hay anemia. (Tabla 1)

---------- Anemia----------
poblacion Sin anemia Leve? moderado severo
Nifios 6-59 meses 110 o superior  100-109 70-99 <70
Nifio 5- 11 afios 115 o superior  110-114 80-109 <80
Nifios 12-14 afios 120 o superior  110-119 80-109 <80
Mujeres no embarazadas (15 120 o superior 110-119 80-109 <80
afios 0 mayores)

Mujeres embarazadas 110 o superior  100-109 70-99 <70
Varones (15 afios o mayores) 130 o superior  100-129 80-109 <80

a- Leve es inadecuado, pues la deficiencia de hierro ya esta avanzada cuando se detecta

5.1.1- Clasificacion

Desde el punto de vista clinico, se utilizan dos clasificaciones: morfologica y

fisiopatoldgica.

Para la clasificacion de la anemia se utilizan pardmetros cinéticos y morfologicos

gue agrupan de distintas formas a las anemias desde diferentes perspectivas

e Clasificacion morfolégica
Se basa en la medicién de los indices eritrocitarios: volumen Corpuscular medio
(VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y la concentracion media de
hemoglobina globular (CHCM). (Jaime & Gomez, 2009)

Normocitica normocrémica (VCM y HCM normales)

En este grupo se encuentra la anemia con eritrocitos de tamafo y color normal,
dentro las que se pueden destacar la anemia por hemorragia aguda, las anemias

hemoliticas y la anemia por falla de la médula 6sea.



-26-

Microcitica hipocromica (VCM, HCM y CHCM bajos)

Las Anemias Microciticas son caracterizadas por la produccidn de eritrocitos
pequefios en comparacion a lo normal. El pequefio tamafio de estas células es
debido a la disminucién de hemoglobina, el principal constituyente de los globulos
rojos. (DeLoughery, 2014), esta misma es la causa de la hipocromia.

Entre estas se destacan la anemia por deficiencia de hierro (anemia ferropénica), la

talasemia y el saturnismo o intoxicacion por plomo.
Macrocitica normocromica (VCM alto y HCM o CHCM normal)

Se trata de eritrocitos de tamafio méas grande a lo normal pero de color normal. El
mejor ejemplo de este grupo corresponde a la anemia megaloblastica. En
ocasiones, la mielodisplasia, la hemdlisis cronica y la anemia aplasica presentan

este tipo de indices eritrocitarios. (Jaime & Gomez, 2009)

e Clasificacion fisiopatolégica
La clasificacion fisiopatoldgica de las anemias se basa en la respuesta de la médula
O0sea para compensar la anemia, asi se les clasifica en dos grupos: anemias

arregenerativas y anemias regenerativas. (Palomo, Pereira, & Palma, 2009)
5.2- ANEMIA FERROPENICA

La deficiencia de hierro se define como la disminucion en el contenido del hierro
total en el organismo, y su etapa final, la anemia por deficiencia de hierro o anemia
ferropénica (AF), constituye un problema de salud publica, sobre todo en paises en

vias de desarrollo; es también la carencia nutricional mas comun en el mundo.
5.2.1- Intercambio del hierro y utilizacion de los depdsitos

En la figura 1 se esbozan las principales vias de intercambio interno del hierro en
los seres humanos. Este metal, absorbido del alimento o liberado desde los
depdsitos, circula en el plasma unido a la transferrina, la proteina transportadora de
hierro. La transferrina es una glicoproteina bilobulada con dos lugares de union para
el hierro. Dado que la inmensa mayoria del hierro que transporta la transferrina se

entrega a la médula 6sea, lo que mas afecta al tiempo de depuracion del hierro
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unido a la transferrina de la circulaciéon son las concentraciones plasmaticas de

hierro y la actividad de la médula ésea.

"y
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Fig. 5- Intercambio Interno del Hierro. (Longo, y otros) Normalmente cerca de 80% del
hierro que pasa a través de las reservas de transferrina plasmatica se recicla a partir de los
eritrocitos destruidos. Se precisa una absorcién de hierro de la alimentacion de 1 mg/dia en el
varon, y de 1.4 mg/dia en la mujer, para mantener la homeostasia. Mientras la saturacion de la
transferrina se mantiene entre 20 y 60% y no existe aumento de la eritropoyesis, no son
necesarios los depdésitos de hierro. Sin embargo, en caso de pérdida sanguinea, falta de hierro
en la alimentacion o absorcién deficiente del mismo se pueden movilizar hasta 40 mg/dia del
hierro de los depositos.

En el interior de la célula eritroide, el hierro que excede la cantidad necesaria para
la sintesis de hemoglobina se une a una proteina de almacenamiento, la
apoferritina, para formar ferritina. Este mecanismo de intercambio de hierro también
tiene lugar en otras células del cuerpo que expresan receptores de transferrina,
especialmente en las células parenquimatosas hepaticas, en las que el hierro se

puede incorporar a las enzimas que contienen hemo o almacenarse.
5.2.2 - Funcion del hierro

El hierro es el tercer metal mas abundante en la corteza terrestre, este mineral es
indispensable para la vida; sirve como cofactor de muchas enzimas, hemoproteinas
y proteinas no hem que cumplen funciones bioldgicas cruciales como sintesis de

DNA, sintesis de RNA, transporte de oxigeno (hemoglobina) entre otras, sin
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embargo las mismas propiedades que lo hacen util le proporcionan caracteristicas

toxicas cuando se encuentra en exceso.

El hierro libre puede generar radicales libres que dafian componentes bioldgicos
esenciales (lipidos, proteinas y DNA). Para regular una posible alteracion en los
niveles de hierro, el organismo debe ser capaz de estimar cuando existe un déficit
0 un aumento de hierro, el que sera controlado principalmente a través de la
absorcion de hierro, mas que a través de su excrecion. Una respuesta inapropiada
0 una carencia de respuesta conduciran a una anemia o a una sobrecarga de hierro.
En medios biologicos el Fe se distribuye principalmente asociado a proteinas (60-
70% en hemoglobina, 10% en mioglobina, citocromos y otras enzimas que
contienen Fe y 20-30% en proteinas de almacenamiento como ferritina vy
hemosiderina en el sistema reticuloendotelial y células parenquimatosas hepaticas.
Los requerimientos en el ser humano son a nivel de elemento traza, diario se

absorben desde la dieta 1-2 mg y se excreta la misma cantidad de este ion.
5.2.3- Diagnostico de la deficiencia de hierro

El diagnostico de la deficiencia de hierro es realizado en tres etapas que facilitan al
clinico concretizar la presencia de la mismo, estos son el estudio de la historia

Clinica, Examen Fisico y Estudio de laboratorio.

La historia Clinica del paciente incluyendo sus signos y sintomas, logra revelar
indicios importantes acerca del motivo de la anemia. La informacion solicitada por
el médico debe contener los habitos dietéticos, mediciones tomadas, posible
exposicidn a sustancias quimicas, o toxinas y posible duracién de la toma. La queja
mas comun es la fatiga, se desarrollara debilidad muscular y cuando no hay
suficiente oxigeno disponible que queme combustible para la produccion de
energia. (McKenzie, 2000)

5.2.3.1- Estudio de laboratorio

Primeramente es importante recordar que el diagnostico de anemia en general, se
consigue verificando un valor disminuido de hemoglobina, no obstante este criterio

es demasiado superficial en cuanto a la verificacion del tipo de anemia con que se
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enfrenta. Es importante definir el tipo de anemia ya que con esto se procede a

medicar el tratamiento adecuado

Es importante hacer un planteamiento razonado de cada paciente y efectuar un uso
eficiente de las pruebas complementarias. Los estudios complementarios basicos
y, @a menudo, suficientes, incluyen un hemograma, el examen del frotis de sangre
periférica y los parametros bioquimicos del metabolismo de hierro (sideremia,

ferritina, transferrina, indice de saturacion de la transferrina). (Hernandez, 2012)

Actualmente los sistemas analiticos bien estandarizados y sometidos a un riguroso
control de calidad, ofrecen valores hematoldgicos de exactitud y reproducibilidad
dentro de los limites clinicamente Utiles, tanto para el diagnéstico de las anemias

como para el seguimiento de su evolucion y el control del tratamiento.
Las pruebas utilizadas para el diagnostico de la deficiencia de hierro incluyen:

e Recuento de reticulocitos.
Los reticulocitos son los hematies méas jovenes en circulacion (con restos de ARN).
Después de los primeros meses de edad, su valor normal permanece ya estable
alrededor del 1,5%. Es util en el diagndéstico de la deficiencia de hierro para acercar
el diagnostico, asi, si el resultado es una cifra disminuida de reticulocitos existen
muchas probabilidades de ser causada por deficiencia de hierro. el analisis de

reticulocitos no puede inferenciar un diagnostico definitivo de deficiencia de hierro.

¢ Recuento de Globulos rojos, Hematocrito y Hemoglobina:
Estos tres pardmetros proporciona informacion inicial de mucha importancia para
llegar a un diagnostico certero de las anemias, indirectamente llegar a presentar
manifestacion inducidas por la deficiencia del mineral, estas manifestaciones no son
exclusivas para la deficiencia de hierro, por lo que dichas pruebas son utiles

solamente en el inicio del estudio.

e Constantes corpusculares
Son obtenidos a mediante Hb, Hto y conteo de G.R. brindan acerca del tamafio de

los eritrocitos, util para establecer una primera orientacion. Asimismo, permite la



puesta en marcha de las exploraciones complementarias necesarias para realizar

el diagndstico diferencial. (Sans-Sabrafen, Besses Raebel, & Vives Corrons, 2004)

Edad Hto. (%) GR VCM (fl) HCM(pg) CHCM (g/dL)
(millones/pl)
6-24 meses 33 3.7 70 23 30
2-6 anos 35 3.9 75 24 31
6-12 afios 35 4.0 77 25 31
12-18 afios 36 4.1 78 25 31
37 4.5 78 25 31

Adaptado de Nathan & Osky (1993), pag. 353. y Hernandez (2012), pag. 358.

