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i. RESUMEN
Debido a 1la actividad de las células del sistema
fagocitico mononuclear eaplénico v a la capacidad
secuestradora de eritrocitos daflados o sengibilizados, es

posible visualizar la estruCtura v fisiologia del bazo vpor

medio de la incorporacién de trazadores radioactivos a los
eritrocitos.

Los procedimientos se ejecutan ugando eritrocitos
radiomarcados con pirofosfato-estafio-P®mTecnecio -y dque han
sido adecuadamente dafiados, lo cual permite una  imagen
esplénica especifica.

Para alterar o modificar la membrana de los eritrocitos
mé aplican métodos de naturaleza fisica, quimica e
inmunolégica, cuyo grado de dafio debe controlarse para obtener

un buen resultadec diagnéstico.

En el presente trabajo se aplicé los métodos para
fragilizacién de eritrocitos a muestras de sangre de 10
donadores sanos adultos y de grupo "0" Rh positivo Vy que
fuerén previamente marcadas .con' Pyp—Sn—QemTécnecio. Los
métodos fisicos fueron: calor  a 49.5°C por 20min v calor a
568.02C por 10min, los métodos  qﬁimic0s: Fanilhidracina
dilucidn 1:50 250ul - (método previamenﬁe estandarizado} ¥y
exceso de Acide Citrico Dextrosa (BQOul de solucidn
concentradal, v los métodos Inmunolégicosgi 50ul vy 100ul de
Ig@ anti D para 1 ml de una suspensién de eritrocitos al 50%.

El efecto de cada uno de estos métodos se evalud por

‘medio de cambios morfolégicos y curvas de fragilidad osmética.

Esto se llevd a cabo con el propdsito de comparar el
dafio ocasionado por los métodos arriba explicados para
determinar si existia un punto comin éptimo de fragilizaciéﬁ
(50% hemSlisis) entre los métodos aplicados. .

Actualmente para centeilografia esplénica se fragilizan

los eritrocitos con calor a 49.52C, por lo que fue necesario

. ! A - S AR T



“método de control
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determinar la concentracidén de solucidn salina que hemoliza el
50% de eritrocitos, lé cual equivale a 0.582 g/dl.

_ Es importante mencionar que se determindé los rangos de
absorbancia para dicha concentracién de solucién salina
aplicando un intervalo de confianza de 95% que 1indica el rango
dentro del cual se obtiene una buena fragilizacién, los que
corresponden a 0.528-0.563 para eritrocitos tratados con calor
a 49.5°C por 20min, 0.730-0.767 para eritrocitos tratados con
calor a 56.0oC yv de 0.0 para eritrocitos control. '

Respecto a los métodos quimicos se determinéd que no

alteran el patrdn normal de hemdlisis y que lo que dafian es la

hemoglobina y estructura quimica del eritrocito.

Las curvas de fragilidad osmdética y evaluacidn de
alteraciones morfolégicas para las muestras tratadas con IgG
anti D, demostraron gque hay aumento de la fragilidad osmética
de los eritrocitos, pero en proporcidn inferior a los métodos
fisicos. Asi mismo, para asegurar la sensibilizacidn apropiada
de los eritrocitos, se afectud la prueba de Coombs.

Resulta importante relacionar los cambios morfoldégicos

con las alteraciones dentro de la curva de fragilidad

osmética, va que morfoldégicamente los métodos fisicos,

gquimicozs e inmﬁnolégicos Japlicados, preasentan .élteraciones

oaraoterié.tica.s._ o | aee Bt CUNRNA
Finalmente, por medi @ﬁ@&Mmgggiga@rsé lecid el
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fragilizacién -de eritrocitos marcados con Pyp-sn-f9%Tecnecio

dade epar evaluar la optima

al ser +tratados con calor a 49.5<C por min, vy gqueda
demostrado que la . fragilizacién de eritrocitos por los metodos

fisicos, quimicos e inmunolégicos ocurre a diferente nivel vy

-por lo tanto debe estandarizarse métodos especificos de

evaluacién. _ .

' Y por lo tanto se establece que loa métodos fisicos son
los més apropiédos para alterar los eritrocitos para usarse en
centellografia eSplénica,' ya que se - ha establecido un

adecuado control " de calidad, no se conocen  efectos

'~ adversos, su costo es bajo y se ejecutan en poco tiempo.




‘2. INTRODUCCION

La Medicina Nuclear es una ciencia dedicada al
diagnéstico ¥ tratamiento de pacientes a través del estudioc
de diversas enfermedades humanag, utilizando isbtopos

radicactivos que permiten visualizar imdgenes de diferentes

6rganos, asi como de sus procesos  fisioldgicos.

Una de las ramas de esta ciencia se aplica a procesos
hematqlégicos que involucran la marcacidén de componentes
sanguineos para el diagnéstico de patologias de diferente

origen.

La membrana del eritrocito es una estructura compleja
compuesta de proteinas ¥ lipidos. Esta puede alterarse por

métodos fisicos, quimicos e inmunoldégicos; siendo el dafio

mas importante a este nivel, la pérdida de plasticidad ¥
,ﬂ:! fiuidez, 1lo cual lleva a la formacién de eritrocitos de

pared'rigida que les impide el paso 1ibre a8 través de las

trabéculas del bazo y ocasiona ¢€n esta regidén el secuestro
y fagocitosis de los mismos. ’ | o

Es por ello que el uso de radiofdrmacos marcando
eritrocitos con oomTecnecio y debidamente alterados-permite
lograr imégenes esplénicas especificas. Sin embargo,
existen algunos factores gue es preciso controlar al
efectuar un radiomarcaje de eritrocitos con 88mTecnecio
para centellografia esplénica, entre los cuales se incluye
1a calidad y pureza del radiofdrmaco, su administracidn al

paciente y la informacidn diagnéstica' que se obtenga de la

marcacion(l).

En el presente trabajo se compard el efecto ocasionado
por los métodos fisicos, quimicos e inmunoldgicos para la
fragilizacidn ¥ sensibilizacidén de eritrocitos gque fueron

marcados con Pirofosfato-EstaﬁOHBQmTecnecio, lo - cual se

evalud como parte'del control de calidad requerido en base.

a cambios morfolégicos observados ¥ determinacién de la

concentracidén de solucidn salina que produce el punto

dptimo de fragilizacién (Hemélisis al 50%).
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La evaluacion de alteraciones en la morfologia celular
se llevd a cabo por medio de frotes sanguineos tefiidos con
Wright, ejecutados antes y después de gue se sometieron las
muestras a cada uno de los tratamientos propuestos ( 20
minutos a 49.59C, 10 minutos a b56.0°C, exceso de Acido
Citrico - _Dexﬁrosa 800ul, Fenilhidracina 1:50 250ul y
recubrimiento con 50ul y lQOul de IgG-Anti D), lo cual

permitid realizar comparaciones.

Con esto, en el presehte trabajo se estandarizd el
método de control de calidad para evaluar la adecuada

fragilizacién o gensibilizacién de los eritrocitos tratados-

a 49.5°C por 20 min, para lo que se determiné el punto

éptimo de hemtlisis (hemélisis al B0%) ¥ la concentracidn
de solucidén salina que produce dicho efecto. Esto resulta
de mucha utilidad va que este es el método empleado de
rutina para centellografia de bazo .y antericrmente  no
existia un método para controlar el grado de fragiliiacién-

Asi mismo fue posible determinar qué para calor a
56.0eC por 10 min lo= eritrocitos presentan mucho mayor
dafio con lo cual aumehta la fragilidad de éstos.

El estudio de los métodos quimicos'e inmunolégicos se
propuso como una alternativa, 'y luege de evaluar los
cambios en morfologia y fragilidad osmbdtica y compararlos
con los obtenidos para métodos fisicos, se determind® que el
dafio ocurre a diferente nivel en el eritrocito y por lo
tanto es necesario egtandarizar otras.metodologias para
evaluar el grado de daflo celular qﬁe ocasionan para que
puedan uvtilizarse obteniendo resultado=s diagndsticos
similares a los provocados por 'el tratamiento térmico va
establécido.'Ademés se debe evaluar estos tratamientos in

vivo experimentalmente, para que se considere su uso en el

" diagndstico esplénico.



3. ANTECEDENTES

3.1 EL BAZ0:

Es el mayor de los d6rganos linféficos y‘ el " 1nico
especializado para la filﬁracién de la sangfa- Su
estructura facilita las respuestés inmunitarias a antigenos
gque han llegado a la sangre circulante, ya que recibe
sangre de todo el cuerpo, a lo gque se debe su color parpura
(1). ' '

3.1.1 Anatomia:

E]l bazo tiene tamafio y forma gque  semejan un pufio
cerrado y se sitda en el abdomen, protegido por las
costillas Sa. a lia., con su eje largo paralelo a ellas.

Posse una estructura de coldgeno en la cual estd suspendida

una red de células reticulares.

Estd rodeado por una cdpsula que estd cubierta por una
membrana serosa, el peritoneo, de la cual paften muchas
trabéculas hacia el interior del d6rganc. En un- puﬁto de la
gsuperficie del bazo hay una depresidén profunda llamada
hilio por donde entran y salen los vasos sanguineos.

El paréngquima o pulpa esplénica es de dos tipos: la
pulpa blanqa es tejido linfdtico tipico, en su mayor parte
linfocitos, gue rodea y sigue a 1as arterias. Ge engrosa a
intervalos formando masas ovoides"-llamadas' Nédulos
Esplénicos o CuerpDS"de_Malpighi.. Lé .pulpa roja- es mas

-abundante y se compone de senos venosos llenos  de sangre y

forma a menudo'léminaslﬂllamadés' chd0nes pulpares o de
Billroth que se relacionani con - muchos eritrocitos,
macréfagos, linfocites, plasmacitos y. granulocitos (2).

Las arterias estdn en intimﬁhralacién con la pulpa
blanca y los-vasas:sanguineos terminales con la pulpa roja.
Todos 163 vasos linfdticos son eferentes vy se limita al
tejido conectivo que  envuelve a sus ganglios y vasos
sanguineos. |
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3.1.2 Fisiologia: _

El bazo lleva a cabo dos funciones principales.

- Produce anticuerpos ~ contra antigenos circulantes en
la. sangre: numercesos -plasmocitos capaces de producir
cantidades considerables de inmunoglobulinas, surgen en el
bazo de linfocitos B activados por la presencia de
antigenos. Por su alto contenido de plasmocitos, éste es el
érgano mayor productor dé anticuerpos.

- Destruccidon de elementos defectuosos figurados de la
sangre: Posee una alts cantidad de macréfagos residentes
que entran facilmente en contacto con los elementos
figurados a sSu  paso por el organo. Estas células
fagociticas destruyen elementos “figurados envejecidos o0
1651onados, plaquetas, desechos ‘circulantes y de cualguier
partlcula suspendida en la sangre - (1 3).

Ademds, . el bazo se encarga de la concentracidén de
ciertos tipos de elementos figurados vy de plagquetas,
pudlendo en determinado momento, concentrarse en el bazo
una tercera parte de la ‘poblacién plaguetaria total (1).

La rulpa blanca facilita el desarrollo de las
respuestas inmunitarias, mientras que la pulpa roja
facilita la extraccidon de elementos figurados en deterioro
v plagquetas. L

Durante la vida fetal, el'bazo"ae'constituye en un
sitio de Thematopoyesis mieloide activa, potenoialidad que
conserva en la edad adulta (3).

3 1.3 Patologia: - o : o

El bazo es el drgano lesionado mds frecuentemente por
los traumatismos abdomlnales oca51onados por aplastamiento
a este nlvel 1o que " gsuele causar la ruptura del Srgano,
que da lugar a hemorragla 1ntraper1toneal grave y chogue.
" En tal 31tua01on es necesarla la extirpacidén inmediata o
esplenectonia, a fin de evitar hemorragias ‘mortales (1).

- En caso de extirpacibn,  las funciones del bazo pueden
- ejecutarlas otros tejidos:hematcpoyéticos, en particular la

médula ésea (2).

] Sy T Jabiibatin il



Debido a la funcidén del bazo en la regulacién V¥
homeostasis del tejido sanguineo, éste se ve afectado por
los desérdenes v alteraciones en la® producciédn v
eliminacidén de los componentes sanguineos:

- Durante la anemia hemolitica grave, el bazo reexpresa
tal poten01a11dad, participando en la hematopoyeSLS
extramedular (1).

