Hemoglobina libre en plasma
por espectrofotometria directa

Plasma free hemoglobin by direct spectrophotometry

Rosa C, Mereles S, Rigacci M, Colimodio D.

Laboratorio Central. Sector de Hematologia. Hospital Universitario Austral. Pilar.
Buenos Aires. Argentina.

crosa@cas.austral.edu.ar

Palabras claves: Hemoglobina libre;
Hemolisis intravascular;
Espectrofotometria directa.

Introduccion

Normalmente la mayor parte de la hemoglobina
(Hb) se encuentra dentro de los globulos rojos y solo
hay trazas en el plasma. Los eritrocitos senescentes
sufren la lisis al final de su vida media de 110-120
dias dentro de las células del sistema reticulo-endo-
telial en el bazo, higado y la médula 6sea (hemo-
lisis extravascular) y la Hb no se libera al plasma
en cantidades apreciables. En una anemia hemoliti-
ca la vida util de los globulos rojos, por definicion,
se acorta. En algunos tipos de anemia hemolitica
el aumento de la hemdlisis es predominantemente
extravascular y la concentracion de Hb plasmatica
apenas aumenta. Sin embargo en otros trastornos
se produce un grado importante de hemolisis en el
torrente sanguineo (hemolisis intravascular); la Hb
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plasmatica aumenta sustancialmente, la mayor parte
forma un complejo con la haptoglobina, que debi-
do a su tamaifio no es filtrado a nivel glomerular, es
removido y degradado por el sistema reticulo-endo-
telial, y en algunos casos la cantidad de Hb liberada
puede ser suficiente para que se excrete en la orina
(hemoglobinuria).

La prueba de Hb libre es un analisis de sangre que
mide el nivel de Hb en el plasma, fuera de los eritro-
citos. Esta determinacion es esencial para diagnos-
ticar y monitorear la hemolisis intravascular. Los
métodos conocidos para medir la Hb son ensayos
cromogénicos, espectrofotométricos directos, inmu-
nonefelométricos y ELISA. Se prefieren los ensayos
cromogénicos para la deteccion de pequefias canti-
dades de Hb. En este grupo encontramos el de pe-
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roxidasa (Crosby-Furth), método de detergente he-
matinico alcalino conocido como Triton/NaOH, el
derivado del Drabkin y el que utiliza tetrametilben-
cidina (TMB) descripto por Standefer-Vanderjagt.
Sin embargo, el uso de bencidina y sus derivados ha
sido restringido debido a su carcinogenicidad y/o to-
xicidad. Los ensayos espectrofotométricos directos
que miden la absorbancia en multiples longitudes de
onda se han utilizado para determinar los niveles de
Hb libre y asi evitar el uso de sustancias quimicas
cancerigenas o toxicas. Sin embargo, sus resulta-
dos podrian verse influenciados por la presencia de
bilirrubina y turbidez. Numerosos autores han pro-
puesto sus propias formulas para minimizar la in-
terferencia analitica, con distintos resultados. Men-
cionamos los ensayos de espectrofotometria directa
de Harboe, el de Noe, el de Blakney-Dinwoodie, el
de Kahn, el método policromatico y el polinomio
empirico de Fairbanks y el de la segunda derivada
de Merrick-Pardue. Algunos de los métodos men-
cionados han sido adaptados a los autoanalizadores
de Quimica Clinica para fines de diagnostico en la-
boratorios de rutina®). Cabe destacar que no exis-
te un método recomendado ni un kit estandarizado
disponible en el mercado para los laboratorios clini-
cos que cuente con la aprobacion de los organismos
regulatorios. De esta forma, cada laboratorio adopta
su propia técnica, adaptada de las descritas anterior-
mente y sujeta a limitaciones. Segin el programa
de evaluacion externa de la calidad del College of
American Pathologists (CAP), en el que participan
mas de 2000 laboratorios, s6lo 92 participaron en la
encuesta CAP 2018 para la prueba de Hb libre en
plasma, lo que indica que no muchos laboratorios
clinicos realizan el analisis de Hb libre, debido a las
dificultades descritas anteriormente. A continuacion
describiremos el ensayo espectrofotométrico direc-
to utilizado en nuestro laboratorio para medir Hb
libre plasmatica.

