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3. Organos linfoides
3.1 Organos linfoides primarios
3.1.1. Médula 6sea
3.1.2. Timo
3.2. Organos linfoides secundarios
3.2.1. Ganglios linfaticos
3.2.2. Bazo
3.2.3. Tejido linfoide asociado a mucosa
3.2.4. Amigdalas
4. Transito linfocitario

Capitulo 11
ALTERACIONES NO MALIGNAS DE LOS LEUCOCITOS
Ivan Palomo G., Flavio Carrion A. y Alejandra King D.

1. Introduccion
2. Alteraciones cuantitativas de los leucocitos
2.1. Neutrofilos
2.1.1. Neutrofilias
2.1.2. Neutropenias
2.2. Eosindfilos
2.2.1. Eosinofilias
2.3. Basdfilos
2.3.1. Basofilia
2.4. Monocitos
2.4.1. Monocitosis
2.5. Linfocitos
2.5.1. Linfocitosis
2.5.2. Linfopenia
3. Alteraciones funcionales de los leucocitos
3.1. Alteraciones funcionales de los granulocitos
3.1.1.Defectos de la adhesion
3.1.2.Defectos de la quimiotaxis
3.1.3.Defectos del metabolismo oxidativo
3.1.4.Defecto de los granulos de los lisosomas
3.2. Alteraciones funcionales de los linfocitos
3.2.1.Defectos en la expresion de moléculas MHC
3.2.2.Defectos de activacion y funcion de células T
3.2.3.Sindrome hiper IgM ligado al sexo
3.2.4.Inmunodeficiencia comun variable
3.2.5.Deficiencia selectiva de IgA
3.2.6.Deficiencia selectiva de subclases de IgG
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3.3. Alteraciones funcionales secundarias de los leucocitos y en
situaciones especiales
3.3.1. Sistema inmune fetal y neonatal
3.3.2. Envejecimiento y sistema inmune
3.3.3. Inmunidad y nutricion
3.3.4. Inmunodeficiencia secundaria a enfermedades cronicas

3.3.5. Inmunodeficiencia secundarias a enfermedades infiltrativas y

tumorales
3.3.6. Inmunodeficiencia secundaria a terapia inmunosupresora

Capitulo 12
LEUCEMIAS AGUDAS
Miriam Campbell B. y Jorge Alfaro L.
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Leucemia linfoblastica aguda
1. Introduccién
2. Patogénesis
3. Cuadro clinico
3.1. Aspectos generales
3.2. Organos comprometidos
. Laboratorio
. Diagnéstico diferencial
. Clasificacion
. Factores pronosticos
. Tratamiento de LLA
8.1. Quimioterapia
8.2. Tratamiento de soporte
8.3. Resultados de tratamiento de LLA
8.4. Complicaciones del tratamiento de la LLA
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Leucemias mieloides agudas

1. Introduccion

2. Epidemiologia

3. Etiologia

4. Presentacioén clinica

5. Clasificacion de las LMA

5.1. Clasificacion segun criterios FAB

5.1.1. Leucemia mieloide aguda con minima diferenciacion (MO)
5.1.2. Leucemia mieloide aguda sin maduracién (M1)
5.1.3. Leucemia mieloide aguda sin maduracién (M2)
5.1.4. Leucemia promielocitica aguda (M3)
5.1.5. Leucemia mielomonocitica aguda (M4)
5.1.6. Leucemia monobléastica aguda (M5)
5.1.7. Eritroleucemia (M6)
5.1.8. Leucemia megacarioblastica aguda (M7)
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5.2. Clasificacion segun criterios OMS
5.2.1. LMA con alteraciones citogenéticas recurrentes
5.2.2. LMA con displasia multilineal
5.2.3. LMA y sindromes mielodisplasicos relacionados a tratamiento
5.2.4. LMA no categorizada
6. Fisiopatologia
6.1. Citogenética de las LMA
6.2. Marcadores moleculares en las LMA
7. Tratamiento
7.1.Quimioterapia
7.1.1. Quimioterapia de induccién
7.1.2. Consolidacion/intensificacion
7.1.3. Mantencion
7.2. Trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH)

Capitulo 13
SINDROMES MIELOPROLIFERATIVOS CRONICOS

Guillermo J. Ruiz-Argiielles, Guillermo J. Ruiz-Delgado y Guillermo Ruiz-Reyes
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2. Leucemia granulocitica crénica
2.1. Anatomia patolégica
2.2. Etiopatogenia
2.3. Fisiopatologia y cuadro clinico
2.4. Diagnostico
2.5. Curso, tratamiento y pronostico
2.6. Pronostico
3. Policitemia vera
3.1. Patogenia
3.2. Epidemiologia
3.3. Datos clinicos
3.4. Estudios de laboratorio
3.5. Diagnostico
3.6. Tratamiento
4. Trombocitosis primaria
4.1. Patogenia
4.2. Datos clinicos
4.3. Estudios de laboratorio
4 .4. Tratamiento
5. Mielofibrosis con metaplasia mieloide agnogénica
5.1. Patogénesis
5.2. Epidemiologia
5.3. Datos clinicos
5.4. Estudios de laboratorio
5.5. Tratamiento
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Capitulo 14
SINDROMES LINFOPROLIFERATIVOS CRONICOS

Pablo Bertin C-M., Mauricio Ocqueteau T., Alejandro Majlis L. y Carmen Salgado M.

Introducccion

Leucemia linfatica cronica

1. Introduccién

2. Fisiopatologia

3. Clinica

4. Laboratorio

5. Tratamiento
5.1. Tratamiento segun estados de la clasificacion de Rai y Binet
5.2. Estrategias terapéuticas
5.3. Criterios de respuesta a tratamiento

Linfomas

Linfoma de Hodgkin

1. Introduccién

2. Patologia

3. Etapificacion

4. Tratamiento
4.1. Tratamiento de la enfermedad de Hodgkin, etapa precoz
4.2. Tratamiento de la enfermedad de Hodgkin, etapa avanzada

5. Valoracion de las masas residuales en la enfermedad de Hodgkin

Linfomas no Hodgkin del adulto
. Introduccion
. Patogenia
. Patologia
. Historia Natural
4.1. Linfomas de bajo grado
4.2. Linfomas de grado intermedio
4.3. Linfomas de alto grado
5. Diagndstico
5.1. Anatomia patolégica
5.2. Citogenética, biologia molecular y citometria de flujo
. Diagnostico de extension
. Tratamiento
7.1. Manejo de los linfomas de bajo grado (LBG)
7.2. Manejo de los linfomas de grado intermedio
7.3. Manejo de los linfomas de alto grado
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Linfoma no Hodgkin Pediatrico
1. Introduccién

2. Epidemiologia

3. Etiologia

4. Clasificacion
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5. Clinica

6. Diagnostico y etapificacion
7. Factores prondsticos

8. Tratamiento

8.1.
8.2.

Terapia de apoyo
Tratamiento especifico

Gammapatias monoclonales
1. Introduccién
2. Estudio inmunolégico de las gammapatias monoclonales

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.

Pesquisa de una proteina monoclonal
Identificaciéon de una proteina monoclonal
Cuantificaciéon de inmunoglobulinas
Viscosidad sérica

Beta-2 microglobulina

Proteina C reactiva

Interleuquina-6

Estudios inmunolégicos en orina

3. Gammapatia monoclonal de significado incierto

3.1.
3.2.
4. Miel
4.1.

Aspectos generales

Evolucion de las MGUS en el tiempo
ona muiltiple

Conceptos preliminares

a) Incidencia
b) Patogenia
¢) Manifestaciones clinicas
d) Pronéstico
5. Variedades infrecuentes de mielona muiltiple y otras gammapatias

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.

Mieloma “indolente”

Leucemia de células plasmaticas

Mieloma osteoesclerético

Plasmocitoma extramedular

Plasmocitoma dseo solitario
Macroglobulinemia de Waldenstrom (MW)
Enfermedad de cadenas livianas
Amiloidosis primaria

Enfermedad por cadenas pesadas

6. Diagnostico diferencial entre MGUS y MM
7. Tratamiento

7.1.
7.2.

Terapia de apoyo
Tratamiento citotéxico

Capitulo 15
SINDROMES MIELODISPLASTICOS
Juan Tordecilla C. e Ivan Palomo G.

1. Introduccion
2. Clasificacion de los SMD
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3. Patogénesis de los sindromes mielodisplasticos
4. Diagnostico
4.1. Alteraciones morfologicas
4.1.1. Alteraciones citologicas generales
4.1.2. Alteraciones morfoldgicas en los diferentes tipos de SMD
4.2. Alteraciones citogenéticas
4.3. Alteracion molecular
4.4. Alteraciones inmunolégicas
4.5. Alteraciones enzimaticas
4.6. Cultivos de médula 6sea
5. Sindromes mielodisplasticos en pediatria
6. Evaluaciéon diagnéstica de mielodisplasia
7. Tratamiento de los SMD
7.1. Estrategias generales de tratamiento
7.2. Tratamiento de los SMD en pediatria

Capitulo 16
GENERALIDADES SOBRE TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS
Julia Palma B. y Oscar Gonzélez R.

1. Introduccién
2. Fundamento y objetivos del TPH
3. Tipos de TPH
3.1. TPH alogénico
3.2. TPH autélogo
4. Fuente de precursores hematopoyéticos
4.1. Progenitores obtenidos de la médula 6sea
4.2. Progenitores obtenidos de la sangre periférica
4.3. Progenitores obtenidos de la sangre de cordén
5. Etapas del TPH
5.1. Planificacion
5.2. Preparacion
5.3. Acondicionamiento
5.4. Trasplante
5.5. Implante
5.6. Recuperacion a corto plazo
5.7. Recuperacion a largo plazo
6. Indicaciones del TPH

Capitulo 17

TRASPLANTE DE CELULAS TRONCALES DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL
DE DONANTES NO RELACIONADOS: TECNOLOGIA Y RESULTADOS CLINICOS
Pablo Rubinstein

1. Introduccion

2. Ventajas hipotéticas del trasplante de sangre de cordén de donantes
no relacionados con el receptor
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3. Métodos

3.1. Recoleccion de sangre de cordén

3.2. Consentimiento informado de la madre

3.3. Identificacion de unidades y especimenes

3.4. Reduccién de volumen

3.5. Examenes

3.6. Congelamiento y descongelamiento de la sangre de cordon
4. Estudios clinicos

4.1. Datos sobre los pacientes y seleccion de trasplantes

4.2. Anadlisis estadisticos

4.3. Prendimiento de los trasplantes de sangre de cordén

4.4, Histocompatibilidad

4.5. Enfermedad Trasplante contra Huésped

4.6. Eventos Relacionados al Trasplante

4.7. Recidiva leucémica

4.8. Sobrevida sin eventos negativos

4.9. Avances recientes para mejorar el prondstico, especialmente en adultos
5. Conclusiones

Capitulo 18

ENFERMEDADES LISOSOMALES E HISTIOCITOSIS

Erna Raimann B., J. Francisco Cabello A., Claudio Cruzat C.,
Carlos Rodriguez-Galindo e Ivan Palomo G.

ENFERMEDADES LISOSOMALES

1. Introduccion
2. Enfermedades lisosomales
2.1. Esfingolipidosis
2.1.1.Antecedentes generales
2.1.2. Enfermedad de Gaucher
2.1.3. Enfermedad de Niemann Pick
2.2. Otras Enfermedades lisosomales

HISTIOCITOSIS

. Introduccion
. Etiologia y epidemiologia de la histiocitosis
. Ontogenia y fisiopatologia de las cé€lulas histiociticas y dendriticas
. Morfologia, localizacion e inmunofenotipo de cé€lulas dendriticas e histiociticas
. Clasificacion de la histiocitosis
. Afecciones relacionadas con las células dendriticas
6.1. Histiocitosis de células de Langerhans
6.2. Proceso de cé€lulas dendriticas secundario
6.3. Xantogranuloma juvenil y afecciones asociadas
6.4. Histiocitomas solitarios de cé€lulas dendriticas con fenotipos variables,
dendrocitomas.
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7. Afecciones relacionadas con los macrofagos 450
7.1. Sindromes hemofagociticos
7.2. Reticulohistiocitoma y reticulohistiocitosis multicéntrica
7.3. Enfermedad de Rosai-Dorfman

SECCION IV. HEMOSTASIA Y TROMBOSIS 457
Capitulo 19 459

HEMOSTASIA PRIMARIA
Maria Teresa Santos D., Eduardo Aranda L., Juana Vallés G. e Ivan Palomo G.

1. Introduccién 460
2. Aspectos generales de la Trombopoyesis 461
3. Estructura de las plaquetas 462

3.1. Membrana de las plaquetas
3.1.1. Glicoproteinas
3.1.2. Receptores no glicoprotéicos
3.2. Granulos plaquetarios
3.2.1. Gréanulos alfa
3.2.2. Granulos densos
3.3. Citoesqueleto plaquetario
3.4. Sistema de membrana interno
3.4.1. Sistema canicular abierto
3.4.2. Sistema tubular denso
4. Envejecimiento y remocion plaquetaria 472
4.1. Fenémenos asociados con el envejecimiento de las plaquetas
en la circulacion
4.1.1. Densidad
4.1.2. Contenido granular
4.1.3. Membrana plaquetaria
4.2. Remocion fisiolégica de plaquetas
4.2.1. Mecanismo inmune de remocion plaquetaria
4.2.2. Mecanismos no inmunes de remocion plaquetaria
5. Formacion del trombo plaquetario 475
5.1. Adhesion y extensién de las plaquetas
5.2. Agregacion plaquetaria
5.3. Secrecion y reclutamiento
5.4. Consolidacion del trombo
6. Secuencia bioquimica de activacion plaquetaria 478
6.1. Receptores plaquetarios que participan en la transduccién de sefiales
6.2. Proteinas G
6.3. Fosfolipasa C
6.4. Calcio
6.5. Fosfolipasa A,
6.6. Fosforilacion de proteinas en las plaquetas
6.6.1. Proteina kinasa C
6.6.2. MAP kinasas
6.6.3. Tirosina kinasas
6.6.4. Fosforilacion en tirosina y funcion plaquetaria
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6.6.5. Senalizacion a través de GPlIbllla
6.7. Cinasas lipidicas
6.8. Fosforilacion de proteinas e inhibicion plaquetaria
6.9. Reorganizacion del citoesqueleto.

Capitulo 20 493
SISTEMA DE LA COAGULACION Y SISTEMA FIBRINOLITICO
Ivan Palomo G., Patricia Fardella B. y Jaime Pereira G.