- En la -anemia de_células falcifbrmes, los eritrocitos
alterados se vuelven rigidos vy susceptibles .a secuestro ¥y
hemélisis en el bazo.

- En 1la esferociﬁosis hereditaria hay un defecto

hereditaric en la membrana del eritrocito dque hace gque

adopte forma esferoidal gea menos deformable v vulnerable

al secuestro vy destruccidn a nlvel del bazo.

- En lupus eritematoso gsistémico, puede haber
esplenomegalia con . frecuente engrosamiento fibroso
capsular. Las c¢élulas. plasmdticas son _abundantes YV

contienen IgG e IgM. Surge fibrosis perivascular notoria en
vasos de tamafio normal y anormal. 2

- En leucemia mielégena ocrdénica, hay esplenomegalia
masiva (mayor a 5000 . gr) aiendo menor - en 1eu¢emia
linfocitica crénica (hasta 2500 gr), v.en ambas aparecen
sreas de infarto pélido en'todaa'la-sustancia del organo
{zonas de necr031s 1squemlca por - OClusién arterial con

egcasa hemorragla) Las- formas agudas de leucemia, s80lo

" producen esplenomegalla moderada (500 1000 gr)

-  En metapla81a m13101de, hay esplenomegalla alta (hasta
4000 gr) con ‘infartos. multlples. Sin- embargo,_ se conserva
la arqultectura natural V. la hématopoy831s ordenada con
proporciones mas o menos normalas de elementos flgurados en
maduracién.” Los. megacar1001tos son- prommnentes.

- En mononucleosis 1nfecvlosa_ el - bazo esta ‘agrandado

(300. - 500 gr), hay una intensa- inflltra01on de 1infocitos

atipicos que pueden causar promlnen01a de 1log foliculos

esplenlcos. El bazo es vulnprable ‘a’la - rotura por la

et



infiltracién linfocitaria de cédpsula ¥y trabéculas (4).

La actividad fagocitica de las células del sistema
fagocitico mononuclear esplénico v la capacidad
secuestradora de eritrocitos alterados o sensibilizados que
posee el bazo, son las dos funciones gue permiten con ayuda
de trazadores radioactivos, la visualizacidn ¥ evaluacién

morfofuncional y patolégica de este Srgano (5.

3.2 MEDIGINA NUCLEAR: _

La Medicina Nuclear es puna ciencia dedicada al
diagnéstico y tratamiento de pacientes a través del estudio
de diversas enfermedades humanas, utilizando isdtopos
radicactivos que permiten visualizar imdgenes de diferentes
organos, asi como de sus procesos fisiolégicos (5).

Una de las ramas de esta -ciencia es la Hematologia
Nuclear, la cual se aplica a procesos hematolégicos, tales
como lé marcacién de componentes sanguineos que permiten
diagnosticar patologias de diferente origen (B6).
3.2.1 Centellografia: S

ina de las principales apli {#ao

es, siendo la

@ﬁb“s
Nuclear =on los estudlqg, qﬂ&% q@c r
caracteristica de func1qg§&%ﬁa¢\

Las explor301ones* ~8e reallzan mediante una

as relevante.

Gammacémara,, que permlte la deteccidn de radiacién emitida
por un radiofdrmaco .y  su ccnver51on en 1magenes. Las
Gammacdmaras estdn conectadas a’un ordenador que permite la .
visualizacidén y pcsterlor procesado de .las_lmagenes- Segin
la exploracién pueden adgquirirse imdgenes esatdticas (de un
momento determinado),. o secuenciadas, que . pérmiten un
estudio dindmico (7). ‘Begin el 'érganq "que; sa guiera
estudiar, se utilizan diferentesa radiofdrmacos con
trazadores especificos. Existen = técnicas que permiten la

exploracién de la mayoria de &Arganos.



4.2.2 Centellografia Esplénica:

Aungue no es comin ejecutar imdgenes espliénicas
especificas,la centellografia del bazo es de utilidad en la
deteccién de tejidos con acceso al bazo en pacientes que
han sufrido esplenectomia ¥ aiin muestran siénos de
hiperesplenismo. Esto es también beneficioso . en la

visualizacién del bazo o comoc una ayuda en la determinacidn

de la masa del cuadrante abdominal superior izguierdo (8.

‘L.a funcién de fagocitosis en el bazo es utilizada
frecuentemente como un medio para aplicar radiofarmacos.
Puesto que- el bazo es el principal érganc destructor de
eritrocitos daflados y alterados, las imégenes esplénicas
especlificas pueden ejecutarse utilizando eritrocitos
radiomarcados qué sean apropiadamente desnaturalizados

antes de localizarse en el bazo (8,9).

3.2.3 RADIOFARMACOS:

Un radiofirmaco es un trazador metabdlico compuesto de
dos partes:un radiontclido(nucleones radiomarcadbs), que
generalmente ez emisor de rayos gamma; y un fdrmaco, cuya

principal funcién es localizarse en "un 6rgano especifico y

participar en la fisiologia del mismo,  para emitir

radiacién gue sea percibida por un detector de centelleo
(9). |

El empleo de los radiofarmacos ha evolucionado debido
a gue, a través de la radiacidén emitida se puede evaluar 1a
anatomia de un  drgano o sistema, la integridad 4
comportamiento fisiopatoldgico a nivel de tejidos vy

analizar su comportamiento bioguimico (8).

3.2.3.1 Isbtopos Radioactivosa:

La radiocactividad es el fenémeﬁo que presentan ciertas g
sustancias; consistente en la emisitn espontdnea de
particulas, aue procede de 1la desintegracidn de

determinados ntcleos y que s€ origina por la expulsidn de




ETSRN 0 W e

10

loa productos scbranteé de un reordenamiento intsrno de los
nicleog a fin de alcanzar una estructura mds estable (7).

Para el diagnéstico clinico en 1a.Hedicina Nuclear se
utilizan los detectores de centelleo para evaluar la
actividad de un radionﬁclido, cuyo principio de
funcionamiento se basa en la propiedad de emitir luz
viaible o ultravioleta cuando scbre ellos incide una
radiacién ionizante. La luz emitida por dichos materiales
es posteriormente transformada en una sefial eléctrica para
poder ser medida (10).

La posibilidad de administrar radiofarmacos con
actividades adecuadas Ppara obtener una buena imagen queda
relegada a lqs is6étopos radioactivos de corto perlodo de
semidesintegracidén y gue a su vez sean emisores de
radiacién gamma (9). _

Los. isétopos metaetables son niclidos que permanecen
en estado exitado durante un tiempo medible superior-a
10-156 segundos, por lo cual =on los mads usados en Medlclna
Nuclear (9). ‘

3.2.3.2 Generacién de Radioniclidos:

Un Generador'_es un sistema  que contiene  una
combinacién de radionticlidos con relacidn genética, en la
cual, mediante’ procedimientos - guimicos {precipitacidn,
destilacién, extraccién con solventes, sublimacidn N
eromatografia por intercambio idniceo), puede conseguirse
una separacidn selectiva del ' hlJO entéhdiendo como tal
la. especie radiocactiva formada por la d831ntegra01on del
radioniclido "padre” (9) _

Se débe tener en cuenta ‘gue ocurra una correcta Vv

eficaz separacidén entre padre e hlJD, estando la solucidn

estéril y libre de pirdgenos.

S " S e RS AR o
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3.2.3.3 Generador 9?®HHo - 9SmTc:

_ Este es el mnde utilizado, ya gque su recuperacidn
maxima tras el procedimiento de elucidén a través de una
columna de altmina se efectia en 23 horas Yy se pueden
obtener soluciones de pertecnetato con actividad Suficiente
durante una semana (9,11). | |

La facilidad de obtener el 99mTc a partir de

generadores ha permitido la incorporacidén del Tecnecilo en

gran variedad de ligandos, generando la produccién de

muchos radiofarmacos con diferentes afinidades hacia los

tejidos.

3.2_3.4 Caracteristicas del ®#9=Tecnecio:
—Periodo de semidesintegracién de 6.04 horas.
-No emite radiacidn beta.
~Emite un fotoén de 140 KeV, con alto rendimiento.
-Facilidad de formacién: de compuestos de coordinacién con
diferentes ligantes (7,11). |

El Tecnecio se obtiene en forma de pertecnetato de
sodio (©9mTc04~) con valencia VII. Puede alterarse la
valencia de VII por: '

~Radiélisis del agua.

-Iones cloro presentes.

—Radiaciéh”ionizante.

-Impurezas orgdnicas. _ _

_ Para evitar la reducc1on previa del ®9mTecnecio se

debe incluir sustan01as gque capturen electrones,'eliminar
el agua residual de la columna, 1nclu1r flltros de carbdn
activado para eliminar 1mpurezas ‘organlcas y eluir el
generador eh solucién salina libre de ox1geno (7).

La preparacidn ‘de radiofdrmacos con 8smTecnecio

‘requiere generalmente una reduccidn del pertecnetato desde

la valencia VII a I-VI, empledndose como agentes reductores
cloruro de esgtafio, acido - clorhidrico - concentrado,

electrélisis, etc (8.

] I G TR



Tras la reduccidén del pertecnetato, el ©S®=Tecnecio
puede formar complejos con gran variedad de ligantes a
través de enlaces covalentes coordinados entre grupos del
ligante, como grupos amino, fosfatos, hldrox110, ete (11).

LLas especies reducidas del pertecnetato gon muy
reactivas quimicamente 'y se comblnan con gran variedad de
agentes gquelantes, gque contribuyen a la formaciodn del
enlace covalente coordinado. Una vez que tiene lugar la
reaccioén de marcaae, puede quedar en solucidn pertecnetato
que no ha llegado a ser prev1amente reducido v que podria
reaccionar posteribrmente, si no es tratado en exceso por

un agente reductor (11).

. 3.2.3.5 Biodistribucién y Localizacién de los

radiofdrmacos:

La unidn a prbteinas o componentes intracelulares de
las células sanguineas, las lipofilicidad, el tamafio vy
carga ioénica, la unidn é receptofes v otras propledades
fisicaas v quimicas determinan los diferentes mecanismos de
biodistribucién vy localizacién de los farmacos (12):

- —-Bloqueo capilaf;.cuando se inyectan particulas de
tamafio superior - al"'de los_ capllares "pulmonares,
produciéndose mlcroembollza01on pulmonar,"

~Fagocitosis: Las células: de - Kupffer - tienen la
propiedad de ingerir partlculas de. 10, 'a 1000 nm de
didmetro, por ello un ‘determinado radlonuclido administrado
intravenosamente y en forma 00101da1 puede ser ‘atrapado por
el higado, v en menor proporcidn por el bazo y médula Osea.

~Secuestro celular.f El bazo extrae de la circulacidn
aquellos hematies_alterados. Si  se .1ogra'_marcar estas
células con un radiofdrmaco v se debilitan o alteran es
posible visualizar este 6rgano. |

-Transporte activo: Impllca la'localizaciﬁn por los
procesos metabollcos especlficos de un organo determinado,

pudiéndose obtener informacidn morfofuncional del organo,

H - . SRR 1
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como ocurre en los estudlos de la tilroldes.
~Localizacién  compartimental: Un radiofdrmaco

incorporado en un compartimiento bien definido (tracto
gastrointestinal, liguido cefalorraquideo o sistema
circulatorio) no difundird en condiciones normales para ser
extraido por ftransporte activo u otro mecanismo.

-Difusién simple o intercambiable: ' Algunos
radiofarmacos lipofilicos pueden atravesar la barrera
hematoencefdlica e incorporarse a nivel cerebral.

—Mecanismos de eliminacién de radiofdrmacos: Pueden
eliminarse por via wurinaria, fecal o respiratoria. Esta
depuracién se debe al decaimiento fisico del radiontclido y

a la eliminacién bioldgica del radiofdrmaco (9).