Fundamento

Este método espectrofotométrico directo para el do-
saje de Hb libre plasmatica denominado polinomio
empirico, fue desarrollado por Fairbanks et al® y
estd basado en la medida de la absorbancia en tres
longitudes de onda en un espectrofotometro UV/
Vis. El célculo de la concentracion de hemoglobina
libre se realiza con la siguiente ecuacion:
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En el primer término de la ecuacion, la lectura de
la absorbancia de la muestra a 415 nm correspon-
de a uno de los picos del espectro de absorcion de
la oxihemoglobina. Para minimizar la interferencia
por la bilirrubinemia se le sustrae un término que
incluye la absorbancia a 450 nm y para compensar
por la turbidez se le sustrae otro término que incluye
la absorbancia obtenida a 700 nm.

Caracteristicas pre-analiticas

Como el proposito es analizar un marcador de he-
molisis, cualquier factor que pueda aumentar la
misma debe evitarse estrictamente. Se utiliza plas-
ma obtenido a partir de sangre entera anticoagulada
con EDTA. Debe respetarse un tiempo limitado de
aplicacion del torniquete. La muestra debe remitir-
se inmediatamente al laboratorio evitando el estrés
durante el transporte, como por ejemplo en el tubo
neumatico sin el embalaje adecuado que minimi-
za los impactos violentos. Se centrifuga el tubo de
muestra a 3500 rpm durante 10 minutos. El plasma
debe separarse de las células dentro de los 60 mi-
nutos posteriores a la recoleccion y es estable du-
rante 24 horas a temperatura ambiente o a 4° C. Las
muestras deben rechazarse si no se separan dentro
de las 2 horas posteriores a la recoleccion. Es muy
importante descartar hemolisis por una extraccion
de sangre traumatica que podria provocar una falsa
elevacion de la hemoglobina plasmaética.

Caracteristicas analiticas

Reactivos

* Solucion madre: CO,Na, 1 g/dL. Estabilidad: 1
afio a temperatura ambiente.

* Solucion de trabajo: CO,Na, 10 mg/dL.

Equipamiento

* Espectrofotdmetro Beckman DU® 520. Mide la
absorbancia y la transmitancia en todo el rango
UV-Vis (190 a 1100 nm +/- 1 nm). Ancho de ban-
da espectral: <4.5 nm (Figura 1).

Procedimiento

Se prepara la solucion de trabajo diluyendo 1/100
la solucion madre, para obtener una concentracion
final de 10 mg/dL de CO,Na.,.

Dilucioén de la muestra: 1 parte de plasma + 10 par-
tes de CO,Na: 500 ul de plasma en 5 ml de CO,Na,
10 mg/dL.

Hb libre = Factor1 x Abs s " Factor2 x Abs 50 " Factor3 X Abs700
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Figura 1. Espectrofotometro UV/Vis.

Se enciende el espectrofotometro y se deja estabili-
zar.

Leer la absorbancia en las siguientes longitudes de
onda: 415, 450 y 700 nm, utilizando como blanco la
solucion de trabajo de CO,Na, 10 mg/dL.

Para el calculo de la Hb libre medida se aplica la

en el contador hematologico Sysmex XN-1000. Se
realizan 6 diluciones por duplicado.

A continuacion mostramos un ejemplo para una con-
centracion de Hb de 10 g/dL, que esigual a 10.000 mg/
dL. Se toman 100 pl de sangre entera con EDTA y se
diluyen en 10 ml de agua destilada (dilucion 1/100).

Hb libre medida (mg/dL) = 155 x Abs, . - 130 x Abs_, - 124 x Abs,,

siguiente formula:

La concentracion de Hb libre final se obtiene a par-
tir este dato de Hb libre medida, utilizando la ecua-
cion de la recta obtenida en la calibracion, como se
explica a continuacion.

Calibracion

Para realizar la curva de calibracion se utiliza un es-
tandar comercial o, en su defecto, una muestra de san-
gre entera anticoagulada con EDTA de la corrida del
dia, con una concentracion cercana a 10 g/dL, medida

A partir de esta solucion de 100 mg/dL de Hb se
realizan las diluciones seriadas como se muestra en
la tabla 1.