1. Introduccién 494
2. Sistema de la coagulacion 495
2.1. Nomenclatura
2.2. Secuencia clasica de las reacciones
2.2.1. Via intrinseca
2.2.2. Via extrinseca
2.3. Estructura, sintesis y funcion de los factores de la coagulacion
2.3.1. Estructura genérica de las enzimas de la coagulacion
2.3.2. Estructura y activacion de los factores del sistema de contacto
2.3.3. Factores vitamina K dependientes
2.3.4. Factor tisular
2.3.5. Cofactores V y VIII
2.3.6. Complejos macromoleculares
2.3.7. Fibrin6geno, trombina, factor Xlll y formacién de fibrina
2.4. Vida media de los factores
2.5. Sistema de la coagulacion in vivo
2.6. Regulacion del sistema de la coagulacion
2.6.1. Sistema antitrombina I
2.6.2. Sistema de la proteina C
2.6.3. Inhibidor de la via extrinseca
2.6.4. Inhibidor de proteasas dependiente de proteina Z
2.6.5. Anexinas
3. Sistema fibrinolitico 511
3.1. Componentes del sistema fibrinolitico
3.1.1. Plasminégeno
3.1.2. Activadores del plasminégeno
3.1.3. Plasmina
3.2. Regulacion del sistema fibrinolitico
3.2.1. PAI-1 y PAI-2
3.2.2. Alfa 2 antiplasmina
3.2.3. Inhibidor fibrinolitico dependiente de trombina

Capitulo 21 515
TROMBOCITOPENIAS Y TROMBOCITOPATIAS
Jaime Pereira G., Diego Mezzano A. y Vicente Vicente G.

1. Introduccion 516

2. Trombocitopenias 516
2.1. Trombocitopenias hereditarias
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2.1.1. Generalidades
2.1.2. Trombocitopenias amegacariociticas
2.1.3. Trombocitopenia y radio ausente
2.1.4. Sindrome de Wiskott-Aldrich y Trombocitopenia ligada a X
2.1.5. Sindrome velocardiofacial
2.1.6. Enfermedades relacionadas a MYH9
2.2. Trombocitopenias adquiridas
2.2.1. Trombocitopenias por disminucién de la produccion
a) Hipoplasia megacariocitica inducida por drogas
b) Hipoplasia megacariocitica asociada a infeccion viral
2.2.2. Trombocitopenias por aumento de la destruccion
a) Trombocitopenias inmunes
al) Trombocitopenias autoinmunes primarias
Pdrpura trombocitopénico inmunolégico agudo
Pdrpura trombocitopénico inmunolégico crénico
a2) Trombocitopenias autoinmunes secundarias
Trombocitopenias asociadas al uso de drogas
Trombocitopenia inducida por heparina
a3) Trombocitopenias aloinmunes
Pdrpura aloinmune neonatal
Pdrpura postransfusional
b) Trombocitopenias no inmunes
b1) Pdrpura trombético trombocitopénico/sindrome hemolitico
urémico
b2) Trombocitopenia del embarazo
b3) Preeclampsia/eclampsia
b4) Trombocitopenia asociada a infeccion
b5) Trombocitopenia asociada a exposicion a superficies no biolégicas
2.2.3 Trombocitopenia por secuestro esplénico
2.2.4 Trombocitopenia dilucional
3. Trombocitopatias 531
3.1. Trombocitopatias hereditarias
3.1.1. Defectos hereditarios de la adhesion plaquetaria
a) Patologia del complejo glicoproteico Ib-IX-V: Sindrome de Bernard-
Soulier y seudo-von Willebrand.
al) Sindrome de Bernard-Soulier (SBS)
a2) Sindrome de seudo-von Willebrand
b) Patologia de los receptores plaquetarios del colageno: complejo
glicoproteico la-lla, GPVI, GPIV.
b1) Patologia del complejo GPla-1IA
b2) Patologia de la GPVI
b3) Patologia de la GPIV
3.1.2. Defectos hereditarios de la agregacion plaquetaria: Tromboastenia de
Glanzmann
3.1.3. Defectos congénitos de la secrecion plaquetaria: Anormalidades granulares
a) Sindrome de las plaquetas grises
b) Deficiencia en el almacenamiento de granulos &
¢) Deficiencia combinada de granulos a y 8
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d) Alteracion plaquetaria tipo Quebec
3.1.4. Defectos hereditarios en los mecanismos implicados en la transmision
de sefales de activacion plaquetaria.
a) Defectos en los receptores para agonistas
b) Defectos en otros elementos intraplaquetarios implicados en la
activacion: proteinas G, enzimas efectoras, segundos mensajeros,
fosforilacion de proteinas.
c) Defectos en el metabolismo del acido araquidénico y/o en la
produccion de tromboxano A,
3.1.5. Alteraciones congénitas de la actividad procoagulante de las plaquetas
3.1.6. Otras trombocitopatias
3.2. Trombocitopatias adquiridas
3.2.1. Asociadas a enfermedades sistémicas
al) Trombocitopatia urémica
a2) Anomalia funcional de las plaquetas en insuficiencia hepatica
a3) Alteraciones plaquetarias inducidas por la cirugia con circulacion
extracorporea
a4) Disfuncion plaquetaria en leucemias, mielodisplasias y disproteinemias
3.2.2. Disfunciones plaquetarias inducidas por drogas y alimentos
b1) Aspirina y antiinflamatorios no esteroideos (AINE)
b2) Antibiéticos p-lactamicos
b3) Heparina y fibrinoliticos
b4) Drogas que aumentan la concentracion de cAMP y Cgmp en plaquetas
b5) Expansores de volumen
b6) Otras sustancias y farmacos
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PREFACIO

Al igual que otras ciencias biomédicas, en la ultima década la hematologia ha
presentado importantes avances, tanto en el campo de la fisiopatologia y diagnostico,
como también en las estrategias de tratamiento. Con el propdsito de poner esta informacion
al alcance de los alumnos de pregrado, postgrado y profesionales, el primer semestre de
2003 iniciamos la edicion del libro docente Hematologia: Fisiopatologia y Diagnostico.

En esta iniciativa participan, como autores de capitulos, 65 profesionales que trabajan,
ya sea como médicos hematologos o en importantes laboratorios de hematologia; muchos
de ellos son profesores de catedras de hematologia. Si bien la mayoria de los autores son
chilenos, doce académicos son de Estados Unidos, Espafia, México y Argentina.

El libro, constituido por 32 capitulos, 782 pdginas, 127 figuras y 181 tablas, estd
estructurado en cinco secciones: Hematopoyesis, Globulos rojos, Globulos blancos,
Hemostasia y Trombosis, y Laboratorio. La seccion I trata, en dos capitulos, la
Hematopoyesis; la seccion Il se refiere a los eritrocitos, tanto sus aspectos estructurales y
funcionales, como a los diferentes tipos de anemia; la seccion Il trata los aspectos normales
Yy patologicos (no malignos y malignos) de los leucocitos; la seccion IV se refiere a los
aspectos normales de la hemostasia primaria y secundaria y a las patologias (sindromes
hemorragiparos y trombosis) tanto hereditarias como adquiridas; finalmente, en la seccion
V se presentan los principios y aplicaciones mds relevantes de los métodos de laboratorios
utilizados en el diagnostico de las diferentes patologias hematologicas. Para dar al libro
una estructura simple y hacerlo mds comprensible al alumno de pregrado, algunos temas
estdn agrupados en un solo capitulo, a modo de ejemplo en el capitulo 12, Leucemias
agudas incluye a la Leucemia linfatica aguda y las Leucemias mieloides agudas.
Adicionalmente el lector podra encontrar 36 casos clinicos de diferentes enfermedades
hematologicas, preparados por autores de este libro en: ftp://colbun.utalca.cl/
CasosClinicosHematologia/CCHematologia. pdf.

Por tratarse de un texto docente, con el propdsito de facilitar la lectura, en los capitulos
se han numerado los subtitulos, y en cada uno de ellos se ha incluido, al comienzo, un
Indice de capitulo y un Resumen; Yy al final las Lecturas Sugeridas. Con el mismo
objetivo, se incluye un Indice alfabético general de materias.

Si bien el texto esta escrito en castellano, se usaran algunos términos y siglas en
inglés por lo difundido de su uso, como por ejemplo DNA, RNA y LT “helper”.

Damos las gracias al Prof. Dr. Camilo Larrain A., por haber escrito el Prologo y al Prof.
Dr. Arnaldo Toradori C., por presentar el libro en la ceremonia de lanzamiento del mismo.
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PROLOGO

Los problemas hematologicos que afectan al pais han sido estudiados por diversos
grupos de hematologos, a lo largo de los ultimos 60 afnos del siglo XX, en investi-
gaciones fundamentalmente clinicas, que han sido publicadas principalmente en la
Revista Médica de Chile y en la Revista Chilena de Pediatria. En dichas publicacio-
nes se ha aplicado el método cientifico, que es el que permite entender las modi-
ficaciones que la enfermedad produce en el organismo afectado por ella; esto ha
permitido realizar avances formidables, que un observdor situado a comienzos del
siglo no hubiera podido imaginar.

Conocer, a traves de la investigacion, los mecanismos que llevan a la enfermedad,
parece ser el mejor camino que conduce a realizar un diagnostico y terapéutica
correctos. Esto es lo que ha llevado a Ivan Palomo, de la Unidad de Hematologia
e Inmunologia, Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunohematologia, Facul-
tad de Ciencias de la Salud de la Universidad de Talca; a Jaime Pereira, del Depar-
tamento de Hematologia y Oncologia, Facultad de Medicina de la Pontificia
Univesidad Catolica de Chile y a Julia Palma, del Departamento de Pediatria, Facul-
tad de Medicina de la Universidad de Chile y médica especializada en trasplantes
de médula osea, del Hospital Luis Calvo Mackenna, a editar este hermoso libro,
que trata de la fisiopatologia y diagostico en hematologia.

A lo largo de la obra se suceden en forma ordenada, sistematica y profunda las
descripciones de las modificaciones fisiopatologicas de la hematopoyesis, de los
eritrocitos, de los leucocitos, de la hemostasis y, finalmente, de los métodos de
estudio mas dtiles en la evaluacion y diagnostico de las diferentes enfermedades
hematologicas, completando en total 32 capitulos.

La primera de las 5 secciones del libro esta dedicada a la hematopoyesis y en ella
se destaca el rol de la célula troncal hematopoyética ubicada, en el adulto, en la
médula osea y la responsable de la diferenciacion de las diversas estirpes de célu-
las sanguineas maduras. Se analiza también la posibilidad de utilizarla en terapias
de reemplazo celular en tejidos que han perdido su funcionalidad o son asiento de
neoplasias malignas. La descripcion abarca no solo el uso de la cé€lula troncal
hematopoyética, sino también el de la c€lula troncal mesenquimatica.

En la segunda seccion, dedicada al eritrocito, se revisa su estructura, fisiologia y
metabolismo normales, las caracteristicas de la hemoglobina y sus variantes; se
describe la anemia y sus consecuencias, también los procesos fisiopatologicos que
explican la gran variedad de anemias, su sintomatologia y la manera de
diagnosticarlas.
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La fisiopatologia de los leucocitos ocupa la tercera seccion de la obra, que se inicia
con una descripcion de éstos y del sistema inmune en la que se revisan los diver-
sos tipos de leucocitos, la funcion diferente de los linfocitos, de los granulocitos,
del sistema fagocitico mononuclear (monocitos, macrofagos y c€lulas dendriticas)
y el rol de los organos linfaticos primarios y secundarios. Se enumeran, a continua-
cion, las alteraciones fisiopatologicas de las afecciones benignas y luego de las
malignas, seguidas de una informacion sobre el trasplante de progenitores
hematopoyéticos y su utilizacion en los procesos hematologicos tumorales
(leucemias y linfomas) y su indicacion en defectos hematologicos congeénitos y
adquiridos como la anemia aplastica. La seccion se cierra con una referencia res-
pecto del empleo de las c€lulas troncales del cordon umbilical y una nota sobre las
enfermedades lisosomales e histiocitosis.

La cuarta seccion, dedicada a la hemostasis se abre con una exposicion de lo que
es la hemostasis primaria y se sigue con el analisis de la coagulacion sanguinea y
luego de la fibrinolisis, tal como funcionan en condiciones normales, adentrandose
posteriormente en la fisiopatologia de las trombocitopenias, de las trombocitopatias,
de la hemofilia, de la enfermedad de von Willebrand y de las enfermedades adqui-
ridas de la coagulacion sanguinea. Completan la seccion un anadlisis de la trombo-
sis y sus variantes: trombofilias hereditarias y adquiridas y del uso en ellas de la
terapia anticoagulante.

Crucial en el diagnostico de las enfermedades hematologicas es el empleo de los
meétodos tecnologicos de laboratorio. La quinta seccion trae una detallada men-
cion de éstos, en la que se exponen las caracteristicas citologicas de la sangre y de
la médula osea y el aporte diagnostico de las diversas técnicas hematologicas en la
patologia eritrocitaria y leucocitaria, en las enfermedades hemorragicas y en la
trombosis.

Lo anterior hace que este libro sea de la mayor utilidad en el mejor conocimiento
de la fisiopatologia de los organos hematopoyeéticos; entrega un enorme caudal de
informacion respecto de lo mucho que ahora se sabe en hematologia. Esta escrito
por especialistas en los temas abordados y, hecho interesante, la mayoria de ellos
se ha formado y trabaja en nuestro medio, lo que habla del alto grado de desarrollo
que alcanza la hematologia en el pais. Digna también de encomio es la contribu-
cion que entregan los especialistas latinoamericanos, a quienes se ha pedido cola-
boracion.

La obra es un texto de consulta indispensable en esta materia para estudiantes,
meédicos, tecnologos médicos y también para hematologos. Es, ciertamente, el
producto de un esfuerzo loable de sus editores y de la Universidad de Talca, que
merece ser destacado en lo mucho que vale.

Prof. Dr. Camilo Larrain Aguirre

Profesor titular
Facultad de Medicina
Universidad de Chile
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RESUMEN

Las células sanguineas (glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas) se forman en la médula 6sea
a partir de cé€lulas pluripotentes, a través de un proceso finamente regulado.