En la anemia ferropénica existe un descenso de estos parametros por debajo de su
valor normal (Tabla 2), es decir, una anemia deficiente de hierro es de tipo
microcitica hipocromica, arregenerativa debido que no hay suficiente hierro para
fabricar la hemoglobina, por lo tanto la hemoglobina que adquiere cada eritrocito en
la medula osea es de menor proporcion, pero aun asi, La microcitosis no es
exclusiva de la deficiencia de hierro, también se puede apreciar en otras condiciones
en las que existe un defecto de la hemoglobinizacién de los precursores eritroides
como en los casos de talasemia, infeccion o inflamacion cronica, intoxicacion
plumbica, anemias sideroblasticas. Etc (figura 5), por lo tanto a esta escala el

estudio de la deficiencia de hierro concurre como presuntivo.
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Figura 5: Causas generales de Microcitosis. (DeLoughery, 2014, pag. 7), el hierro
se une a la protoporfirina para la formacién del grupo hemo, el grupo hemo junto a moléculas
de globina da lugar a la hemoglobina. Cualquier disminucién o ausencia de alguno de los
elementos necesarios para la formacion de la hemoglobina, material crudo del eritrocito, causan
microcitocis del mismo.

Hierro y Ferritina

En la deficiencia de hierro suele encontrarse valores de hierro en suero por debajo
de lo normal, sin embargo cuando la deficiencia de hierro empieza los valores del
mineral y de la hemoglobina misma se encuentran en cifras normales. Al empezar
la deficiencia el hierro que se necesita para la fabricacion del grupo hemo es
compensado desde la ferritina almacenada en los tejidos, es decir la ferritina
disminuye desde el momento que inicia la ferropenia, por lo tanto este valor la
medicién de ferritina es un valor de mayor peso en diagndstico de la deficiencia de
hierro (Tabla 3), Su concentracion es directamente proporcional al contenido de
hierro de los depésitos y sélo se encuentra reducida en la deficiencia de hierro. Sin
embargo, la ferritina sérica es un reactante de fase aguda por ello aumenta en la
inflamacion/infeccion aguda o crénica. También se encuentra aumentada en la

necrosis hepatica. (Palomo, Pereira, & Palma, 2009)

Para realizar una determinacion de ferritina es necesario saber que en condiciones
normales circula una pequeiia cantidad de ferritina en el plasma que se cuantifica

por medio de una técnica de ELISA.



Anemia por Deficiencia de Hierro

Normal Pre latente Latente Temprana Tardia
Hierro en médula Normal Disminuida Ausente Ausente Ausente
Osea
Ferritina Sérica Normal  Disminuida <12 <12 <12
Saturacion de Tr. Normal Normal <17% <17% <17%
Protoporfirina Normal Normal Aumentada++ Aumentada++ Aumentada++
eritrocitaria
Hb. Normal Normal 8-14 8-14 <8
VCM Normal Normal Normal Normal <80
HCM Normal Normal <27 <27 <27

-32-

5.3- Impacto del andlisis reticulocitario en la deficiencia de hierro.
5.3.1- Determinacion del estatus regenerativo o arregenerativo de la anemia.

El conteo reticulocitario juega un papel primordial en al acercamiento hacia el
diagndstico de la deficiencia de hierro, en ausencia o disminucién del ion hierro la
medula osea no producira suficiente hemoglobina para la fabricacion de nuevos

glébulos rojos, por lo que la poblacion de estos decrece.

Este indice es un indicador de la actividad eritropoyética de la medula osea. Asi,
una anemia con reticulocitos elevados puede tratarse de hemorragia, hemolisis o la
instauracién reciente de un tratamiento de reposicion por déficit de hierro. Por el
contrario, una anemia con reticulocitos bajos indica una respuesta subéptima de la
medula osea por aplasia, infiltracion, depresién de la eritropoyesis por infeccion o la

accion de téxicos o, finalmente, deficiencia de eritropoyetina. (Hernandez, 2012), y

5.3.2 Comportamiento del conteo reticulocitario en la deficiencia de hierro.

Los reticulocitos valoran la produccién de eritrocitos en la medula osea. Cuando los
eritroblastos pierden el ndcleo, se transforman en reticulocitos y se liberan a la
sangre periférica, donde permanecen 48 h como tales antes de convertirse en
eritrocitos maduros. Se acepta como cifra normal una entre 0.5y 1.5%, o una cifra

de conteo absoluto de 0.030-0.100 millones por microlitro de sangre.
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Esta cifra nunca se vera afectada en un estadio latente de la deficiencia de hierro,
dado a que el organismo no produce la suficiente hemoglobina para producir
hematie en grandes cifras, por lo que la cifra de reticulocitos en circulacion no
aumentara. Esta cifra empieza aumentar Unicamente cuando se esta pasando por

un proceso de recuperacion a la deficiencia.

5.3.3- indices de Maduracion reticulocitarios y fraccion Inmadura del

reticulocito en deficiencia de Hierro.

Los indices de maduracion reticulocitarios dan una nocién acerca del estado de
maduracioén del reticulocito, esto puede considerarse como una correccion al
conteo, ya que brinda informacion adicional acerca de la actividad de la medula

osea.

Estudios recientes demuestran que existe una disminucion de la madures de los
reticulocitos en anemia ferropénica, debido a que la anemia provoca un estimulo
eritropoyético adicional que facilita una salida precoz de reticulocitos desde la
meédula a la sangre, aunque el nimero de estos reticulocitos se encuentre limitado
a la pobre produccion de hemoglobina, y un acortamiento de su periodo de
maduracion intramedular y un aumento del periodo de maduracion periférica. Este
fendmeno conocido en la practica convencional como “desviacion reticulocitaria” o
shift se caracteriza tipicamente por la presencia de macrocitos policromatéfilos en
un frotis de sangre periférica. En una lamina tefiida con azul de crecil, se deberia

observar a reticulocitos con mucho contenido reticulofilamentoso.

Sin embargo, este fendmeno esta sujeto a la experiencia y al elemento subjetivo del
analista, quien puede tener en cuenta que la policromatofilia de un frotis puede estar
ligada a la calidad de la tincion. Ademas en la lectura de un frotis con azul de crecil
se reporta Unicamente el porcentaje de reticulocitos y no se toma en cuenta la

cantidad del contenido reticular.

Los equipos automatizados dan la oportunidad de eliminar el elemento subjetivo, y
ofrecen una cifra exacta sobre esta “desviacidn reticulocitaria” mediante la

cuantificacion del ARN reticular, y dan una nocidn mas precisa de la actividad de la
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medula osea, que al analizarse junto al conteo reticulocitario dan un acercamiento

mas preciso al estudio de la deficiencia de hierro.
5.3.4- Contenido de Hemoglobina reticulocitario y deficiencia de Hierro.

Este parametro proporciona una medida directa de la hemoglobina presente en los
reticulocitos nuevos en sangre periférica. Valores de CHr menores a 26 pg indican

una inadecuada disponibilidad de hierro para una 6ptima eritropoyesis.

El hierro causa una pobre produccion de hemoglobina, esta hemoglobina es
utilizada para crear nuevos eritrocitos y la sintesis de hemoglobina empieza a darse
desde los primeros precursores eritropoyéticos hasta el reticulocito, por lo que un
contenido de la concentracion de hemoglobina reticulocitaria aporta valiosa

informacion en el acercamiento al diagndstico de anemia ferropénica.
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IV- DISENO METODOLOGICO.

1.1- Tipo de estudio:

Transversal, Analitico de casos y controles

1.2- Area de estudio:

Colegio publico Tenderi, ubicado en el municipio de Nindiri, Masaya.
Laboratorio Clinico del Hospital Manuel de Jesus Rivera La Mascota
1.3- Universo y muestra

Debido a la naturaleza analitica no descriptiva del estudio el universo es igual la

muestra, la cual fue divida en dos grupos:

Grupo n

Casos 45

Controles 45

1.4- Criterios de inclusion para la seleccion de los grupos.
Casos:

Pacientes con datos clinicos o de laboratorio sugerente a Anemia Ferropenica que

cumpla con los siguientes criterios:

Sujetos en edad pre-escolar (2-6 afios)

independiente del sexo

- sugerente de anemia ferropénica, presentando Hemoglobina disminuida

(< 11mg/ dl) como prueba de tamizaje.
- Ferritina disminuida como prueba confirmatoria (<12 ng/ml) (WHO, 2011)
- No estar tomando tratamiento con hierro u otra vitamina

- Padres de familia de acuerdo a que el sujeto sea participe del estudio
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Controles

Pacientes sin datos clinicos ni de laboratorio sugerente a Anemia Ferropenica,

cumpliendo con los siguientes criterios:

Nifilos en edad escolar (2-6 afos)
- Independiente del sexo

- No sugerentes de Anemia Ferropenica a traves de la prueba de Tamizaje
(Hb >11 mg/dl)

- Valores de Ferritina normales.

- No estar tomando tratamiento con hierro u otra vitamina

Padres de familia de acuerdo a que el sujeto sea participe del estudio
1.5- Tipo de muestreo:
Bietapico- por conveniencia

Bietapico debido a que la muestra (Casos y controles) se seleccion6 en dos
unidades iniciales, el colegio publico Tenderi y laboratorio Clinico del Hospital
Manuel de Jesus Rivera LA MASCOTA, donde todos los participantes tienen iguales

posibilidades de pertenecer al grupo “Casos” y al grupo “Controles”.

Por conveniencia debido a que las unidades iniciales de muestreo se seleccionaron
para captar una mayor cantidad de pacientes sanos (CPT) y pacientes anémicos

(HMJIRM )
1.6- Aspectos Eticos de la investigacion:

Para llevar a cabo el estudio, este primeramente fue aprobado por el comité de
Investigacion del departamento de Bioanalisis Clinico del Instituto politécnico de la

salud en la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua (UNAN Managua).

El diagndstico de la deficiencia de hierro para formar los grupos fue realizado
mediante pruebas de laboratorio, los valores de referencia fueron establecidos

mediante revision bibliografica de informes publicados por la organizacion mundial



de la salud, Comité Nacional de Hematologia de Argentina y sociedad espafiola de

pediatria. Estos valores se exponen en la siguiente tabla.

Parametros y valores de pruebas utilizados para diagnosticar anemia y deficiencia de
hierro. Adaptado de (OMS, 2012), (Comité Nacional de Hematologia, 2009), (Sociedad

espafiola de Pediatria, 2012) y (WHO, 2011)

Tipo de Prueba Parametro Valor referido Indicador
Hemoglobina <11 g/dL Baja
> 11 g/dL Normal
Hematdcrito <35% Baja
> 35% Normal
Pruebas Screening Recuento G.R 4 -6 mills. /mm3 Normal

< 4-6 mills. /mm®  Bajo

VCM <75 fl Bajo
>75 fl Normal
HCM <24 pg Bajo
> 24 pg Normal
CHCM <31 g/dL Bajo
> 31 g/dL Normal
ADE > 14 % Aumentado
12-14 % normal
Prueba Ferritina <12 ng/mL Bajo
confirmatoria >12 ng/mL normal
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1.7-Etapa pre- muestreo

Se solicité autorizacion a la delegacion MINED del municipio de Nindiri para realizar
un muestreo, posterior a la autorizacién se reunié a padres/ tutores de nifios del
colegio publico Tenderi, Nindiri, para plantearles los objetivos del estudio y los
criterios necesarios para participar en este. Los padres o tutores que estuvieron de
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acuerdo firmaron una forma de consentimiento informado después de explicado los

procedimientos del estudio.