Se procesan todas las diluciones por duplicado
como muestras siguiendo el procedimiento descrip-
to. Con las lecturas de las absorbancias se calculan
las concentraciones de Hb libre medidas. Se grafica
la concentracion de Hb tedrica de las diluciones vs
la concentracion de Hb libre medida. Por el método
de regresion lineal se obtiene la ecuacion de la recta
que se utilizara para calcular la concentracion final

Tabla 1. Diluciones seriadas para la calibracion.

Tubo Agua destilada Dilucion anterior Concentracion final de Hb
(nL) (u) (mg/dL)

1 - - 100
2 500 500 50

3 500 500 25

4 500 500 12.5
5 500 500 6.25
6 500 500 3.12
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Figura 2. Ejemplo de curva de calibracion para Hb libre en plasma.

de hemoglobina libre. En la figura 2 se muestra un
ejemplo.

Para el célculo de la concentracion de Hb libre final
se aplica la ecuacion de la recta obtenida:

Procesando una serie de muestras de plasma de do-
nantes aparentemente sanos (n=56) los autores ob-
tuvieron una media de 2.8 mg/dL con un desvio es-
tandar (SD) de 2.2 mg/dL. La linealidad del ensayo

Hb libre final (mg/dL) = (Hb libre medida + 3.1135) / 1.0892

Control de calidad

En caso de no contar con controles comerciales se
selecciona una muestra de sangre entera con EDTA
con una concentracion de 10 g/dL. de Hb medida
en el contador hematologico Sysmex XN-1000. A
partir de esta muestra se realiza una dilucion 1/500:
20 pl de sangre en 10 ml de agua destilada, para
obtener una concentracion final de 20 mg/dL (Con-
trol 1). A partir de este Control 1 de 20 mg/dL se
realiza una dilucion 1/4: 2 ml Control 1 + 6 ml de
agua destilada, para obtener una concentracion de
5 mg/dL (Control 2). Se hacen alicuotas de 1 ml de
los controles y se conservan congeladas a -70°C. Se
largan ambos controles en cada corrida.

En la tabla 2 se muestran los datos obtenidos en una
corrida analitica en nuestro laboratorio.

Fairbanks et al determinaron el coeficiente de varia-
cion (CV) del ensayo a varias concentraciones de
hemoglobina en muestras no ictéricas ni lipémicas.
Si bien el CV% es muy elevado para 1 mg/dL, la
imprecision es aceptable en el rango clinicamente
relevante como podemos ver en la tabla 3.
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fue excelente en el rango de importancia clinica:
8-200 mg/dL.

Valores de referencia

Valor normal de Hb libre en plasma hasta 10 mg/dL.
En pacientes con circulacion extracorpdrea se espe-
ran valores de Hb libre menores a 50 mg/dL. Entre
50-100 mg/dL se consideran niveles de hemolisis
moderados. Valores mayores a 100 mg/dL corres-
ponden a hemolisis severa.

Utilidad clinica

El dosaje de Hb libre plasmatica se utiliza para eva-
luar la anemia hemolitica. El exceso de Hb en plas-
ma es un signo confiable de hemolisis intravascular
solo si la lisis no ha sido causada durante o después
de la extraccion de la sangre. También es necesario
excluir la coloracion del plasma que pueden ocasio-
nar ciertos alimentos y aditivos alimentarios. El ni-
vel plasmatico de Hb aumenta drasticamente en las
anemias hemoliticas de tipo intravascular, cuando la
hemolisis es lo suficientemente grave y sobrepasa
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Tabla 2. Datos obtenidos en una corrida analitica.