Una caracteristica distintiva del sistema hematopoyético es que las cé€lulas maduras poseen una
vida media corta, de modo que la hematopoyesis es, necesariamente, un proceso continuo durante
la vida. En mamiferos, el sistema hematopoyético comprende una jerarquia de células en donde la
célula troncal hematopoyética o “stem cell”, es la base. En un individuo adulto, la célula troncal
hematopoyética (CTH) reside en la médula 6sea y es responsable del desarrollo de todos los linajes
de células sanguineas maduras, reflejando su pluripotencialidad, su capacidad de diferenciacion,
de proliferaciéon y de auto-renovacion. Estudios destinados a entender cémo la célula troncal
pluripotencial es capaz de auto-renovarse, de desarrollar la capacidad de restriccion de linaje y de
adquirir las caracteristicas de una célula terminalmente diferenciada, han permitido identificar un
gran ndmero de factores y genes los que interactian en forma controlada y coordinada con la
finalidad de mantener el desarrollo normal de la hematopoyesis. El microambiente en el cual las
CTH y células progenitoras residen, otorga un entorno adecuado para el desarrollo de la
hematopoyesis, proveyendo los factores y moléculas necesarias para la diferenciacién, maduracién
y eventual emigracion de las células a la circulacion.

Ademas de entender la regulacion del sistema hematopoyético, el conocimiento de la biologia de
las CTH es de crucial importancia médica, debido a su enorme potencial en reemplazos o reparacion
de tejidos y eventualmente como vehiculo en terapias génicas.

En este capitulo se revisan los aspectos mas importantes de la CTH, eritropoyesis, granulopoyesis,

linfopoyesis y megacariopoyesis.

1. INTRODUCCION

Las células sanguineas (globulos rojos, glébulos
blancos y plaquetas) se originan en la médula
6sea mediante un complejo proceso de
diferenciacion y maduracion celular. En este
proceso denominado hematopoyesis participan
varios factores de maduracién. También es
fundamental la participacion de las moléculas
de adhesion celular, presentes en las células
hematopoyéticas, en las células del estroma y
en la matriz extracelular.

Este capitulo describira los aspectos fisiol6gicos
fundamentales de la hematopoyesis y de cada
una de las lineas celulares en particular.

2. MEDULA OSEA

La hematopoyesis ocurre en la médula 6sea a
partir de la segunda mitad del embarazoy en
el resto de la vida.

La médula 6sea se encuentra en la cavidad
medular de los huesos largos (principalmente
en las epifisis) y en los espacios existentes entre
las trabéculas de los huesos esponjosos.
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2.1. Histologia

La médula 6sea estd formada por dos
importantes compartimientos: vascular y
hematopoyético (figura 1-1).

Arena periostal

Capilares periostabes

Capacios
hematopetcns

Wiores ermisania Agterla nuticla

Figura 1-1. Estructura general de la médula 6sea. Se
destaca el compartimiento vascular (arterias, venas y

sinusoides) y el compartimiento hematopoyético.



Los vasos sanguineos del compartimiento
vascular forman un esqueleto estructural en la
medula 6sea. La sangre que ingresa a la médula
6sea lo hace por las arterias nutricias que
perforan la diafisis a través de los agujeros
nutricios. Estas arterias entran en la cavidad
medular y dan origen a la arteria longitudinal
central, desde la cual se generan pequefios
vasos que irrigan tanto la médula como el hueso
cortical. Las ramas dirigidas a la médula
descargan su sangre a capilares, los cuales
vacian en una extensa red de sinusoides. Los
sinusoides (45 a 80 mm de diametro) estan
compuestos por cé€lulas endoteliales, una
lamina basal y una capa externa de células
reticulares; estas dltimas cubren
aproximadamente el 50% de la superficie
endotelial. Estos sinusoides drenan en una vena
longitudinal central, que a su vez descarga su
contenido en venas que salen del hueso por el
conducto nutricio.

El pasaje transendotelial de células maduras,
desde el comportamiento hematopoyético a la
sangre ocurre directamente a través de poros

de migracion transitorios (<4 um de diametro)
que se forman en las células endoteliales de los
sinusoides.

El compartimiento hematopoyético esta
formado por los islotes de células
hematopoyéticas de las diferentes lineas
celulares (serie eritroblastica, serie granulocitica,
serie monocitica serie linfoide y serie
megacariocitica), en sus distintos estadios
madurativos. En células se ubican entre los
sinusoides, y entre éstos y la cortical del hueso.

Ademas de las células hematopoyéticas en la
meédula 6sea también existen otras cé€lulas que
forman parte del denominado estroma medular.
Entre ellas destacan: macréfagos, células
reticulares y algunas células adiposas (figura
1-2). Estas células participan activamente en la
regulacion de la hematopoyesis secretando
citoquinas y factores de maduracién.
Adicionalmente los macréfagos fagocitan
nucleos expulsados por los eritroblastos
ortocromaticos al madurar a reticulocitos,
células alteradas y células muertas.
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Figura 1-2. Estructura histologica de la médula 6sea. La médula 6sea esta formada por vasos sanguineos, sinusoides,
células del estroma y células hematopoyéticas. Los distintos tipos de cé€lulas se desarrollan en islotes hematopoyéticos
ubicados a diferente distancia de la pared de los sinusoides, segun el linaje celular.
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Figura 1-3. Esquema de la Hematopoyesis. La célula madre pluripotencial autoperpetuable, da origen a una célula
pluripotencial, también denominada CFU-ML (Unidad formadora de colonias mieloides y linfoides), de la que se originan: a)
el progenitor mieloide (CFU-GEMM), a partir del cual por procesos de maduracion y diferenciacion se originan los granulocitos
(neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos), monocitos, eritrocitos y plaquetas; y b) el progenitor linfoide (CFU-L), que después de
un proceso de maduracion y diferenciacién, da origen a los linfocitos T y linfocitos B. Se muestra los puntos de accién de las
citoquinas (IL-1, IL-3, IL-6 e IL-7) y factores estimuladores de colonias (CSF) especificos, que participan como factores
reguladores de la granulopoyesis y linfopoyesis. EPO, eritropoyetina; TPO, trombopoyetina.

Compartimiento de células madres. Las
células madres o troncales (“stem cells”)
representan menos del 1% de las células de la
médula 6sea. No son identificables
morfolégicamente, por lo que deben ser
identificadas por el inmunofenotipo (CD34+,
CD38-) y adicionalmente (CD90+, CD117+ y
HLA-DR-), o ser estudiadas en cultivos in vitro.

Las CTH (“stem cells”) también denominadas
CFU-ML (Unidad formadora de colonias
mieloides y linfoides) dan origen a dos lineas
celulares principales, mieloide y linfoide (figura
1-3). En la linea mieloide, a partir de la CFU-
GEMM (granulocitica, eritroide, monocitica y
megacariocitica) se producen dos diferentes
CFU “encomendadas”, CFU-GM (granulocito,
monocito) y CFU-MegE (megacariocito,
eritroide); posteriormente se generan las CFU-
G, CFU-M, CFU-E, CFU-Meg.
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Entre los mecanismos de control que regulan
las células troncales, destacan: células del
estroma medular, matriz extracelular
(fibronectina, vitronectina, laminina, colageno),
moléculas de adhesién (integrinas, superfamilia
de las inmunoglobulinas, selectinas), y
citoquinas y factores de crecimiento.

Actualmente existen varias fuentes de «stem
cells»: médula 6sea, sangre periférica, sangre
de corddén umbilical, higado fetal y sistemas in
vitro, siendo la sangre periférica y de cordén
umbilical las mas utilizadas actualmente en el
tratamiento con células progenitoras.

Compartimiento mitético. A partir de las CFU
de las lineas celulares especificas antes
mencionadas, se generan las primeras células
reconocibles morfolégicamente de cada linea
celular: mieloblasto en el caso de los



granulocitos, que posteriormente madurara a
promielocito y luego a mielocito etapa en la
cual se diferencian las tres lineas especificas de
los granulocitos (neutrofilos, eosindfilos y
basofilos).

Comportamiento de maduraciéon -
almacenamiento. Las etapas posteriores de
maduracion de los granulocitos corresponden
ajuveniles, baciliformes y segmentados. Por su
parte, la serie monocitica madura en las etapas
de monoblasto y monocito.

De la CFU-Meg, la linea megacariocitica se
reconoce las etapas de megacarioblasto,
megacariocito y plaquetas. En la serie
eritroblastica se reconocen las etapas,
proeritroblasto, eritroblasto baséfilo, eritroblasto
policomatéfilo, eritroblasto ortocromatico,
reticulocito y glébulo rojo.

En lalinea linfoide, a partir de la CFU-L, después
de un proceso de diferenciacion y maduracion
se originan los linfocitos B y linfocitos T; estos
dltimos requieren una etapa posterior de
maduracion en el Timo.

3. CELULAS TRONCALES HEMATOPOYETICAS

3.1. Definicion de célula troncal
hematopoyética

Décadas de estudios funcionales realizados en
ratones y ultimamente en humanos, han
contribuido a la definicion conceptual de la
célula troncal hematopoyética (CTH) como una
poblacién celular que reside en la médula 6sea
de un individuo adulto y que es responsable
del origen de todo el espectro de cé€lulas
sanguineas maduras.

Tres propiedades caracteristicas de la CTH son,
su multi-potencialidad, su capacidad de auto-
renovacion y de proliferacién. Por lo tanto, una
célula troncal hematopoyética puede ser
definida como células clonogénicas que poseen
la propiedad de renovarse a si mismas, de
proliferar y de diferenciarse hacia todos los tipos
de células sanguineas.

3.2. Estudio de la célula troncal
hematopoyética

Con el propésito de comprender la biologia de
las CTH, se han desarrollado diversos ensayos
tanto in vivo como in vitro. La mayoria de estos
sistemas permiten estudiar la potencialidad de
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las CTH para diferenciarse a células sanguineas
maduras o a sus precursores. En general, los
ensayos in vitro miden la actividad de células
mas maduras, y los in vivo, generalmente
detectan la actividad de células mas primitivas,
siendo necesario el trasplante o injerto de las
células a un ambiente adecuado para producir
la progenie.

Ensayos in vitro

Los sistemas de cultivo in vitro se pueden
agrupar en dos categorias generales: los
independientes de estroma y los dependientes
de estroma:

a) Cultivo in vitro independiente de estroma.
Entre los cultivos de este tipo esta el ensayo de
unidades de formacién de colonias en cultivo
(CFU-C) el cual detecta el crecimiento de células
hacia una poblacion mas madura,
comprometida al linaje eritroide o mieloide. Las
colonias emergen luego de 5 a 14 dias de cultivo
en un medio semi-sélido, en presencia de uno
o mas factores de crecimiento. Una célula
primitiva que posea potencialidad de multilinaje
y un alto grado proliferativo en cultivo, es
denominada una “célula formadora de colonias
de alto potencial proliferativo” (“high
proliferative potencial colony-forming cell”:
HPP-CFC). En este caso, es posible observar
colonias que se caracterizan por alcanzar un
tamano mayor a 0,5 mm de didmetro y por
contener varias células de la linea mieloide.

Cultivo in vitro dependiente de estroma. Un
ensayo que se correlaciona mejor con la
actividad de las CTH, es el cultivo dependiente
de estroma por largos periodos de tiempo o
“long-term culture initiating cell” (LTC-IC). Las
células primitivas, cultivadas sobre una capa de
células estromales generan progenie
aproximadamente a las 12 semanas de cultivo,
teniendo la precaucion de remover células
semanalmente para evitar su sobrecrecimiento.
Esta alta capacidad de crecimiento es indicativa
de la habilidad de auto-renovacion continua que
poseen las células primitivas.

Ensayos in vivo

Uno de los ensayos in vivo ampliamente
utilizado, es el de formacion de unidades de
colonias en bazo o “colony-forming unit-spleen
assay (CFU-S), desarrollado en 1961 por Till y
McCulloch, el cual se basa en el trasplante de
células de médula 6sea o de bazo en ratones
irradiados letalmente. Luego de 8 6 12 dias,



los bazos de estos ratones se analizan para la
deteccion de colonias, llamadas CFU-S, y CFU-
S, , respectivamente. Estas colonias representan
dos poblaciones diferentes de células, las que
generaron las CFU-S, son predominantemente
uni-potenciales y estdan compuestas
primordialmente de c€lulas del linaje eritroide
y las CFU-S, , estan compuestas por varios tipos
de células mieloides, incluyendo eritrocitos,
megacariocitos, macréfagos y granulocitos.

Un ensayo mas riguroso para evaluar actividad
de CTH es el ensayo de repoblacion por largos
periodos de tiempo o “long term repopulation
assay” (LTRA), ya que requiere que las células a
analizar posean los criterios que definen una
CTH. Las células donantes son multipotenciales
si generan células del linaje linfoide (B y T)
ademas del mieloide; poseen capacidad de
auto-renovacion si son capaces de mantener su
actividad por periodos de tiempo prolongados
y ademads, poseen la habilidad de proliferar.

En este ensayo, las células troncales se trasplantan
en ratones que han sido irradiados letalmente
para depletar las células hematopoyéticas
enddgenas y se evalian a las 8 a 10 semanas
post-trasplante. Luego de este periodo se espera
que haya ocurrido un reestablecimiento de la
hematopoyesis con células provenientes de las
CTH trasplantadas. La incorporacion de
marcadores celulares en las CTH donantes
comprueba que las células hematopoyéticas
generadas en el ratén receptor son efectivamente
progenie de las c€lulas trasplantadas.

El ensayo de re-trasplante de las CTH en un
segundo animal puede ilustrar y cuantificar el
proceso de auto-renovacion, propiedad de CTH
verdaderas.

3.3. Identificacion y aislamiento de las células
troncales hematopoyéticas

Una de las primeras aproximaciones utilizadas para
aislar CTH de médula 6sea se basé en técnicas de
separacion por densidad y tamafo. Ensayos de
velocidad de sedimentacion y centrifugacion por
gradientes de equilibrio demostraron que las
células de CFU-S proliferantes poseen un tamano
que variaentre 7,3 a 9,2 pm de diametro, en tanto
que las células no proliferantes son de 7,0 um de
diametro.

Enriquecer la obtencion de CTH es requisito para
su estudio e identificacion. Una de las estrategias
empleadas utiliza drogas que intervienen en el
ciclo celular (vinblastina, 5-Fluorouracil, etc.) que
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depletan las células proliferantes de la médula
oOsea y enriquecen la poblacion de células no
proliferantes. A pesar de que esta estrategia
enriquece la poblacién de CTH y la actividad de
CFU-S, la calidad de las células se ve afectada.

Un avance importante para la separacion de CTH
se logro mediante la utilizacion de la citometria
de flujo o “fluorescence-activated cell sorter”
(FACS). Este método utiliza un flujo citométrico
que separa cé€lulas en base a sus caracteristicas
fisicas tales como tamano o granularidad y
ademas, por la presencia de marcadores de
superficie celular. Anticuerpos especificos,
marcados con moléculas fluorescentes,
disefados a reconocer proteinas de la superficie
celular generan un patron de fluorescencia por
la incidencia de un rayo laser, permitiendo su
identificacion y subsiguiente separacion.

