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Resumen

Las anemias hereditarias mas frecuentes en Tucuman (Argentina) son el
rasgo beta talasémico (RBT), las hemoglobinopatias estructurales (HBP) y
la esferocitosis hereditaria (EH). La resistencia osmética eritrocitaria inme-
diatay 24 horas post-incubacién constituye el método diagnéstico de la EH,
y como tubo Unico (ROETU) es usada para cribado de RBT. El propésito del
trabajo fue determinar el comportamiento de ROETU (4,0 y 5,5 g/L de NaCl)
en el diagnéstico de anemias hereditarias. Se estudiaron 125 pacientes: 34
normales (GN), 59 con RBT (GRBT), 21 con HBP (GHBP) y 11 con EH (GEH),
que fueron agrupados en nifios (<12 afios), mujeres y hombres (>12 afios). Se
realizaron hemograma (Coulter AcT10 y Sysmex KX-21N), indices de Mentzer
y de Shine&Lal, ROETU, hierro, transferrina y saturacién de transferrina (Wie-
ner Lab), reticulocitos (azul brillante de cresilo), prueba de falciformacion y
electroforesis de hemoglobina a pH alcalino y acido. GRBT presenté anemia
microcitica hipocrémica, y GEH y GHBP, anemia normocitica normocrémica. El
hierro fue normal. GRBT y GHBP fueron resistentes en ROETU 4,0 g/L, aunque
GRBT mostré mayor resistencia (p<0,05). GEH fue menos resistente que GN
en ROETU 5,5 g/L (p<0,05). ROETU 4,0y 5,5 g/L serian recomendables en el
diagnostico presuntivo de RBT y EH, respectivamente.

Palabras clave: resistencia osmoética eritrocitaria * anemias hereditarias * heta
talasemia * esferocitosis hereditaria * hemoglohinopatias estructurales

8ummary

Beta thalassaemia trait (BTT), structural hemoglobinopathies (SHB) and heredi-
tary spherocytosis (HS) are the most frequent hereditary anaemias in Tucuman
(Argentina). Immediately and 24 hours post-incubation red cell osmotic resist-
ance is the diagnosis method of HS, and as a single tube (RORST), it is used for
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Introduccién

La prueba de resistencia osmotica eritrocitaria (ROE)

BTT screening. The purpose of this study was to determine the RORST (NaCl 4.0 and 5.5 g/L) behaviour
in the diagnosis of hereditary anemia. The study encompassed 125 patients : 34 normal patients (NG),
59 with BTT (BTTG), 21 with SHB (SHBG) and 11 with HS (HSG), who were divided into children
(<12 years), women and men (> 12 years). Blood count (Coulter AcT10 and Sysmex KX-21N), Mentzer
and Shine&Lal indexes, RORST, iron, transferrin and transferrin saturation (Wiener Lab), reticulocytes
(brilliant cresyl blue), sickling and hemoglobin electrophoresis at alkaline and acid pH were performed.
BTTG showed hypochromic microcytic anemia, and SHBG and HSG, normochromic normocytic anemia.
Iron was normal. BTTG and SHBG were resistant in RORST 4.0 g/L, but BTTG showed more resistance
(p<0.05). SHG was less resistant than NG at RORST 5.5 g/L (p<0.05). RORST at values of 4.0 and 5.5
g/L would be recommended for the presumptive diagnosis of BTT and SH, respectively.

Key words: red cell osmotic resistance * hereditary anemia * heta thalassaemia *hereditary spherocyto-
sis * structural hemoglobinopathies

Resumo

As anemias hereditarias mais comuns em Tucumén (Argentina) s&o o traco beta talassemia minor
(BTM), as hemoglobinopatias estruturais (HBP) e esferocitose hereditaria (EH). A resisténcia osmo-
tica dos eritrécitos imediata e 24 horas pds-incubacao é o método de diagndstico da EH, e como
um udnico tubo (ROETU) é usado para a detecgdo de BTM. O objectivo deste estudo foi determinar
o comportamento de ROETU (4,0 e 5,5 g/L de NaCl) para o diagndstico de anemias hereditarias.
Foram estudados 125 pacientes: 34 normais (GN), 59 com BTM (GBTM), 21 com HBP (GHBP) e
11 com EH (GEH), que foram reunidos em criangas (<12 anos), mulheres e homens (>12 anos). Foi
realizado hemograma (Coulter AcT10 e Sysmex KX-21N), indices de Mentzer e Shine&Lal, ROETU,
ferro, transferrina e saturagdo de transferrina (Wiener Lab), reticuldcitos (azul de cresil brilhante),
teste de falcizagdo e eletroforese de hemoglobina em pH alcalino e acido. GBTM mostrou anemia
microcitica hipocrémica, e GEH e GHBF, anemia normocitica normocrémica. O ferro foi normal.
GRBT e GHBP foram resistentes em ROETU 4,0 g/L, mas GBTM mostrou maior resisténcia
(p<0,05). GEH foi menos resistente que GN em ROETU 5,5 g/L (p<0,05). ROETU 4,0 e 5,5 g/L
seria recomendado para o diagndstico presuntivo da BTM e EH, respectivamente.

