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Introduccion

La hemdlisis es un importante factor de interferencia para los resultados del laboratorio, por
lo que este efecto no deberia olvidarse. A causa de la mecanizacién analitica y al
incremento de la automatizacién de la fase pre-analitica de los laboratorios, el examen de
las muestras hemolizadas es a menudo insuficiente. Debido a la concentracién de
laboratorios las muestras de sangre sufren largos desplazamientos. Como consecuencia se
produce un incremento de las muestras hemolizadas, y a pesar de que ésta hemolisis pueda
no ser, en muchas ocasiones, apreciada visualmente, puede haberseproducido una descarga
de los componentes intracelulares al plasma. Si hay muestras de pacientes con sindrome
hemolitico (hemolisis in vivo), la separacién de la hemdlisis in vitro, en general debido a una
inapropiada extraccidn de sangre, rara vez es posible.

Las consecuencias son, a menudo, resultados erroneos en el analisis. Estas variaciones
pueden ser muy altas o por el contrario muy bajas o también sorprendentes resultados
patolégicos, por ejemplo en la medida de las concentraciones de ion potasio, lactato-
deshidrogenasalactato-deshidrogenasa, aspartato-aminotransferasaaspartato-
aminotransferasa, fostatasa acida, g,g-fosfopiruvato-hidratasa (enolasa especifica de
neurona).

El objetivo de este estudio es precisar el alcance de la interferencia producida por la
hemolisis en los resultados de laboratorio y la disminucidn de extracciones erroneas
desangre.

Hemolisis

La hemdlisis es la liberacidn de los componentes intracelulares de eritrocitos, trombocitos y
leucocitos en el liquido extracelular, ej.dentro del plasma o suero /1/. La hemodlisis es visible
después de la centrifugacion de la muestra; plasma o suero, muestran una coloracién roja.
La especificacion, en el estudio, se encuentra en la concentracidon de hemoglobina libre, la
cual viene indicada por una coloracion roja en el plasma/suero que varia entre 100 y
300mg/I.

La hemdlisis puede dar alteraciones en magnitudes especificas de la muestra a analizar. Es
un factor biolégico que influye si la liberacidn de constituyentes de células sanguineas tuvo
lugarin vivo. La hemdlisis es un factor de interferencia, si ésta tiene lugar después de la
recoleccién de la muestra, esto puede producir cambios en los resultados./ 2/
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La lisis de trombocitos y granulocitos también puede influir en los resultados a pesar de que
la hemdlisis no sea visible /3/. Si observamos minuciosamente el proceso de coagulacion, la
trombocitolisis es la responsable de la alta concentracidon de componentes intracelulares en
el suero en oposicion a la del plasma. Una degradacién intravasal de leucocitos puede
conducir, por ej.: concentraciones elevadas de lisozima en leucemias mieloides y
monociticas.

Causas de hemadlisis

Si observamos, en la fase preanalitica,el centrifugado de las muestras sanguineas, la
hemolisis representa el 60 % de las causas de rechazo de las muestras. En un estudio /4/ el
3,3 % de las muestras que fueron enviados al laboratorio clinico presentaron hemdalisis.
Cuando se comprobod la causa, solo el 3,2% de in vivolas hemdlisis se produjeron in vivo.

Hemolisis in vitro

Durante la toma de mustras se pueden producir incorrecciones que conduce a hemolisis in
vivo (Tabla 1). En la tabla 2 se exponen con detalle nuevas posibilidades de incorrecciones.

Tabla 1: Hemodlisis mas frecuente mientras se efectla la recogida de muestras en sangre

e Aspiracion intensa, particularmente durante la puncién superficial de las venas. La
aspiracion por medio de agujas finas suele causar menos hemdlisis que con agujas
gruesas. Sin embargo el flujo de corriente es mas bajo y la velocidad de fluido,
turbulencia y hemdlisis se supone que son menores. /5/

e la obstruccion parcial de un catéter venoso o arterial. La consecuencia es una
aspiraciéon mas intensa si la muestra es extraida con una jeringa.

e Extraccion con una jeringa y después repartir alicuotas en varios tubos de ensayo.