Para la utilizacién de esta técnica fue necesario
la identificacion de proteinas que fueran
expresadas especificamente en la superficie de
la CTH. Uno de los primeros antigenos
descubierto fue Thy-1 que se expresa en la
superficie de las CFU-S de médula 6sea de rata,
higado fetal y, en bajos niveles, en la médula
6sea de ratén. En 1982, Muller-Sieburg y
colaboradores desarrollaron una estrategia para
la separacion de CTH de raton por FACS basados
en un protocolo de seleccion negativa, en el
cual utilizaron una mezcla de antigenos
expresados en células B y T maduras,
macréfagos y granulocitos. Combinando esta
estrategia y la seleccion de células negativas
para el antigeno de linaje (Lin "2) y con baja
expresion de Thy-1 (Thy-1'°"), se obtuvieron
CFU-S enriquecidas 200 veces.

En la actualidad, en ratén se aislan CTH en base
a fenotipos Sca-1p°, c-kitP*, Thy-1.1"", lin™s,
obteniéndose un enriquecimiento de 2000
veces para actividad de CTH.

Células troncales hematopoyéticas humanas se
aislan cominmente en base a los marcadores
de superficie CD34, CD38, HLA-DR y bajos
niveles de Thy-1 y la ausencia del marcador de
linaje Lin. Estas c€lulas poseen la capacidad de
multilinaje en ensayos in vivo e in vitro (LTC-IC)
y son capaces de mantener su propiedad de
auto-renovacion en ensayos de repoblaciéon
celular en un segundo huésped.

Funcionalmente, CD34 es importante en la
adhesion de las células hematopoyéticas al
estroma de la médula 6sea y en la interaccion
entre progenitores. El antigeno c-kit es un



miembro de la familia de los receptores de
tirosinas kinasas y el antigeno Sca-1(“stem cell
activator”) y aunque su funcién no esta
totalmente esclarecida, aparentemente tendria
una funcidn en activacion celular.

Aunque estos marcadores son Utiles para la
identificacion y purificaciéon de CTH humanas y
murinas, no se ha encontrado una molécula cuya
expresion sea definitoria de célula troncal, como
lo es por ejemplo, la expresién de globina en
células rojas. Es asi como la expresion de CD34,
ademas de encontrarse en células troncales, se
encuentra en endotelio vascular y en algunos
fibroblastos y c-kit se expresa en algunas células
hematopoyéticas maduras, tales como
mastocitos, megacariocitos, linfocitos pre-B,
melanocitos, algunas células germinales,
cerebro, estobmago y testiculo.

3.4. Heterogeneidad de las células troncales
hematopoyéticas

Las técnicas de aislamiento de CTH actuales no
han permitido aun la obtencion de células de
suficiente pureza de modo que cada una de ellas
sea capaz de repoblar el sistema
hematopoyético de un ratén. Debido a esto, se
ha incorporado el concepto de un
compartimiento de células troncales que
contiene CTH y ademas, una poblacion de
células multipotentes que pueden carecer de
la propiedad de auto-renovaciéon en forma
permanente o continua.

Utilizando un colorante fluorescente
mitocondrial, rodamina-123 (Rho-123), se han
identificado CTH con diferentes grados de
fluorescencia que corresponden a células con
distintas actividades de auto-renovacion en
ensayos in vivo e in vitro, pero capaces de
mantener un cierto grado de multilinaje.

De estos estudios se deduce que las CTH que
mantienen una extensa capacidad de
regeneracion constituyen, probablemente,
menos de un 0,01% de las células de la médula
dsea, con una frecuencia de aproximadamente
1 CTH por 10.000 células de la médula. La
habilidad de estas c€lulas de regenerarse en
forma prolongada estaria dado por la gran
capacidad proliferante de ellas. Esta capacidad
permitiria que la CTH cumpla con la
extraordinaria funcion de producir células
sanguineas durante toda la vida de un individuo.

En trasplantes de médula 6sea, para propositos
terapéuticos, es preciso determinar lo que
constituye una CTH verdadera, sin embargo, es
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quizds mas til funcionalmente considerar la
célula troncal como aquella que es capaz de
renovarse a si misma y de diferenciarse en
células hematopoyéticas maduras
independiente de su grado de pureza. Este
concepto de compartimiento de células
troncales involucra una jerarquia de CTH con
capacidad de auto-renovacion y de multilinaje.

3.5. Division de las células troncales
hematopoyéticas

La generacion continua de células sanguineas
maduras desde el “pool” de células troncales
multipotentes, sin alteracion del tamano de éste,
puede lograrse por division celular simétrica,
asimétrica o ambas en cualquier nivel de la
jerarquia hematopoyética.

Una de las preguntas es cémo logra la CTH
dividirse produciendo dos células hijas con
diferentes destinos, y si es asi, como regula esta
asimetria. La asimetria puede resultar por
procesos extrinsecos o intrinsecos (figura 1-4).
En el modelo extrinseco, las cé€lulas hijas son
originalmente idénticas, pero adoptan
diferentes destinos debido a factores
ambientales como por ejemplo, citoquinas
(figura 1-4A). En el modelo intrinseco, la cé€lula
hija difiere al momento de la division debido a
una particién desigual de los determinantes del
destino celular, tales como factores de
transcripcion, receptores celulares o RNA (figura
1-4B). En mamiferos, hay pocos ejemplos de

Figura 1-4. Modelos de division simétrica versus
asimétrica en células troncales hematopoyéticas. Division
celular simétrica (A), la cual puede dar como resultado dos
células troncales hijas (gris) o dos progenitores de linaje
restringido (blanco). En este modelo, la c€lula progenitora
debe poseer la capacidad de auto-renovacion para permitir
la expansion de un linaje determinado (B) Modelo en que
todas las divisiones son asimétricas; este modelo no permite
un aumento del tamario del “pool” de células troncales.



division celular asimétrica, siendo la corteza
cerebral de la marta un ejemplo. En estos, las
c€lulas progenitoras del tubo neural, pueden
dividirse ya sea verticalmente y producir dos
células hijas idénticas, u horizontalmente para
producir una célula hija que permanece en la
zona ventricular y una neurona migratoria. En
la célula progenitora, el receptor Notch-1 se
localiza en la superficie basal de tal modo que
en la division vertical se segrega solamente a la
que se diferenciara a neurona migratoria.

En células hematopoyéticas humanas, mediante
la utilizacién de un colorante fluorescente de
membrana (PKH26) se ha podido evidenciar
division celular asimétrica en una CTH
proveniente de higado fetal. Aproximadamente
el 30% de las CTH-CD34+ generan una c€lula
hija que permanece sin dividirse (fuertemente
fluorescente con PKH26), en tanto que la otra
célula hija se divide en forma exponencial
perdiendo intensidad de fluorescencia.
Experimentos de re-cultivo de las células
fuertemente fluorescentes, demostraron
capacidad de auto-renovacion en un porcentaje
similar al del cultivo primario con lo que se
puede concluir que las células CD34+ obtenidas
se comportarian como CTH o células
progenitoras tempranas con capacidad de auto-
renovacion por division celular asimétrica.

La bisqueda de mecanismos moleculares que
expliquen la division celular asimétrica ha
llevado a la identificacion de los genes “notch”
como cruciales en la regulaciéon de la auto-
renovacion celular versus diferenciacion celular.
El producto proteico del gen “notch” funciona
como receptor de superficie celular y ademas
como factor de regulacién de la transcripcion,
con la funcién de transmitir sefales del medio
ambiente hacia el nicleo de la célula. La
activacion de “notch” inhibe la diferenciacion
celular y variaciones en los niveles de expresion
del mismo dan como resultado una
heterogeneidad de respuesta a la diferenciacién
celular.

En mamiferos, se han identificado cuatro genes
homélogos a “notch” (notch 1-4) y en
vertebrados su expresion se ha observado en
tejido neuro-epitelial, epidermis, epitelio
intestinal y dentario, endotelio, precursores
hematopoyéticos y estroma.

La participacién de “notch” en hematopoyesis
ha sido ampliamente investigada desde su
deteccion en células CD34+ de médula 6sea y
en células hematopoyéticas precursoras. De
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hecho, algunas leucemias linfoblasticas T
involucran una mutacién en el gen “notch”-1
resultando en una activacion constitutiva de la
proteina lo que contribuiria a la enfermedad.
Estudios recientes han demostrado que las
sefales a través de “notch” pueden inhibir
apoptosis, lo que sugiere la posibilidad de que
una alteracion de la actividad proteica de
“notch” pueda contribuir a la leucemia por
inhibicion de muerte celular, ademas o en vez
del aumento de proliferacién celular.

Las senales de “notch” pueden ser reguladas a
diferentes niveles y un sinnimero de evidencias
experimentales involucran a los productos
proteicos de los diferentes genes “notch” en
diversas respuestas, no solamente en la
capacidad de auto-renovaciéon celular sino
ademas en la decision de linajes de
diferenciacion hematopoyética, lo cual
dependeria de la senal extracelular o ligandos
tales como citoquinas o factores de crecimiento.

3.6. Ontogenia de la célula troncal
hematopoyética

Desde el desarrollo de un animal, el cual
comienza con la fertilizacion del ovocito, las
células se comprometen, progresivamente, a
un tipo celular especifico. Las cé€lulas generadas
a partir de las primeras divisiones celulares post-
fertilizacion tienen la capacidad de formar un
animal completo, por lo que se les denomina
“totipotentes”. En mamiferos, esta capacidad
se pierde durante el pre-implante, en la
formacion de la blastula en la que se distinguen
una capa externa, una capa interna y una masa
celular interna de la cual se pueden obtener
células troncales embriénicas pluripotentes (ES).
Durante la gastrulacion se establecen las tres
capas germinales, el ecto-, endo- y mesodermo
con el consecuente grado de compromiso
celular, lo que dara como resultado células
maduras con funciones especificas con una vida
media limitada y baja capacidad de
proliferacion, necesitando ser renovadas
constantemente. Sin embargo, no todas las
células maduran a etapas terminales y es posible
encontrar células en tejidos diferenciados con
capacidad proliferativa y de auto-renovacion,
las que se denominan cé€lulas multipotentes
(figura 1-5).

Células hematopoyéticas (CH) y células
endoteliales vasculares (CE) son los tejidos que
maduran mas tempranamente durante
embriogénesis y es ampliamente aceptado que
ambos tipos celulares comparten precursores
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Figura 1-5. Ontogenia de la célula troncal. Células pluripotentes provenientes del endodermo, mesodermo o ectodermo,
formados durante la embriogénesis, evolucionan a tejidos especificos, células terminalmente diferenciadas y células troncales

multipotentes.

comunes. Durante la embriogénesis temprana,
estos linajes se forman desde el mesodermo
proximo-lateral y evidencias histolégicas
sugieren que tanto las CH como las CE se
diferencian desde un precursor bi-potente
llamado hemangioblasto. Inmediatamente
luego de la generacion del mesodermo, las
células de la region interna se diferencian a CH
y las de la region externa a CE vasculares.
Estudios inmuno-histolégicos han demostrado
la expresion de marcadores de células
endoteliales tales como CD31 y cadherina
(Cadherina-EV) en las células de la capa externa
y la ausencia de éstos en las células de la region
interna. Ambos tipos celulares expresan CD34
observandose la aparicion de marcadores
especificos para CE y para CH a medida que el
proceso de diferenciacién ocurre.

Estudios recientes en varias especies de
vertebrados sugieren que el sitio primario de
hematopoyesis es el mesodermo del saco
embrionario. Aunque las células troncales
hematopoyéticas definitivas y primitivas se
generan durante embriogénesis, aun es
controversial si la produccién de CTH definitivas
ocurre en el mesoderma del saco embrionario
o mas tarde durante la embriogénesis.

Las sefales moleculares necesarias para la
generacion del sistema hematopoyético en el
embrion y en adulto involucran a genes tales
como bmp-4 que actia tempranamente
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afectando la formacién del mesodermo, al gen
para el receptor de tirosina kinasa, flk-1, al gen
para el factor de crecimiento transformante, tgf-
B1y al gen para el factor de crecimiento “Stem
Cell Leukemia”, scl.

Un gran nimero de genes parecen participar
en la regulacion del desarrollo de la
hematopoyesis a diferentes niveles, ya sea a
nivel embriogénico o en la hematopoyesis
definitiva. Sin embargo, las evidencias sugieren
que la hematopoyesis primitiva embrionaria no
requiere de CTH definitivas, en tanto que para
la hematopoyesis adulta su existencia es crucial.
El funcionamiento de la jerarquia
hematopoyética adulta requiere de senales
adicionales de regulaciéon que confieran otras
propiedades, tales como un alto grado de
proliferacién celular, capacidad de auto-
renovacion y sefales relacionadas con la
integracion de las células a otros tejidos.

3.7. Influencia de factores de crecimiento
involucrados en la decision de linaje

La sobrevida y proliferacién de la CTH y de
progenitores mas diferenciados esta
ampliamente influenciada por la accion de
diferentes tipos de mediadores, tales como
citoquinas, factores de crecimiento, péptidos,
moléculas de adhesion y la expresion de sus
respectivos receptores. Estos cumplen un rol
importante en la especificacién de linaje y en la



determinacion del destino de las células pero que los factores de crecimiento y

precursoras. En general, tres modelos podrian citoquinas son esenciales para la supervivencia,
explicar la accién de factores extrinsecos sobre proliferaciéon o apoptosis de la célula
el destino de células precursoras (figura 1-6). comprometida (figura 1-6B). Un tercer modelo
Es posible que células funcionalmente combina los dos anteriores dando como
equivalentes, las cuales poseen al menos dos resultado diversas posibilidades. Por ejemplo,
potenciales de linaje, reciban diferentes sefiales la CTH pluripotente genera células
externas y respondan de acuerdo al linaje multipotentes, las cuales son influenciadas por
especificado por la sefal (figura 1-6A). Otro factores externos para comprometer linaje o
modelo propone que la adquisicién de linaje para proliferar y madurar en células ya

ocurre independiente de las sefales extrinsecas comprometidas (figura 1-6C).

)(+
[
Q+

apoptosis

Figura 1-6. Modelos de la accion de factores externos sobre la eleccion de linaje celular. El modelo (A) representa la
eleccion de linaje de acuerdo a la especificacion de la sefial recibida. En el modelo (B), las sefiales no determinan el
compromiso de linaje pero afectan el destino de la célula comprometida. En el modelo (C) las sefales externas afectan a
células multipotentes determinando su linaje y ademas, actdan sobre células ya comprometidas afectando su maduracion.