Dilucion cali- Abs 415 | Abs450 nm | Abs 700 Hb libre Media Hb | Hb libre
brador/ control/ nm nm medida libre medida final
muestra mg/dL mg/dL mg/dL
100 0,795 0,120 0,020 105 105 99
100 0,789 0,115 0,018 105
50 0,412 0,075 0,011 53 52 51
50 0,405 0,073 0,010 52
25 0,215 0,045 0,010 26 25 26
25 0,205 0,044 0,012 25
12,5 0,102 0,042 0,013 9 10 12
12,5 0,110 0,040 0,011 10
6,25 0,050 0,030 0,016 2 3 5
6,25 0,060 0,035 0,012 3
3,12 0,031 0,027 0,000 1 1 3
3,12 0,025 0,025 0,005 0
Paciente ECMO 1 1,478 0,808 0,045 118 112
Paciente ECMO 2 0,297 0,060 0,020 36 36
Paciente ECMO 3 1,243 0,393 0,051 135 127
Paciente Normal 4 0,050 0,025 0,012 3 6
Control 2 0,045 0,028 0,012 2 5
Control 1 0,178 0,038 0,012 21 22

Tabla 3. Reproducibilidad del ensayo en muestras no ictéricas ni lipémicas.

Concentracion Hb (mg/dL) 1

4 9 15 50 100

CV (%) 90

14 53 3.1 1.6 1.3

la capacidad de transporte de la haptoglobina dis-
ponible. Por lo tanto se puede encontrar un aumen-
to marcado de Hb libre, con o sin hemoglobinuria,
en la hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN),
hemoglobinuria paroxistica por frio, sindrome de
hemaglutinina fria, en las microangiopatias trom-
boticas como en la parpura trombocitopénica trom-
botica y en otras anemias hemoliticas mecanicas,
como por ejemplo, después de una cirugia cardiaca
y en las hemolisis por protesis de valvulas cardia-
cas. En las anemias hemoliticas de tipo autoinmunes
con anticuerpos calientes, la anemia falciforme y la
talasemia B severa, el nivel de Hb plasmatica pue-
de aumentar en forma leve o moderada, pero en la
esferocitosis hereditaria, en la que la hemolisis ocu-
rre predominantemente en el bazo, los niveles son
normales o se puede observar un ligero aumento.
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Niveles elevados también pueden encontrarse como
resultado del ejercicio violento en una persona sin
entrenamiento previo.

Los pacientes conectados a dispositivos mecanicos
como la oxigenacién por membrana extracorpdrea
(ECMO), la dialisis renal o la bomba de bypass car-
diaco tienen riesgo de hemolisis. A pesar de las im-
portantes mejoras tecnoldgicas observadas durante
los ultimos 20 afios, la hemolisis asociada al ECMO
sigue siendo una complicacion que puede surgir
durante la terapia. La gravedad de la hemolisis es
directamente evaluada por la Hb libre y puede ser
desde tolerable hasta altamente toxica. Los niveles
altos de Hb libre tienen consecuencias directas en la
morbilidad y mortalidad, especialmente por la inju-
ria renal. La hemdlisis severa 24 horas después del
inicio de la terapia es un predictor independiente de
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mortalidad. Los niveles de Hb libre se asocian con
insuficiencia renal aguda y muerte. Las circunstan-
cias que conducen a hemolisis severa principalmen-
te asociadas con trombosis en la bomba principal
y flujo inadecuado, deben ser conocidas y anticipa-
das. Considerando la ausencia actual de tratamiento
especifico ante eventos de hemolisis severa, la me-
dicion de la Hb libre tiene un papel importante®.
Por otra parte, los ensayos cromogénicos de anti-Xa
para la monitorizacion de la actividad de la hepa-
rina no fraccionada que se utilizan en ECMO son
susceptibles a la interferencia por la hemdlisis y la
ictericia. La hemolisis da como resultado un falso

LABORATORIO

aumento en la pendiente del cambio de absorbancia
en el ensayo de actividad, que da como resultado
una heparinemia falsamente mas baja. El fabricante
del reactivo de anti-Xa reporta en el inserto el um-
bral de interferencia de la Hb y es importante poder
medir la concentracion de la misma presente en las
muestras de los pacientes, para saber si el resultado
esta afectado o no por la interferencia®. También se
ha observado un aumento de la Hb libre en pacien-
tes con sepsis grave y los métodos espectrofotomé-
tricos demostraron ser apropiados para la prediccion
de muerte en sepsis severa®.
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