Se solicitdé la autorizacion a la responsable del
laboratorio clinico del hospital Manuel de Jesus
Rivera la Mascota Lic. Agustina Canales, para

proceder utilizar muestras de pacientes no

5 “id
Reunidn con padres de familia,
colegio publico Tenderi

ingresados con resultado sugerente a anemia en la

BHC. Estas muestras ya habian sido utilizadas

para fines diagnoésticos en el laboratorio y estaban

destinadas a ser descartadas.
1.8- Muestreo

En el colegio publico Tenderi se realizé6 un muestreo donde se recolectaron dos
muestras de sangre mediante puncién venosa por cada participante usando tubos
gue contienen EDTA como anticoagulante, y en tubos que no contienen EDTA para

la obtencién de Suero.

Se trasladaron las muestras procedentes de ambas unidades en estudio hacia el
Hospital Salud Integral en condiciones de baja temperatura para la realizacion de

las BHC, en un lapso no mayor a 6 horas para su analisis.

Las muestras sin anticoagulante fueron llevadas en iguales condiciones al
laboratorio de Biologia molecular del instituto Politécnico de la Salud, donde se
realizd la separacion del suero del paquete celular. En este mismo lugar se

conservaron las muestras en refrigeracién para su posterior analisis.
1.9- Analisis de laboratorio.

Para realizar el analisis de las BHC (que contiene valor de Hb e indices
hematimetricos) e indices de madurez reticulocitarios se solicitd permiso a la Dra.
Maria Gabriela Ramos, Directora Médica del Hospital Salud Integral, y a la Lic.
Mildred Payan, Responsable del laboratorio de mismo centro, para la utilizaciéon del

clitdmetro de flujo Sismex XT 4000i.
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Se realiz6 el analisis de reticulocitos a partir de 10 000 células analizadas mediante
el principio activo de la citometria de
flujo, precipitando el material ribosomal
de los reticulocitos con la tincion
supravital “Auramina O”  (Sismex
Corporation, 2012), el citometro de flujo
realiza automéaticamente la dilucion de la

sangre con la tincion.

Para el andlisis de la ferritina se solicitd

Citometro de Flujo Sismex xt- 4000i | 5 ,t5rizacién al laboratorio clinico docente

del departamento de Bioanalisis Clinico para poder procesar las muestras en este
lugar y utilizar de igual forma el lector de ELISA que posee este centro para la lectura
de las absorbancias.

Para este cometido se trasladaron las muestras desde el laboratorio de Biologia
molecular, donde se encontraban almacenadas, hacia el laboratorio del

departamento de Bioanalisis Clinico donde fueron descongeladas y procesadas.

Se Utiliz6 un kit ELISA de tipo Sandwich bajo el principio Streptavidina-Biotina para
el analisis cuantitativo de ferritina en suero
y plasma del fabricante CALBIOTECH,
realizando la lectura a una longitud de
onda de 450 nm. El fabricante indica que
las absorbancias obtenidas son
directamente proporcional a la ferritina

contenida en la muestra, su concentracion

cuantitativa fue calculada a partir de una

Kit Utilizado para las pruebas ELISA

curva de calibracion partiendo de

estandares incluidos en el kit.
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1.10- Analisis, procesamiento y presentacion de los Datos

Todos los datos estadisticos fueron generados de manera computarizada mediante
el software “Statistics Package for the Social Sciences” SPSS versién 20.0, donde

se cre6 una base de datos previamente.

Se realizO en una primera etapa analisis estadisticos descriptivos de grupo,
posteriormente en una segunda etapa se realizaron pruebas inferenciales para
realizar al andlisis del estudio. En esta etapa se realizo la prueba de “Kolgomorov-
Smirnoff” con la finalidad de evidenciar la manera en que se encontraban
distribuidas los datos de las variables que necesitaban compararse y clasificarlas
en “Normales y no Normales”. La comparacion de medios fue realizado mediante
la prueba paramétrica “t-student para muestras independientes” en el caso de las
variables que presentaron distribucion normal, en caso contrario se realizé la prueba

no paramétrica “U de Mann-Whitney para muestras independientes”

Todas las pruebas realizadas por el software fueron ejecutadas con un margen de
confianza del 95 %. El criterio utilizado para definir distribucién normal en la prueba
de Kolgomorov-Smirnoff y diferencias estadisticamente significativas en los test de

diferencias de medias fue un p-valor menor o igual a 0.05.

Para la realizaciéon del Informe final se utilizoé el programa Microsoft Word Version
2013, los graficos presentados fueron generados en conjunto mediante los
programas SPSS y Microsoft Excel para su posterior presentacion en el programa
Microsoft Power Point version 2013



2- Operacionalizacion de variables.

Variable Sub-Variable Indicadores Valores Criterios
Conteo Conteo casos <15% Normal
Porcentual Conteo controles  <1.5%
Resultado entre Conteo casos <1.5% Discrepante
el conteo Conteo controles > 1.5 %
porcentual y Conteo Conteo casos 0.030-0.100 x 10  Normal
absoluto Absoluto Conteo controles  0.030-0.100 x 108
Conteo casos 0.030-0.100 x 108  Discrepante
Conteo controles > 0.100 x 108
Actividad Actividad Valor relativo a los Actividad
Hematopoyética Hematopoyética Fraccion Inmadura controles. Normal
en deficiencia  en pacientes del reticulocito Valor Aumentado Actividad
de hierro. con deficiencia “Grupo casos”.  con respecto a los Aumentada
de hierro. controles.
Hemoglobina p- valor< 0.05 Significativo
p- valor> 0.05 No Significativo
Relacion entre Hematocrito p- valor< 0.05 Significativo
Pruebas p- valor> 0.05 No Significativo
Convencionales Relacion Recuento G.R p- valor< 0.05 Significativo
e IMR. basada en p- valor> 0.05 No Significativo
diferencias VCM p- valor< 0.05 Significativo
estadisticas. p- valor> 0.05 No Significativo
HCM p- valor< 0.05 Significativo
p- valor> 0.05 No Significativo
CHCM p- valor< 0.05 Significativo
p- valor> 0.05 No Significativo
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Variable Sub-Variable Indicadores Valores Criterios
Ferritina p- valor< 0.05  Significativo
p- valor>0.05 No Significativo
HRF p- valor< 0.05  Significativo
p- valor>0.05 No Significativo
Relacion entre Relacion MRF p- valor< 0.05  Significativo
Pruebas basada en p- valor>0.05 No Significativo
Convencionales diferencias p- valor< 0.05  Significativo
e IMR. estadisticas. HRF p- valor>0.05 No Significativo
relacion Ret- Hb p- valor< 0.05  Significativo
p- valor>0.05 No Significativo
IRF p- valor< 0.05  Significativo
p- valor> 0.05 No Significativo
-47-




Grafico 1: Conteo Porcentual de Reticulocitos

V- RESULTADOS

1- Diferencias entre los valores porcentual y absoluto con respecto al

conteo reticulocitario mediante citometria de flujo.

En los siguientes graficos se disponen cada uno de los valores obtenidos del conteo
porcentual y absolutos, mostrando el comportamiento que existe entre ambos

grupos.

Grafico 2: Conteo Absoluto de Reticulocitos
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Media Controles: 1.256 Desv. Tipica : 0.5397 Media Controles: 0.083 Desv. Tipica : 0.0267
P- Valor= 0.004 p- Valor= 0.218
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Fuente: Resultados estadisticos de Grupo SPSS/ Base de datos

En las graficas se plasman en cada uno de los picos los valores individuales del
conteo reticulocitarios absoluto y porcentual tanto de los casos como de los
controles. Se traza de igual forma la media de cada grupo, que permite tener una

nocion de la forma en que se distribuyen los datos.

Existe una amplia dispersion entre los valores del coteo reticulocitario porcentual,
que pueden observarse en la linea de dispersion, algunos datos del conteo del
grupo de los pacientes ferropénico presentan cifras de reticulocitos que sobrepasan
el 6%. La desviacion tipica a la vez reafirma que el conteo porcentual de los
pacientes ferropénico presenta una dispersion muy amplia, a diferencia del grupo

control que presenta una dispersion mas uniforme.

La grafica del conteo absoluto muestra valores relativamente similares entre ambos

grupos, puede notarse que el valor de la media entre ambos grupos presentan
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valores cercanos entre si, las lineas de las medias en el grafico consecuentemente
se disponen en ubicaciones relativamente igual, ademas el valor de la desviacién

tipica sugiere que existe uniformidad de los datos entre ambos Grupos.



2- Comportamiento de activacién hematopoyética medular en estado
deficiente de hierro.

Las siguiente graficas estan conformada por los valores del conteo absoluto
reticulocitario y fracciones inmaduras de reticulocitos de casos, y muestran una

nocion grafica de la actividad medular.

Grafico 1: curva de actividad hematopoyética
formulada a partir del conteo reticulocitario
porcentual

Controles Media Controles Media Casos

TIIIIIIIrIIITI eIttt T F 00000ttt PEETTTIIsII00ITIIIIIIIIIIIINITIIINIIIIIINS

Media Controles: 0.0632 Media Casos: 0.0672
p-valor: < 0.218

Fuente: Base de Datos/Estadisticos descriptivos/ prueba t-student
Gréfico 3: Curva de Actividad Hematopoyética segun
los valores de IRF

Controles Media Casos Media Controles

Valores IRF- Controles Valores IRF- Casos

Media Controles: 4.2152 Media Casos: 14.625
p-valor: < 0.001

Fuente: Base de Datos/Estadisticos descriptivos/ prueba t-student
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Las presentes curvas estdn conformadas por los valores del conteo absoluto
reticulocitario y fracciones inmaduras reticulocitarias de controles y casos, se
disponen de mayor a menor por cada grupo, brindando una nocién grafica del

proceso de activacion medular.