Una de las evidencias mdas impactantes de la ser encontrados en la literatura, destacandose
influencia de factores extrinsecos sobre la entre ellos los estudios con animales
eleccion de linaje, proviene de experimentos transgénicos. Un ejemplo, son los experimentos

en células bi-potenciales obtenidas de colonias en donde se han alterado los genes que
de macroéfago-granulocitos o “granulocyte- codifican para eritropoyetina (EPO) o su receptor
macrophage colony forming cells” (GM-CFC). (EPO-R) mediante recombinacion homdéloga. Al
Al cultivar las GM-CFC en presencia del factor utilizar esta estrategia se obtuvieron ratones con
de crecimiento de célula troncal (“stem cell anemia severa carentes de cé€lulas rojas
factor”: SCF), las células se diferencian en maduras, indicando que las senales
granulocitos. Sin embargo, al ser cultivadas en dependientes de EPO son requeridas para la
presencia de factor estimulador de colonias diferenciaciéon y maduracion de células
macrofagico (M-CSF) o de interleuquina-4 (IL- eritroides. Sin embargo, en estos ratones no se
4), las células se diferencian a macréfagos. observa una disminucion significativa de células
eritroides progenitoras, lo que sugiere que el
Numerosos disefios experimentales destinados compromiso eritroide no se ve afectado por la
a elucidar el rol de factores de crecimiento y ausencia de EPO y que la accién de este factor
citoquinas en el compromiso de linaje pueden seria sobre células ya comprometidas.
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Experimentos similares con otras citoquinas
relacionadas a linajes y sus receptores, arrojan
resultados equivalentes, apoyando el postulado
que el compromiso de linaje puede ocurrir en
ausencia de las sefales particulares. Sin
embargo, al igual que en todos los
experimentos que utilizan animales
transgénicos, no es posible descartar la
existencia y la influencia de sefales adicionales
compensatorias a las especificas, o algun grado
de participacion de senales especificas en la
decision de linaje, considerando que las
estrategias experimentales no necesariamente
reflejan la situacién in vivo en su totalidad.

Ejemplos de factores y citoquinas necesarias para

la maduracion de ciertos linajes celulares son:

- Interleuquina-7, crucial en la diferenciacion
linfoide, ya sea células Bo T.
Trombopoyetina (TPO), secretada en el
higado, determina el linaje megacariocitico
y eritroide.

Eritropoyetina (EPO), producida en los
rifones, aumenta la producciéon de
eritrocitos.

Interleuquina-11 y TPO estimulan la
produccion de megacariocitos y su
fragmentacion en plaquetas.

Factor estimulante de colonias
granulocitica-monocitica (GM-CSF),
determinante del linaje granulocito-
monocito. Con la participaciéon del factor
estimulador de colonias granulociticas (G-
CSF), las células se diferencian en
neutrofilos, en tanto que en presencia de
interleuquina-5 se diferencian en
eosindfilos.

Interleuquina-3  participa en la
diferenciacion de la mayoria de las células
blancas, pero tiene un rol prominente en la
formacion de basofilos.

Factor de estimulacion macrofagico (M-
CSF), participa en la diferenciacién a
monocito a partir de células progenitoras
granulociticas/macrofégicas.

3.8. Genes involucrados en la decision de
linaje

Estudios en humanos destinados a la
determinacién de la funcién especifica de
factores de crecimiento en la hematopoyesis
humana, han empleado técnicas de
manipulacién génica, ya sea sobre-expresando
o disminuyendo la expresion de genes.

Un gran nimero de genes se han descrito como
reguladores de la decisién y maduracién de un
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linaje celular especifico, por lo que a
continuacion se describiran aquellos que han
arrojado resultados de mayor consistencia.

Familia de genes hox

Las proteinas HOX pertenecen a una gran familia
de factores de transcripciéon que comparten una
secuencia de union a DNA altamente
conservada (“homeodomain”). Fueron
descubiertos en Drosophila y resultaron ser
cruciales en la regulacion del desarrollo
embrionario normal, encontrandose
posteriormente que sus andlogos en humanos
participan en el desarrollo de wuna
hematopoyesis normal. En mamiferos, se han
descubierto 39 genes que se agrupan en cuatro
grupos, A, B, Cy D, conteniendo cada uno de
ellos entre 8-11 genes.

Aunque la funcién de las proteinas HOX en
hematopoyesis es en extremo compleja, las
evidencias experimentales indican que los
genes hoxb4 estan asociados con la
diferenciacion mieloide y los del grupo hoxc
con el linaje linfoide.

Evidencias in vitro e in vivo indican que HOXB3,
HOXB4 y HOXB5 actian sobre progenitores
tempranos, probablemente antes de que ocurra
la diferenciacién de linaje mieloide y eritroide,
y que probablemente HOXB4 es ademas
importante en la auto-renovacion celular. Por
otro lado, HOXB6 y HOXB7 parecen tener una
funcion mas tardia en la jerarquia
hematopoyética, afectando la diferenciacion
granulocito vs monocito.

El grupo de genes hoxc participa en eventos
relacionados con la diferenciacion linfoide
temprana y tardia. Hoxc4, por ejemplo, esta
presente tanto en progenitores como en
linfocitos Ty B terminalmente diferenciados, en
tanto que hoxc6 esta expresado en células
maduras del linaje T pero no en sus
progenitoras.

Familia de genes gata

Es una familia de factores de transcripcién con
dominio de union al DNA. De ellos, tres
miembros de la familia gata han sido
identificados como reguladores de la expresion
génica en células hematopoyeticas. GATA-1 esta
altamente expresado en células eritropoyéticas,
mastocitos y megacariocitos y su expresion es
crucial para eritropoyesis primitiva y definitiva.
La pérdida de gata-1 causa anemia embrionaria



fatal, debido al bloqueo de la maduracién
eritroide. GATA-2 también se expresa en células
eritroides tempranas, mastocitos y
megacariocitos, pero ademas, se han observado
niveles particularmente elevados en células
pluripotentes (CTH) y su expresion disminuye a
medida que las células maduran. La alteracion
de los genes gata-2 causa letalidad en dtero
debido a un defecto en la hematopoyesis
temprana, implicaindolo en la mantencion de la
funcién de la CTH. La expresién de gata-3 es
importante en la hematopoyesis de higado fetal
y se requiere para el desarrollo de linfocitos T.

Familia de genes pax

La familia de genes pax codifica para un grupo
de factores de crecimiento que han sido
conservados a través de millones de afios de
evolucion y tienen un rol en desarrollo
temprano. Las proteinas PAX participan en la
regulacion de la organogénesis y son un factor
clave en la mantencién de la pluripotencialidad
de las células troncales durante el desarrollo.
Mutaciones en los genes pax causan defectos
importantes en organismos tan diversos como
moscas, ratones y humanos.

Uno de estos genes, pax-5, ha sido ampliamente
estudiado en hematopoyesis, encontrandose que
su expresion es crucial para la determinacion del
linaje linfoide B. La inactivacion del gen pax-5
convierte a los linfocitos B comprometidos en
progenitores hematopoyéticos tempranos
multipotenciales, sugiriendo que su expresién
es necesaria en forma continua para mantener el
linaje linfoide B. A nivel molecular, pax-5 cumple
un rol ambivalente, activando la expresion de
genes especificos del linaje linfoide B y
reprimiendo la transcripcién de genes de un linaje
inapropiado.

Proteinas morfogénicas oseas

Las proteinas morfogénicas 6seas o “Bone
morphogenetic proteins” (BMPs) son miembros
de la familia de factor de crecimiento
transformante-f (TGF-f). Estas citoquinas
regulan la proliferacion celular, diferenciacion,
morfogénesis y apoptosis celular. Durante
embriogénesis, estas proteinas participan en el
desarrollo de tejidos y érganos, en tanto que
en tejidos maduros, mantienen la homeostasis
tisular.

En relacion a hematopoyesis, se ha observado
que BMP-4 induce la formacién de tejido
embrionario hematopoyético, en tanto que la
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presencia de BMP-2 induce un microambiente
hematopoyético que contribuye el crecimiento
clonogénico de progenitores mieloides y
linfoides. Ademas de los mencionados, otros
miembros de la familia TGF-f3 también participan
con funciones especificas en las diferentes
etapas de la hematopoyesis.

El continuo interés por entender la regulacion
de la hematopoyesis normal, ha llevado a los
investigadores a estudiar y descubrir mdltiples
genes que actuan regulando los procesos
celulares en los diversos niveles de la jerarquia
hematopoyética. Un foco esencial de las
investigaciones ha sido la identificacion de
genes relacionados con la capacidad de auto-
renovacion de la CTH. Aunque los estudios
realizados no han arrojado aun resultados
concluyentes, se han postulado algunos genes
como esenciales para la funcién de auto-
renovacion, habilidad particular de las células
troncales. Un ejemplo es el gen foxd3 necesario
para la pluripotencialidad celular. Una mutacion
en el gen foxd3 produce embriones de corta
supervivencia, en los cuales, se forma parte del
saco embrionario pero la masa interna que
contiene las células que formaran el cuerpo del
embrién no se expande lo suficiente como para
generar el embrion. Interesantemente, la adicion
del gen normal de foxd3 restaura el desarrollo
embrionario normal. El gen foxd3, en conjunto
con otros identificados anteriormente, oct4, fgf4
y sox2 parecen controlar la pluripotencialidad
de las células troncales en estadios tempranos
de la embriogénesis. La participacion de estos
genes sobre la capacidad de auto-renovacion
de CTH adultas, esta aun siendo investigada.

4. EL MICROAMBIENTE DE LA MEDULA OSEA

El microambiente de la médula 6sea esta formado
por un endotelio particular y un tejido conectivo
estromal, combinado con citoquinas que regulan
la compartimentalizacién, proliferacién y
diferenciacion de las CTH. Una forma en que el
estroma medular contribuye a la hematopoyesis
es debido a su alto contenido de matriz
extracelular rica en glicosamino-glicanos que une
y distribuye factores de crecimientos, tales como
el factor estimulante de colonias granulocitica-
mielocitica y diversas citoquinas.

En humanos, células de la médula encontradas
en relacion al ambiente hematopoyético que no
tienen origen hematopoyético son:

a) Células vasculares de la médula 6sea, que
incluye células endoteliales, abluminales de



la musculatura lisa, pericitos y células
parasinusoidales. La hematopoyesis ocurre en
los espacios inter-sinusoidales y las células
sanguineas entran en la circulacién sistémica
pasando a través de las c€lulas endoteliales y la
delgada capa de la membrana basal presente
en el lado abluminal. Esto implica una
interaccion cercana entre células sanguineas y
cé€lulas endoteliales, en donde el endotelio
participaria en la retencion de células inmaduras
o defectuosas y en la secrecion de factores que
afecten el comportamiento de las células
hematopoyéticas. Estas células endoteliales,
presentes en los espacios inter-sinusoidales,
llamadas también reticulocitos poseen
extensiones citoplasmaticas en intimo contacto
con células hematopoyéticas y con procesos o
extensiones de células reticulares presentes en
los espacios inter-sinusoidales adyacentes. Las
células reticulares estan en contacto ademas con
las células de la membrana basal y se ha
propuesto que el grado de migracion celular a
los sinusoides estaria en relacion con esta
interaccion. El endotelio, en conjunto con la
cubierta reticular, es lo que se conoce como la
barrera hemato-medular la que se ha implicado
en el flujo de mediadores solubles producidos
en otras zonas de la cavidad medular, ademas
de la regulacion de la migracion celular.

b) Células del endésteo que incluye
fibroblastos. Algunos reportes indican que los
primeros intentos de cultivo in vitro de células
estromales, llamados unidad formadoras de
colonias de fibroblastos (“fibroblast colony
forming units”: CFU-F) detectaban células del
endosteo. Sin embargo, no es claro que este
ensayo detecte siempre la misma poblacion o

que la célula formadora de colonia sea
fibroblasto. Interesantemente, el cultivo de estas
células en condiciones adecuadas puede
generar c€lulas oseas.

c) Adipositos o médula amarilla no
hematopoyética. No esta totalmente dilucidado
si las células adiposas son una poblacion distinta
o son derivadas de fibroblastos y células
reticulares que han acumulado lipidos. Su
funcién en la médula ésea es auln especulativa.

Trentin y colaboradores, fueron uno de los
primeros en discutir microambientes y proponer
que las cé€lulas estromales estan organizadas en
compartimentos. La organizacion de las cé€lulas
estromales en estos compartimentos estarian
determinando vias de induccién especificas a
través de la cual una célula pluripotente
hematopoyética se diferencia. Aunque estos
sitios de restriccion de linaje no han sido
evidenciado en médula 6sea de mamiferos, se
ha observado un cierto grado de localizacién o
gradiente de cé€lulas inmaduras del linaje B en
la region del sub-endosteo.

Estudios en raton, primates y humanos han
detectado la produccion de varios tipos de
citoquinas en células estromales, las cuales
pueden ser permanecer unidas a proteinas de
la matriz extracelular o en componentes de la
membrana de células estromales de la médula
6sea, tales como heparan sulfato, otorgando en
el microambiente concentraciones suficientes
como para influir en la maduracién y
proliferacion de células hematopoyéticas. Un
resumen de la produccién y efecto de citoquinas
se expone en la tabla 1-1.

Tabla 1-1: Citoquinas expresadas en cultivo de células estromales

Citoquina

Expresion constitutiva

Expresion inducible

GM-SCF
G-CSF
M-CSF
IL-6
IL-11
IL-7
IL-8
IL-1
SCF
TPO
SDF-1
MIP-10.
TGF-B
TNF-o

+/-
+/-

+

+ 4+ 4+ N+

+ +

+ 4+ + N+ N+

+

SDF-1: “stromal cell-derived factor”. MIP-1a: “macrophage inflammatory protein”. LIF: “Leukemia inhibitory factor”. FL:

“fit3 ligand”.
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Estudios recientes realizados en preparaciones
de médula osea de raton, rata y humano, han
detectado la presencia de células
mesenquimadticas troncales (“MSC”) o
precursores tempranos: c€lula progenitora
adulta multipotente (“MAPC”) con capacidad
pluripotente de diferenciacion. Estas células,
generalmente positivas para el marcador
endotealial/hematopoyético, CD34+ y
negativas para el marcador hematopoyético
CDA45-, al ser cultivadas en forma apropiada son
capaces de diferenciarse en células neuronales,
y tienen la potencialidad de contribuir a la
formacién de multiples tejidos al ser inyectadas
en blastocitos para ser utilizados en la
generacion de ratones quiméricos.

Las evidencias actuales resumen la participacion
del microambiente medular en hematopoyesis,
otorgando a las cé€lulas del sinusoide endotelial
un rol en la transmigracion de células
hematopoyéticas maduras hacia la circulacion,
en tanto que células parasinusoidales con
extensiones citoplasmaticas regularian la
conducta celular, proveyendo citoquinas como
mediadores y sitios de anclaje.