Palavras-chave: resisténcia osmotica dos eritrocitos * anemias hereditarias * beta talassemia * esfero-
citose hereditaria * hemoglobinopatias estruturais

Los defectos en estas interacciones provocan la pérdida
de area de superficie y la forma esférica del eritrocito,
con una particular pérdida de la estabilidad mecanicay
elasticidad de la membrana. La herencia de la EH es au-

proporciona una indicaciéon de la razén volumen/su-
perficie de los eritrocitos y refleja su capacidad para in-
corporar una cierta cantidad de agua antes de lisarse.
La habilidad de los gl6bulos rojos normales para resis-
tir la hipotonicidad proviene de su forma bicéncava, lo
cual permite que la célula aumente su volumen hasta
un 70% antes de que la membrana se estire; una vez
superado este limite ocurre la lisis (1). La prueba de
ROE ha sido ampliamente usada en el diagnoéstico de
esferocitosis hereditaria (EH) (2) y en su modalidad
tubo tnico (ROETU) como prueba de cribado para ta-
lasemia (3).

La EH es una anemia hereditaria comun en el norte
de Europa, caracterizada por la presencia de eritroci-
tos esféricos. El defecto molecular primario reside en
la membrana del glébulo rojo, particularmente en las
proteinas involucradas en las interacciones verticales
entre el esqueleto de la membrana y la bicapa lipidica.
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tosémica dominante en la mayoria de los casos (75%)
(4). Los esferocitos presentan una relacion volumen/
superficie aumentada, por lo que incorporan menos
agua que los glébulos rojos normales en una solucién
hipoténica antes de romperse (1).

La fB-talasemia constituye un grupo de desérdenes
sanguineos hereditarios, caracterizados por anoma-
lias en la sintesis de las cadenas beta de la hemoglobi-
na (Hb), lo que resulta en fenotipos variados que van
desde una anemia severa hasta individuos clinicamente
asintomaticos. Se han descripto tres formas principales:
talasemia mayor, talasemia intermedia y talasemia me-
nor o rasgo beta talasémico (RBT). La p-talasemia es
causada por mutaciones puntuales o, mas raramente,
por deleciones en el gen de la globina beta situado en
el cromosoma 11, llevando a una sintesis reducida o au-
sente de las cadenas beta de la Hb. La transmision es
usualmente autosomica recesiva. E1 RBT es clinicamen-



te asintomatico, pero algunos sujetos podrian presentar
una anemia moderada (5). En la talasemia los globu-
los rojos microciticos hipocrémicos son inusualmente
resistentes a la lisis osmotica, debido a que presentan
una razén volumen/superficie disminuida (1). Se han
propuesto varias formulas basadas en el recuento san-
guineo para diferenciar la f-talasemia heterocigota de
la anemia ferropénica (AF) (6) (7). Dichos indices de
discriminacion son calculados a partir del recuento de
glébulos rojos (RGR) y de los indices hematimétricos,
volumen corpuscular medio (VCM) y hemoglobina cor-
puscular media (HCM). Se ha demostrado que los indi-
ces de Shine&Lal y de Mentzer son los mas eficientes en
el diagnéstico diferencial de RBT y AF en Tucuman (8).

Las hemoglobinopatias estructurales (HBP) cons-
tituyen un grupo heterogéneo de desérdenes rece-
sivos, caracterizados por la sintesis de una cadena
de globina estructuralmente anormal. Las variantes
estructurales de Hb se basan tipicamente en una mu-
tacion puntual en el gen de globina, que produce la
sustitucion de un aminoacido en una de las cadenas
de globina. Aunque la mayoria son de un significa-
do clinico limitado, unos pocos subtipos importantes
han sido identificados con cierta frecuencia. Las he-
moglobinopatias S o C homocigotas producen mani-
festaciones clinicas significativas, mientras que la D y
E homocigotas podrian ser ligeramente sintomaticas
(6). La Hb S tiene poca solubilidad en su estado des-
oxigenado y puede polimerizar dentro del eritrocito.
El glébulo rojo muestra un cambio de forma caracte-
ristico debido a la formacién del polimero y se vuelve
rigido transformdndose en drepanocito. Ademas se
producen cambios en la membrana y generacién de
sustancias oxidantes. La Hb C es una molécula con
una carga altamente positiva, solubilidad disminuida
y tendencia a cristalizar. En un extendido de sangre
periférica de hemoglobinopatia C se observan células
en diana y células contraidas irregularmente (9).

En trabajos previos se ha demostrado que la -talasemia
menor, las hemoglobinopatias Sy Cyla EH son las ane-
mias hereditarias mas frecuentes en Tucuman (10).
Aunque los estados heterocigotos de las variantes de Hb
son tipicamente asintomaticos, el diagnostico es impor-
tante para el consejo genético, debido a la gravedad de
los estados homocigotos. En el presente estudio se eva-
Iué el uso de la prueba de ROE tubo tnico (ROETU)
como método de cribado para la deteccion de dichas
anemias hereditarias.