3.2.3.8 Biodistribucidn del e8mTecnecio - (pertednetato
sédico):

Después de su administracidn bor via intravenosa se
biodistribuye en el compartimiento vaécular, alcanzando el
equilibrio con el compartimiento intersticial a los 2-3
min. El aclaramiento plasmitico es de aproximadamente 30
min. Un 30% es excretado a .las 24 horas, el 50% es
eliminado en 3 dias por orina y heces y un 20% en B dias.
Entre un 70% y un 80% se une a_protéinas vy el resto.difunde
rédpidamente en la - tiroides, gléndulas salivares, mucosa
gdstrica vy ©plexos coroideos. Tiene un .comportamiento
biolégico parecido al yoduro, perc a diferencia de éste, no
se reabsorbe en el intestino delgado ni es organificado en
la tiroides (13). | ' |

La eleccién del radiofdrmaco dependerd de las
caraqteristicas del o6rgano a estudiar, del tipo- de
radiontclido utilizado y propiedades del 1igante (1.

La carga  total del ..complejo determina su
comportamiento en el organismo, teniendo log radiofarmacos
no polares la propiédad de atravesar membranas (14).
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3.2.3.7 Radiofdrmacos empleados para estudio de
Centellografia esplénica

Los estudios de la cinética, funcionalismo Vv
localizacidén de los lugares de destrucciédn de las células
rojas se realizan mediante su marcaje con 1sdtopos
radiactivos. En 1948, Bale utilizdé el primer :ﬁrazador
radiocactivo para el marcaje de eritrocitos { 146;Lisina)
(8). | '

Aungue el 5iCromo fue originalmente empleado bomo el
radiondclido de preferencia para marcar eritrocitos debido
a que sé liga firme e irreversiblemente a los polipéptidos
de las cadenas beta de 1la hemoglobina; actualmeﬁte el
o9mTacnecio se estd wutilizando en diversidad de andlisis
centellograficos, especialmente con radiofdrmacos como el
citrato y pirofosfato (Pyp) para estudios esplénicos
especificos (15).

E1 9®®mTecnecio-Sn~Pyp permite una buena estabilidad
del marcaje. Una variante del marcaje con semTecnecio es
la utilizaciodn de los hematies alterados para la
visualizaoién gsammagrafica del bazo con  ausencia de
actividad en vasos u otros érganos vascularizados proximos
(14). | o | |
' Del pertecnetato sddico al marcar- hematies in vivo
cuando se administran 2 a 4 mg de ‘pirofosfato de estafio,
del 30 al 40 % del Hn=2* se localiza en hueso, 40 a B0 % se

"excreta por via renal vy "g6lo -5 a B ¥ penetra en el

eritrocito v permanece unido a la hemoglobina durante largo
tiempo (8). o ' ': .

Al administrar el radioférmaco,_'el pertecnetato
penetra en los eritrocitos por la via de . difusidn de;los
canales aniénicos y tras la reduccldn intracelular con el
Sn2+, &l pertecnetato ya reducido se une a la hemoglobina,

preferentemente en la cadena beta.

[ A | D —— e —————— [N I il
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Fl1 mecanismo exacto de  fijacién inm  vitro del
99“Tecnecxo no es bien con001do. Segin Srivastava consiste

en:

- El ion Sn2+ penetra en el interior de los eritrocitos

y se une fundamentalmente a la hemoglobina.

- El pertecnetato difunde libremente hacié afuera vy
adentro del eritrocito.

- En el interior del er1tr001to, el pertecnetato
reducido por el Sn2+ se une a 1a hemoglobina.

- El estafio _0x1dado,(Sn4+) asi como el pertecnetato

reducido no son transportados a traves de la membrana.

- El estafioc - extracelular reduce prematuramente al

pertecnetato.inhibiendo 1a entrada de pertecnetato ¥y
causando bajos rendimientos de marcaje.
- El eritrocito retiene el estafio por largo tiempo (8).

3. 2 3. 7 1 Uso de COlOldeB”

Las soluciones verdaderas son agquellas en que el
soiuto se distribuye en el solvente. sin distinguirse de
éste. El 1ado opuesto es una suspension o emu131on, cuyas
particulas son mayores a 1 um. El sistema coloidal tiene un
tamafio de particula entre 10 nm ¥y 1 um.

Las particulas -cbloidales tienen carga eléctrica que
estd contrarrestada por uné carga”_igual. pero de signo
opuesto de las moléculas del disolvente.

- La adicigén de electrolitos. (sales, &cidos o bases),
que son moleculas_ cargadas, cauéa- interaccién con el
sistema, alterando el potencial existente, con lo que el
resultado es’ ‘1a f100u1a010n del coloide. Para prevenir
estas agregaclones se atiaden agentes estabilizantes (14).

La utilizacién de coloides se fundamenta en la
capacidad del sistema fagocitico mononuclear de extraerlos
del sistema c¢irculatorio, con lo que los coloides son
radiofdrmacos de eleccién para la obtencién de imdgenes

hepdticas, esplénicas y de médula Osea.
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Estag estructuras presentan una gerie de células que
se encargan de remover particulas extrafias de la
circulacién; asi tanto el coloide normal como el
radicactivo es atrapado por los macrdfagos.

El grado de fagocitocis depende de la forma, didmetro,
guperficie, carga eléctrica, lugares de reconocimiento en

la membrana y numero de particulas inyectadas (158).

3.2.3.7.1.1 Sulfuro coloidal marcado con 29xTecnecio:

Este es un radiofdrmaco de aplicacién en estudios del
sigtema fagocitico mononuclear debido a la propiedad
fagocitica de las células que extrasn el farmaco del
gistema circulatorio, especialmente para Gammagrafia
hebato—esplénica. |

El tamafio .de las particulas coloidales' no debe ser
mayor a 500 nm y no debe existir AlS+ como impureza, ya Que
puede interferir en la formacidn del coloide produciendo_su
agregacién, con lo que resultarian particulas mds grandes,
que quedarian atrapadas en el lecho vascular pulmonar;-

lL.as imdgenes se realizanrfawlggu 15 minutos postinyeccién

(14). POPIEIAD D 1A kg
RSIDAD DF
La distribucién nozmaiﬁi__LéEiﬁgc%&&?&%&Em@ﬁMﬂBB% en
ra
higado (células de Kupffer), 6% en bazo y 8% emrmédulal daea
(15, 18). o -

En la imagen normal debe observarse una captacidn
homogénea por parte del parénguima hepatlco (lobulo derecho
mas active), un bazo mas hipoactivo ¥ ' s6lo indicios de

actividad en la médula 6sea en proyeccibén posterior (17).-

3.3 ERITROCITO: _

Esta es una célula anucleada bien caracterlzada que 1o
posee membranas intracelulares. Tiene forma biconcava vy
| mide 7.2 um de dlametro. Pogses un citoesqueleto que forma

una especie de concha, la cual se dlstrlbuye por toda la
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membrana plasmidtica y se une a ella en diferentes formas
dandole a la célula elasticidad vy plasticidad. _
Los factores que determinan y conservaﬂ la forma tan

caracteristica del eritrocito son los constituyentes
moleculares particulares de su membrana celular y  la

constitucién del complejo coloidal con el que. estid lleno.
Estos componentes le confieren ductilidad y elasticidad, de
modo gue el eritrocito puede experimentar la deformacién
requerida para atravesar redes de vasos gue posean una luz

pequefia (1, 3).

3.3.1 Estructura Molecular:

Cada eritrocito esta envuelto en una delicada Membfana

plésmética que contiene proteinas intercaladas en una
sustancia lipidica doble fundamental (una membrana unitaria
tipica) (3). . ' -
' Entre las proteinas predominan la glucoforina, que se
extiende a tfavés de la membrana y una proﬁeina llamada
banda tres encargada del transporte de aniones Y Que une el
citoesqueleto (16}. _

Cerca del 50% de proteinas existen como proteinas
integrales de membrana, las cuales éstén fuertemente unidas
a la porcién lipidica de la membrana.   ' _.

Las proteinas periféricas o extrinsecas forman una red
gue actda como ciboesqueleto, 'con -una capa granulosa
vertical y una malla filamentosa horizontal, constituida

principalmente por espectrina (proteina contrdetil). Tanto

la espectrina como la actina se -unen a las - proteinas
integrales de la membrana por medio de la anquirina (1,3).
La espectrina conserva la  forma - bicdéncava - del
eritrocito v permite el flujo efica2 de'oxigeno vy didéxido
de carbono en el interior. Esta flexibilidad permite gue la

viscosidad de la sangre se conserve baja. Aunque la forma

del eritrocito  maduro es afectada por la red

gsubplasmalémica, la plasticidad de la membrana necesaria

E == IR il



18

para la supervivencia depende de la presencia de los

componentes de membrana. Algunas glicoproteinas v
glicolipidos que integran 1a membrana poseen cadenas

oligosacdridas gue . presentan especificidad para los
antigenos de los grupos sanguineos (18,18).

 Los antigenos de la superficie'eritrocitica pueden ser
polisacaridos, proteinas y lipoproteinas, los cuales estan
genéticamente determinados. Entre ellos se incluye el
sistema ABO, gque es comin en muchas células  y cuya
inmunizacién se inicia en épocas tempranas de la vida y por
lo tanto son anticuerpos'naturales.anti A vy anti B de tipo
IgM. E1 sistema Rh se limita a los eritrocitos ¥y su
importancia radica en la formacién de anticuerpos anti Rh
positivo de tipo IgG, en el caso de incompatibilidad (16)}.

Los eritrocitos sensibilizados por anticuerpos. pueden
adherirse a macréfagos durante su paso a través del bazo,
sufriendo fagocitosis parcial o completa. La fagocitosis
parcial de partes de la membrana ¥ citoplasma del
eritrocitd provoca que adguiera forma esférica, © hace al
esferocito lesionado susoeptible al gsecuestro pérmanente en

el bazo ¥y hemdlisis por eritrofagocitosis (18).

3 3.1.1 Reacciones antlgeno—antlcuerpo.

Los anticuerpos completos ¢ salinos aglutinan
eritrocitos apropiadamente antigénicos en Cloruro de Sodio
isoténico, los cuales por lo general son de tipo TegM.

Los anticuerpos incompletos,:casi siempre de tipo 1gG,
requleren pruebas especiales para démostrar la interaccidn
del anticuerpo vy del eritrocito, ya que no es visible la
aglutlnaCLDn Estos  eritrocitos sensibilizados por IgG se
pueden aglutlnar por medio de anticuerpos anti-IgG humanos
produ01dos en  otra especle, metodo'_en el que se basa la
prueba de Coombs (16). . ) B _

La prusbha dlrecta de antlglobullna (Coombs directo)

detecta IgG o = componentes del - Complemento en los
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eritrocitos del paciente. Loé hematies se hacen reaccilonar
con antisuero antiglobulina vy . se cuantifica la
aglutinacidn.

La pruebé indirecta de antiglobulina {Coombs
indirecto) detecta anticueppds eritrociticos incompletos en
el suero del paciente. Los -eritrocitos normales se incuban
con el suero del paciente, se lavan muy'bien, v se estudia
la aglutinacidn con.antisuefo antiglobulina apropiado (16).

3.3.1.2 Upién de componentes del Complemento a la Membrana
Eritrocitica: '

Esta'éapacidad causa adherencia de los eritrocitbs_que
llevan Complemento a los macréfagos o activacién.de la
cadena del Complemento y hemdlisis intravascular.

‘Muphos anticuerpos IgM e IgG pdeden- unir | el
Complemento ailas superficies éritrociticas, pero la IgM es
la mds eficiente en la captacidn del Complemento. La IgGi,
IgGz e IgGz muestran capacidad decreciehte para unirae él
Complemento. - '

Los componentes del Complemento participan en la
hemdélisis de eritrocitos  fomentando 1la adherencia de
hematies sensibilizados a  los macrdfagos del sistema
fagocitico mononuclear, lo que. causa eritrofagocitosis.
lambién - activando el '.sistema *1itic0 - completo del
omplemento y generando una lesién en la membrana del
sritrocito, 1o que permite la hembélisis osmotica del
hematie sensibilizado de la siguiente forma:
~-La adherencia inmﬁne _ especifica' de anticuerpo con
activacién' de fijadién de Complemento: a lps antigenos
sritrociticos, proporcionan}'receptoresf.para la fijacién
incial del Complementé-;(Cl). La . configuracion activa de

estas moléculas requiere ..la aproximacidén de : moléculas de

anticuerpo y calcio. Esta reaccién reguiere dos receptores

Fe del Complemento a una distancia de 25-40 nm. Por lo
tanto una sola molécula de IgM unida a  la membrana puede
iniciar la fijacidn del Complemento (18).
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Muchos de estos cambios, contribuyen a la incapacidad
del eritrocito viejo para fluir con rapidez a través del
bazo u otros tejidos fagociticos.