Estudios recientes indican que células de la
médula 6sea adulta poseen la capacidad de
diferenciarse en células maduras especificas de
diferentes tejidos no-hematopoyéticos,
incluyendo, hepatocitos, células de riidn, de
pulmon, piel, del tracto gastrontestinal y en
miocitos cardiacos y de tejido esquelético. El
conocimiento de las sefiales que regulan esta
plasticidad celular, podria permitir el manejo
controlado de la diferenciacion de células de la
meédula o6sea hacia cé€lulas terminalmente
diferenciadas tejido-especificas lo que otorgaria

una herramienta valiosa con un enorme
potencial terapéutico.

5. GRANULOMONOPOYESIS

La granulomonopoyesis es el proceso por el
cual se forman, diferencian y maduran los
granulocitos (eosindfilos, basdfilos y neutrofilos)
y las células del sistema fagocitico mononuclear
(monocitos y macrofagos).

Tanto los granulocitos como los monocitos y
macréfagos, derivan de células llamadas GM-
CFU.

Los granulocitos siguen un patrén similar en su
desarrollo en la médula 6sea y en su liberacion
a la circulacion.

5.1. Estadios madurativos

Durante el proceso de maduracién y
diferenciacion de los granulocitos se observan
las siguientes caracteristicas citologicas: (i)
reduccion del tamano celular, (ii) adquisicion
de granulacién especifica y (iii) segmentacion
nuclear.

En la médula 6sea el compartimiento mitético
estda formado por células que tienen la
capacidad de division, compuesto por
mieloblastos, promielocitos y mielocitos. El
compartimiento de maduracion comprende
metamielocitos, baciliformes y segmentados,
siendo ésta la célula mas madura
correspondiente a eosindfilos, neutrdfilos o
basdfilos (figura 1-7).
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Figura 1-7. Estadios madurativos de la granulomonopoyesis.
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Los monocitos y macréfagos derivan de la
maduraciéon de las CFU a monoblastos,
promonocitos y monocitos, los cuales son
liberados a circulacién donde permanecen
alrededor de 12 horas, para luego migrar a los
tejidos, donde reciben el nombre de
macrofagos.

5.2. Factores de maduracion

Las CFU tienen la capacidad de formar y
desarrollar colonias in vitro en medios de
cultivos semisdlidos, para lo cual requieren la
presencia de moléculas regulatorias especificas,
entre las que destacan citoquinas que actian
sobre distintas células, dependiendo de la
presencia de receptores en la superficie celular.

Las principales acciones de estas citoquinas son:
(a) mejorar la sobrevida y proliferacion celular,
(b) inducir la diferenciacién celular y (c) activar
las células maduras. El proceso de proliferacién
seria estimulado por la participacion de estos
factores en el paso de G, a G, en el ciclo
celular. En cultivos celulares, en los cuales se
suprime la adicion exégena de estos factores y
se bloquea la sintesis endégena de éstos, se
acelera el proceso de apoptosis, y seria de esta
manera como influyen en la sobrevida celular.
Entre los CSF involucrados la
granulomonopoyesis se encuentran:

en

Factor estimulador de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF). Es
secretado por linfocitos T, macréfagos, células
endoteliales, fibroblastos y una variedad de
células neoplasicas. Es un factor estimulador de
colonias multilinaje, que promueve el
crecimiento de células progenitoras
pertenecientes a los linajes de neutrdfilos,
baséfilos, eosindfilos y monocitos.

Factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF). Es secretado por células
endoteliales, fibroblastos, macréfagos, y células
neoplasicas. Es un estimulador primario de la
proliferacion y diferenciacion de las CFU
comprometidas en el linaje de neutrofilos.
Ademas es un potente activador de neutrofilos
maduros, favoreciendo la fagocitosis y
quimiotaxis.

Factor estimulador de colonias de monocitos-
macrofagos (M-CSF). Es un factor de linaje
especifico para células progenitoras y células
maduras pertenecientes al linaje monocitos-
macrofagos. Tiene efectos sobre la funcion de
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monocitos maduros. Mejora la actividad
antitumoral de los monocitos. Existe una forma
soluble y una forma biolégicamente activa unida
a la membrana.

IL-3. Es producida por linfocitos T activados,
pero también por mastocitos. Estimula el
crecimiento y diferenciaciéon de madltiples
linajes, incluyendo granulocitos, macréfagos,
megacariocitos, eritrocitos y mastocitos.
Promueve el crecimiento de células
relativamente primitivas. También potencia la
actividad funcional de eosindfilos, basdfilos y
monocitos.

“Stem cell factor”. Es una citoquina altamente
pleiotrépica con miuiltiples actividades sobre
células mieloides y linfoides; también sobre
células no hematopoyéticas. Se expresa en una
variedad de o6rganos (higado, pulmon, rifion)
y especialmente en cerebelo. Sobre las células
hematopoyéticas, preferencialmente promueve
el crecimiento de progenitores celulares
relativamente primitivos. Este factor es
producido en una forma unida a la membrana
y en una forma soluble. Como factor soluble,
tiene actividad limitada sobre la formacién de
colonias mieloides.

«FIt-3 ligand». La identificacion de este factor,
deriva del reconocimiento de su receptor Flt-3
en humanos. El Flt-3 se expresa en monocitos,
pero no en granulocitos. Como factor aislado
tiene un modesto efecto proliferativo. El papel
FIt-3 es ser un factor sinérgico para las células
hematopoyéticas progenitoras primitivas.

Los factores de crecimiento, en forma
individual, actian sobre multiples linajes
hematopoyéticos y cada linaje puede ser
regulado por varios factores. Otra propiedad
de muchos factores de crecimiento, es su
interaccion sinérgica. Por ejemplo, la maxima
produccién de eosindfilos in vitro, requiere la
presencia combinada de IL-3 y GM-CSF e IL-5.

6. ERITROPOYESIS

La eritropoyesis es el proceso de maduracion
de la serie eritropoyética desde proeritroblasto
hasta globulo rojo.

6.1. Estadios madurativos

Los estadios madurativos con capacidad de
mitosis son: proeritroblasto, eritroblasto baséfilo
y eritroblasto policromatico (doble mitosis). Le
siguen los estadios de eritroblasto



ortocromatico, reticulocito y glébulo rojo. A
partir de 1 proeritroblasto se obtienen 16
eritrocitos (figura 1-8). El proceso de
maduracién y diferenciacién eritroblastico se

caracteriza por: (i) hemoglobinizacién
progresiva y (ii) reduccion del tamafno nuclear,
hasta picnosis y expulsion.

Meédula Osea
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Proeritroblastos

E. Basofilos

E. Policromaticos
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Reticulocitos
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Figura 1-8. Estadios madurativos de la eritropoyesis

6.2. Eritropoyetina

La eritropoyetina (EPO) es una hormona
glicoproteica de aproximadamente 34 kDa
identificada como el regulador humoral de la
eritropoyesis. La disminucion del oxigeno en
los tejidos (hipoxia) modula los niveles de EPO
por un incremento en la expresion del
respectivo gen.

Normalmente la eritropoyesis ocurre a nivel
basal, para reemplazar globulos rojos
envejecidos. Se ve estimulada por disminucion
de la tension de oxigeno en el ambiente, por
aumento de la afinidad del oxigeno por la
hemoglobina y otros estimulos que disminuyen
la liberacion de oxigeno a los tejidos. La EPO
es un factor de crecimiento obligatorio desde
la etapa de CFU-E hasta el estado eritroblasto
basdéfilo. La produccién de esta hormona
aparece primariamente regulada por la
demanda de oxigenacién de los tejidos. En
adulto la EPO se produce en gran parte por las
células peritubulares localizadas en la corteza
renal, aunque un informe también implica las
células tubulares renales. La hipoxia renal
conduce a la liberaciéon de prostanglandinas,
produciendo un incremento en los niveles de
AMPc renal que conduce a una reduccion en
los niveles de calcio intracelular, lo que
intensifica.
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En estados de hipoxia severa la produccion de
EPO aumenta sobre 1000 veces. La secrecion
de hormona circulante en sangre y unida a
receptores expresados especificamente en
células progenitoras eritroides fomentan la
viabilidad, proliferacion y diferenciacién terminal
de precursores eritroides, resultando un
aumento de la masa de los eritrocitos.

Senales especificas limitan la expresion del gen
EPO a ciertos tejidos; en el feto la EPO es
producida principalmente en el higado y en el
rinén en una pequena proporcién; en el adulto
existe mayor produccion de EPO en el rinén y
una minima cantidad en el higado.

Receptor EPO (EPO-R). Se ha demostrado su
presencia solamente en c€lulas eritroides,
incluidas CFU-E, BFU-E y levemente en glébulos
rojos. Aparecen en una densidad de 200 a 1000
copias por célula, principalmente durante el
estadio CFU-E. El receptor EPO-R es una proteina
de transmembrana de 55 Da (= 301
aminoéacidos). Es codificado por un gen
localizado en el cromosoma 19.

6.3. Gen de EPO

El gen que codifica para EPO posee 5 exones y
se ubica en el cromosoma 7. Ademas de
especificidad tisular y senales, la expresion del
gen EPO es modulada por agentes fisiologicos



y farmacolégicos. La regulacion del gen EPO
por hipoxia y otros estimulos ocurre a nivel del
mRNA.

Tres segmentos no traducidos del gen EPO son
altamente conservados en el DNA humano y
murino:

Promotor. Este contribuye a la inducibilidad del
gen EPO por hipoxia. El promotor actia
sinérgicamente con la secuencia del enhancer
3’ otorgando una induccién de 40 veces en
respuesta a hipoxia. Este promotor se encuentra
117 pb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion.

«Enhancer» 3’. Es un sitio para DNAsa
hipersensitiva, higado especifica. Se ubica en
el extremo 3’ del gen. La caracterizacion
detallada del enhancer 3’ de EPO permitié
definir tres sitios que son criticos para la
regulacién de la hipoxia: (a) Secuencia

CACGTGAT, ubicada al lado 5' del «enhancer»;
a ésta se une factor de transcripcién, Factor—1
inducible por a hipoxia (HIF-1), (b) sitio de 7 pb
en el enhancer 3’ que tiene secuencia CACA el
gen humano, y (c) sitio DR-2. La secuencia del
tercer sitio en el enhancer EPO es una repeticion
de dos sitios y medio del receptor de hormona
eritroide separado por 2 pb. Mutaciones en el
«enhacer» inhiben la induccién hipéxica de gen
EPO.

HIF-1. El sitio HIF-1 en el enhancer 3’ es el
primer elemento en el gen EPO que responde
a hipoxia mediante la transcripcion. La hipoxia
estimula la unién del factor de transcripcién HIF-
1 al DNA. HIF-1 es un heterodimero compuesto
de una subunidad a y una . Bajo condiciones
de normoxia la subunidad o es rapidamente
degradada por la proteosoma ubiquinona. El
HIF-1 o interacciona con coactivadores
transcripcionales como p30 o CBP. (figura 1-9).

GGCCCTACGTGCTGTCTCACACAGCCTGTCTGACCTCTCGACCTACCG

Figura 1-9. Regulacion del gen de la eritropoyetina. La figura muestra la estructura del gen EPO el cual posee el “enhancer”
constituido por secuencias que unen proteinas tales como HIF-1 y HNF4, las que forman un complejo con una proteina de
mayor tamano, p30. Posee ademas el promotor que es activado por el “enhancer” cuando existe hipoxia.

La activacién de HIF-1 es modulada por un
complejo mecanismo que involucra fosforilacion
y localizacion nuclear. Luego de la union del
HIF-1 a secuencias Cis - activas andlogas, se
requiere la interaccién con un factor
transcripcional adyacente y proteinas
coactivadoras para la induccion hipoéxica de la
transcripcion.

7. MEGACARIOPOYESIS

Las plaquetas circulantes se originan a partir de
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los megacariocitos de la médula 6sea. Una
forma para estudiar la maduracién
megacariocitica es bajo el criterio de la
microscopia de luz, segun: razén nucleo/
citoplasma, forma nuclear, basofilia y granulos
citoplasmaticos.

7.1. Estadios madurativos

El proceso de maduracion megacariocitica,
citologicamente se caracteriza por: (i) poliploidia
con gigantismo nuclear y (ii) acidificacion del
citoplasma.



Precursores megacariociticos. Se encuentran (figura 1-10).

en 1-4/1000 células nucleadas en la médula - LD-CFU-MK. Da origen a algunas colonias
osea. Estas no pueden ser distinguidas con baja celularidad y alto contenido de
morfolégicamente de otras células diploides. DNA, es decir, ha disminuido la
- BFU: MK. Requiere 21 dias para dar origen multiplicacién celular junto al aumento del
a varias colonias con alta celularidad. Es proceso de endomitosis.
estimulada por IL-1, IL-3 y trombopoyetina
(TPO) para originar CFU-MK. Las células de los estadios BFU-MK y CFU-MK
CFU-MK. Es un estadio mas maduro; son CD34+, no asi las células del estadio LD-

requiere de 10 a 12 dias para formar CFU-MK
colonias con baja celularidad (LD-CFU-MK)
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Figura 1-10. Estadios madurativos de la megacariopoyesis y regulacion. Durante el proceso de trombopoyesis, participan
varias citoquinas, como por ejemplo IL-1, IL-3, ademas los factores de crecimiento de colonias granulociticas y monociticas
(GM-CSF y G-CSF) sobre las células progenitoras. A nivel de los estadios reconocibles morfolégicamente actdan otras
citoquinas como IL-6, IL-11 y TPO, esta ultima responsable de la estimulacion de los megacariocitos maduros para liberar
plaquetas a la circulacion.

Megacariocitos. Se distinguen varias etapas de - Promegacariocito o megacariocito Il. Esta
maduracion de los megacariocitos: célula es de mayor tamano (20 pm de
diametro). Se observa el sistema de
Megacarioblasto o megacariocito 1. Es la demarcaciéon de membrana (SDM) poco
célula de transicion entre los precursores y desarrollado, presenta abundantes
las células reconocibles morfolégicamente. ribosomas y el ndcleo comienza a lobularse.
Representa el 5 a 20% de la poblacién El nucleo en algunos casos se observa en
megacariocitica en la médula 6sea. Es una forma de herradura, el citoplasma es
célula pequena de 18 pm de diametro, basdfilo y abundante. Representa el 25% de
mononuclear, expresa marcadores la poblacion megacariocitica en la médula
especificos, pero adn no es reconocible Osea.
morfolégicamente; posee acetilcolinesterasa. - Megacariocito granular o megacariocito
En su citoplasma hiperbaséfilo se IIl. Presenta mayor tamafo que el estadio
encuentran proteinas como FvW, PF4 y anterior (35 pm de didametro). Representa
GPIIb. Una forma de reconocer esta cé€lula el 56% de la poblacién megacariocitica de
es a través de la peroxidasa ubicada en el la médula 6sea.
reticulo endosplasmatico (RE). - Megacariocito maduro o megacariocito
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IV. Es la célula mas grande de la médula
6sea (50-80 pm de diametro), presenta
nucleo multilobulado y poliploide,
citoplasma acidéfilo, con pocas
mitocondrias, SDM desarrollado y presencia
de granulos citoplasmaticos.