Materiales y Métodos

DISENO

Se realizé un estudio observacional descriptivo, de
corte transversal.
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POBLACION, MUESTRA Y CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Se estudiaron 91 pacientes que asistieron al Institu-
to de Bioquimica Aplicada para diagnéstico etiolégico
de anemia, y 34 sujetos normales, en el periodo com-
prendido entre noviembre de 2007 y junio de 2011. Se
obtuvo un consentimiento informado para el uso de los
resultados obtenidos, donde se garantiz6 el anonimato
y confidencialidad. En el caso de los ninos el consenti-
miento fue firmado por el padre o la madre.

De cada individuo se obtuvo una muestra de sangre.
La muestra fue recolectada en EDTA tripotasico para la
realizacion del hemograma, en heparina para la realiza-
cion de la prueba de resistencia osmotica eritrocitaria
(ROE) y otra alicuota sin anticoagulante para las deter-
minaciones bioquimicas en suero.

La EH se diagnostic6 mediante la observacion de
esferocitos en el frotis sanguineo y el aumento de fra-
gilidad de los glébulos rojos en la prueba de resisten-
cia osmotica eritrocitaria inmediata y post-incubacion
durante 24 horas a 37 °C. El diagnéstico de p-talasemia
menor incluyé la presencia de microcitosis e hipocro-
mia, y un aumento = 4% de la fraccién de hemoglobina
A, (HDbA,) en la corrida electroforética de hemoglobi-
na. El diagnoéstico de hemoglobinopatias se realizé a
través del reconocimiento de bandas de hemoglobina
con movilidad anormal en la electroforesis a pH alcali-
no, prueba de falciformacién ante la sospecha de Hb S,
y electroforesis a pH dcido para identificar las hemoglo-
binas anormales.

Una vez diagnosticados, los individuos se dividieron
en 4 grupos: grupo con rasgo P-talasémico (GRBT),
grupo con hemoglobinopatia (GHBP), grupo con es-
ferocitosis hereditaria (GEH) y grupo normal (GN), los
que a su vez fueron clasificados segun la edad en muje-
res y hombres (> 12 anos) y ninos (= 12 anos).

ESTUDIOS HEMATOLOGICOS

Hemograma e indices hematimétricos: Se realiz6 en
contador hematolégico marca Coulter AcT10 (Miami,
Estados Unidos) en el periodo 2007-2008 y en Sysmex
KX-2IN (Kobe, Japon) durante el periodo 2009-2011.
Para determinar la presencia de anemia se recurrio
a los niveles de Hb. Se consider6 anemia en mujeres
cuando la Hb fue menor de 120 g/L; en hombres si la
Hb era menor de 130 g/L; y en ninos niveles inferiores
a 110 g/L. Los indices hematimétricos volumen corpus-
cular medio (VCM) y hemoglobina corpuscular media
(HCM) se utilizaron en la tipificacién morfolégica de la
anemia. Con ellos la anemia se clasificé en microcitica
(VCM<80 fL.), normocitica (VCM 80-95 fL.) o macro-
citica (VCM>95 fL), de acuerdo al volumen; y en nor-
mocrémica (HCM=27-32 pg) o hipocromica (HCM<27
pg), de acuerdo al contenido de Hb.

Indices eritrocitarios de discriminacién: Con los resulta-
dos de VCM, HCM vy recuento de glébulos rojos (RGR)
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se calcularon los indices de Mentzer (IM=VCM/RGR) y
de Shine&Lal(S&L=VCM*HCMx0,01) (6). El valor dis-
criminante fue un resultado igual o menor de 13 para el
IM, y menor o igual a 1530 para el de S&L (8).

Recuento de reticulocitos e indice de produccién reti-
culocitaria (IPR): Se efectué mediante método manual
con azul brillante de cresilo. El resultado se corrigio de
acuerdo al hematocrito del paciente, y el IPR se calcu-
16 como: reticulocitos corregidos/2. Un IPR>2 indico
anemia regenerativa, mientras que un IPR<2, anemia
arregenerativa.

Ferremia (Fe) y Capacidad Total de Unidn de Hierro a
Transferrina (CTUT): Se us6 un equipo de Wiener Lab.
Los valores de referencia (VR) de Fe son de 50-170 pg/
dL en la mujer, y de 65-175 pg/dL en el hombre. E1 VR
de CTUT es de 250-400 pg/dL.

Saturacidn de transferrina: Es el resultado del cociente
entre ferremia y CTUT, multiplicado por 100. E1 VR es
de 20-50%.

Electroforesis de Hemoglobina: La corrida se realizé en
tiras de acetato de celulosa, en una cuba de electrofo-
resis con fuente de poder (CHEMAR, Buenos Aires, Ar-
gentina). Se uso6 el buffer trissEDTA-borico pH 8,5.