Los eritrocitos viejos o dafiados, se retrasan en su

pasc a traves de la pulpa roja esplénica, en egpecial por

los intersticios revestidos de reticulo, de los cordones de

Billroth.

_El medio de la pulpa. esplénica que consiste sobre todo
en baaa concentra01on de glucosa, hipoxia leve, hipercapnia
v pH relativamente bajo, es nocivo para los eritrocitos.

Una vez fagocitados,'los eritrocitos son sometidos al
efecto de enzimas proteoliticas y lipoliticas de  los
macréfagos (1,16,18). _ '

La participacién conjunta o independiente de los dos
principales Srganos del' sistema fagocitico monbnudlear, el
bazo y el hlgado, es de gran importanéia én los procesos
fisiopatolégicos que ocurren en la mayor parte de los casos
de enfermedad hemolitica 1nmun1tarla.

Estos dos 4rgencs suministran al organismo mecanismos
para la eliminacién de eritrocitos con una amplia variedad
de tipos vy grados de lesioén. El higado .es dapaz de

secuestrar con rapldez eritrocitos con 1351on grave, como

los sensibilizados por anticuerpos IgM aque captan el
Complemento (16). . : o _
El1 bazo, si bien recibe el 5% del gasto cardiaco,

ejerce una extraordinaria capacidad de discriminacién para

‘secuestrar y destruir eritrocitos con lesiéon minima,

incluvendo hematies sensibilizados 'con'IgG._.A diferencia
del higado, el sistema . fagooitiéo mononuclear espléniob
estd dispuesto "de una manera compleja filtradora (cordones
de_Billroth) gque obliga a los eritrocitos circulantes a
pagar por péqueﬁas vehtanas y tener estrecho contacto con

macréfagos tisulares (1,16).
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3.3.3 Métodos de Alteracién yﬁsenaibilizacién de
Eritrocitos: '

Debido a que el bazo es el principal érgano encargado
de la detruccidén de eritrocitos dafiados y alterades, la
imagen eapléhica. egpecifica puede | ejécutarse usando
eritrocitos radiomarcados Que han sido apropiadamente
sensibilizados antes de localizarse en el bazo (8).

Una variedad de técnicas han sido empleadas para
modificar la membrana eritrqcitica, entre las que se

incluyen:

3.3.3.1 Desnaturaliiacién por calor: este tratamiento
produce la formaciénlde esferocitos gque se caracterizan por
héber ﬁerdido electrolitos vy 'alterabién _en la membrana
celular que hace mas susceptibles_da lisis a las células.

Para gue ocurra un adecuado dafio a la membrana es
necesario calentar las células previamente marcadas en un
béﬁé de maria a 49.5°C por 20 minutos o a 56°C por 10
minutos. _

La insuficiencia de calor resulta en desnaturalizacién
incompleta con disminucidn en el secuestro  por el bazo,
mientras que el 'expesivo calor resulta en 1ocalizacién de
imdgenes hepaticas incrementadas (8,15).

Los métodos de fragilizacién a 49.5°C por 20 minutos,
va han sido estudiadqsfy establecidos para centellografia

- egplénica en Guatemala(lS).

3.3.3.2 Métodos  Quimicos: Existen = varios ‘agentes que
pueden alterar la estructura quimica-:y carga de superficie
de la membrana celular erltrocltlca, haciendola vulnerable
al secuestro esplenico (8). . _ .

La deficiencia’ de glucosawS fosfato4deshidrogenasa es
un defecto enzimatico frecuente en los er1tr001tos, en que
hay ausencia de glutatlon redu01do,'el cual es necesario

para conservar la longevidad del eritrocito. En ausencia de
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glutatién reducido, ciertos  farmacos u otros agentes
"~ oxidantes producen perdxido de hidrdégeno aque altera la
hemoglobina. | ' B

La fenilhidracina puede inducir rigidez. En casos de
policitemia tratados con 'fenilhidracina e intoxicacidn pdr
otros agentes guimicos, en un frote sanguineo se observan
Cuerpos de Heinz. -

La fenilhidracina es un agente altamente hemolitico,
‘que provoca una lesién oxidativa de algunas zZonas del
estroma del eritrocito y la hemoglobiné (21).

Los Cuerpos de Heinz suelen obgservarse como cuerpos de
élevado indice 'de refraccién en 1la periferia de ios'
glébulos rojos. Estos cuerpos se encuentran con frecuencia
en nifics con ausencia congénita de _bazb y en adictos  a-
ciertos medicamentos (21,22).

Con N-etil-meleimida se induce esferocitosis, .gque se
caracteriza por eritrocitos esféricos de didmetro menor, de
color bronce oscuro en los frotes tefiidos con mezclas de
Romanowsky; son frecuentes en las anemias hemoliticas,
‘sobre todo en la anemia esferocitica hereditaria (22). La
,forma esférica caracteriza_a' los eritrocitos a punto “de
sufrir lisis Paﬁa_ser fagocitados por e1 sistema esplénico.
‘ El dafioc a la membrana serlograjdirectamente'incubando
| los eritrocitos con exceso de Acido Citrico Dextrosa (ACD),
exceso de Estafio {Sn2+), u  Neuraminidasa v

Mercurihidroxipropano (8)}.

3.3.3.3 Métodos Inmunolégicoa: Se,puede lograr sehsibilizar
“la membrana eritrocitica con. anticuerpbs, incubando las
células RhO con IgG anti D (B). Dicha sensibilizacién se
verifica mediante la__'prueba:'directa :de"antiglobulina
humana. Cuando la antiglobulina humana' obtenida . por
inmunizacién de animales con sueroc humano, es afiadida a los
eritrocitos .sensibilizados con anticuerpoé incompletos, la

aglutinacidon tiene lugar.

S| E = N
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La globulina anti Rh, no destruye anticuerpos ¥y no
hémoliza los gléhulos rojos; solamente blogquea los
antigenos (los anticuerpos que contiene son llamados
anticuerpos bloqueadofes), logrando que el glébulo rojo Rh
pogitivo pierda su pfopiedad inmunogénica;

El producto comercial (Rhesuman) se émplea en lo
sucesivo después de cada parto en madres Rh negativo que
dan a luz un niﬁo Rh positivo; ésto se debe a que
tratindose de una IgG, su vida media es de veintitn dias ¥y
por consiguiente, su efecto se pierde en el curso de las

pocas semanas posteriores a su administracidn (22).

Independientemente del método de alteracidn v
sensibilizacidén seleccionado, como control de calidad antes
de administrar el radiofdrmaco debe controlarse su pureza,
actividad,_asepsia durante el procedimiento de extraccidn
de sangre, marcaje ¥ gensibizacién de eritrocitos. Se
incluye también el control que se debe efectuar dentro de
la curva de fragilidad osmotica de eritrocitos, para
determinar el  punto dptimo de fragilizacidn \'4

sensibilizacidén de los mismos (18).

3.3.4 Marcaci6én de Células Rojas: o ;

Los glébulos rojos marcados con eemTecnecio pueden
tener diferentes aplicaciones clinicas, como determinacién
de la masa globular, localizacidn de'placenta, valoracion
anatémica y fisiolégica del sistema cardiovascular, y en el
caso de que se altere debidamente la membrana celular es
posgible lograr imégenés centellogrdficas esplénicas
egpecificas.

Dicha marcacién puede efectuarse in vivo, in vitrao o
en combinacién. E1 procedimiento in vive, se lleva a cabo
usando inyecciones consecutivas " Pirofosfato de estafio vy
®emTecnecio (Sn—Pyp) A pesar de que esta técnica da buenocs

resultados, las 1magenes en oca51ones ‘son de baaa calldad
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dando wuna eficiencia de 680 a 90 por ciento de ®¥®mTecnecio

: que se incorpora a la célula.
Lk El marcaje in wvitro ha demostrado dar imdgenes de

excelente calidad pese a gque es una técnica laboriosa por
la- separacién de los glébulos rojos del plasma antes o

después de su marcacion. Ademds, existe el riesgo de que el
manipuleo dafie levemente las .células ¥y que en este
i, : procedimiento haya ma?or exposiciétn a radiacién.' Sin
it embargo, se'ha reportado gue la eficacia del marcaje in
';? vitro es mayor al 984, mlentras que para el marcaje in vivo
puede ser menor al B80% (8 18)

3.3.5 Fragilidad de los eritrocitos: _
- La tensién osmOtica del plasma es igual a la de los
wiw eritrocitos, por lo que el plasma es isoténico respectc a

ellos. Una solucidén gue tenga una concentracién de sal més

baja que la de los eritrocitos. se llama hipoténica,

mientras que una concentracidén mayor se denomina
hiperténioa. '

Los eritrocitos resisten bien cambios pequefios en la
tensién osmdética, pero  con una solucidn suficientemente
hipotdénica, se abultan yﬁﬁgqa‘- £orma esférica dando lugar a
la hemélisis, vya que 'fa ':ﬂgga{aﬂr;g”@m@egéﬂlww, hmara

Diinta .-

retener la hemogloblna en su interier (23)3£iL3L__‘_mj

Es normal la 1liberacién de hemoglobina en zonas como
el bazo, donde los: glébulos rojos desgastados son

fagocitados constantemente.

Los eritrocitos en - una muestra dada de sangre no son

todos 1gua1mente?‘suscept1bles a la hemSlisis por lo: que

? o varian en su'fragllldad (susceptibilidad a hemélisis) (19).
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3. 3.5.1 Curva de Fragilidad Osmética:

Esta es una medida de 1a resitencia de los eritrocitos
a la hemdélisis al ser exﬁuestos- a diferentes
concentraciones de solucién salina hlpotonlca. La lisis se
presenta dependiendo de la’ concentracxon de solucién salina
y del tiempo de exposicién de los hematles al medio
h1p0t0n100 (23). |

La Fragllldad Corpuscular Media se refiere & la
concentracidén de sqluc1on salina que hemoliza el 50% de los
eritrocitos, 1lo cual  indica el punto sptimo  de
sensibilizacidn de_éstos 'y depende de la concentracién v
fragilidad de las. células-sanguineas, de. la cantidad v
naturaleza de 1la sustancia usada para sensibilizar, H,
tiempo, etc (18,24). ' - ' .

Aungue la preba de fragllldad osmética depende de.la
Ssmosis en si, la ruptura de las células resulta de la
altera01on de au forma v dismlnucion de su resistencia a la
fuerza osmdtica, mas gue a cambios en 1a_ composicién de la
célula 0 a su osmolaridad respecto a una concentracién dada
de solucién salina. _

‘ La curva de fragilidad osmbtica se considera como

un indice sensible de la magnitud de la alteracién de la
membrana'del eritrocito_ooaslonado por agentes figicos ¥

quimicos (25).

3.3.5.2 Hemb6lisis por-Complemento: _ _
Para la titula01on precisa de_.la.actividad hemolitica -
del Complemento, el —punto de sensibilizacién optima

corresponde al'_50%_"def hemollsls_”y' sigue un patrén

81gm0idal

La unldad hemolltica al 50% del Complemento designada
como C’Hso se define como la cantldad de Complemento
reguerida para el 50% . de lisis. Esta es  una unidad

arbitraria, puesto gue - depende de la coneentra01on de

~eritrocitos, fraglllzacion de 1as células, cantldad de
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~anbticuerpo usado para sensibilizacidn, naturaleza del
‘anticuerpo, fuerza ionica del sistema de reacciéﬁ,
concentracién de Calcio, Magnesio, pH, tiempo de reaccién'y
tempefatura (19,25,26). :

En esta reaccién se debe tener'en cuenta los cambios
en el comportamiento'cinético,'ya.que ge pueden atribuir a
la disociacidn de las moléculas de anticuerpo de complejos
eritrocito—~anticuerpo, - seguidos por_'asociacién con obtros
sitios antigénicos. En algunos - casos, en ausencia de
transferencia de anticuerpos, algunos eritrocitos no
incbrporan anticuerpos durante la sensgibilizacién ¥y no hay
activacidn del Complemento. Por ello, esta es la técnica
mds apropiada para evaluar el grado de sensibilizacién de
eritrocitos con IgG anti D (25-27). '
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4. JUSTIFICACION

Debido a la actividad fagocitica de lag células del
sistema fagocitico mononuclear espléﬁico y la capacidad
secuestradora de eritrocitos daﬁados‘o sensibilizados, es
posible visualizar la estructﬁra y fisiolpgia del bazo
utilizando radiofdrmacos incorporados a los eritrocitos.-

Los procedimientos se eJdecutan usando eritrocitos
radlomarcados con Pirofosfato- -Estafio—- sngecn301o vy gue han

sido apropladamente alterados, lo que origina el gecuestro

de los mismos para lograr una imagen esplenlca_especifica.