La maduracion completa de los megacariocitos
demora 10 dias en humanos. Los
megacariocitos maduros representan el 0.02-
0.05% del total de células de la médula 6sea. El
nimero normal de megacariocitos maduros es
de 6.1x 10%/ Kg.

En el feto, se han encontrado megacarocitos en
higado, bazo y médula 6sea. En adulto los
megacariocitos se pueden detectar en todos los
oérganos mayores pero preferentemente en la
médula osea.

Durante la maduracion el desarrollo de la ploidia
estd dada por divisiones nucleares sucesivas sin
division celular (endomitosis); el nicleo se
divide a razén de muiltiplos de 2 (2N, 4N, 6N,
etc.). En el humano, el modelo clasico de ploidia
es 16N, con tres ciclos endomitéticos. Desde
el segundo estado madurativo, con un
contenido de 8N, los megacariocitos son
capaces de dar origen a plaquetas; dependiendo
de la ploidia dan origen a plaquetas con distinta
forma y densidad.

Un megacariocito es capaz de producir entre
1000 y 5000 plaquetas (produccion
proporcional a la ploidia); el nucleo y citoplasma
restante son fagocitados por macréfagos
cercanos.

La liberacion de plaquetas a la circulacion esta
explicada por dos modelos: (a) el modelo de
“proplaquetas” en el cual SDM organizaria el
citoplasma de tal manera que formaria un
seudopodio, que a través de los sinusoides se
extiende a la circulacién y por efecto de la
misma se fragmentaria y liberaria plaquetas a la
sangre y (b) en el segundo modelo, el SDM no
organiza el citoplasma pero es igualmente
importante, ya que se fragmenta la membrana
redundante y se liberan plaquetas.

7.2. Regulacion

La regulacion del proceso megacariocitico se
realiza por un mecanismo humoral en el que se
responde al nimero de plaquetas en circulacion.
En este proceso participan varias citoquinas,
siendo la mas importante la TPO (o c-MPL
ligand), una glicoproteina de 15-48 kDa. Se ha
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encontrado mRNA para TPO en el higado y
rifones, siendo el primero el lugar de mayor
produccion.

La TPO es sintetizada en forma constitutiva y
liberada a la circulacion segun la unién a su
receptor (c-MPL). La TPO presenta un 75% de
homologia en la secuencia aminoacidica, con
la eritropoyetina, lo que ha permitido postular
due se originaron en un gen comun, encontrado
en el cromosoma 3.

La TPO se une a su receptor c-MPL ubicado en
los megacariocitos, estimulando asi la
maduracion megacariocitica con el consiguiente
aumento de ploidia y maduracién
citoplasmatica. El c-MPL estimula segundos
mensajeros que activan la tirosina kinasa JACK2
y la fosforilacién de proteinas que activan la
trascripcion STAT. Las JACKs tirosinas quinasas
de la familia de las JANUS kinasa no tienen
actividad tirosina kinasa intrinseca por lo que
deben unirse a otras proteinas kinasas (PTK). Se
ha demostrado que la activacion de JACK lleva
a la fosforilacién de proteinas estimuladoras y
activadoras de la transcripcién (factores de
transcripcion), las llamadas STAT; éstas una vez
fosforiladas pueden translocarse al nucleo de la
célula y activar la transcripcion.

8. LINFOPOYESIS
8.1. Células B

Las células B y células T presentan un proceso de
diferenciacion y maduracion diferente, en el caso
de los LB éstos maduran en la médula 6sea y en
el caso de los LT el proceso ocurre en el Timo,
ambos llamados érganos linfoides primarios.

El proceso de maduracion de los linfocitos B
involucra dos etapas, una antigeno-
independiente, que ocurre en la médula 6sea y
otra antigeno-dependiente que ocurre,
fundamentalmente, en los 6rganos linfoides
secundarios (ganglios linfaticos, bazo y otros
tejidos linfoides), lugar en el cual los linfocitos
B especificos para un determinado antigeno,
toman contacto con éste. En este capitulo no
referiremos a la primera etapa.

Se ha identificado una célula progenitora
(linfoide) capaz de diferenciarse especificamente
hacia el linaje de las células linfoides (células B,
T y NK). Esta célula progenitora linfoide
corresponderia al estado mas temprano de
diferenciacion linfocitaria, que se caracteriza por
una alta actividad mitética. Se requiere en esta



etapa de alta proliferacién. Posteriormente, y
debido a la activacion de un programa genético
especifico las células progenitoras linfoides son
conducidas hacia la diferenciacion del linaje B.
La clasificaciéon de los siguientes estados de
diferenciacién de las cé€lulas B esta definido,
principalmente, por el rearreglo de los genes
de cadena liviana y pesada de las
inmunoglobulinas y por la ausencia o presencia
de marcadores de superficie celular.

Estadio pro-B. No producen inmunoglobulinas
y se distinguen por la expresién de los
marcadores CD19, CD43 y B220.

Estadio pre-B. Ocurre la recombinacion de los
genes V-D-] de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas y la sintesis y expresion
citoplasmatica de la cadena pesada [l. Estas
c€lulas no expresan inmunoglobulinas en su
membrana, ya que aun no sintetizan la cadena
liviana (L), y por lo tanto son incapaces de
reconocer o responder a antigeno.
Posteriormente, algunas de las cadenas H se
asocian a una «cadena L de reemplazo»,
molécula estructuralmente similar a la cadena L
normal pero que no posee la region variable
de ésta. La combinacién de la cadena H con la
cadena L de reemplazo constituyen el receptor
de células pre-B (pre-BCR), el que regularia la
sintesis ulterior de las cadenas L y la
consiguiente maduracion de los linfocitos B.

Linfocitos B inmaduros. Ocurre Ila
recombinacion de los genes V| de las cadenas
livianas y por tanto la sintesis de las cadenas
livianas (k 6 A las cuales se asocian con la cadena
pesada [l para generar una molécula de IgM en
el citoplasma. Estos linfocitos B no pueden
generar nuevas regiones variables (de cadenas
L o H) en la médula 6sea y se les considera
funcionalmente inmaduros. De hecho, su
encuentro con antigenos propios puede
llevarlos a un estado anérgico (inactivacion
funcional) o de muerte celular mas que a una
activacion. Sin embargo, esta es una importante
etapa de seleccion negativa de linfocitos B
autorreactivos que eventualmente podrian
ocasionar enfermedades autoinmunes.

Linfocitos B maduros. Los linfocitos B son
capaces de co-expresar moléculas de IgM y de
IgD en la membrana celular, las cuales pueden
actuar como receptores especificos para
antigeno. En esta etapa los linfocitos adquieren
competencia funcional (figura 1-11). Ademas
de la regulacion génica mediada por diversos
factores de transcripcién y de IL-7, se conoce
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que proteinas tirosina quinasa de la familia Src
y ciertos procesos adhesivos entre los linfocitos
B en desarrollo y los elementos del estroma de
lamédula 6sea actian como factores inductores
de la diferenciacion de células B.
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Figura 1-11. Etapas en la maduracién de los linfocitos B.

Los linfocitos B virgen que expresan en su
membrana receptores especificos para un
determinado antigeno, salen de la médula 6sea
y entran en la circulacion periférica. A partir del
estado de células B inmaduras los linfocitos
experimentarian una disminucion en su
respuesta a la quimioquina CXCL12 lo que les
permitiria escapar a la accién reclutadora de este
factor y abandonar la médula 6sea. En la
periferia, los linfocitos B virgenes migran a los
organos linfoides secundarios donde
completaran su proceso de diferenciacion.

8.2. Células T

Los linfocitos T se originan en la médula 6sea a
partir de un precursor capaz de migrar al timo,
el principal 6rgano donde se lleva a cabo la
diferenciacion de los linfocitos T. Este proceso
de maduracién de los linfocitos T en el timo
(denominados timocitos en oposicion a los
linfocitos T maduros que se encuentran en
circulacion), y la generacion del repertorio de
receptores de LT puede dividirse en tres etapas:
(a) lamigracion de los progenitores de la médula
o6sea al timo, (b) la diferenciacion de estas células
progenitoras y (c) un proceso de seleccion.

Migracion de los precursores de linfocitos T

Se postula, que los precursores de células T
originados en la médula 6sea expresarian en su



superficie receptores de adhesién que se
ligarian selectivamente al endotelio timico
permitiendo su entrada al interior del organo.
Uno de estos receptores podria ser la molécula
CD34 la interactuaria con la molécula L-Selectina
presente en el estroma del Timo.

Una vez en el timo los precursores de los linfocitos
T mantienen una alta capacidad proliferativa.

Diferenciacion. Los precursores T ingresan al Timo
ubicandose en la zona cortical de éste. A medida
que los timocitos migran hacia zonas mas internas
de la corteza éstos van avanzando en su proceso
de diferenciaciéon. En estados finales de
maduracion los linfocitos T pasan desde la corteza
hacia la médula y finalmente salen del timo a la
periferia a través de las vias linfaticas o venas. El
ambiente timico representado por las
interacciones fisicas que se establecen entre los
timocitos y los diferentes tipos celulares que alli
se encuentran (c€lulas epiteliales, dendriticas y
macrofagos) y los factores solubles que son
liberados al medio externo son claves en los
procesos de maduracion y seleccion. El patron
diferencial de expresién de ciertas quimioquinas
y de sus receptores, en particular CXCL12, CCL17,
CCL19, CCL21, CCL22 y CCL25, estaria
relacionado con la migracion de los timocitos a
través de los diferentes subcompartimentos
timicos. Entre las diferentes citoquinas que las
células estromales timicas secretan, se ha
identificado a IL-7 como un modulador directo
de la sobrevida, diferenciacién, transcripcion y
rearreglo génico del receptor de células (TCR).
Ademas, la diferenciacion de linfocitos T esta
sometida a un estricto control de expresion génica
mediada por factores transcripcionales tales como
GATA-3, E12, EA7, HEB, NF-kB, Ikaros y Notch.

En base a la expresion de CD4 y/o CDS, la
poblacion de linfocitos T en un individuo adulto
puede ser dividida en cuatro grupos: los linfocitos
T dobles negativos (CD4- CD8-), los dobles
positivos (CD4+ CD8+) que representan
poblaciones méas o menos inmaduras de linfocitos
Ty los simples positivos (CD4+ CD8, LT «helper»
y CD4- CD8+, LT citotoxicos) que corresponden a
las poblaciones més maduras de linfocitos T.

Seleccion timica. En el timo ocurren dos
importantes eventos de seleccion que son
centrales en la generacion del repertorio de
linfocitos T maduros circulantes. Uno de estos
procesos permite la generaciéon de
autotolerancia eliminando o silenciando
aquellos linfocitos T que poseen una alta afinidad
por antigenos propios (Seleccién negativa). El
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otro proceso de seleccion deriva en la
generacion de linfocitos T maduros con un TCR
capaz de reconocer el MHC (Complejo Principal
de Histocompatibilidad) propio asegurando que
la respuesta inmune sea restringida por MHC
(Seleccion positiva). Estos eventos de seleccion,
que llevan a la producciéon de linfocitos T
«efectivos» ocurren en el timo luego de la
expresion del TCR, CD4 y CD8 y antes que estas
células salgan a la periferia.

9. ESTUDIO DE LA HEMATOPOYESIS

Varios procedimientos pueden ser utilizadas
para evaluar la hematopoyesis:

Hemograma. El estudio cuali y cualitativo de las
células de la sangre periférica (hemograma) es un
primer e importante procedimiento para estudiar
el estado de la hematopoyesis (ver capitulo 27).

Mielograma. El mielograma es el estudio
citolégico series: eritroblastica, granulocitica,
agranulocitica y megacariocitica) de un aspirado
de médula 6sea (ver capitulo 27).

Biopsia de médula 6sea. A diferencia del
mielograma, en este caso se trata de un estudio
histolégico y por tanto puede evaluar también
la arquitectura medular, pero no puede estudiar
los aspectos citologicos.

Ferrocinética. Basicamente se trata de
administracion de Fe>*-transferrina y medida de
desaparicion del plasma, aparicion de eritrocitos
marcadas.

Cultivo in vitro de células troncales. El estudio
delas CTH ha sido descrito en el punto 3.2 y ademas
también se hace mencion en el capitulo 2.
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RESUMEN

El mejor conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares que controlan la autorrenovacion
y diferenciacion de las células troncales, tanto de origen embrionario como de tejidos adultos, ha

permitido profundizar sobre la biologia de este tipo celular tan especial. Pero asociado a esto, se
ha visualizado la opcién de su utilizacion en terapias celulares dirigidas a la regeneracion de
tejidos u érganos danados o al reemplazo anticipado de tejidos en vias de envejecimiento o con
pérdida de funcionalidad. Las células troncales que existen en la médula ésea, tanto la
hematopoyética como la mesenquimatica, son hoy en dia objeto de un sinnimero de estudios,

tanto a nivel experimental como clinico. Lo anterior debido a su capacidad de multidiferenciacion

a varios linajes celulares y ademads por expresar una aparente plasticidad, que les permitiria la
generacion de linajes celulares no convencionales.

1. INTRODUCCION

No sélo los tejidos embrionarios, cualquiera sea
su estado de desarrollo, sino que también los
tejidos de un organismo adulto (post-
nacimiento) presentan células troncales. En una
condicién de funcionamiento fisiolégico
(normal, estado estable) de un organismo
adulto, las células troncales cumplen la
importante funcion de reemplazar la dotacion
de células diferenciadas que en cada tejido, se
pierden por uso o por envejecimiento celular.

La capacidad de una célula troncal adulta de
diferenciarse a uno o a varios linajes celulares,
es el mecanismo por el cual la célula troncal
“alimenta” de células especializadas y maduras
a los tejidos, organos y sistemas de un
organismo adulto.

La médula 6sea es el sitio de residencia de al
menos dos tipos de células troncales
multipotentes. La célula troncal hematopoyética
origina todas las células de la sangre
(mieloides/linfoides, eritrocitos y plaquetas).
A su vez, la célula troncal mesenquimatica
ubicada en el estroma de la médula 6sea,
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origina tanto linajes considerados
mesenquimaticos (6seo, cartilago, musculo,
adiposo y de soporte hematopoyético), como
no-mesenquimaticos, segln evidencias en
modelos experimentales (neural, hepatico).