En la grafica 3 se observan que los valores del conteo absoluto de reticulocitos
expresados en millones por microlitro de sangre, el menor valor del conteo del grupo
control es cercano a cero y se extiende a su valor mas alto cerca de 0.15, el grupo
ferropénico muestra una curva constante que se extiende desde el punto mas bajo
cercano a 0.03 hasta un punto cercano a 0. 15. Se representa el valor de la media
de cada grupo, las cuales se disponen muy cerca la una de la otra sin mostrar

ninguna diferencia estadistica entre las medias.

El grafico 4 muestra los valores de las fracciones inmaduras reticulocitarias de casos
y controles. El menor valor es cercano a cero en los controles e incremente hasta
acercarse al 10%, donde se entrecruza con los valores mas bajos del IRF del grupo
ferropénico, que se extienden hasta un poco mas del 35%. La medias entre cada
grupo presentan un notable margen de diferencia, esta diferencia es

estadisticamente significativa.
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3- Diferencias estadisticas de las pruebas screening para identificacién de
deficiencia de hierro e indices de madures de los reticulocitos.

A continuacion se muestran las diferencias de los resultados obtenidos entre los
grupos casos y controles (Tabla 5) después de le ejecucién de las pruebas
designadas para diferencias de medias en muestras independientes.

Tabla 5: significancia de las diferencias para las pruebas convencionales en el
diagnéstico de la deficiencia de hierro e indices reticulocitarios. a=95%

Casos Media  Controles Media p- valor

Edad 3.38 3.73 0.805
RBC 3.575 5.052 < 0.001
HB 9.286 13.18 < 0.001
Pruebas HCT 29.99 40.54 < 0.001
Convencionales  vCM 80.35 83.18 0.830
HCM 27.22 26.17 0.913
CHCM 32.56 35.08 <0.001
RDW-CV 16.45 13.41 <0.001
Ferritina 10.22 25.08 < 0.001
Ret % 1.996 1.256 0.004
Ret (x 10°) 0.083 0.063 0.218
indices de IRF (%) 0.083 4.079 < 0.001
Madurez RET-He (pg) 19.18 32.94 < 0.001
Reticulocitarios LFR (%) 85.46 95.87 < 0.001
MFR (%) 11.80 3.804 <0.001
HFR (%) 2.72 0.3 < 0.001

Fuente: Resultados de la Prueba t-student y U de Mann Whitney

La presente tabla muestra las diferencias estadisticas encontradas entre las
pruebas convencionales para el diagnéstico de hierro e indices reticulocitarios.
Puede observarse diferencias graficamente en el anexo 4. No se encontrd
diferencias estadisticamente significativas en las edades de los participantes.
Puede notarse que existen diferencias significativas en la mayoria de las pruebas

convencionales para el diagnostico de la deficiencia de hierro, no hay diferencias en
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los indices hematimétricos VCM y HCM, pero si se encontré diferencias en los
niveles de CHCM. El criterio principal para el diagnostico de la deficiencia de hierro,
la ferritina, presenta diferencias significativas entre los resultados de los casos y

controles.

El conteo de reticulocitos Porcentual presento diferencias, sin embargo no se
encontr6 diferencias en el conteo absoluto de los mismos. Se encontrd diferencias
absolutas en todos los indices de maduracion de los reticulocitos (IRF, MRF, HRF,

LRF) y en el contenido de hemoglobina reticulocitaria.



-49 -

VI- DISCUSION

1- Diferencias entre los valores porcentual y absoluto con respecto al conteo

reticulocitario mediante citometria de flujo.

Para lograr llegar a una clasificacion etiologica de las anemias es necesario saber
la manera en que se comporta la medula 6sea frente a las condiciones que
desencadenan dicha anemia. Hasta la fecha, el marcador més usual para este
cometido es el conteo de reticulocitos.

Los valores obtenidos mediante citometria de flujo porcentual y absoluto fueron
realizados simultdneamente a la misma muestra, el valor porcentual de los
reticulocitos presenta un comportamiento normal en los pacientes control a como
debe comportarse en condiciones normales, sin embargo en los pacientes
ferropénicos se encontraron algunos valores aumentados que indican el
establecimiento de una anemia de tipo regenerativa, contraponiendo lo que

tedricamente se maneja con respecto al comportamiento medular.

A pesar de que la mayoria de los valores en los pacientes ferropénicos presentan
valores normales, puede observase mediante la desviacién tipica que el nivel de
variacion es grande, es decir muchos valores se alejan de los valores considerados

normales.

La grafica del conteo absoluto, al contrario, muestra una distribucion mas equitativa
entre ambos grupos, o dicho en otras palabras, expresa un comportamiento de tipo
arregenerativo, presentando valores relativos a los controles, como se plantea

tedricamente.

A simple vista esto puede parecer una hecho controversial, puesto que como
anteriormente se menciond estos conteos son realizados simultdneamente a una
misma muestra, sin embargo un hecho indiscutible a tomar en cuenta es que el
resultado expresado como valor relativo viene siempre referido a una concentracion
normal de eritrocitos, y nunca tiene en cuenta la salida prematura de reticulocitos
desde la medula osea a la sangre (Hernandez, 2012), por esto mismo es de esperar

un resultado erréneo y poco confiable en la cifra reticulocitaria.
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El conteo absoluto en cambio proporciona una cifra real, pues es realizado contando

directamente los reticulocitos sin tomar en cuenta el conteo eritrocitario.

Esto pone de manifiesto el bajo nivel de exactitud que posee el conteo porcentual
de eritrocitos para determinar la cifra de los mismos en situaciones donde el nUmero

de eritrocitos esta disminuido, como el caso de la deficiencia de hierro.

Una misma cifra de reticulocitos puede variar al realizar una relacion porcentual
entre diferentes cifras de hematies, es decir en un nimero menor de hematies el
valor de reticulocitos aumentara falsamente, y en un nimero mayor de eritrocito la
misma cifra disminuira, pues este conteo no mide la cantidad existente en una
muestra si no la relacion porcentual que existe en un determinado ndamero de

hematies, es decir el nimero de reticulocitos por cada 100 eritrocitos.

En estos casos es mas confiable revisar un conteo absoluto de reticulocitos, el cual
serd el mismo sin importar si el nimero de eritrocitos es normal o disminuido. Otra
alternativa en caso de no poseer el conteo absoluto seria realizar una correccion

del conteo.
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2- Comportamiento de activacibn hematopoyética medular en estado
deficiente de hierro.

TelOricamente se maneja que no existe un estado de actividad medular
hematopoyética en deficiencia de hierro. Tomando en cuenta Unicamente el conteo
reticulocitario absoluto obtenido de los pacientes ferropénicos con respecto a los
pacientes sanos, el estado deficiente de hierro muestra una ausencia de actividad

medular.

Contrariamente se encontré un incremento de la inmadurez de los reticulocitos en
estado deficiente de hierro, esto puede observarse en las diferencias de las cifras
de los indices de maduracion de ambos grupos, especificamente la fraccion
inmadura del reticulocito (IRF).

Aunqgue las aplicaciones de los indices de maduracion reticulocitarios sean objeto
de multiples investigaciones y tengan una utilidad limitada, un hecho que no se
discute es que estos dan un claro indicio de actividad medular (Alonso, 2013). Se
ha sabido durante mucho tiempo que el estado deficiente de hierro es una condicion
en la que es imposible para la medula osea regenerar y proliferar el tejido
hematopoyético, sin embargo esto nos lleva a deducir que esta incapacidad de
proliferacion celular esté limitada de la misma forma a una incapacidad de activacion

de la medula osea.

Segun Weon Choi & Hwan Pai (2001) También se han informado este tipo de
resultados contradictorios por el efecto de deficiencia férrica sobre la eritropoyesis,
Wollmana 2014 afirma: “en estado anémico existe un aumento de la actividad
eritropoyética por incremento de la eritropoyetina en la medula osea, aumentando
la proliferacién celular y maduracion”. Con respecto a esto, junto al comportamiento

observado de los indices reticulocitarios se propone:

Existe actividad medular en el estado deficiente de hierro aunque esta sea de tipo
arregenerativo. Al encontrarse el organismo en una situaciéon donde el nimero de
eritrocitos para trasportar oxigeno es insuficiente, se produce un estimulo para la

regeneracion del tejido hematopoyético mediante la eritropoyetina, este cometido
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es frustrado debido a la pobre producciéon de hemoglobina a consecuencia del hierro
deficiente en el organismo. Dicho comportamiento se pone de manifiesto al
encontrar un conteo no aumentado de reticulocitos, que indica la incapacidad

medular de reproducir el tejido.

Un articulo publicado por the Information center for sickle cell and tallasemia
disorder (2000) afirman que en estado deficiente de hierro la médula osea se
encuentra activada, las cifras de eritropoyetina en este estado son
considerablemente altas, y que el fendmeno de regeneracion se da casi
instantaneamente cuando el hierro empieza a estar presente en el organismo. Este
fendbmeno de regeneracion como respuesta a la ingesta de hierro puede ser logrado

Unicamente si la medula osea se encuentra activada.

El Unico impedimento a la nueva produccién de las células rojas es la deficiencia
férrica. Cuando los dos componentes convergen, hierro y eritropoyetina, la
regeneracion por parte de médula osea surge rapidamente, por lo que no puede

afirmarse que la medula osea se encuentra en estado de inactividad.
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3- Relacién entre la deficiencia de hierro e indices de madures de los

reticulocitos.

Al realizar un estudio comparacional es necesario que los grupos a comparar
presenten alguna condiciones compartidas en particular, como grupos étnicos o
edades. En el caso particular de la deficiencia de hierro el principal factor necesario
para la realizacion de un estudio comparacional es la edad, debido a que en
determinados grupos de edades se presenta una mayor ingesta de hierro, como en

los nifios.

El presente estudio no presenta ninguna diferencia estadisticamente significativa en
cuanto a las edades de los pacientes, los parametros llevados a estudio fueron
realizados en una poblacién de naturaleza similar en los que se presenta un mismo
rango de edad, puede observarse que en este pardmetro no se encontraron
diferencias, por lo que los resultados no pudieron ser afectados de ninguna manera

por influencias de esta.

Se encontraron diferencias significativas en la mayoria de las pruebas usuales en
el diagnadstico de la deficiencia de hierro, como plantea la OMS y textos afines. No
se encontraron diferencias significativas en los valores de la VCM y HCM, sin
embargo los valores de estas pruebas empiezan a disminuir en estadios avanzados
de la deficiencia de hierro (ver Tabla 3 del marco tedrico), por lo que el hecho de no
encontrar diferencias entre ambos grupos no descarta la probabilidad de estar en
presencia de anemia ferropénica. La CHCM al medir la cantidad de hemoglobina
individual de los eritrocitos empieza a disminuir en las primeras etapas de la
deficiencia de hierro, en este parametro se encontraron diferencias estadisticas

significativas.