Tabla 2: Causas de hemolisis después de la recogida de muestras de sangre

e agitacion de la sangre vigorosamente

o centrifugacion de la sangre antes de la completa coagulacién

o centrifugacidon de muestras parcialmente coaguladas procedentes de pacientes con
medicacidn de anticoagulantes

e presiodn positiva o negativa en los tubos de muestra

e dilucién de la sangre con solucién hipotdnica

e congelacién y descongelacidon de la sangre

e almacenamiento o transporte de sangre durante varios dias a temperatura
ambiente

Hemolisis in vivo

La hemdlisis in vivo estd provocada preferentemente por medio de anticuerpos,
bioguimicamente a través de medicamentos, sustancias toxicas, herencia (por ej.
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hemoglobinopatia, defectos enzimaticos, ictericia) o infecciones (por ej. malaria). Si se
sospecha una hemdlisis in vivo se deberd examinar el plasma para excluir una hemolisis in
vitro afiadida /1/ causado por un proceso de la cogulacion.

Deteccion de la hemolisis

La hemdlisis es visible en muestras no ictericas. Una coloracion roja en el suero y en el
plasma es apreciada si la concentracion de hemoglobina libre esta por encima de 300 mg/I.
La medicion de la concentracion de hemoglobina libre por debajo de este valor se hace por
inmunofelometria /7/ o espectrometria usando doble longitud de onda (por.ej. ACA). El
limite superior para plasma es 20 mg/|, para suero 50 mg/I.

Cambios en el plasma/suero debidos a la hemdlisis

La hemdlisis in vivo o in vitro, con la consiguiente liberacion de sustancias de las células
sanguineas, donde la concentracion intracelular es 10 veces mayor que en el medio
extracelular, puede incrementar los resultados de plasma y suero significativamente .
Particularmente en lo corcerniente a ion potasio, lactato-deshidrogenasa y aspartato-
aminotransferasa. Las sustancias cuyas concentraciones son mas altas en suero que en
plasma proceden de los trombocitos, por.ej. potasio, g,g-fosfopiruvato-hidratasa, fosfatasa
acida. Los indicadores de una hemalisis estan expuestos en la tabla 3.

Tabla 3: Indicadores de hemdlisis

e coloracién roja del plasma o suero

e imprevisto incremento en potasio, lactato-deshidrogenasa, aspartato-
aminotransferasa, fosfatasa acida, enolasa g,g-fosofpiruvato-hidratasa

e disminucién de la concentracion de haptoglobina

e subida de bilirrubina no esterificada

e aumento del indice de reticulocitos

Diferenciacion de la hemadlisis in vivo e in vitro

Aun cuando la hemdlisis in vitro es mas frecuente que la in vivo, ésta ultima tiene una
importancia clinica mayor debido a su origen patolégico y porque los parametros, influidos
por hemolisis, son importantes para el diagndstico, seguimiento y monitorizacién
terapeutica de las enfermedades. En caso de diagnosticar hemdlisis in vivo no tiene ningln
sentido rechazar una muestra. Por esta razén se ha de efectuar una diferenciacion del tipo
de hemdlisis (in vitro, in vivo).

La hemoglobina liberada in vivo, esta unida a la haptoglobina y transportada
preferentemente al bazo hacia el sistema reticuloendotelial. La hemoglobina libre es sélo
cuantificable en plasma si la capacidad de transporte esta en su limite. Por ello la
haptoglobina no es cuantificable por métodos inmunonefelometricos o
inmunoturbidimetricos. Pueden cuantificarse concentraciones de haptoglobina dentro del
margen de referencia aunque al mismo tiempo haya una respuesta de fase aguda (aumento
de CRP) en pacientes con hiperesplenismo. Aumentos de la concentracién de haptoglobinay
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de hemoglobina libre es constatado en pacientes con plasmocitoma. /8/