ROE tubo tnico inmediato (ROETUI): Se realiz6 con una
solucion salina hipoténica de 4,0 g/L de NaCl en buffer
fosfato. A 5 mL de esta solucion se agregaron 50 pL de
sangre heparinizada del paciente. Ademas, se agregaron
50 pL de dicha sangre a 2 tubos mas: uno con 5 mL de
solucion salina de 9,0 g/L de NaCl en buffer fosfato (0%
hemolisis), y otro con 5 mL de agua destilada (100% de
hemolisis). Luego de mezclar, los tubos se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente, se centri-
fugaron, y los sobrenadantes se leyeron a 540 nm en
espectrofotometro (Metrolab 1600 plus, Buenos Aires,
Argentina), usando como blanco el tubo 0% de hemé-
lisis (9,0 g/L de NaCl). El porcentaje de hemdlisis se
calcul6 con la siguiente férmula:

DO tubo 4g/L x 100
% hemdlisis tubo 4g/L de NaCl =

DO tubo 100% hemdlisis

ROE tubo unico post incubacién a 37 °C durante 24 h
(ROETUZ24): La muestra de sangre heparinizada se incu-
b6 a 37 °C durante 24 h. Luego se empled la misma téc-
nica de ROETUi. Las pruebas de ROETUi y ROETU24
(4,0 g/L de NaCl) se consideraron normales con por-
centajes de hemolisis superiores al 50 y 85%, respecti-
vamente (1).

En los pacientes con sospecha de EH se efectu6 la
prueba de ROE completa inmediata (ROEi) y ROE
post-incubacién a 37 °C durante 24 h (ROE24) me-
diante la técnica descripta por Roper y Layton (1). Los
resultados se graficaron con Microsoft Excell. Por ex-
trapolacion de la curva se obtuvo la concentraciéon de
NaCl correspondiente al 50% de hemolisis. E1 VR para
ROEi es de 4,0-4,5 g/L, y para ROE24 es de 4,6-5,9 g/L.
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Se realiz6 la curva en forma paralela con un control
normal.

También se realiz6 la ROE tubo unico inmediata
y post incubacién a 37 °C durante 24 h usando una
concentracion de NaCl de 5,5 g/L en buffer fosfato
(ROETUi-5,5 y ROETU24-5,5) de manera similar al an-
terior. En las pruebas de ROETUi y ROETU24 con 5,5
g/L de NaCl se us6 como valor de corte un porcentaje
de hemolisis menor al 5y 50%, respectivamente.

En los pacientes en los que se demostré la presencia
de una hemoglobina con movilidad anormal en la elec-
troforesis a pH alcalino se realiz6 electroforesis a pH
acido con un equipo comercial (SEBIA). Se siguieron
las instrucciones del fabricante para su uso. Se corrie-
ron en forma paralela un control normal, un control
con HbS y un control con hemoglobina C (HbC).

Para la prueba de falciformacién, la sangre recién
extraida con anticoagulante EDTA, se mezcl6 en par-
tes iguales con una solucién de reciente preparacion de
metabisulfito de sodio al 2% en H,O destilada. Se agre-
g6 un aceite mineral para evitar el contacto de la sangre
con el aire, y se tapé el tubo. Se incubé a 37 °C durante
1 hora, y luego se realiz6 la observacion en fresco de la
sangre tratada, en busqueda de drepanocitos.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudio estadistico de los datos se us6 el pro-
grama Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 9.0.
Los resultados fueron expresados como la media + des-
viacion estandar, luego de ser sometidos a la prueba de
Normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Para las compara-
ciones se usé el t-Test de Student. El nivel de significaciéon
fue de 0,05.

Resultados

El grupo GN estuvo integrado por 11 ninos, con un
rango de edad de 1 a 12 anos, y 23 adultos con edades
comprendidas entre 14 y 64 anos. En las tablas I, II, y
IIT se pueden observar los resultados de los parametros
hematologicos estudiados en los distintos grupos de pa-
cientes.

El grupo GEH comprendi6 8 ninos de 1 a 11 anosy 3
pacientes de 13, 15y 31 anos. Dicho grupo present6 ane-
mia normocitica normocromica, tanto en ninos como
en adultos, y aumento del IPR ($<0,05) con respecto
al GN, reafirmando la caracteristica regenerativa de la
misma. La ROETUi 4,0 g/L mostr6 glébulos rojos mas
fragiles que los normales, aunque sélo se pudo compa-
rar el grupo infantil con el normal, encontrandose dife-
rencia significativa entre ambos ($<0,05). La ROETU24
4,0 g/L no mostro diferencias con el grupo GN. El exa-
men de la hemolisis 50% inmediata y pos-incubacién
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Tabla |. Parédmetros hematoldgicos evaluados en los grupos de mujeres mayores de 12 afios