Sin embargo, para la - realizacién de egstos

.procedimientos resulta  necesario efectuar un extenso

control de calidad, el cﬁal “incluye un buen porcentaje de

.marcac1on, asi como una fragilizacién de eritrocitos

adecuada para obtener imdgenes esplénicas especificas.

De. lo anterior surgidé la necesidad de elaborar el
presente trabajo, el cual permitid establecer una
metodologia -precisa para el control de calidad de los
metodos de fragilizacidén existentes gue permitirdn mejorar

1a eflclencla de la centellografla esplenlca.

- Asi mismo al_comparar el efecto ocaslonado —por_los
métodos fisicos .en _relacion‘ a los métodos gquimicos e
inmunolégicos, 'sé'determiné que_'éstos'producen_un dafic a
diferente nivel' en los- eritrooitos,  por lo que resulta
necesario estandarizar metodologias’ espec1flcas para cada
unoc de ellos, lo cual permltlra un adecuado control de

'calidad.
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5. OBJETIVOS

GENERAL:

Comparar el efecto a nivel de la membrana de los

- métodos de alteracidn y sensibilizacidén de eritrocitos

marcados con pirofosfato-28mTecnecic, con el objeto de

- utilizar los métodos gquimicos e inmunolégicos, como

- una alternativa al métode fisico ya establecido para

su uso en centellografia esplénica.

| ESPECIFICOS: |

5.2.1 Utilizar agentes quimicos para establecer
técnicas de alteracidén v sensibilizacién de

eritrocitos que garanticen su adecuada

. fragilizacién.
5.2.2 Establecer técnicas inmunoclégicas basadas en
el recubrimiento © de eritrocitos con

anticuerpos . para la . alteracién de la

membrana.

5.2.3 Comparar el dafioc celular ocasionado al
tratar'eritrocitos'marcados con pirofosfafo-
Sn-99mTecnecio con. agentes fisicos, gquimicos.

e inmunoldégicos.

5.2.4 Determinar = el punto © sptimo de
sensibilizacién de los. eritrocitos. al ser
aplicados los distintos procedimientos para
alterar la membrana ¥y que permiten su

fragilizacidn 6ptima.

gaman—a- a0 - 1314
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6. HIPOTESIS

Los métodos gquimicos e inmunulégicos para
fragilizar v sensibilizar eritrocitos marcados con
1 Pirofosfato—Estaﬁo—99ﬁTecnecio, podrian ser usados en
Centellografia Esplénica, yé que producen un efecto

’ similar al gue se ocasiona por agentes figicos.




7. MATERIALES Y METODOS

7.1 UNIVERSO DE TRABAJO:

7.2

Eritrocitos marcados con pyp-Sn-®9mTecnecio vy
tratados con agentes figicos, quimicos
inmunolégicos provenientes de personas sanas.

Se utilizd sangre fresca de 10 donadores sanos,

ambos sexos, con hematocrito normal y grupo O Rh+.

RECURSOS:
7.2.1 Recursos Humanos:
Investigador: Felisa del Carmen Estrada H.
Asesores: Licda. Diana Freire de Nave
Lic. Federico Nave Herrera

7_2_92 Recurscs institucionales:
Seccitn de Bioquimica v Radiofdrmacos de
- Direccién General de Energia Nuclear del

Ministerio de Energia y Minas.

- 7.2.3 Materiales

7.2.3.1 Eguipo:
—Calibrador de dosis (detector gase0s0;
—Centrifuga -
-Bafio de Maria
—Espectrofotometro de luz v181ble
-Agitador tipo péndulo
-Geiger Muller |
—Contador de centelleo SDlldO tlpo pozo con
detector de Nal o '
-Balanza analitica digital

—-Autoclave '
-Refrigeradora

~Microscopio 6ptico
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7.2.3.2 Reactivos:

-Pirofosfato de estafio

~Peréxido de hidrégeno 20v. dil 1:10
~EDTA al 4.4 % pH 7

-Heparina

-Fenilhidracina _

—Antisueros para grupos sanguineos ABO y factor
Rh | |
-Solucidén =salina y sloruro de sodio
~Colorante Wright para Hematologia
~Cristal Violéta

-Acido Citrico Dextrosa

—Generadores de ©9Mo - ®9mTecnecio
~Gamma Globulina anti Rh (Rhesuman)

-Reactivo de Coombs (antiglobulina humana)

7 9._3.3 Intrumentos y Cristaleria:
~Jeringas de 1, 5 y 20 cc '
-Agujas de 21 x 1 1/2

~-Algoddén

—Alcohoi

-Papel mayordomo

-Viales para muestras de sangre
~Tapones de caucho para los viales
~Tubos de centrifuga de 10 cc
_Tijeras - o

—-Gradillas

-Guantes

_mGabacha de plomo

-Doaimetro personal

-Portaviales plomados

-Pipeta automdtica de 50 ul a 200 ul
~-Tips

~Capilares para hematocrlto

-Plasticina
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~Poftaobjetos

-Probeta de 100 ml

-Pizetas _

—Frascos de vidrio ambar de 60 y 20 ml

—-Balones, erlenmeyers ¥ beakers.

7.3 PROCEDIMIENTO:

7.3.1 Extraccién de Sangre:

~Se extraao por puncidn. venosa 20 ml de sangre vy se colocd
en un frasco conteniendo heparlna. | _
-SP tomd una alicuota de 5 ml v se determind el hematocrlto
verificando que se encontrara dentro del rango normal (19).

De esta muestra también se determlno grupo sanguineoc y

'factor Rh, se hizoc un frote sanguineo inicial ¥ se realizd

1a curva de fragilidad osmotica inicial, la cual sirvid

como control (ver anexo 13.1).

7.3.2 Marcacién in vitro de Eritrocitos:

~8e reconstituyd el pirofosfato de sodio estanizado
1iofilizado con Bml de solucidn salina. |

-Se agregd 0.5ml de pirofosfato de sodio estanizado
reconstituido a la muestra de sangre.

" _Se homogenizd en agltador tipo- pendulo por 20—30 minutos

para gue ocurriera la estanlza010n dentro del erltrOCLto.

-Se agregd 0.5 ml da peroxldo de hidrogeno_ 20 vol d;luqlon
1:10 vy se homogenlzo (20 veces)._" _ _'f_‘ '
-Se agregé 1 ml de EDTA al 4.4*;%'a ‘cada “yial -y se

homogenizd (20 veces). , R :
' -Se - agregd 10-20 mlllculres de . @9mTecnecio (1-3 ml).
' -Se homogenizd por 10 mlnutos en agltador tipo péndulo a

temperatura ambiente.
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7.3.3 Determinacién del Porcentaje de marcacion:

-Se tomé una alicuota de 0.5 ml de los eritrocitos marcados
v se agregé 1 ml de solucidn salina 0.85 % y se centfifugé
por 10 min a 1500 rpm. . '

~Se gepard el sobrenadante del boidn de eritrocitos y se
midié la concentracidén de la radicactividad en un
calibrador de dosis (detector tipo gaseoso).

-Se determiné el porcentaje de marcacidn con la siguiente
férmula:. '

% de marcacionz Act. de G.R ' x 100
Act. G.R + Act,Sobrenadante

~Cuando el porcentaje de marcacion fue mayor o igual a 90%
se procedid a aplicar cada uno de los diferentes

tratamientos.

7.3.4 Fragiligacidn ¥ Sensibilizacidn

—Se alicuotd la muestra ya marcada en 5% viales conteniendo
cada uno 3 ml. '

-Se procedié a aplicar =& cada wuno de los viales el
tratamients de senaibilizacidn especifico siguiendo el
orden de un disefic de blogues al azar ¥ al final se realizd
la curva de fragilidad osmbética, por medio de 1la cual se
determin®é el puntc sn gue se produce el 50% de hemdlisis:
VIAL # 1: Se colocd la muestra en bafio de maria a 49.5°C
por 20 min. ' |

VIAL # 2 : Se colocd la muestra en baflo de'maria a 56°C por
10 min. '
VIAL # 3

v se esperd 10 a 20 min, para 1o cual se se estandarizd el

 Se agregd exceso de ACD (Acido Citrico Dextrosa)l

método v se determind como Sptimo un volumen de 800 ul de
una solucién concentrada de ACD (ver anexo 13.2). |

VIAL # 4 : Se agregd fenilhidracina y sé€ egperd 10-20 min,
para. lo cual se estandarizd el método y se determinsé como

Sptimo - un volumen de 250 ul de una . solucidén de

P R =2 wwa-— ] VIR
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fenilhidracina diluida 1:50 (Ver anexo 13.3).

VIAL # 5 : Se lavé 3 veces los eritrocitos con solucidn
salina v se prepard una suspension al HO¥. Se colocd en 2
viales 1 ml de 1l1a anterior  suspensidén y se agregd al
primeroc 50 ul de IgG anti Dy -al segundo 100 ul. Se
homogenizé bien y se incubd por 60 min a 37°C homogenizando

eventualmente.

7.3.5 Control de Calidad:

-Se determiné el hematocrito a todas las muestras, y se
selecciond  tGnicamente para este estudio = las que se
encontraron dentro del rango normal. '

-Se determiné el porcentaje de marcacion, el cual debid ser
mayor o igual al 80 %. S

-Se realizd frotes sanguineos de cada una de las muestras

(al inicio vy después de aplicar cada uno . de los
ensibilizacidén de la membrana
colorante de Wright

tratamientos de alteracidn
eritrocitica). Estoa se tY¥

K .
para detectar cambios morfoLaglcgﬁbﬁgwﬁm s~y tamafio v en .
s
coloracién. De la muestra tratgag‘ﬂxﬁﬁién& ﬁ@ =
€n

77y
hizo un frote adiclonal gque se tifié con cr¥ J vidqgka
para observar los cuerpos de Heinz. ‘

~8e realizdé inicialmente a cada una de las muestras una
curva de fragilidad ‘osmética inicial, que sirvidé como

' control, la cual se compard con los ‘valores de referencia.

~Control del punto éptimd dé sensibiliéécién de eritrocitos
va tratados, en base a la concentracidn de solucidén salina
que permitidé obtener el 50 % de hemollsls

Para ello se efectud la curva de fragllldad osmbtica a
las muestras luego de aplicar los tratamientos fisicos,

guimicos e inmunolégicos respectives.
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-Ademés para el control de la adecuada sensibilizacibn de
eritrocitos por métodos'inmunoléglcos se realizd la prueba
de Coombs (ver anexo 13.4); v se hizo diluciones geriadas
de cada muestra por medio de las cuales se determinég la
dilucién mdxima de 1a muestra en gue 1a prueba fue positiva

para B0ul ¥ 100ul de IgG-anti D respectlvamente.

7.4 DISERO EXPERIMENTAL

Loz métodos fisicos, guimicos e inmunoldgicos para
fragilizar " eritrocitos marcados con 98mfc se evaluaron por
medio de la determinacién de la concentracidon de gsolucidn
sallna que produce el punto ©6ptimo de heméllsls_dentro de
la curva de fragilidad osmotlca (507 de hem6lisis), Adreas
bajo la curva V¥ los cambios morfoldgicos observados al
aplicar los distintos métodos.