Se encontraron diferencias en todos los parametros reticulocitarios a excepcion del
conteo absoluto, estas diferencias dan un claro indicio de la utilidad que presentan

en al diagnéstico de deficiencia férrica.

El organismo necesita cantidades determinadas de hierro para lograr fabricar la

hemoglobina que necesitan los eritrocitos, En la deficiencia de hierro, que se



-54-

visualiza encontrando concentraciones bajas de ferritina, hay una pobre produccion
de hemoglobina, lo que se refleja como una disminucion de la hemoglobina, la
cantidad de hemoglobina por eritrocito disminuira (CHCM disminuida) vy
consecuentemente el volumen de los glébulos, este es reflejado por los valores del
VCM Y HCM. Este estado anémico da lugar a que la medula osea se active para
compensar la anemia y regenerar el tejido eritroide, esta activacion puede ponerse
de manifiesto al presentarse cambios en los valores de los IMR y disminucion de la
fraccion inmadura del reticulocito. Sin embargo al no encontrar el hierro suficiente
para la proliferacion celular, la cifra de reticulocitos en sangre periférica no
aumentara y se mantendra en valores disminuidos. Por su parte esta deficiencia de
hierro afecta la idonea sintesis de hemoglobina en los precursores eritroides,
quienes poseeran una menor cantidad de hemoglobina para realizar esta sintesis,

esto es visible al encontrar valores de hemoglobina reticulocitaria disminuida,

Los reticulocitos pueden brindar informacion crucial al analizarse a la par de el resto
de pruebas usuales en la deficiencia de hierro, ya que indican que en esta
deficiencia se encuentran un bajo numero de reticulocitos en sangre periférica, los
cuales tienen en su interior una disminuida concentracién de hemoglobina y que a

la vez presentan un alto grado de inmadurez.

Estos parametros podrian ser aplicados en los casos donde no se realiza un
paquete completa de pruebas para realizar un diagndstico diferencial de las
anemias por el costo de todas las pruebas, en Nicaragua por ejemplo, el diagndstico
de la anemia ferropénica es realizado Unicamente tomando en cuenta los valores
de la BHC (Zelaya Montiel, 2013)
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VIl = COCLUCIONES

1- Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los conteos
absolutos y porcentuales de los pacientes, demostrando que el conteo
porcentual es objeto a errores en estado anémico y deficiente de hierro.

2- Se evidencio un aumento de la actividad de la medula 6sea en estado
deficiente de hierro mediante el analisis de la fraccién inmadura del

reticulocitos, aun asi no haya capacidad de regeneracién del tejido eritrocito.

3- Se encontraron diferencias significativas entre los indices de maduracion
reticulocitarios de los casos y los controles, que probaron la relacién de los
mismos con la deficiencia de hierro y que estos indices pueden utilizarse
junto a las pruebas convencionales para la deficiencia de hierro como un

marcador confiable y precoz de dicha deficiencia.
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1.1- RECOMENDACIONES

» A médicos tratantes de deficiencia de hierro:

Aplicar los indices reticulocitarios, si esta al alcance del laboratorio local, para

apoyarse al diagndstico certero de dicha deficiencia.

» A estudiantes e investigadores:

Profundizar y seguir indagando a cerca del comportamiento de los parametros
reticulocitarios e indices de maduracion en otros tipos de anemia como pardmetros

complementarios a los de la rutina diaria.

» A docentes y personal de salud:

Divulgar los resultados del presente estudio con el fin de avanzar en el conocimiento

y estudio de la deficiencia de hierro
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA
INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Utilidad clinica del indice de maduracién reticulocitaria en el diagndstico de anemia por déficit de
hierro en nifios en edad escolar procedentes del colegio guardabarranco, Managua.

Nombres de los investigadores: Annia Karelia Rosales Avendafio.
Gerald Nicolas Vasquez Aleman.
Jarinton Enrique Ugarte Torrez.

Nombre del participante:

A. PROPOSITO DEL ESTUDIO.

Nosotros, los antes mencionados, estudiantes de 5% afio de la licenciatura de Bioanalisis clinico de la
Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, pretendemos valorar si los indices de maduracion
Reticulocitarios son Utiles para diagnosticar anemia por deficiencia de hierro, puesto que son
parametros no implementados.

La poblacion de Nicaragua histéricamente ha tenido nifios con problemas de la sangre como las
anemias. Estos nifios nacen sanos pero se vuelven anémicos en el curso de su vida que pueden ser
ocasionados por una dieta baja en hierro y de no ser diagnosticados y tratados a tiempo la mayoria
pueden sufrir complicaciones.

B. (QUE SE HARA?
Si usted y si hijo o hija aceptan participar en este estudio, se les realizara lo siguiente:

» Una entrevista sencilla la cual usted responderd, leera cada punto de este documento y si usted
esta de acuerdo, se procedera a tomar una muestra de sangre a su hijo.

» Una vez tomada la muestra, se almacenara en condiciones adecuadas, hasta su procesamiento,
para la determinacion de pruebas: Biometria Hematica, Hemoglobina, en caso de ser
sospechosos: hierro sérico, Ferritina, Indices de Madurez de Reticulocitos.

C. BENEFICIOS

Como resultado de su participacion en este estudio el beneficio sera obtener los resultados de
los exdmenes de laboratorio gratuitamente y se informara si su hijo o hija padece de Anemia para que
pueda llevarlo al centro de salud méas cercano.

D. RIESGOS

» El nifio o nifia puede presentar cierto dolor al momento de la toma de muestra.
» El nifio o nifia puede presentar hematomas en el sitio de la puncion

E. ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

Antes de dar su autorizacion para este estudio usted debera haber hablado con alguno de los
investigadores y ellos deben haber contestado satisfactoriamente todas sus preguntas. Si desea saber



mas informacion puede obtenerla llamando al Dr. Allan Pernudi Ubau docente del POLISAL de la
UNAN- Managua y Tutor de la investigacion, al nimero 89620874.

Usted podra consultar una copia de este consentimiento solicitandoselo al Director del Colegio.

» Su participacion en este estudio es totalmente voluntario. usted tiene el derecho de negarse a
participar o a retirarse del estudio en cualquier momento, sin que esta decision afecte la
calidad y atencion medica que requiera su hijo.

» Lainformacion brindada por usted y los resultados obtenidos en este estudio son
confidenciales, los resultados podran aparecer en una publicacion cientifica o ser divulgados
en reuniones cientificas pero de manera anénima.

Usted no perdera ningun derecho legal al firmar este documento.
Usted se mantendra informado de cualquier variacion en este proyecto.
Usted no recibira dinero por su participacion en el estudio.

Las muestras pueden ser sometidas a otras pruebas o investigaciones en el futuro.

E. CONSENTIMIENTO

He leido o se me ha leido toda la informacidn descrita en este consentimiento antes de firmarlo. Se
me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y estas han sido contestadas en forma adecuada,
por lo tanto accedo a que mi hijo o hija participe como sujeto de investigacién en estudio.

Nombre, cedula y firma del padre /madre /representante legal fecha

Nombre, cedula y firma del testigo fecha

Nombre, cedula y firma de los investigadores que solicitan el consentimiento fecha



ANEXO 2: Base de datos de los resultados de las pruebas convencionales e indices
de madures del reticulocito. (Grupos, 1=Controles, 2=Casos)

Codigo | Grupo | Edad | RBC(10° | HB HTC (%) | MCV(fL | MCH (pg) | MCHC | RDW-CV | Ferritina
(Afios) | xul) (g/dL (g/DI (%) ng/mL

2 1 3 4.84 12.5 38.3 79.1 25.8 32.6 13.8 17
3 1 5 5.37 14.1 42.1 78.4 26.3 33.5 13.7 32.7
7 1 4 4.82 12.8 38.2 79.3 26.6 33.5 12.7 19
9 1 3 5.14 13.1 40.3 78.4 25.5 32.5 13.1 37
10 1 2 5.09 13.7 42 82.5 26.9 32.6 139 26
11 1 5 4.72 12.6 39.6 83.9 26.7 31.8 13.5 24
12 1 5 4.9 13.7 41.9 85.5 28 32.7 12.3 21
17 1 6 4.74 12.6 39 82.3 26.6 32.3 13 33
19 1 3 5.1 135 40 78.4 26.5 33.8 14.3 14
20 1 3 5.14 13 39.9 77.6 25.3 32.6 13.8 28
21 1 2 5.32 13.7 42.2 79.3 25.8 32.5 135 26
24 1 2 5 12.5 39.1 78.2 25 32 13.6 41
27 1 3 481 12.8 39 81.1 26.6 32.8 13.2 24
28 1 3 5.13 13.1 40 78 25.5 32.8 13.7 24
29 1 4 4.9 12.6 38.5 78.6 25.7 32.7 13.1 31
32 1 2 4.56 12.6 38.6 84.6 27.6 32.6 135 29
33 1 4 5.12 13.9 42.1 92.2 27.1 33 12.9 27
35 1 2 5.06 13 40 79.4 25.7 32.3 13.2 15
37 1 4 5.65 14 44.7 79.1 24.8 31.3 14.3 18
39 1 3 5.43 14 434 79.9 25.8 32.3 134 29
41 1 3 5.24 139 42.2 80.5 26.5 32.9 14 28
42 1 3 5.04 12.6 38 75.4 25 33.2 14 25
49 1 2 4.93 12.9 39.8 80.7 26.2 324 12.8 13
52 1 5 5.14 12.9 39 75.9 25.1 33.1 13.2 23
53 1 4 5.04 13.2 40.7 80.8 26.2 324 12.7 16
55 1 5 4.79 12.5 38.2 79.7 26.1 32.7 13.6 33
56 1 6 5.27 13.7 41.9 79.5 26 32.7 13 25
57 1 5 5.03 12.8 40.4 80.3 254 31.7 13.6 29
61 1 4 4.76 13.2 40.2 84.5 27.7 32.8 12.7 21
62 1 3 5.16 13.8 43.8 84.9 26.7 315 13.5 31
63 1 5 4.71 12.6 38.8 92.4 26.8 32.5 12.9 24
64 1 2 5.45 13 40.2 73.8 23.9 32.3 13.9 18
65 1 4 5.75 15 45 78.3 26.1 33.3 13 34
67 1 3 5.3 14.2 42.5 80.2 26.6 334 131 25
68 1 4 4.86 13.3 39.8 81.9 27.4 334 13.8 29
69 1 3 4.77 12.9 40 83.9 27 32 12.9 13
70 1 5 5.56 13.7 42.1 75.7 24.6 32.5 14 37