PARAMETROS GRBT GHPB GEHf GN
GRUPO (n=30) (n=8) (n=1) (n=18)
EDAD [afios] 40+20 34+20 15 34+11
RGR [x102/L] 5,35+0,56* 4,41+1,33 3,70 4,41+0,30
RGB [x109/L] 8,2+2,7 8,7+£2,7 18,7 7,2+1,4
HEMOGLOBINA [g/L] 106+11* 116+25* 107 13048
HEMATOCRITO [L/L] 0,35+0,04* 0,36+0,08 0,31 0,40+0,02
VCM [fL] 64,7+3,3* 83,5+7,8* 84,5 90,3+5,0
HCM [pg] 19,8+1,3* 27,0+£3,6 28,9 29,6+1,8
CHCM [g/L] 307+13* 323+£20 342 328+11
{NDICE DE MENTZER 12,3+1,7*% 21,3+9,6 22,8 20,6+2,4
{NDICE DE SHINE & LAL 837+128* 1931+528* 2064 2438+382
RP [x10%/L] 283162 232+42 338 258+46
HIERRO [pg/dL] 86+28 91+55 62 94422
TRANSFERRINA [pg/dL] 283+51 300455 252 311+47
SATURACION [%] 30+8 31+20 25 318
IPR 0,8+0,5 0,7+0,4 3,4 0,6+0,4
ROETUI [%] 26,3+15,8* 47,9424 9% 100 74,9+11,5
ROETU24 [%] 48,0+24,0* 66,4+26,2*T 100 93,56+5,6

649

RGR: Recuento de glébulos rojos; RGB: Recuento de glébulos blancos; VCM: Volumen corpuscular medio; HCM: Hemoglobina
corpuscular media; CHCM: Concentracién de hemoglobina corpuscular media; RP: Recuento de plaquetas; IPR: indice de produccion
reticulocitaria.

*p<0,05 con respecto al grupo GN

1 No se efectuaron comparaciones por escaso niimero de pacientes

T p<0,05 con respecto al grupo GRBT

Tabla Il. Parametros hematoldgicos evaluados en los grupos de hombres mayores de 12 afios

PARAMETROS GRBT GHPB GEH? GN
GRUPOT (n=15) (n=5) (n=2) (n=5)
EDAD [afios] 33+12 34x14 22+13 45+19
RGR [x101?/L] 6,36+0,42* 5,23+0,18 3,81+0,26 5,13+0,10
RGB [x109/L] 8,5+2,5 9,0+2,2 9,6+5,8 6,8+1,4
HEMOGLOBINA [g/L] 125+10% 143+5* 118+23 155+7
HEMATOCRITO [L/L] 0,41+0,02* 0,44+0,01* 0,32+0,05 0,46+0,02
VCM [fL] 64,1+4,6* 84,4+3,5% 84,2+6,3 90,0+2,9
HCM [pgl 19,8+2,0* 27,4+0,9* 30,7+4,0 30,2+1,3
CHCM [g/L] 308+15* 325+7* 364+21 336+6
{NDICE DE MENTZER 10,1+1,3* 16,1+1,2 22,1+0,1 17,6+0,7
{NDICE DE SHINE & LAL 826+224* 1953+223* 2206607 2454+253
RP [x10%/L] 279+91 248+33 241+24 189+46
HIERRO [pg/dL] 100+50 91+31 137+91 108+22
TRANSFERRINA [pg/dL] 276+44 314+114 254+81 308+60
SATURACION [%] 35+14 33+7 51+19 36+9
IPR 0,7+0,4 0,7+0,2 8,0+6,4 0,7+0,4
ROETUI [%] 35,7+24,6* 44,6+34,5 97,0+2,8 68,0+21,7
ROETU24 [%] 49,5+26,5* 82,0+15,6 97,0+4,2 95,2+3,2

*p<0,05 con respecto al grupo GN

T Referirse a la Tabla | para explicacion de las abreviaturas

F No se efectuaron comparaciones por escaso nimero de pacientes
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Tabla Ill. Parédmetros hematoldgicos evaluados en los grupos infantiles

PARAMETROS GRBT GHPB GEH GN
GRUPOT (n=14) (n=8) (n=8) (n=11)
EDAD [afios] 7+4 5+3 6+3 5+3
RGR [x10'?%/L] 5,63+0,50* 4,42+1,00 3,46+0,42* 4,59+0,13
RGB [x107/L] 10,0+3,8 11,2+3,5 11,2+4,6 9,6+2,6
HEMOGLOBINA [g/L] 107+10* 110+19 93+12* 120+6
HEMATOCRITO [L/L] 0,35+0,02 0,35+0,07 0,27+0,03* 0,36+0,02
VCM [fL] 61,8+6,3* 79,9+7,3 78,9+5,7 79,3+2,1
HCM [pg] 19,1+2,5* 25,2+3,5 27,0x2,2 26,2+1,2
CHCM [g/L] 308+14* 315+18* 343+13 331+13
NDICE DE MENTZER 11,1+2,1* 19,4+6,7 23,2+4,1* 17,3+0,4
NDICE DE SHINE & LAL 757+293* 1670+566 1705+362 1651+145
RP [x10%/L] 358+75 330+88 343+97 343+117
HIERRO [pg/dL] 77+42 73+19 77+19 78+9
TRANSFERRINA [pg/dL] 279+55 277+62 239+42 276+33
SATURACION [%] 27+13 28+10 3319 28+3
IPR 0,8+0,6 2,9+3,8 52+1,6* 0,5+0,2
ROETUI [%] 18,8+17,2* 34,2+24,5*% 90,2+4,7* 62.3+22,1
ROETU24 [%] 43,1+26,2* 75,4+16,2 85,6+5,7 88,8+10,7