" 8e realizd un disefio de blogques completos al azar para
asignar el orden en due e aplicdé los diferentes
tratamientos a cada ‘muestra marcada con Pyp—Sn—QemTc:
49.59C por 20 minutos, 56.0=2C por 10 min, fenilhidracina,
exceso de ACD, sensiblllza01on‘con 1gG -anti D ( 50ul ¥
IOOulj v erltr901tos no marcados ¥y no tratados aQue
constituyeron el control, para 1o que cada paciente
constituyd un blogue (Anexo 13.5)- : ' B 3

Se establecid un intervalo de confianza”.dé 95 por
ciento para la prueba de hlpoteSLS; cuya Ho eastablecia que
todos los tratamlentos de. alteracidn de erltr001tos tienen
un efecto equivalente, - produ01endose_ un  punto comGn de

fraglllzaclon optlma‘ dentro 'de 1la - curva de fragilidad

_ osmotlca, asi como la mlsma area baao 1a curva.

" Se trabaao con una desv1a01on estandar estab1301da en

un trabaso anterior (18) equlvalente a 0.06 ¥ la varianza a

0.0036, ‘con’ un 1ntervalo dae COnflanza de 95 (alfa—O 05). Y
para el ‘calculo. ‘del tamaiio muestral ‘se Jestablecxo yn nivel

de error beta de 0. 24, con lo que se- detarmlnq realizar 10

,repetlciones de cada uno de los tratamlentos.
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Para determinar si existia diferencia significativa

entre el grupo control y cada uno de los métodos aplicados,
se realizd una regresidn lineal de - los datos de
absorbanéias obtenidos de cada curva y Se aplicéd la prueba
de ANDEVA (Anédlisis de Varianza) para 'determinaf la
linealidad de los mismos. Posteriormehte_se determind &reas
bajo la curva ¥y concentraciones de g2olucidn salina due
prodﬁjeron el B50% de hemélisis, Va Que -en.un trabado
anterior para evaluar fragilizacidén de éritrocitos marcados
con BemTc se determind que el drea bajo la curva Ltiene un
~comportamiento paramétrico (18). '
o ‘Luego de que se encontré dicha diferencia estadistica,
_Se' aPllCO la prueba de Dunnett para los metodos fisicos ¥y
quimlcos, por medio de la cual se efectuaron compara01ones
miltiples para determlnar dlferen01as de cada uno de los
- tratamientos . en relacién = al control. Posteriormente se
realizd un andlisis de regresién .y  se determind la
ecu501on de la recta y el coeficiente de correlacidn (r),
para determinar la concentra01on de solucidén salina que se
_n30351ta en cada metodo para producir el 50% de hemolisis ,
‘asi como los rangos de abaorban01a para un intervalo de
oonfianza de 95%. o SRR

Finalmente se apllco la pruebaz de colinealldad la
;de t - crltlco estab1e01d0' (1.96),
'permltio evaluar 1a aceptacion o rechazo ‘de -la HlpOtesiS

_oual medlante el valor

"nula para pendlentes paralelas KA el 1ntercepto de: cada uno

de los metodos flsicoaiTen relaclon al control y entre

~ambos.

Para el anélisis"deé los metodos inmunologlcos, L ge
realizé Andlisis de. Varlanza v se determlno areas pajo . la

_'curva,y_concentraciones; de solucion sallna que produaeron
'5el“50%'gde'hemélisis} Luago' se aplico 1la prueba de Fisher
CLSD, <. por medio de‘la-cual se fectuaron f-comparaclones
: multlples para eatablecer dlferenclas entre cada uno de los

~tratamientos_-en relaclon al control v entre.'ambosg

. e . E e . _I U : WTI"T‘-F"
e i I
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Para el andlisis estadistico de los titulos de méxima

aensibilizacién determinados . por la prueba de Coombs, se

aplicé 1la prueba  de t-pareada, en "la cual debido a la
progresién geométrica de las dlluciones, ge utilizd el log

del reciproco del’ titulo, ‘con un error alfa= 0.05.

Estableciéndose que existe diferencia significativa si p es8

igual o menor al error alfa.

Para evaluar las dlferenc1as morfolégicas por medio de

frotes, se ~establecid el porcentaje de células dafiadas

_promedlo de cada tratamiento'- (fisico,' quimico e

1nmunolog1co), V. se compararon en _rela01on al control; asi
como también se reallzo ‘una evaluacidn semlcuantltatlva de
parametros morfolégicos comoc son porcentaje de crenocitos,
hipocromia, hlpercromla, cuerpos de Helnz, m1croesfer001tos
y macrocitosis ¥ “ge’ - determiné ‘el patron morfologlco

caractepistico de cada uno de los métodos.
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8. RESULTADOS

En el presente = estudio _se' analizaron muestras
gsanguineas de 10 donadéfes,-a cada uno de los cuales
inicialmente se les realizé déterminacién ‘de hematocrito
{se aceptd sélo'dentro del rango normal), grupo sanguineo v
factor Rh(neéesarib -0, frote_  sanguineo = (control
morfoldgico) ¥y curva de . fraQilidadIOSM6tica {patrén normal
de hemdlisis). o 7 o |

Teniendo en cuénﬁa'lp anterior, se procedid al marcaje

de cada muestra vy luego de obtener el_ porcentaje de

marcacién esperado (Tabla No. 1), 8e prepard élicuotas de 3
ml respectlvamente, v se procedid a apllcar cada uno de los
tratamientos de fragilizacidn y sensibilizacién de
eritrocitos, siguiendo el orden establecido_por el disefio
de blogques al azar reaiizado. :

Se realizd 10 repeticiones de cada tratamiento fisico
v quimico (calor 49.5°C por 20min, calor a 560C por 10 min,
Fenilhidracina 1:50 250 ul vy ACD sol conc 800 ul).

Luego, utilizando los datos de absorbancia en la
regién lineal de la curva de fragilldad osmotlca, se hlZO_

una regr931on de los mismos para determlnar la ecuacidon de

la recta y los. coef1c1entes de correlacidén (r), que

_resultaron signiflcatlvos_ por -estar' muy 'cefcanos3 a la

unidad. La linealidad'de dichas curvas se confirmé por

'medlo de un Anallsls de Varlanza, el cual fue s;gniflcatlvo _

(p<0 05) (Tabla No 2)

-Con estds datbs, "se'determiné7pof“medio ‘del prdgrama
egtadistico Calcula ' las areas bajo la - curva:para- les
tratamientos y el control (Tabla No. 3),'a51 como- también la
concentracién de soluclén salina gue - produce el 50%  de
hemélisis dentro de_la curva de fragilidad (Tabla No.4 ).

TTTT==a" T T T 7 A NURA L . Y
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A los datos obtenidos de 4&reas bajo la curva vy
concentraciones de solucidn Salina que producen el 5B0¥ de
hemélisis de cada wuno de los tratamientos fisicos v
quimicos en relacién al control se le efectud Andlisis de
Varianza de una Via, encontrdndose - una diferencia
estadisticamente significativa entre los mismos (pi0.000I)
por lo gue se efectud la prueba de Dunnett, por medio de la
cual se determiné que los métodos fisicos: calor a 49.5eC
por 207 y calor 56.0°C  por 10~ si desplazan
gignificativamente la curva de fragilidad, ya que producen
el punto o&éptimo de ffagilizacién a concentraciones de

- solucidén salina muy diferentes al control (siendo mayor alin

la fragilizacidén con calor a 56.02C por 107).

' Ademas se determind que los métedos  quimicos
propuestos: Fenilhidracina 1:50 250ul y ACD sol_conc 800ul
no alteran suficientemente el patrén normal de hemélisis
dentro de la curva de fragilidad osmdética de eritrocitos,

va gque estadisticamente  no sSe c¢onsideran diferencias

- respecto al control (p > 0.0b).

Para el andlisis de 1la alteracidén del patrdén de
hemélisis para métodos inmunolégicos por medio de la curva
de fragilidad osmdética, se efectuéron 5 repeticiones de
cada uno de los métbdos propuestoe: 950 ul vy 100'u1 de IgG
antiD para 1 ml de una suspensidn al 50% de eritrocitos.

Al  igual que para . los métodos fisicos y gquimicos se
hizo la regresién lineal de resultadbs obtenidos, donde se
obtuve coeficientes de regresidn estadisticamente

gignificativos, que  se comprobaron realizando un Andlisis

~de Varianza en el gque se obtuvo un alto .nivel de

~significancia (Tabla No. 5).

Como el propdésito de investigar el efecto de los

‘métodos inmunoclégicos fue comparar si existian diferencias
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significativas en el patrdn de hemélisis de cada uno de los
tratamientos v el control, asi como.entre ambosg métodos, se
determinaron las &dreas bajo la curva y concentraciones de
aolucion salina que hemolizan el 50% de eritrocitos, tanto
para los tratamientos y el control (Tabla No. 6);

Con estos datos se realizd un Andlisis de Varianza ¥y
se determind que existian diferencias significativaé entre
| cada uno de los métodos inmunolégicos en relacién al
control con un alto nivel de significancia (p=0.0001) por
lo que se aplicé la prueba de Fisher -LSD-, con la cual se
determiné que ambos métodos producén un"desplazamiento en
‘el patron de hémélisis dentro de 1la curva de fragilidad
diferente al control (p < 0.05), pero no asi entre ambos
metodos, es decir gue las diferencias en log volumenes de
anticuerpo utilizados no son significativos (p > 0.056).

La evaluacién y control de calidad de la adecuada
sensibilizacién inmunologica para cada uno de los métodos
propuestos, se realizd por  medio de 1la prueba de
Antiglobulina Humana (Coombs), con lo que se determind el
titulo de maxima sensibilizacidén para cada tratamiento
(Tabla No. 7). '

Se hizo una transformacién logarltmlca del reciproco
del titulo "log (yi)" debido a que el titulo aumenta en
progresxon geometrlca v se aplico® la prueba de "t pareada”
para el -analisis estadlstlco, por  medio de 1a cual se
determin®é que entre ambos métodos 1nmunologlcos hay una

dlferen01a estadlstlca 81gn1flcat1va (p-O 0001)

Para . el andlisis de cambioa' morfolégicos de los
eritrocitos, se hizo"comparaciones?:por: medio de frotes
" realizados antes y despues del marcaae'y' aplicaéién de los
| métodos de fragillza01on v sen81blllzac1on_'en‘1os que se
evalud el poroentaae‘ de dafic, porcentaje de-cfenocitos,
pregsencia de cuerpos  de Heinz, poiquildcitosis v

_anisocitosis (Tablas B-13).
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Esto permitié determinar que los métodos fisicos

'aplicados dafian completamente los eritrocitos,

produciéndose para calor a 48.5°C por 20° un dafio promedio
de 93% con microesferocitos ‘e hipbcromia moderada v
crenocitos en promedio de 34%: mientras que para calor a
568.0°c por 10° se produjo un'daﬁo promedioc de 99.8% con
microesferocitos e hipocromia aumentada vy crenocitos en
promedio de 48%.

Mientras que con los métodos quimicos se determiné que
el daflo es semejante entre . ambos métodos y menor al
producido por métodosj fisicos: dafio prbmedio de BO0% vy
crenocitos promedio de 25%, con microcitos escasos e
hipocromia aumentada. En los frotes correspondientes al
tratamieﬁto de fenilhidracina se observd escasos cuerpos de

Heinz.

Para los métodos inmunolégicos se determiné que tanto

| 50ul y 100ul de IgG anti D alteran completamente 1la

estructura de los eritrocitos, mostridndose éstos
ligeramente hipocrémicos, regularmente macrociticos (muy
alargados) vy unidos entre si. También pudo _observérse que
el procentaje de crenocitos fue muy bajo.

Finalmente, debidq'a que-los métodos fisicos son los
gue interesan de inmediatc para incofporarse en el estudio

de pacientes en el Hospital General San Juan de Dios, luego

- de realizar la regresidén lineal y calcular coefidientes de

correlacién (r) y diferenciass estadisticas significativas,
se determindé por medio':de la ecuacién'de la recta que con
una 'concentracién' de solucidén salina de 0.5682 gs/dl es
posible efectuar el control de calidad del punto éptimo de
hemélisis para eritrocitos fragilizados y calouiéndosé que
para un intervalo de confianza de 95%, los -eritrocitos
control deben producir O de absorbancia..Para eritrocitos

tratados por calor a 49.5°C por 20° esta concentracidn de

solucidn salina debe producir un range entre 0.528-0.563 de
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absorbancia. Y para eritrocitos tratados por calor a
56.00C, con 0.562g/dl se permite un rango entre 0.730-0.767

" de absorbancia para considerar la éptima fragilizacién.