Codigo | Grupo | Edad | RBC(10° | HB HTC (%) | MCV(fL | MCH (pg) | MCHC | RDW-CV | Ferritina
(Afios) | xul) (g/dL (g/DlI (%) ng/mL
75 1 4 4,78 12.6 37.6 98.7 26.4 33.5 134 28
77 1 4 4.68 134 40.2 85.9 28.6 33.3 13.3 41
78 1 3 5.39 134 41.1 76.3 24.9 32.6 14.7 34
79 1 5 4,78 12.6 40.1 83.9 26.4 314 14 27
80 1 5 4.75 12.8 39.1 82.3 26.9 32.7 12.5 14
81 1 4 5.04 134 41.8 82.9 26.6 32.1 139 17
82 1 5 5.24 13.2 41.7 79.6 25.2 31.7 13.1 15
72 1 4 5.04 12 41.4 82.1 25.6 31.2 13.6 13
85 2 4 4.38 104 34.2 70.8 21.5 30.4 17.1 10
86 2 3 1.92 7.3 22.6 61 23 28 19.1 11
23 2 4 4.44 9.4 31.6 71.2 21.2 29.7 16.1 12
100 2 3 3.65 8.9 28.7 78.6 24.4 31 18 9
101 2 3 3.54 8.2 26.9 76 26 23.3 22.2 12
103 2 2 5.79 7.7 30 51.8 13.3 25.7 26.5 9
104 2 4 4.29 8.8 31.6 73.3 20.5 27.8 14.8 11
107 2 3 3.78 9.6 30.5 80.7 25.4 31.5 23.8 8
109 2 2 3.85 9.4 31.7 82.3 24.4 29.7 15.1 8
110 2 2 3.83 9.7 31 80.9 25 31 13.8 11
111 2 2 4.77 9.8 33.2 69.6 20.5 29.5 20.8 10
112 2 3 2.35 7.2 24 62 30 30 25 11
115 2 4 3.09 9.8 29.3 84 30.1 31.7 17.7 9
116 2 3 2.78 8.3 24.3 87.4 29.9 34.2 14.9 11
118 2 3 3.37 9.6 29.6 87.8 28.5 32.4 15 11
119 2 5 4.02 10 30.6 76.1 24.9 32.7 12.8 11
120 2 4 2.87 8.2 27.8 76 28.6 29.5 17 11
121 2 5 3.65 9.9 33.5 81 27.1 29.6 14.8 9
122 2 3 2.67 7.4 22.1 82.2 27.7 33.5 17.8 10
123 2 3 3.04 9 29.5 77 29.6 30.5 155 12
125 2 5 4.2 9.3 32.8 78.1 22.1 28.4 19.7 8
126 2 4 3.67 10 31.5 85.8 21.2 31.7 14.9 12
128 2 3 3.5 9.6 31.6 80 27.4 304 14.9 8




Codigo | Grupo | Ret (%) Ret2 (10° | IRF (%) RET- HRF (%) | MRF(%) | LRF(%)
x ul) HB(pg)
2 1 0.7 0.0339 4.5 33.4 95.5 4.5 0
3 1 2.16 0.116 5 333 95 5 0
7 1 1.01 0.0487 4.1 322 95.9 3.6 0.5
9 1 0.74 0.038 0.7 28.3 99.3 0.7 0
10 1 1.08 0.055 9.1 34 90.9 8.6 0.5
11 1 0.68 0.0321 3.8 33 96.2 3.8 0
12 1 1.25 0.0613 2.5 35.6 97.5 2.1 0.4
17 1 2.52 0.1194 8.1 32.7 91.7 7.9 0.2
19 1 1.83 0.0933 7.3 33.5 92.7 7 0.3
20 1 0.53 0.0272 3.9 28.8 96.1 3.9 0
21 1 1.16 0.0617 3.2 33.4 96.8 3.2 0
24 1 1.11 0.0555 5.6 32 94.4 5.1 0.5
27 1 2.39 0.115 4.6 34 95.4 4.6 0
28 1 1.52 0.078 35 323 96.5 3.5 0
29 1 1.65 0.0809 3.6 335 96.4 3.5 0
32 1 1.67 0.0762 1.7 36.1 93.7 5.7 0.6
33 1 1.98 0.1016 3 34.4 97 2.7 0.3
35 1 1.04 0.0526 4.1 32.9 95.9 4.1 0
37 1 1.27 0.0718 12.1 31 87.9 10.4 1.7
39 1 1.71 0.0929 10.7 323 92.7 6.1 1.2
41 1 1.03 0.054 0.5 321 99.5 0 0.5
42 1 1.33 0.067 4.3 324 95.7 3.9 0.4
49 1 0.4 0.0197 0 27.7 100 0 0
52 1 2.17 0.1115 2.2 33.2 97.8 2.2 0
53 1 1.49 0.0751 4.7 33.3 95.3 4.3 0.4
55 1 1.06 0.0508 3.5 329 96.5 3 0.5
56 1 0.6 0.0316 4.4 322 95.6 4.4 0
57 1 1.11 0.0558 2.4 33.2 97.6 1.9 0.5
61 1 1.17 0.0557 4.6 35.4 95.4 4.1 0.5
62 1 1.32 0.0681 2.4 33.7 97.6 2.4 0
63 1 1.64 0.0772 2.3 34.4 97.7 2.3 0
64 1 0.7 0.0382 0.8 30.3 99.2 0.8 0
65 1 0.52 0.0299 1 31.9 99 1 0
67 1 1.31 0.0694 3.2 343 96.8 3.2 0
68 1 1.85 0.0899 5 35.2 95 4.2 0.8
69 1 2.11 0.1006 2.5 34.8 97.5 2.5 0
70 1 0.88 0.0489 3 32 97 3 0
75 1 0.89 0.0425 4.1 333 95.9 4.1 0
77 1 1.15 0.0538 5.1 36.9 94.2 4.2 0.9




Codigo | Grupo | Ret (%) Ret2 (10° | IRF (%) RET- HRF (%) MRF (%) LRF (%)
x ul) HB(pg)

78 1 0.65 0.035 1.6 33.1 98.4 1.6 0

79 1 0.77 0.0368 4.1 339 95.9 3.4 0.7

80 1 1.03 0.0489 1.5 32.9 98.5 1.5 0

81 1 0.69 0.0348 6.3 324 93.7 5.5 0.8

82 1 1.84 0.0964 4 32.5 96 4 0

72 1 0.82 0.0413 9 31.6 91 7.7 1.3

85 2 0.8 0.0386 10.3 26.7 89.7 8.2 2.1

86 2 0.98 0.0476 15.2 28.2 84.8 10.7 4.5

23 2 0.69 0.0306 8.7 24 91.3 6.3 2.4
100 2 0.38 0.0139 19.8 10 80.2 14.5 5.3
101 2 0.6 0.0212 4.2 4.2 95.8 3.4 0.8
103 2 1.34 0.0776 18.3 14.1 81.7 15.5 2.8
104 2 1.03 0.0442 10 24 90 9 1
107 2 0.15 0.0057 14.3 15 85.7 14.3 0
109 2 0.7 0.027 9.4 18 90.6 8.5 1
110 2 2.04 0.0781 18.6 19 81.4 16.6 2
111 2 3.67 0.14 9.9 22 90.1 8.7 1.2
112 2 6.53 0.1435 11.7 13 88.3 9.8 1.9
115 2 5.79 0.1419 27.9 21.1 72.1 19.4 8.5
116 2 2.58 0.1407 14.1 20.9 85.9 13 1.1
118 2 6.64 0.1389 30.8 18.8 69.2 20 10.8
119 2 0.58 0.0233 6.2 20.2 93.8 5.3 0.9
120 2 1.77 0.0508 5 19 95 5 0
121 2 2.3 0.084 16.9 16.9 83.1 14.9 2
122 2 0.21 0.0056 10.5 17.9 89.5 10.5 0
123 2 2.36 0.0717 12.7 16.4 87.3 11.8 0.9
125 2 1.43 0.0601 16.6 14.6 83.4 14 2.6
126 2 1.27 0.0466 16.9 23.2 83.1 13.6 3.3
128 2 2.58 0.0903 22.7 23.7 77.3 17.6 5.1
129 2 2.26 0.0827 24.3 23.1 75.7 20.6 3.7
130 2 4.19 0.1462 15.6 215 84.4 13.8 1.8
131 2 3.19 0.1152 17.4 23.6 82.6 14.5 2.9
132 2 0.45 0.0089 27.1 17.7 72.9 20.3 6.8
133 2 1.02 0.038 7.4 22.8 92.6 4.9 2.5
134 2 1.65 0.0533 1.9 18.7 98.1 1.9 0
135 2 2.35 0.0797 25.8 16.4 74.2 20.8 5
136 2 1.52 0.0587 17.6 16.2 82.4 15 2.6
137 2 1.91 0.0628 22.8 14.5 77.2 19.5 3.3
138 2 2.68 0.0804 10.3 17.3 89.7 10.1 0.2




Codigo | Grupo | Ret (%) Ret2 (10° | IRF (%) RET- HRF (%) MRF(%) LRF(%)
x ul) HB(pg)
147 2 1.54 0.0665 5.4 18.5 94.6 5 0.4
148 2 1.19 0.0392 4 23.1 96 4 0
149 2 2.06 0.0781 15.3 19.3 84.7 12.5 2.8
150 2 1.18 0.0412 10.5 15.9 89.5 9.6 0.9
151 2 1.34 0.0456 8.6 22.9 91.4 8.2 0.4
152 2 1.13 0.0394 2.3 215 97.4 2.3 0
153 2 3.21 0.112 11 235 89 10.1 0.9
155 2 4.99 0.1297 21.5 23.4 78.4 18 3.6
156 2 2.21 0.0732 36.3 234 63.7 18.4 17.9
105 2 1.06 0.0457 6.6 18.2 93.4 5.6 1
106 2 1.79 0.0782 12.5 18 87.5 10.7 1.8
108 2 0.64 0.0279 18.9 13 81.1 14.8 4.1




Anexo 3: Estadisticas Descriptiva de grupos

Descriptivos

Controles Casos
Estadistico Error tip. Estadistico Error tip.