*p<0,05 con respecto al grupo GN
T Referirse a la Tabla | para explicacion de las abreviaturas

demostré que el grupo GEH presentaba una resistencia
disminuida con respecto al GN (Fig. 1) (Tabla IV). La
prueba ROETU-5,5 inmediata y pos-incubacion indicé
un porcentaje de hemolisis mayor que el GN (£<0,05).
De acuerdo a los valores de corte propuestos, esta tltima
prueba permiti6é detectar la presencia de EH en el 82%
(8 individuos) y 100% de los pacientes en su modalidad
inmediata y postincubacién, respectivamente. El analisis
morfolégico de los eritrocitos en extendidos sanguineos
revel6 la presencia de esferocitos en el 100% del GEH.
En el grupo GRBT se observé anemia microcitica hi-
pocrémica en el 100% de los casos y no dependié de la
edad ni del sexo. Dicho grupo estuvo integrado por 14
individuos de 1 a 12 anos y 42 con edades comprendi-
das entre 17 y 82 anos. Tanto la ROETUi y la ROETU24
4,0 g/L demostraron que los glébulos rojos talasémicos
fueron resistentes a concentraciones bajas de NaCl. El
90y 91% de los individuos con RBT presentaron un por-
centaje de hemdlisis menor al 50 y 85% en la ROETUi y
ROETU24 4,0 g/L de Na(l, respectivamente. Asimismo,
los indices IM y S&L presentaron diferencias significati-

vas con respecto a GN, y permitieron diagnosticar el 80 y
el 98% de los casos de RBT, respectivamente.

El grupo GHBP estuvo compuesto por 11 pacien-
tes con hemoglobinopatia S heterocigota (rasgo falci-
forme), 2 con hemoglobinopatia S homocigota, 7 con
hemoglobinopatia C heterocigota y 1 con hemoglobi-
nopatia S-C. Dicho grupo consistié en 8 ninos de 1 a 9
anos y 13 mayores de 12 anos, con edades entre 14y 74
anos. Al momento del diagnéstico sélo el 33% (7 casos)
presentaba anemia. Ninguno de los hombres adultos
tuvo niveles de Hb por debajo del valor de referencia.
Con respecto a la ROETU 4,0 g/L inmediata y posin-
cubacion, se encontraron glébulos rojos resistentes a la
hemolisis (Tablas I'y III), en especial en el grupo feme-
nino mayor de 12 anos.

Si bien los grupos GRBT y GHBP fueron resistentes a
bajas concentraciones de NaCl, el estudio comparativo
entre ambos arrojo6 diferencias significativas (p<0,05) y
demostré que los pacientes con rasgo beta talasémico
son mas resistentes en las pruebas ROETUiy ROETU24
(Fig. 2).

Tabla IV. Resultados de la prueba de ROE completa y ROETU 5,5 g/L de NaCl en los grupos GEH y GN

Prueba GEH GN
ROEI Hemdlisis 50% 5,3+0,7 g/L* 4,2+0,2 g/L
ROEPI Hemodlisis 50% 6,8+0,6 g/L* 5,2+0,3 g/L
ROETU 5,5 g/L NaCl 31,2+32,9%* 0,6+0,8%

ROETUPI 5,5 g/L NaCl

76,2+13,0%*

25,3+17,7%

*p<0,05 con respecto al grupo GN
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Figura 1. Hemdlisis 50% inmediata y post incubacion en los grupos
GEHy GN

Discusion y Conclusiones

El diagnéstico de las anemias hereditarias se basa en
la combinacién de la historia clinica y familiar, el exa-
men fisico y datos de laboratorio (hemograma, indices
hematimétricos, morfologia, recuento de reticulocitos
y otros). La medicion de la resistencia osmotica eritroci-
taria da una informacion valiosa sobre la normalidad de
los hematies del paciente, ya que un resultado anormal
indica invariablemente la presencia de una patologia.
Tradicionalmente ha sido usada en el diagnoéstico de
EH (2)(11). Ademas, una simple prueba de resisten-
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Figura 2. Prueba de ROETU y ROETUZ24 en los grupos estudiados

cia osmotica de un solo tubo sirve para la orientaciéon
diagnostica de las f-talasemias y de algunas hemoglobi-
nopatias en aquellos paises donde hay una incidencia
elevada de estas anomalias (12-14).