En el sindrome de HELLP la concentracion haptoglobina del plasma puede ser normal
durante el diagndstico, sin embargo disminuira en los diez dias siguientes./10/

Cuando se sospecha un sindrome hemolitico, el descenso de haptoglobina y el aumento en
lactato-deshidrogenasa, bilirrubina indirecta no esterificada e indice de reticulocitos
dependerdan del grado de hemdlisis. Para estados de hemdlisis avanzada, cambios en
lactato-deshidrogenasa, bilirrubina no esterificada y haptoglobina pueden ocurrir durante
las 24 horas siguientes, sin embargo, un aumento del indice de reticulocitos ocurre como
muy pronto 2 dias mas tarde. Un aumento de la bilirrubina no esterificada puede ser
cuantificable solo si la tasa de hemdlisis que normalmente es 0,8 %, sube por encima del 5
%. Un aumento de lactato-deshidrogenasa en hemdlisis intravasal es sélo medidada, si el
indice de recticulocitos esta por debajo del 10 %. En un sujeto con una actividad de lactato-
deshidrogenasa de 165 U/I, una hemolisis in vtro de 800 mg de hemoglobina en suero,
causa un 58% de aumento en la actividad de lactato-deshidrogenasa./10/. Una hemdlisis
intravasal masiva con una disminucion del hematocrito de mas de una cuarta parte en 12
horas, puede causar una hipertrigliceridemia. Las causas pueden ser un reducido
metabolismo de triglicéridos causado por una disminucién de micro-circulacién o
movilizacion de 4cidos grasos libres y su re-esterificacion a trigliceridos. /11/.En la tabla 4 se
exponen los criterios para distinguir la hemdlisis in vitro e in vivo.

Tabla 4: Diferentes tipos de hemdlisis
Hemodlisis in vitro

e Incremento paralelo de las concentraciones de hemoglobina (coloracidn roja del
plasma/suero), ion potasio, lactato-deshidrogenasa, aspartato-aminotransferasa, sin
embargo las concentraciones de haptoglobina y de reticulocitos se mantienen
dentro de los intervalos fisioldgicos.

e Aumento imprevisto de la concentracidn de ion potasio, pero no se da la coloracion
roja en el plasma/suero, lactato-deshidrogenasa en el intervalo fisioldgico. Ej: si toda
la sangre es almacenada varios dias.

Hemdlisis in vitro

e Incremento paralelo de la concentracion de hemoglobina (coloracidn roja del
plasma/suero) y lactato-deshidrogenasa pero no se da un aumento paralelo en la
concentracion de ion potasio.

e No hay coloracién roja del plasma, pero hay un descenso de la concentracion de
haptoglobina y un incremento potencial de las concentraciones lactato-
deshidrogenasa, bilirrubina o de reticulocitos.

e Suero/plasma sin coloracion roja, pero incremento en lactato-deshidrogenasa,
potasio, fosfatasa acida. No se da un moderado incremento en las unidades de
medida en plasma (esto se ha advertido en el estado de la trombocitosis).

Hemodlisis como factor de interferencia
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La liberacion de sustancias de las células sanguineas al plasma pueden producir cambios del
valor de algunas magnitudes por las siguientes razones:

e Incremento o descenso de las concentraciones obtenidas debido al gradiente de
concentracion entre los eritrocitos y el plasma.

e Interferencia de la reaccién quimica mientras se produce la liberacién de
sustancias de las células sanguineas (la actividad seudoperoxidasica de la
hemoglobina interfiere la medicién de la concentracion de bilirrubinay la
liberacion de adenilato-cinasa interfiere la medicion de la concentraciéon de de
creatina-cinasa, por ejemplo).

e La hemoglobina en una muestra puede interferir con la reaccidon quimica, porque
cambia los coeficientes de absorciéon molar del substrato o de los productos de
reaccion que deber ser medidos. La hemoglobina absorbe vigorosamente luz a
415 nm. La hemdlisis aumenta la absorcion y causa aparentemente un
incremento de la concentracion medida.