Asi mismo, para evaluar las diferencias en los puntos
6ptimos de fragilizacidén de los métodos figicos, se
aplicaron pruebas de Colinealidad, para evaluar paralelismo
e intercepto entre las curvas de eritrocitos tratados vy
control 'y entre ambos métodos fisicos. Con ésto se
establecidé gue no hay paralelismo ni intercepto comin entre
las curvas de eritrocitos tratados y el control.

Al comparar ambos métodos fisicos, se determind que si
hay paralelismo entre el patrén de hemélisis producido por
los tratamientos fisicos. Sin embargo, no coinciden en el
mismc intercepto, ya gue el calor a 56.0oC por 10~ produce
un mayor desplazamiento de la curva, obteniéndose a una
mayor concentracién de soluciodn galina el puhto éptimo de

fragilizacidn (Gréfica No. 1)}.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En base a los resultados de marcacidn obtenidos para
cada una de las muestras sanguineas se determind que los
porcentajes de marcaje no fueron tan altos como es
necesario para conseguir la maxima eficiencia de 1la .
centellografia esplénica. Esto se debid a que la técnica de
marcacién empleada, estd estandarizada para marcacién in
vivo, pof 1o cual, en las primeras muestras se ocbtuvo bajos-
porcentaaes de marcac1on,'51n embargo, c¢on las  muestras
siguientes se disminuyd la- concentracién de plrofosfato de
sodio, con lo cual se logro porcentajes de marcacién muy

'cercanos al nivel éptimo de marcacidn.

Ademds, para este tipo de técnlcas, el control de
calidad es importante a partir de la marcacidén adecuada de
los eritrocitos; ya que aungue se realice muy bién el
control de calidad de la fragilizacién de los eritrocitos,
ai el marcaje es muy bajo, la centellografia de bazo
resultard pooo ULil.

Respecto a los métodos . - de " fragilizacién ¥

‘sensibilizaCién 'de, eritr001tos apllcados y dque fueron
. evaluados por ~medio de frotes sangulneos y . curvas de
'frag;lldad osmética, quedé demostrado que' los agentes

fisicos, qulmlcos e inmunologicos empleados si daﬁan al

erltroc1to, ' pero - el dano dlferente en magnitud y o

estructuras celulares afectadas, por lo’ que no existe un
punto igual de fragillzacion y  por lo. tanto no.se “puede
establecerrun patron_comun de evaluacion¢f~f'

" La: evalua01on de los métodos - fisicos = permitid

establecer como optlma ‘una concentracién de solucidn de

- salina de O. 562g/d1 para " evaluar cada uno de’ los métodos

apllcados,.para los,cpales se establec;é diferentes rangos

“de absorbancia confunfnivel de confianza de 95%, ya que las
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curvas se desplazan de forma difefente; habiendo mayor dafo
al aumentar la temperatura. Cdn esto se eliminara la
reallza01on de 1la curva de fragilidad csmética para el
control de calldad ya . que 1a concentracién de solucidn
salina determinada es  la que serviré:como_ referencia para
el control de calidad de fragilizacidn éptima. '

- Resulta muy Gtil relacionar lo anterior con evaluacidn
morfolégica, ya que los métodos fisicos producen un dafio

casi completo de los eritrocitos, el = cual es atn mayor al

- aumentar la temperatura.

Mlentras_ tanto, con la evaluacién de los métodos

qulmicos por medio de curvas de _fragilidad oSmética, se

demostré que el patréﬁ de hemélisis Se altera muy poco en

relacién control, lo que'ihdica -que el dafio no ocurre a
nivel de la membrana y por lo tanto no hay fragilizacién.
Ademds, la evaluacién de cambios morfolégicos por

medioc de frotes revelé que la membrana eritrocitica se

altera muy pooo, vy que el dafio ocurre a nivel de
hemoglobina (formacién de cuerpos de Heinz) v quizd de
sustanclas quimlcas intra o extraeritrociticas. Este efecto
fue muy evldente para la fenilhidracina dilu01on 1:50 250

ul, la cual_oxido .laahemogloblna_-.y la muestra de sangre

- tomdé un color café oscuro."

Respecto a: 1os metodos 1nmunologlcos,.se determindé que
al sensmbillzar erltr001tos con IgG antiD (50u1 100ul para
1 ml de suspensidn de 'erltrocitos al b0%), es posible

~lesionar < la membrana .celular debldo- a 1a alta .carga

' protelca en la BUPBPflCle y por lo tanto, 31 ‘hay alteracidn

en el patrén  de hemdlisis, sin que intervenga el

'Complemento

Esto se pudo evidenciar por medio de titulaciones con
antiglobullna_humana_y por medio de curvas de fragilidad
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osmética, por medio de lo cual se determiné gue una mayor
concentracidén de IgG anti D aumenta considerablemente los
titulos de antiglobulina; mientras que esa diferencia en el
volumen de anticuerpo no 'es suficiente para Pprovocar una

lesidén mayor a nivel de la membrana.

- Asi mismo, para completar lo anterior; la evaluacidn
de frotes demostrd que los métodos inmunoldgicos provocan
un dafic ‘estructural semejante en magnitud a los métodos
fisicog pero de morfologia diferente, ya que debido a las
mﬁltiples uniones de‘_los anticuerpos a. los sitios
antigénicos de la membrana, se forman agregados de

eritrocitos con morfologia alargada.

Por 1lo tante, por méd;o de este estudie se ha

' establecido el punto &ptimo de fragilizacidn de eritrocitos

para los métodos fisicos que se emplean actualmente para
ceﬁtellografia esplénica. Con lo gue para asegurarse de la
adecuada fragilizacién de los eritrocitos por calor a
49.5°C por 20 min,(gF

m
tratados a una coneentrac%ﬂ&ﬂm
Eiby:

ard con someter los eritrocitos
cidén salina de 0.562
PﬁiﬁmPﬁv ntre 0.528 a

ccpncem'ac 101‘1 su

g/dl de NaCl que prod'ﬁ"a

0.663, en relacion a un control que a_

absorbancia debe ser caro f _ _
La llteratura reporta como ;alternativa al método‘

anterior el Calor a. 56. 0°C por 10 -min, por "lo que debe

evaluarse si el -‘alto dafio a. nivel de’ 1a membrana

- eritrocitica, no disminuye la captaclon a nivel de bazo v
'la aumenta a _niVEl: de. higado.  Ya gque ﬂsir ~produaera

resultados diagnésticos'"similares;' resultarla un método

mucho mas ventaaoso por el ahorro de tiempo.

Ademds, por medio de esta investigacidén, se descarta

el uso de la curvafdeffragilidad osmética como control de

B T N T - T o I TAr W E T N
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calidad para los métodos quimicos, y por lo mismo resulta

necesario hacer ensayos. én modelos experimentales, para
determinar si los métodos estandarizados en este estudio
lesionan los eritrocitos al nivel que se'requiere para la
centellografia esplénica, V¥ también para evaluar si - las
concentraciones de estos agéntes quimiéos provocan efectos

téxicos 0o adversos.

Finalmente, aungue pareciera = que la curva de

_fragllldad osmética es un buen pardmetro para _evalﬁar la

" gensibilizacidn 1nmunologica de los erltrooltos, _el dafio
dlrecto a la membrana  se oca81ona Cpor accién del
Complemento, por lo'que se considera convenlente haoer una .
curva de hemdlisis modificada. ‘ _

_ Ademds, este método 'presenta muohas limitadiones
jmportantes como lo es gue gdlo  se puede realizar a
pacientes de grupo O ¥y factor Rh positivo, el anticuerpo
(RhesﬂmanffBerna) se obtigne de plasma sanguineo de
dbnadores " apropiados, por lo que al aplicarse a algin
paciente puede desencadenar alguna reaccién hemolitica. Y
en ultimo caso, tenlendo en cuenta que los fines de esta
investigacién“ son . lograr |l meaor dlagnéstico al menor
costo ¥y 'tiempo,len beneflclo del p301ente, los métodos
inmunolégicos son sumamente caros, ¥ el procedimiento es
mucho mas largo, por lo que se. compllca su eaecuclon.

[P e e nr— - T Tttt con -
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10. CONCLUSIONES

Los metodos fisicos, gquimicos - e inmunoldgicos
propuestos para 13310ﬁar eritrocitos para. usarse en
Centellografia Esplénica causan dafio a dlferente nivel

en el eritrocito ¥y por lo tanto la curva de fragllldad

"psmbética no.'constltuye un = pardmetro . comiin de

evaluacién.

Los métodos fisicos basados en la aplicacién de calor
causan dano dlrecto a la membrana celular alterando el
proceso de_osmosxs y  por los tanto las curvas de

fragilidad osmotica se desplazan en relacidn

'propofcional con el aumento de temperatura.

Los metodos quimicos apllcados alteran la hemoglobina

' componentes quimicos del eritroczto 8in que se

altere la membrana celular por lo que se mantiene la
fragilldad globular_media normal. o

Los metodos inmunolégicost faplicadds_'félteran la
membrana celular ;en mendr grado  que- lds- métodos
figicos y por lo tanto hay menor desplazamlento de las

curvas de fragllldad osmotica._,

La evaluac1on de camblos morfologlcos constituye un.
buen parametro para evaluar el efecto causado por los
metodos fisicoa, quimicos e 1nmunologlcos, pues debido

a que el dano es. a diferente nivel se produoe un

patrdn morfologlco caracteristico.

B el B ———— oo [
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10.6 Al someter eritrocitos a diferentes vplﬁmehes de IgG
anti - D se producen -tittlos " de sensibilizacién
proporcionales a la cantidad de anticuerpo,,pero' la.

' alteracién del proceso osmético es muy similar.

10-7 El 'puﬁto .6ptimo. 'de_ fragilizacidén de eritrocitos
marcados con s8mTecnecio ¥ alterédos por caldr. a
49.5oC se obtiene é una concentracién de NaCl de 0.562
g/dl, lo que agquivale aprinmadamente al tubo'B‘de'la'

curva normal de fragilidad osmética.

'10.8 Al utilizar un ‘tubo con una concentracién de NaCl de
- 0.562 g/dl, se espera obtener con un intervalo de

conflanza de 95% una absorbancia de 0 0 para el

it ' .~ control, de O. 528~ 0 563 para erltr001tos tratados con

| " calor a 49.5°C por 20min y de 0.730-0.767 para
eritrocitos tratados con calor a b6.0eC por 10min; lo
cual garantiza fragilizacién_bptima'de loé eritrocitos
(50% de hemélisis). |

10.9 Los métodos fisicos son los més apropiados para
alteraf los eritrocitOS' para ‘usarse en Centellografla_
egplénica, va que se ha establecido un adecuadd

Ll _ control de calldad no se conocen, efectos adversos, su

' costo es baao 1 requleren de un tiempo ‘similar a los

‘métodos quimicos para su eaecucion,'

2 A D <2 TNTTTER
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11. RECOMENDACIONES

Al realizar curvas de fragilidad osmética debe tenerse

_cuidado para evitar gque haya aumento de hemélisis por

11.2

11.38

factores ajenos al tratamiento aplicado, como lo es
manipulacién brusca de la muestra, utilizar tips o

frascos mojados ¥ mala preparacién de la solucidn

 sa1ina ( el pH debe ser de 7.4).

Evaluar in vive la captacién por el ‘bazo de

-eritrocitos que'han ge han sometido a calof a 56.0eC
por 10min, ‘'va que si no se” altera la imagen
_éentellogréfica, ‘este método resultaria mucho mas

eficiente, ya gque se - requiere de menor tiempo para

‘efectuar el control de calidad.