Con la excepcion del trasplante de médula 6sea,
que solo esta disponible para un numero limitado de
pacientes con un donante familiar o voluntario compa-
tible, no existe una cura definitiva para cualquiera de
los trastornos genéticos de la hemoglobina. Mucho tra-
bajo esta dirigido a un tratamiento genético correctivo,
pero pasara un tiempo considerable hasta que llegue
a la practica clinica (15). Asi pues, se deberian tratar
de desarrollar programas de control y un enfoque mas
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econ6émico para el diagnéstico y manejo de los casos.
Para la deteccion de la f-talasemia se puede usar un
método, como la ROETU, que ademas de sensible, es
barato (16). El presente trabajo permitié revelar alre-
dedor del 90% de los casos de RBT. También se probé
que tiene valor en la deteccion de hemoglobinopatias S
y C, ya que se observaron glébulos resistentes al medio
hipoténico en estas patologias. Otros autores también
han demostrado que la prueba de ROETU es bastan-
te eficaz en el cribado de RBT (17). Sin embargo, la
prueba es de uso limitado en poblaciones con una alta
prevalencia de anemia por deficiencia de hierro (18),
ya que al presentar eritrocitos microciticos e hipocré6-
micos puede dar resultados falsos positivos. En estu-
dios anteriores ROETUi y ROETU24 demostraron ser
métodos altamente sensibles y poco especificos (19),
pero con un valor predictivo negativo del 92 y 100%,
respectivamente, para el diagnoéstico diferencial entre
RBT y anemia ferropénica (9). En las talasemias mayor
y menor, la resistencia osmética esta frecuentemente
muy aumentada tras la incubacién, debido a una nota-
ble pérdida de potasio (1).

Debido a que tanto en el grupo GRBT como en el
GHBP los globulos rojos fueron resistentes, fue indis-
pensable contar con otros métodos de laboratorio que
ayudaran a realizar un rapido diagnéstico diferencial.
Asi los indices hematimétricos VCM y HCM, como el
calculo de los indices de Mentzer y de Shine&Lal, fue-
ron utiles para distinguir ambas patologias. Estos ulti-
mos se han recomendado para distinguir el RBT de la
anemia ferropénica (18)(20).

El GEH fue el tinico fragil en la prueba de ROETU
inmediata, mientras que tras la incubacién no present6
diferencia significativa con el GN. En cambio, el anali-
sis de los resultados con la ROETU-5,5 mostré que la
misma es util para sustentar un probable diagnéstico de
EH, cuando no se puede realizar la prueba completa.
Similarmente, en un estudio llevado a cabo por Strei-
chtman y Gescheidt, ROETUi-5,5 y ROETU24-5,5 per-
mitieron reconocer 16 de 24 y 17 de 22 pacientes con
EH, respectivamente (21).

La presencia de una anemia microcitica hipocro-
mica fue un hallazgo caracteristico del RBT, lo que es
reconocido por diversos autores (5), mientras que las
HBP y la EH se presentaron como anemias normoci-
ticas normocromicas, aunque el GHBP tuvo diferen-
cias significativas en el VCM con respecto al grupo GN
(p<0,05). La EH se ha descripto como una patologia
donde se encuentra disminuida la Hb y el VCM, mien-
tras que estan aumentadas la concentracion de Hb cor-
puscular media (CHCM) y la amplitud de distribucién
eritrocitaria (ADE) (10). Otros autores consideran que
el VCM y HCM pueden estar dentro del rango normal,
pero con un ADE usualmente aumentado (2). Si bien
se observo que la media de la CHCM en el GEH era
mayor que en el GN, no hubo diferencias significativas
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entre ellos. Tampoco se encontré un VCM menor en el
GEH, pero la observacion de esferocitos en el frotis de
sangre periférica fue un hecho constante en todos los
pacientes con EH. La variaciéon del VCM en la EH de-
pende del grado de reticulocitosis, del nivel de hierro
en sangre y del compromiso megaloblastico, entre otras
causas (22). En el grupo GEH todos los sujetos presen-
taron un IPR>3, lo que probablemente determiné el
hallazgo de un VCM normal.

El diagnéstico de talasemias, esferocitosis heredita-
ria y hemoglobinopatias no es facil en los laboratorios
de bajos recursos, los cuales son frecuentes en paises
con problemas socioecon6micos como la Argentina. La
implementacion de la prueba de ROETU seria ventajo-
sa, ya que es sumamente econémica, y suficientemen-
te sensible y especifica para ser usada en el cribado de
anemias hereditarias en regiones con recursos técnicos
y financieros limitados. De manera ideal, un contador
hematolégico cuidadosamente estandarizado, deberia
orientar el diagnéstico de estas patologias. Pero cuando
el medio no lo permite, la ROETU podria ser ttil en la
evaluacion de muestras sospechosas, lo que reduciria el
numero de pacientes que deben ser derivados a centros
de mayor complejidad.

CORRESPONDENCIA

DRA. SANDRA LLAZARTE.

Laprida 653, 7° D.

4000 SAN MIGUEL DE TUCUMAN, Tucuman, Argentina
Tel.: 0381-4310994.

E-mail: slazarte@fbqf.unt.edu.ar

Referencias bibliograficas

1. Roper D, Layton M. Investigation of the hereditary
haemolytic anaemias: membrane and enzyme abnor-
malities. En: Lewis SM, Bain BJ, Bates |. Dacie and
Lewis Practical Haematology. Tenth Ed, Philadelphia:
Churchill Livingstone Elsevier; 2006. p. 205-37.