Edad (Afios) Media 3.7333 .16937 3.6889 .15183

Intervalo de confianza Limite inferior 3.3920 3.3829

para la media al 95% | jmite superior 4.0747 3.9949

Media recortada al 5% 3.7099 3.6605

Mediana 4.0000 4.0000

Varianza 1.291 1.037

Desuv. tip. 1.13618 1.01852

Minimo 2.00 2.00

Maximo 6.00 6.00

Rango 4.00 4.00

Amplitud intercuartil 2.00 1.00

Asimetria .070 .354 404 .354

Curtosis -.901 .695 -374 .695
RBC Media 5.0520 .04118 3.5756 .10683
x1,000,000/uL Intervalo de confianza Limite inferior 4.9690 3.3603

para la media al 95% | jmite superior 5.1350 3.7909

Media recortada al 5% 5.0403 3.5741

Mediana 5.0400 3.5400

Varianza .076 .514

Desuv. tip. .27622 .71664

Minimo 4.56 1.92

Maximo 5.75 5.79

Rango 1.19 3.87

Amplitud intercuartil 44 .68

Asimetria .533 .354 173 .354

Curtosis -.189 .695 1.508 .695
HB g/dL Media 13.1867 .08981 9.2867 .15756

Intervalo de confianza Limite inferior 13.0057 8.9691

para la media al 95% | imite superior 13.3677 9.6042

Media recortada al 5% 13.1617 9.3667

Mediana 13.1000 9.6000

Varianza .363 1.117

Desuv. tip. .60249 1.05693

Minimo 12.00 5.50

Maximo 15.00 10.90

Rango 3.00 5.40

Amplitud intercuartil 1.10 1.05

Asimetria .648 .354 -1.486 .354

Curtosis .376 .695 2.681 .695




Descriptivos

Controles Casos
Estadistico Error tip. Estadistico Error tip.

HCT % Media 40.5444 .26586 29.9956 .51367

Intervalo de confianza Limite inferior 40.0086 28.9603

para la media al 95% | imite superior 41.0803 31.0308

Media recortada al 5% 40.4617 30.3216

Mediana 40.2000 31.1000

Varianza 3.181 11.874

Desuv. tip. 1.78345 3.44581

Minimo 37.60 18.00

Maximo 45.00 34.20

Rango 7.40 16.20

Amplitud intercuartil 2.90 3.25

Asimetria .579 .354 -1.635 .354

Curtosis -.110 .695 2.715 .695
MCV (fL) Media 81.2422 .68628 78.8067 1.20506

Intervalo de confianza Limite inferior 79.8591 76.3780

para la media al 95% | imite superior 82.6253 81.2353

Media recortada al 5% 80.8302 79.2130

Mediana 80.2000 80.0000

Varianza 21.194 65.348

Desuv. tip. 4.60368 8.08381

Minimo 73.80 51.80

Maximo 98.70 97.70

Rango 24.90 45.90

Amplitud intercuartil 5.00 8.45

Asimetria 1.720 .354 -.900 .354

Curtosis 4.414 .695 2.384 .695
MCH (pg) Media 26.1711 .14105 26.1111 .52878

Intervalo de confianza Limite inferior 25.8868 25.0454

para la media al 95% | imite superior 26.4554 27.1768

Media recortada al 5% 26.1599 26.3457

Mediana 26.2000 27.0000

Varianza .895 12.582

Desuv. tip. .94619 3.54716

Minimo 23.90 13.30

Maximo 28.60 30.80

Rango 4.70 17.50

Amplitud intercuartil 1.20 4.45

Asimetria 116 .354 -1.169 .354

Curtosis .249 .695 2.354 .695

Descriptivos




Controles Casos
Estadistico Error tip. Estadistico Error tip.

MCHC (g/dL) Media 32.5667 .09299 30.5378 .34539

Intervalo de confianza Limite inferior 32.3793 29.8417

para lamedia al 95% | jmite superior 32.7541 31.2339

Media recortada al 5% 32.5796 30.7457

Mediana 32.6000 31.0000

Varianza .389 5.368

Desuv. tip. .62377 2.31696

Minimo 31.20 22.70

Maximo 33.80 34.20

Rango 2.60 11.50

Amplitud intercuartil .65 2.05

Asimetria -.280 .354 -1.606 .354

Curtosis -.223 .695 3.775 .695
RDW-CV (%) Media 13.4156 .07759 16.4556 .48760

Intervalo de confianza Limite inferior 13.2592 15.4729

para la media al 95% | imite superior 13.5719 17.4382

Media recortada al 5% 13.4111 16.1846

Mediana 13.5000 15.5000

Varianza 271 10.699

Desv. tip. .52047 3.27092

Minimo 12.30 12.00

Méaximo 14.70 26.50

Rango 2.40 14.50

Amplitud intercuartil .80 3.70

Asimetria .104 .354 1.346 .354

Curtosis -.309 .695 1.728 .695
Ferritina (ng/mL) Media 25.0822 1.14128 10.2222 .21994

Intervalo de confianza Limite inferior 22.7821 9.7790

para la media al 95% | imite superior 27.3823 10.6655

Media recortada al 5% 24.8938 10.2716

Mediana 25.0000 11.0000

Varianza 58.613 2.177

Desv. tip. 7.65593 1.47539

Minimo 13.00 7.00

Maximo 41.00 12.00

Rango 28.00 5.00

Amplitud intercuartil 12.00 2.50

Asimetria 111 .354 -.358 .354

Curtosis -.688 .695 -1.080 .695




Descriptivos

Controles Casos
Estadistico Error tip. Estadistico Error tip.

Reticulocitos (%) Media 1.2562 .08046 1.9996 .23360

Intervalo de confianza Limite inferior 1.0941 1.5288

para la media al 95% | imite superior 1.4184 2.4704

Media recortada al 5% 1.2352 1.8496

Mediana 1.1500 1.5400

Varianza 291 2.456

Desuv. tip. .53972 1.56705

Minimo .40 .15

Maximo 2.52 6.64

Rango 212 6.49

Amplitud intercuartil .87 1.47

Asimetria .567 .354 1.560 .354

Curtosis -.484 .695 2.256 .695
Reticulocitos (x Media .063200 .0039898 .067211 .0060614
1,000,000/uL) Intervalo de confianza Limite inferior .055159 .054995

parala media al 95% | imite superior 071241 079427

Media recortada al 5% .062357 .066316

Mediana .055700 .060100

Varianza .001 .002

Desuv. tip. .0267645 .0406613

Minimo .0197 .0056

Maximo 1194 1462

Rango .0997 .1406

Amplitud intercuartil .0397 .0445

Asimetria 531 .354 .580 .354

Curtosis -.657 .695 -.545 .695
IRF (%) Media 4.079 .3875 14.529 1.1704

Intervalo de confianza Limite inferior 3.298 12.170

para la media al 95% | imite superior 4.860 16.888

Media recortada al 5% 3.897 14.186

Mediana 3.900 14.100

Varianza 6.757 61.647

Desv. tip. 2.5994 7.8515

Minimo 0.0 1.9

Maximo 12.1 36.3

Rango 121 34.4

Amplitud intercuartil 25 9.7

Asimetria 1.179 .354 .638 .354

Curtosis 1.709 .695 .168 .695




Descriptivos

Controles Casos
Estadistico Error tip. Estadistico Error tip.

RETHb(pg) Media 32.9400 .26948 19.1867 .67510

Intervalo de confianza Limite inferior 32.3969 17.8261

para la media al 95% | imite superior 33.4831 20.5472

Media recortada al 5% 33.0173 19.3840

Mediana 33.1000 19.0000

Varianza 3.268 20.509

Desv. tip. 1.80774 4.52868

Minimo 27.70 4.20

Maximo 36.90 28.20

Rango 9.20 24.00

Amplitud intercuartil 1.75 6.70

Asimetria -.763 .354 -774 .354

Curtosis 1.830 .695 1.530 .695
LFR (%) Media 95.873 .3668 85.462 1.1692

Intervalo de confianza Limite inferior 95.134 83.106

para la media al 95% | jmite superior 96.613 87.819

Media recortada al 5% 96.010 85.812

Mediana 96.000 85.900

Varianza 6.055 61.514

Desv. tip. 2.4607 7.8431

Minimo 87.9 63.7

Maximo 100.0 98.1

Rango 12.1 34.4

Amplitud intercuartil 2.6 9.7

Asimetria -.982 .354 -.644 .354

Curtosis 1.581 .695 .166 .695
MFR (%) Media 3.804 .3258 11.804 .8024

Intervalo de confianza Limite inferior 3.148 10.187

para la media al 95% | imite superior 4.461 13.422

Media recortada al 5% 3.705 11.844

Mediana 3.800 11.800

Varianza 4.777 28.971

Desuv. tip. 2.1856 5.3825

Minimo 0.0 1.9

Maximo 10.4 20.8

Rango 10.4 18.9

Amplitud intercuartil 2.2 7.1

Asimetria 791 .354 -.036 .354

Curtosis 1.170 .695 -.960 .695




Descriptivos

Controles Casos
Estadistico Error tip. Estadistico Error tip.