Existen numerosas publicaciones sobre las interferencias casusadas por la hemoglobina en
los andlisis quimic-clinicos.. /12-14/. En la tabla 5 se expone una relacion de las magnitudes
frecuentemente interferidas por la hemdlisis.

Tabla 5: Interferencias en las magnitudes y los métodos.
Magnitud, métodos Comentarios Aspartominotransferasa AST

La actividad catalitica de aspartato-aminotransferasa en los eritrocitos es 40 veces mayor
que en el plasma.. En sujetos con una concentracion de aspartato-aminotransferasa en el
intervalo fisioldgico, una hemolisis con una concentracion de hemoglobina de 1,5 g/I
provoca una aumento de la concentracién de aspartato-aminotransferasa en el plasma

Bilirrubina

Con el método Jendrassik-Grof se produce una disminucién de la concentracion debido a
que la actividad seudoperoxiddsica impide la formacion de la formacién del diazo-
compuesto coloreado. Esta reaccién puede producirse si la concentracion de hemoglobina
en el plasma es mayor de 0,8 g/I. /12/

Creatina-cinasa

La liberacion de la adenilato-cinasa de los eritrocitos incrementa la concentracidn catalitica
de creatina-cinasa y de su isoenzima M. La adenilato-cinasa afiadida a la mezcla de la
reaccion quimica no puede ser inhibido por el AMP y el diadenosinpetafosfato. El resultado
es un incremento de la sefal medida.

Hierro

Potencialmente la hemoglobina es un gran fuente de hierro. Sin embargo, el efecto aditivo
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del hierro es insuficiente porque la unién hierro-porfirina es mas intensa que la unién
hierro-transferrina y los métodos de medida de la concentracion de hierro sélo miden el
hierro procedente de la transferrina.

Proteina

El efecto aditivo de la hemoglobina aa la totalidad de proteina es pequefio, pero
significativo.

Urato

Sélo las altas concentraciones de hemoglobina causan una disminucién de la concentracion
de urato en el plasma. El método de la uricasa-catalase (reaccion Kageyama) es mas
susceptible a esta interferencaia que el método de la peroxidasa.

lon potasio

La concentraciéon de ion potasio en los eritrocitos es aproximadamente 25 veces mayor que
en el plasma. La concentracion de ion potasio se eleva, a pesar de que el color rojo propio
de la hemdlisis in vitro no es visible. Esto puede producirse si una muestra de sangre con
una concentracion de glucosa baja se almacena varias horas a temperatura ambiente.

Fosfato

Las células sanguineas tienen una proporcion alta de fosfato, del cual la mayor parte es
organico. La adicion de ésteres de fosfato alplasma puede producir una liberacion de
fosfato inorganico, y la consecuencia puede ser una concentracién muy alta de fosfato, que
es errénea. Por esta razén el suero/plasma deberia desprenderse de los eritrocitos en dos
horas.

Electroforesis de las proteinas séricas

Los complejos hemoglobina-haptoglobina migran entre las fracciones a2 y b globulinas, la
hemoglobina libre se aprecia como una banda difusa en la fraccidon b.

Inmuensayos

El estudio de la interferencia por la hemdlisis para los procedimientos inmunoquimicos los
fabricantes de productos diagndsticos lo realizan de forma comparable al resto de
procediminetos de medida quimico-clinicos. No obstante, para estos estudios los
fabricantes a menudo sélo afladen hemoglobina a las muestras, principalmente se utiliza
metahemoglobina humana. Debe diferenciarse la interferencia causada por la
hemoglobina de la causada por la hemdlisis, ya que las células sanguineas contienen
también otros productos, ademas de hemoglobina, que pueden afectar el procedimiento
inmunoquimico. Por lo tanto es muy importante preguntar al fabricante cémo han sido
realizados estos estudios.
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