2. lolascon A, Awvisati R. Genotype/phenotype correlation
in hereditary spherocytosis. Haematologica 2008; 93
(9): 1283-8.

3. Chow J, Phelan L, Bain B. Evaluation of single-tube os-
motic fragility as a screening test for thalassaemia. Am
J Hematol 2005; 79: 198-201.

4. Boguslawska DM, Heger E, Sikorski AF. Molecular me-
canism of hereditary spherocytosis. Pol Merkur Lekalski
2006; 20 (115): 112-6.

5. Galanello R, Origa R. Beta-thalassemia. Orphanet J
Rare Dis 2010; 21: 5-11.

6. Clarke GN, Higgins TN. Laboratory investigation of he-
moglobinopathies and thalassemias: review and update.
Clin Chem 2000; 46 (8 Pt 2): 1284-90.

7. Okan B, Cigiloglu A, Cifci S, Yilmaz M, Pehlivan M.
Red cell indices and functions differentiating with the



10.

11.

12.

13.

14.

15.

B-thalassaemia trait from those with iron deficiency
anaemia. J Int Med Res 2009; 37: 25-30.

. Lazarte S, Leri de Nofal M, Rossi E, Jiménez C, Ledes-

ma Achem E, Issé B. Diagnéstico diferencial de anemia
ferropénica y rasgo beta talasémico: Valor predictivo
de las pruebas de cribado. Arch Biog, Quim y Farm-
Tucumén 2010-2011; XXI (1): 8-17.

. Wild B, Bain B. Investigation of abnormal haemoglo-

bins and thalassaemia. En: Lewis SM, Bain BJ, Bates
|. Dacie and Lewis Practical Haematology. Tenth Ed,
Philadelphia: Churchill Livingstone Elsevier; 2006. p.
271-310.

Lazarte S, Issé B, Agliero G. Hemoglobinophaties and
thalassemia syndromes in Tucuman: preliminary study
[resumen]. Biocell 2001; 25 (1): 90.

Bolton-Maggs PHB, Stevens RF, Dodd NJ, Lamont G,
Tittensor P, King MJ. Guidelines for the diagnosis and
management of hereditary spherocytosis. Brit J Haema-
tol 2004; 126: 455-74.

Sanchaisuriya K, Fucharoen S, Fucharoen G, Ratanasiri
T, Sanchaisuriya P, Changtrakul Y, et al. A reliable screen-
ing protocol for thalassaemia and hemoglobinopathies in
pregnancy. Am J Clin Pathol 2005; 123: 113-8.
Mamtani M, Das K, Jawahirani A, Rughwani V, Kulkarni H. Is
NESTROFT sufficient for mass screening for p-thalassaemia
trait? J Med Screen 2007; 14 (4): 169-73.

Manglani M, Lokeshwar MR, Vani VG, Bathia N, Mhaskar
V. “NESTROFT"”-An effective screening test for beta thal-
assaemia trait. Indian Pediatr 1997; 34: 702-7.
Weatherall DJ, Clegg JB. Inherited haemoglobin disor-

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Anemias hereditarias y resistencia osmdtica 653

ders: an increasing global health problem. Bulletin of
the World Health Organization 2001; 79 (8): 704-12.
Yazdani MS, Ahmed S. An “on the spot” test for tar-
geted screening in index families of thalassaemia. J Pak
Med Assoc 2010; 60 (7): 521-3.

Chow J, Phelan L, Bain B. Evaluation of single-tube os-
motic fragility as a screening test for thalassaemia. Am
J Hematol 2005; 79: 198-201.

El-Beshlawy A, Kaddah N, Moustafa A, Mouldar G,
Youssry |. Screening for B-thalassaemia carriers in
Egypt: significance of the osmotic fragility test. Eastern
Med Health J 2007; 13 (4): 780-6.

Tongprasert F, Sirichotiyakul S, Piyamongkol W, Tong-
song T. Sensitivity and specificity of simple erythrocyte
osmotic fragility test for screening of alpha-thalas-
semia-1 and beta-thalassemia trait in pregnant women.
Gynecol Obstet Invest 2010; 69: 217-20.

Rathod DA, Kaur A, Patel V, Patel K, Kabrawala R, Patel V,
et al. Usefulness of cell counter-based parameters and for-
mulas in detection of p-thalassemia trait in areas of high
prevalence. Am J Clin Pathol 2007; 128: 585-9.
Streichman S, Gescheidt Y. Cryohemolysis for the de-
tection of hereditary spherocytosis: Correlation studies
with osmotic fragility and autohemolysis. Am J Hematol
1998; 58: 206-12.

Aixald M, Sarandria C. Microesferocitosis. Perfil eritroi-
de y su relacién con distintas pruebas de laboratorio.
Medicina (Buenos Aires) 2001; 61: 417-23.

Aceptado para su publicacion el 4 de septiembre de 2012

Acta Bioquim Clin Latinoam 2012; 46 (4): 645-53