Hacer estudios en modelos éxperimentales utilizando

 eritrocitos gque han sido tratados con los agentes

gquimicos empleados en este estudio,'para determinar la
captacmon esplenlca produ01da, a31 ‘como también para

observar s8i - las -concentra01ones empleadas producen

' efectos toxicos 0 adversos

11.4

Sen81b111zar erltr001tos con - 1gG antl Dy evaluar el

dafic a la membrana por medlo de curvas de‘ fragilidad

- osmética utllizando Complemento._

11.5

Al reallzar-,-la;f marcaclon de‘” eritrocitos . con

. 88mTecnecio y alterarlos poT calor a 49. 500 por 20m1n,

‘efectuar el control de ‘calidad establecldo -en el

. presente trabado para obtener los mejores besultados

dlagnostlcos
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11.6 Para el adecuado control de calidad - de la

11.7

fragilizacién 6ptima de eritrocitos, debe relacionarse

el punto 6ptimo de fragllizacién con los cambios
morfoldgicos encontradoa. ' '

Siempre que ase realice marcacién de eritrocitos con
Pyp-Sn-88mTecnecio, se debe determinar el porcentaje

de marcacidn obtenido, para lo cual es necesario
buspar la concentracidén dptima de pirofosfato de sodio

gue permite el nivel éptimo de marcacidn.
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13.1 CURVA DE FRAGILIDAD OSMOTICA DE ERITROCITOS

Solucién base salina tamponada:

NaCl......... e niaaeis . 9.00 &
NaHoP0O4.2H=20....... @ eesmesusaeen 0.24 g
- NagHPO4........ e e i eeeauane 1.36 g

Aforar a 100 ml.

Este buffer produce una solucidn equivalente al 10 por
ciento  de NaCl. Preparar una dilucién 1:10 con agua
destilada. El pH es 7.4 :

| Procedimientoc: _ _ _
Preparar los tubos de la siguiente manera:

AGUA ' [NaCl

# TUBO 8.8

(ml) {ml) , % .

1 9.0 1 0.9
; 2 8.5 1.5 0.85
i 3 8.0 2.0 0.80
i 4 7.5 2.5 0.75
| - B 7.0 3.0 0.70
i 8 6.5 3.5 . 0.65
7 - 8.0 4.0 0.60
8 - 5.5 4.5 0.55
9 5.0 5.0 0.50
10 4.5 - 5.5 0.45
11 . 4.0 8.0 0.40
12 . 3.5 8.5 - 0.35
13 3.0 7.0 - 0.30
14 - 0 - 10.0 0.00

—Colocar 0.1 ml de sangre heparinizada.

~Mezclar cada tubo: por inversidn y dejar reposar a
temperatura ambiente por 30 minubtos. ' '
—Mezclar v centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos.

_Leer los sobrenadantes a 540 nm wutilizando como
blanco el tubo # 1 y como estédndar el tubo # 14 (23).

- e o I AT
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13.2 FRAGILIZACION DE ERITROCITOS CON EXCESO DE ACD

Preparar la solucion de ACD concentréda:

Acido Citrico. ... ance s v....0.8 g
Citrato trisédico...... ... .--.. L...2.2 B
Dextrosa...... fheamanean cdeeameenn 2.5 g

- Disolver en 30 ml de agua destllada El pH debe ser de

7.4.

Procedimiento de Estandarlzaclon-' '

~Extraer 10 ml de sangre y agregarle heparina.

-Hacer frote sanguineo y curva de fragllldad osmotica.
—Realizar el proceso de marcacidn.

-Hacer otro frote sanguineo.

—-Alicuotar la muestra en 3 viales.

-Agregar ACD de la siguiente manera:

VIAL # 1: 100 ul de ACD.
VIAL # 2: 200 ul de ACD.
- VIAL # 3: 300 ul de ACD* .

—Hacer frote sangulneo final.
~Controlar el punto 6ptimo de hemollsls realizando la
curva de fragllldad osmbtica. :

*Ge continud 1as pruebas aumentando el volumen de
solucién concentrada de ACD, con 10 que se determind
gque son necesarios 800ul de - la anterior solucidn
concentrada para que haya- 01erto desplazamlento de la
curva de fragilidad osmdtica.

. Asi mismo, stos procedimientos se efectuaron- de
"esta forma, ya que la literatura no hace referencia

. respecto a la forma de. aplicacidén v evaluacién de este
_método de fraglllza01on de er1tr001tos :

' | ——e—r—- S B o
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13.3 FRAGILIZACION DE ERITROCITOS CON FENILHIDRACINA |

—Extraer 20 ml de sangre y agregarle heparina. _
-Hacer frote incial y curva de fragilidad osmética.
—Realizar el proceso de marcaciém. :

-Hacer frote sanguineo. '

-Preparar diluciones de fenilhidracina en solucidn

salina isoténica (1:20, 1:50, 1:100. ... 0 o ne ).
_Alicuctar la sangre ya marcada colocando 3 ml -en cda
vial. ' : -

—Agegar 250 ul de la. dilucién respectiva a cada
muestra®. ' S _ oo S

-Homogenizar y dejar 10 a 20 minutos a temperatura
ambiente. . o , o _
~Hacer frote sanguineo final y curva ‘de fragilidad
osmética para cada muestra. '

*Con el método anterior se determind que con
550ul de fenilhidracina dilucidén 1:50 se logra el
mayor desplazamiento de 1la curva de  fragilidad

osmética, q STa) A .anto este fue el procedimiento que' 

se aplicé. Jﬁﬁmﬂ&&*“ﬂm%Mm ' : D
Lo ﬁi-;0?49MMﬂ%mﬁMEmu :

B ———272ca C .

'“—'—-—ME““"CH 1
w

| T E S O
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13.4 PRUEBA DE COOMBS DIRECTA.

Preparar una suspension al 3 por ciento en
solucién salina de eritrocitos sensibilizados s
lavados (por lo menos lavarlos cuatro veces para
asegurar la completa eliminacién  de todas las
proteinas séricas no adsorbidas por los eritrocitos.

-Realizar diluciones de la suspensidn de
eritrocitos lavados en tubo de ensayo pequefios (1.0,
1:2, 1:4. ... icceianas ).

-Afiadir a cada dilucién una gota de suero de
antiglobulina humana (reactivo de Coombs). '

. -Mezclar bien y centrifugar inmediatamente a 1000
rpm por 1 minuto. - : '

-Remover suavemente los eritrocitos sedimentados
y observar si existe aglutinacién macroscépica. :

INTERPRETACION

La 'aglutinacién de los eritrocitos‘indica que estan
recubiertos con anticuerpos (23}. T .



o]
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P ' 13.5 DISENO DE BLOQUES COMPLETOS AL AZAR.

Tratamientos:' .
Mi : Bafio de maria a 49.5°C por 20 min.
M2 : Bafio de'maria a 56.0=C por 10 min.
M3 : Excesé.de ACD: |

M4 : Fenilhidracina.

M5 : Controlﬁ Eritrocitos no marcados ni altebados.

‘Sangre O Rh+ ALICUOTAS (ORDEN DE APLICACION DE LOS

de donadores ' _ ' TRATAMIENTOS)
BLOQUE 1 M3 M4 M1 M5 M2
BLOQUE 2 ML M4 M3 M2 M5
BLOQUE 3 M2 . M5 M3 M4 ML
BLOQUE 4 M2 M1 M5 M3 M4
- BLOQUE - 5 ws oMz ML M3 . M4
é:ﬁi BLOQUE 6 ‘M2 M5 ML M4 M3
. BLOQUE 7 w5 oMz M4 M3 M
| . BIOQUE 8 M4 oML M5 M2 M3
| - BLOQUE 9 M2 M3 M5 ML M4
BLOQUE 10 M1 M2 Ma M5 M3
i




Tabla No. 1

PORCENTAJE DE MARCACION
‘Con Pyp-Sn-Tecnecio 99 metaestable
No. MUESTRA - 1% MARCACION
i 63.16
o ' 7165
3 78.73
4 91 .07
5 9482
6 86.69
7 8942
| 8 8848
) 9 90.69
1 10 90.15
promadio - 84.47
1 1D.8TD | 957
|
|

B - ——__] ’ T 07 AT T
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Tabla No.3 AREAS BAJO LA CURVA DE FRAGILIDAD

- TRATAMIENTOS

No. CONTROL 495G 20° 56.0C 10" | FENILHID. EX. ACD
1 - 0.1440 03394 1 04154 0.2066 . 0.1342
.2 0.1234 0.3041 0.3775 0.1409 0.1521
3 0.1128 0.2466 | 0.3875 - 0.1652 0.1336
4 0.1324 02605 0.4064 0.1324 0.1596
5 0.1574 0.2519 0.3810 0.1474 0.1624
- & 0.1336 0.2238 0.3793 0.1396 0.1488
7 0.1362 02711 0.3613 0.1554 0.1437
o 0.1332 0.2510 0.4231 0.1642 0.1420
9 0.1299 0.3209 0.4482 0.1626 0.1428
10 0.1528 0.2768 0.4873 0.1628 0.1618
MEDIA 0.1362 0.2853 { 0.4073 01577 0.1533
D.STD 0.0132 0.0351 0.0377 0.0208 0.0142

S T
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CGNCENTRAC!ON DE SOL. SALINA PAHA FRAGILIZACION OPTIMA

‘Tabla No.

- (50% DE HEMOLISIS)

No.

TRATAMIENTOS

56.0C 10°

FENILHID.

CONTROL | 495C 207
1 0.4059 0.5752 0.6322 0.4896 04475
2] 0.3990 0.5764 0.6412 0.4285 0.4402
3 0.3923 05317 0.6523 0.4535 0.4441
4 0.4149 0.5661 06796 | © 04112 0.4107
5 0.4559 0549 0.6829 0.4348 0.4603
6 0.4126 0.6027 0.6430 0.4333 0.4110
7 - 0.4140 05714 0.6582 0.4526 04514
5] 04285 0.5610 0.7538 0.4635 0.4577

| 9 04040 | ToBea 70 0.4485

10 oaize | o515, 06

MEDIA 0.4139 0.5623 GFL

D.5TD 0.0177 0.0228 0.0351 et 0. 0177

E - - | i il

65



66

0.1d3DUILNI=E
2INIIQNId=1

_ 9eszE-=af EZre-=q | 0'g-=4 ‘
9E00'C | 0860 | fvzz=¢] L2000 | 08360 |  BLE=®| ZoDOD |EBEC |  292=¢] ¢ B
99'8-=4 woe-=al | 0g-=af
CE00'D | 0SS6'0 | gei'z=%] 85000 | 066’0 | S2'E=®| 2000'0 | 088D IEER P
| ErE =4 phipe=al | lZhy=af
20000 | 02980 | olce=8) 0G00'0 | 01860 | 615Z=%| 2000 |0oss0 | oisz=¢] ¢
Erle-=af ¥EL Y= Zrr=a| i
90000 | 06260 | 295°Z=%f L0000 | 0646 | 6vS2=%| 20000 | 0980 | oeE=%| &
o5 = | pELyi=al oo [ gree=al lhia
gLloD | 02ke0 | weie=®) s0000 | 00860 | 695E=®] Blo0W | OsE0 | BOve=¢|
d 4 AX d 4 AX d d X*A
oot H8¢ 1nog H5] TQHINQD] "ON S
SOINIINVIVHL

v VIONVDIIINDIS 30 T3AN & s MHOIJYITHH OO 30 SIINIIDISI00 ¢ ON VIGYL o




. TABLA No. 6 :
AREAS BAJO LA CURVA Y CONC.DE SOLUCION SALINA
- PARA FRAGILIZACION OPTIMA CON ANTICUERPOS

AREAS

Paciente No| JTCONC. 80L. SALIN
50ul IgG | 100ul Ig | S0ul lgG} 100ul ig

B 0.19664 | 0.1857 | 0.4695 | 0.4675
5 0.1916 | 02003 | 04647 | 0.4736

5 01926 | 02101 | 0.4664 | 0.4859

7 01746 | 01754 | 04724 | 0.4699

7 0.1838 | 02162 | 04791 | 0.5217
PROMEDRIO }0.187848 | 0.19754 | 0.47042 | 0.48572
D.8TD  }0.007621 [0.015126 }0.005079 j0.020019

B E Ry L 1
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SENSIBILIZACION DE ERITROCITOS O+ CON |

Tabla No. 7

- INMUNOGLOBULINA G ANTI Rh

Mo. MUESTRA .

{TITULG DILUCION CCOMB DIRECTO

50 IgG 100ui g6
1 1:32 1:64

2 116 1:64
3 116 1:64
4 1:16 ¢ 1:64
5 116 132
6 116 1.64
7 1:8 1:.64
8 1:16 1.64
9 1:16 1:64
i0 116 . 1:64
MEDIA GEOMETRIC 16 59.71
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