HFR (%) Media .300 .0610 2.729 .4857

Intervalo de confianza Limite inferior A77 1.750

para la media al 95% | imite superior 423 3.708

Media recortada al 5% .252 2.271

Mediana 0.000 2.000

Varianza 167 10.614

Desv. tip. .4090 3.2580

Minimo 0.0 0.0

Maximo 1.7 17.9

Rango 1.7 17.9

Amplitud intercuartil 5 2.6

Asimetria 1.544 .354 2.825 .354

Curtosis 2.363 .695 10.484 .695




Anexo 4: Graficos de diferencias de medias de pruebas convencionales para el
diagnostico de deficiencia de hierro e indices reticulocitarios.
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Reticulocitos (x 1,000,000/uL)

15004 Error tipico= 0.0038 p-valor=0-218 Error tipico=0.0060
1000
0500
0000 T T
Controles Casos
Grupo
Error tipico= 0.2684 p-valor= =0-001 Error tipico=0.6751
40.00
30.00
o |
a2
o
T
=
W 2000
o
10.00
50
o
0o T T
Controles Casos
Grupo
2501 Error tipico= 0.32568 p-valor= <0.001 Error tipico=0.8024
20.0
g 15.0
14
w
=
100
5.0
0

T
Controles Casos

Grupo

IRF (%)

LFR (%)

HFR (%)

40.01

30.01

20.0

10.07

Error tipico= 0.387 p-valor==< 0.001 Errar tipico=1.17

T T
Controles Casos

Grupo

100.0-

80.049

60.0

40.049

20.04

Error tipico= 0.366 p-valar= =0.001 Errar tipico=1.169

==

T T
Controles Casos

Grupo

2007

1507

100

Error tipico= 0.0810 p-valor= <0.001 Error tipico=0.4857

i |

T T
Controles Casos

Grupo




Anexo 5: Resumen de la Prueba de Kolgomorov- Smirnoff, generada en el
software SPSS 20.0

el . Casos Controles
Resumen de prueba de hipotesis
Hipdtesi=s nula Test Sig. Decision  Sig. Decisidn
La distribucion de Edad (ARos) es Er-::-:fnb-:ua J— Rechazarla Retenerla
1 normal con la media 3.69 v la Smirn-:ﬂr de una 011 hipatesis 092 hipdtesis
desviacion tipica 1.02. muestra nula. nula.
La distiibucian de RBEC x1,000,0007 802 Retener |a Retener la
2 JuL esnormal con la media 3.58 y Smirn-:ﬁr da una 745 hipotesis B61  hipdtesis
la desviacion tipica 0.72. muastra nula. nula.
La distribucién de HB grdles  LreeR2 Retener la Retener la
2 normal con la media Q.29 v la Smirn-:ﬂr de una OGT  hipotesis L hipotesis
desviacion tipica 1.06. uesta nula. nula.
—_ L rueba
La distribucion de HCT % es n-:-rmaEﬂ“_nl:l - Retenerla Retenerla
4 conlamedia30.00yla -:Ivaﬂrian:iE-nSI_I_li”_“::E_IILr de un3 A25  hipotesis 410 hipdtesis
tipica 3.945. muastra nula. nula.
La distribucién de MCW (fLyes  LMeRa Retener Ia Retener la
S normal con la media 78.81 v la Smirn-:ﬂr de una 549 hipatesis 255 hipdtesis
desviacion tipica 2.03. uesta nula. nula.
La distribucidn de MCH (pg) es Eru::-:fnbna — Retenearla Retenerla
E normal con la media 26.11 v la Smirncﬁr de una B33 hipatesis L90  hipdtesis
desviacion tipica 2.55. muastra nula. nula.
La distribucién de MCHC (grdLy es 14202 Retener la Retener la
T normal con la media 30.54 v la Smirn-:ﬂr de una Ad1  hipatesis G222 hipdtesis
desviacion tipica 2.32. uesta nula. nula.
La distiibucion de RDW-CY (%) es [MER3 Retener la Retener la
2 normal con la media 16.45 y 13 Smirn-:ﬁr da una 266  hipdtesis 812 hipdtesis
desviacion tipica 2.27. muastra nula. nula.
La distribucidn de Ferritina (ng.me)ErD":fana J— Rechazarla Retenerla
3 esnomal con la media 10,22 yla Smirn-:ﬂr de una 0325 hipatesis 866 hipotesis
desviacion tipica 1.948. uesta nula. nula.
La distiibucitn de Reticulocitos (%1503 Retener |a Retener |a
10 ez normal con la media 2.00 v la Smirncﬂr da una ATS  hipatesis B4 hipdtesis
desviacion tipica 1.57. muastra nula. nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es 05,




Resumen de prueba de hipotesis Casos Controles
Hipdtesi=z nul= Test Sig. Decisidn | Sig. Decisidn

La distribucidn de Reticulocitos (Frueba
11 1.000,0000ul) ez normal con la  Kalmagorow- SR Eietaetréegirgla 37 E_Etgtne_r =

media 0.07 v la desviacion fipicaSmirnow de una . nuFia ' 'Fi':' e

0.04, muestra : nula.

La distribucidn de IRF (%) ez ELL:EnhDa J— Fetenerla Retenearla
12 normal con la media 14.53 y la Smirncﬂr de una 201 hipotesis 51 hipotesis

desviacion tipica 7.25. muest 3 nula. nula.

La distribucidn de RETHb{pg) es ELL:EnhDa p—— Retener la Fetener la
13 normal con la media 19.19 v la Smirncﬂr de una 765 hipotesis 269 hipotesis

desviacion tipica 4.53. mu et 3 nula. nula.

La distribucian de LFR (%) ez E::L:Enhna — Retaner la Fetener la
14 normal con la media 85.468 v la Srnirn-:-E'ILr de una 794 hipdtesis 231 hipotesis

desviacion tipica 7.2 muestra nula. nula.

La distribucién de MFR (%) es  LMueRa Retener 13 Retener |a
15 normal con |la media 11.80 y la Smirn-:ﬂr de una 260 hipdtesis 379 hipotesis

desviacion tipica 5.32. muesta nula. nula.

La distribucién de HFR (%)es  LMMeRa Retener 13 Rechazar la
16 normal con la media 2,732 v la Smirn-:ﬂr de una 052 hipotesis 001 | hipatesis

desviacion tipica 2.26. nula. nula.

muestra

Se

muestran las significancias asintadticas. El nivel de significancia es .05,




Frecuencia

Anexo 6: Forma Gréfica de la distribucidén de algunos datos generados por la prueba de Kolgomorov-Smirnoff como
criterio para escoger la prueba a utilizar para diferenciar medias

Los siguientes graficos muestran el comportamiento de la distribucién de los datos de la Ferritina, puede observarse que ambas

muestras, (casos y controles de izquierda a derecha respectivamente) se manifiestan diferentes distribuciones, anormal y normal,

por este comportamiento se procede a aplicar la prueba U de Mann Witney para muestras independientes.
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Los siguientes graficos muestran el comportamiento de la distribucién de los datos de la Hemoglobina, puede observarse que

ambas muestras, (casos y controles de izquierda a derecha respectivamente) muestra una distribuciéon normal. Cuando se

presenta este comportamiento de distribucion normal en ambas muestras se escoge la prueba t- student para muestras

independientes.
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Anexo 7: Resultados de la Prueba t-student para muestras independientes ejecutada en el software SPSS 20.0

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la
igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

95% Intervalo de confianza
para la diferencia

Sig. Diferencia | Error tip. de
F Sig. t gl (bilateral) de medias | la diferencia Inferior Superior
RBC Se han asumido 15.090 .000 12.896 88 .000 1.47644 .11449 1.24892 1.70397
x1,000,000/uL varianzas iguales
No se han asumido 12.896 56.791 .000 1.47644 .11449 1.24716 1.70573
varianzas iguales
HB g/dL Se han asumido 7.070 .009 21.504 88 .000 3.90000 .18136 3.53959 4.26041
varianzas iguales
No se han asumido 21.504 69.865 .000 3.90000 .18136 3.53828 4.26172
varianzas iguales
HCT % Se han asumido 7.883 .006 18.238 88 .000 10.54889 .57839 9.39945 11.69833
varianzas iguales
No se han asumido 18.238 65.995 .000 10.54889 .57839 9.39408 11.70369
varianzas iguales
MCV (fL) Se han asumido 7.914 .006 1.756 88 .083 2.43556 1.38678 -.32037 5.19148
varianzas iguales
No se han asumido 1.756 69.824 .083 2.43556 1.38678 -.33041 5.20152
varianzas iguales
MCH (pg) Se han asumido 38.202 .000 110 88 913 .06000 54727 -1.02758 1.14758
varianzas iguales
No se han asumido 110 50.230 913 .06000 54727 -1.03910 1.15910
varianzas iguales
MCHC (g/dL) Se han asumido 17.770 .000 5.672 88 .000 2.02889 .35769 1.31805 2.73972
varianzas iguales
No se han asumido 5.672 50.345 .000 2.02889 .35769 1.31057 2.74721
varianzas iguales
RDW-CV (%) Se han asumido 40.455 .000 -6.157 88 .000 -3.04000 .49373 -4.02119 -2.05881
varianzas iguales
No se han asumido -6.157 46.227 .000 -3.04000 .49373 -4.03370 -2.04630

varianzas iguales




Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la
igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

95% Intervalo de confianza
para la diferencia

Sig. Diferencia Error tip. de
F Sig. t gl (bilateral) de medias | la diferencia Inferior Superior
Reticulocitos (%) Se han asumido 18.045 .000 -3.009 88 .003 -.74333 24707 -1.23433 -.25233
varianzas iguales
No se han asumido -3.009 54.294 .004 -.74333 .24707 -1.23862 -.24805
varianzas iguales
Reticulocitos (x Se han asumido 6.597 .012 -.553 88 .582 -.0040111 .0072567 -.0184323 .0104100
1,000,000/uL) varianzas iguales
No se han asumido -.553 76.101 .582 -.0040111 .0072567 -.0184637 .0104415
varianzas iguales
RETHb(pg) Se han asumido 24.213 .000 18.921 88 .000 13.75333 .72689 12.30879 15.19788
varianzas iguales
No se han asumido 18.921 57.675 .000 13.75333 .72689 12.29812 15.20854
varianzas iguales
IRF (%) Se han asumido 36.014 .000 -8.476 88 .000 -10.4496 1.2329 -12.8997 -7.9994
varianzas iguales
No se han asumido -8.476 53.5631 .000 -10.4496 1.2329 -12.9219 -7.9772
varianzas iguales
LFR (%) Se han asumido 37.725 .000 8.496 88 .000 10.4111 1.2254 7.9759 12.8463
varianzas iguales
No se han asumido 8.496 52.579 .000 10.4111 1.2254 7.9529 12.8694
varianzas iguales
MFR (%) Se han asumido 38.272 .000 -9.238 88 .000 -8.0000 .8660 -9.7210 -6.2790
varianzas iguales
No se han asumido -9.238 58.126 .000 -8.0000 .8660 -9.7334 -6.2666

varianzas iguales




Anexo 8: Resultados de la U de Mann Whitney para muestras independientes
ejecutada en el software SPSS 20.0

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesi= nula Test Sig. Decisian
Frueba U de
La distribucién de Edad (Afios) es Mann-Whitney Retenerla
1 la misma entre las categorias de  de muestras 205 hipatesis
GIUpa. independientea nula.
]
Frueba U de
La distribucian de Feritina (ng/mLiann-uhitney Feczhazarla
2 ez la misma entre las categorias dede muestras 000 | hipatesis
GIUpD, indepandienta nula.
]
Frueba U de
La distribucidn de HFR (%) esla  hann-Uhitney Rechazarla
2 misma entre las zategonas de de muestras 000 | hipatesis
GIUpD, independiente nula.
]

Se muestran laz significancias azsintdticas. El nivel de significancia ez .05,