La abundante literatura acerca de las propiedades
biolégicas de estas células troncales de la médula
o6sea, como la relacionada con las células
troncales embrionarias, ha sugerido su uso en
terapias celulares dirigidas al tratamiento de un
vasto repertorio de enfermedades. Es indudable
que el intenso trabajo cientifico en curso, en
diferentes laboratorios tanto académicos como
de empresas de biotecnologia, permitira dentro
del corto plazo decidir, ajeno a la fuente de
obtencién de las células troncales (embrionarias
o adultas), cudl es el tipo mas adecuado para
desarrollar una terapia dirigida contra una
particular enfermedad. El uso terapéutico de la
célula troncal hematopoyética no es nuevo, dado
que desde la década de los 50” viene siendo
utilizada exitosamente en la clinica hemato-
oncologica. A su vez, estudios preclinicos
efectuados en los ultimos 3-4 anos han sefalado
promisorios resultados con la utilizacién de
células troncales mesenquimaticas en varias



enfermedades. Si embargo, la necesidad de
profundizar sobre una serie de aspectos de la
biologia de estas células troncales, permitira su
utilizacion clinica bajo condiciones de maxima
seguridad y eficiencia.

2. PROPIEDADES DE LAS CELULAS

TRONCALES ADULTAS

No sélo los tejidos embrionarios, cualquiera sea
su estado de desarrollo, sino también los tejidos
de un organismo adulto contienen cé€lulas
troncales (CT). Bajo condiciones de estado
estable, las c€lulas troncales cumplen en un
organismo adulto la importante funcion de
reemplazar la dotacién de células diferenciadas
que en cada tejido se pierde por uso o por
envejecimiento. Igualmente, en condiciones de
dafo la regeneracion de un tejido depende de
la dotacion de células troncales que existen en
dicho tejido.

De las propiedades de una célula troncal adulta,
las mas relevantes son:

a) Su capacidad de autogenerarse («self-
renewal») esta fuertemente asociada a su
condicion de salir del ciclo celular
(proliferativo) y permanecer en un estado
no proliferativo (GO). Bajo circunstancias de
alto requerimiento de células maduras
(envejecimiento o dano), se generan sefales
mitogénicas y de diferenciacion con lo cual
la CT abandona su estado quiescente y
reinicia su ciclo celular. Es probable que una
de las células hijas que han completado el
ciclo, regrese a una condicién GO de modo
de mantener y asegurar una dotacion fija de
CT durante la vida de la especie, incluso en

b)

condiciones de alta demanda.

Su capacidad de comprometerse,
diferenciarse y madurar hacia uno o varios
linajes, para asi producir células maduras
especializadas que “alimentan” a los tejidos,
organos y sistemas de un organismo adulto.
Una propiedad adicional de las células
troncales adultas, recientemente descrita, se
desprende del andlisis referente al “dogma”,
que senala que una célula troncal solo
produce las células diferenciadas y maduras
propias del tejido de residencia. Esto implica,
por ejemplo, que la célula troncal
hematopoyeética que indiscutiblemente reside
en lamédula 6sea solo producira los distintos
tipos de linajes celulares que se encuentran
en la sangre. Numerosas evidencias
generadas en los dltimos 3 afios, han
desafiado este dogma al mostrar que el
potencial de diferenciacion de una célula
troncal es mads vasto y permite la formacion
de linajes celulares diferentes a los del tejido
de residencia. Este concepto llamado
“plasticidad de las células troncales adultas”,
sugiere que estas pueden cambiar su
“destino” y “comprometerse” en la
produccién de células de otro (s) tejido (s).
Aunque la mayoria de los estudios sobre
plasticidad se han realizado con células
troncales murinas, es evidente que la
extension de estos estudios a las cé€lulas
troncales humanas contribuiran a hacer mas
atractivo aun, el potencial uso terapéutico de
estas células. Sin embargo, numerosas
evidencias han demostrado que la plasticidad
de células troncales adultas no posee
relevancia funcional. Evidencias de plasticidad
de las c€lulas troncales adultas se resumen
en la tabla 2-1.

Tabla 2-1. Células troncales adultas: algunas evidencias de plasticidad*

Célula troncal Tejido “convencional”

que forma

Tejido “no convencional”
que puede formar

Referencias

Hematopoyética Células de la sangre

Nervioso, epitelial, hepatico,
musculo esquelético y cardiaco

Petersen, 1999; Krausse, 2001

Neuronal Nervioso

Sangre, musculo

Bjornson, 1999; Galli, 2000

Muscular Muscular

Nervioso, sangre

Gussoni, 1999; Jackson, 1999

Mesenquimatica
estroma hematopoyético, renal

Oseo, cartilago, adiposo, musculo, nervioso, pulmén,

Koppen,1999; Ito, 2001

*: revisiones generales sobre el tema: Wulf, 2001; Herzog, 2003; Prockop, 2003.
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3. CELULA TRONCAL HEMATOPOYETICA

El inicio de todos los estudios sobre la cé€lula
troncal hematopoyética (HSC), lo constituyo la
demostracion que en la médula 6sea de
animales adultos existe una célula precursora
con capacidad de autorrenovarse y un potencial
de diferenciacién hacia todos los linajes celulares
de la sangre. Esta c€lula troncal que existe en
pequenas cantidades, se divide, se compromete
hacia un linaje particular de diferenciacién y
finalmente genera las células maduras de la
sangre. Esta ordenada secuencia permite
mantener la homeostasis y suplir en forma
eficiente y rapida la demanda que se produce
en situaciones de dafo o estrés fisiologico,
como pérdida de sangre, infecciones, etc.

Las células troncales hematopoyéticas que
presentan las propiedades de autorrenovacion
y diferenciacién, no forman una poblacién
homogénea sino un conjunto de subpoblaciones
(«stem cell pool»). Asi, se han descrito las
siguientes subpoblaciones: (a) la llamada LT-HSC
(dong-term reconstituting HSC») esta formada
por células que tienen el mayor potencial de
autorrenovacion, diferenciacion y de
reconstitucion por largos periodos de una
hematopoyesis suprimidida, (b) la llamada ST-
HSC («short—term reconstituting»), que es una
poblacién intermedia y que sélo difiere de la
anterior en que las células que la forman
reconstituyen la hematopoyesis solo por
periodos cortos, y (c) un grupo de células con
baja capacidad de autorrenovacion y con un
potencial de diferenciacion restringido a un solo
linaje (linfoide, mieloide, eritroide, etc.)

A pesar que el mejor ensayo para evaluar la
calidad y caracteristicas de una HSC es su
capacidad de reiniciar la hematopoyesis en un
huésped mieloablatido (trasplante de médula
dsea), existen otras opciones para separar y
luego evaluar las propiedades de una HSC.
Esquemas de aislamiento utilizando esferas
magnéticas asociadas con anticuerpos
monoclonales y posterior inmunotipificacion
para determinar la expresion o no de ciertos
“clusters de diferenciacion” (CD’s), permitieron
seleccionar cé€lulas que entre otros, no expresan
antigenos de linajes maduros (Lin-), pero que
si expresan el antigeno mieloide CD45 y el
troncal hematopoyético CD34. Estas células Lin
/CDA45*/CD34*/CD38 representan una selecta
poblacion de HSC. Con el uso de otras
metodologias se ha obtenido una poblacion
celular altamente enriquecida en HSC primitivas,
equivalentes a LT-HSC. Estas células, son
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llamadas “side population” (SP) por su habilidad
Unica de excluir colorantes especificos y por
demostrar en citometria de flujo (FACS) un
espectro de emisién unico. Ademads de estar
presentes en la médula 6sea, células tipo SP se
han encontrado en otros tejidos (musculo,
cerebro), lo que ha permitido especular acerca
si estas células troncales son tejido-especificas
o son cé€lulas troncales propias de la médula
6sea y que se han “anidado” (dodgement») en
otros tejidos. Utilizando modelos de
hematopoyesis animal se ha establecido que
una sola HSC, “purificada” por los métodos
antes indicados, puede ser capaz de reiniciar
una hematopoyesis suprimida en un receptor
irradiado letalmente y mantenerla durante la
vida del animal.

Al momento de la division de una HSC, se
plantea para las c€lulas hijas resultantes la toma
de decision entre generar progenitores que
mantengan el depdsito (“pool”) de HSC
(autorrenovacion) o de generar células
comprometidas ocurre una division simétrica y
de este modo se generan dos células hijas
idénticas que mantengan el depésito de HSC y
luego en algin momento de demanda de
células ocurren divisiones asimétricas que
originan células capaces de iniciar procesos de
compromiso y maduracion. El tema de si las
divisiones de una HSC son simétricas,
asimétricas o con alternancia simetria/asimetria
esta abierto y existe evidencia experimental de
apoyo a las diferentes opciones.

Un rol central en la determinacion de destino
(autorrenovacion vs diferenciacion) de una
HSC, lo juega el microambiente (nicho) donde
esta c€lula se aloja. Este microambiente es una
citoarquitectura dinamica formada por diversas
citoquinas, factores de crecimiento, moléculas
de matriz extracelular altamente organizadas y
varios tipos de células estromales de la médula
6sea Estos nichos ofrecen a la HSC los factores
de sobrevida y de autorrenovacion, ya sea por
contactos célula-célula, célula-matriz
extracelular o indirectos que implican la
produccion y secrecion de factores diversos.
En la decision de una HSC hacia autorrenovacion
o diferenciacién, la participacién del
microambiente como tal y en particular de
citoquinas, no ocurre a nivel de la decisién de
cual camino seguir sino a nivel de favorecer la
sobrevida y la proliferacion de las células que
se originan. Por otro lado, existen evidencias in
vitro que SLF, FIt3L, IL-3, IL-6 o trombopoyetina
pueden ser las sefales exogenas que gatillen
en una HSC el inicio de un ciclo de



autorrenovacion durante dos o tres mitosis a
fin de mantener un nimero 6ptimo de HSC.
Por otro lado, los mecanismos asociados con
muerte celular programada (apoptosis), también
tienen un papel central en regular el destino y
muy especialmente el nimero de HSC en la
médula ésea. A nivel molecular, un aumento
en autorrenovacion de HSC esta asociado con
una sobreexpresion de HoxB4 y con induccion
de mecanismos de senalizacion, via Wnt, Notch
o Sonic hedgehog.

Las interacciones entre la HSC y el
microambiente estromal de la médula 6sea son
muy dindmicas y necesariamente implican
eventos adhesivos y des-adhesivos. La HSC
mientras esta adherida, particularmente a
moléculas que forman la matriz extracelular,
expresa sus potencial de autorrenovacion y/o
de diferenciacién y se «<mueve® o migra por la
fina citoarquitectura del estroma. Una célula
diferenciada y madura “pierde” interés por
permanecer adherida y por el contrario “gana”
interés en migrar y acercarse al torrente
sanguineo. Por lo tanto, asociado al proceso de
diferenciacién ocurren procesos de migracion
y modulacion de la expresion de receptores o
ligandos adhesivos o bien de sefales de des-
adhesion, que finalmente permitiran el egreso
de un célula madura desde el espacio estromal
hacia el lumen capilar y alcanzar asi la
circulacion.

Sin embargo, la HSC como tal puede migrar
desde la médula 6sea e ingresar a la circulacion
sin que medien decisiones de diferenciacion.
Asi ocurre durante el desarrollo de la
hematopoyesis (migracion secuencial desde el
saco vitelino a la médula ésea del recién nacido)
y también ocurre en condiciones en las cuales
se altera el estado estable hematopoyético por
drogas mielosupresivas o por infusién de altas
dosis de citoquinas o factores de crecimiento.
En estos casos los niveles de HSC en sangre
aumentan en tiempos relativamente cortos (3-
6 dias) desde valores minimos (pre-
estimulacion) hasta niveles muy elevados. Este
fenomeno se utiliza a diario en las clinicas de
trasplante para obtener HSC desde la sangre
periférica («peripheral blood stem cells») y ser
usadas en trasplantes de células troncales
hematopoyéticas (“trasplantes de médula
osea”). La capacidad de las HSC de migrar por
el estroma, de hacer movimientos
transendoteliales y de circular en condiciones
fisiolégicas parece ser un evento fisiolégico
bastante frecuente, sin embargo, minimizado
por el corto tiempo de permanencia de las HSC
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en la sangre. Esta udltima caracteristica de las
HCS, explica la alta eficiencia del trasplante de
células troncales hematopoyéticas y también el
eventual alojamiento y residencia de una HSC
en un microambiente diferente al de la médula
osea, desde donde esta célula troncal
“itinerante” pueden contribuir a la formacién
de células y tejidos no hematopoyéticos
(¢plasticidad?).

4. CELULAS TRONCALES
MESENQUIMATICAS

La médula 6sea contiene una segunda poblacion
de células troncales denominadas c€lulas
troncales mesenquimaticas (MSC,
«mesenchymal stem cells»). La MSC, reconocida
originalmente como «fibroblasto» de estroma,
fue identificada como una célula con capacidad
de diferenciarse a células del tejido 6seo.
Estudios posteriores demostraron que estas
células son multipotentes dado que pueden
diferenciarse a células correspondientes a
tejidos mesenquimaticos tales como hueso,
cartilago, tendon, musculo, tejido adiposo y
estroma hematopoyético. De este modo se ha
demostrado que, en el organismo adulto, las
MSC participan en la homeostasis celular de
tejidos mesenquimaticos y ademas en los
procesos de regeneracion/reparacion frente a
situaciones de dano. Las MSC no solo se
encuentran en el estroma de la médula osea,
sino que también en sangre periférica, higado
fetal y sangre de cordén umbilical.

En cultivo, las MSC crecen como cé€lulas
adherentes, tienen una morfologia
fibroblastoide y requieren de suero fetal para
crecer. La capacidad de estas células de crecer
in vitroy de poder ser subcultivadas (expansion)
es muy alta y depende de factores tales como
la edad o condicion de la médula 6sea del
donante de la cual fueron. Las MSC, después
de moderados (= 5-7) ciclos de subcultivo
mantienen su cariotipo, actividad telomerasa y
potencial de diferenciacién, sin embargo
después de ser exhaustivamente subcultivadas
muestran evidentes signos de senescencia,
apoptosis y una pérdida en la capacidad de
diferenciacion. Las MSC no tienen un perfil
antigénico exclusivo y su caracterizacion se
realiza sobre la base de la expresién de un
conjunto de marcadores los cuales son
compartidos con otros tipos celulares (linajes
mesenquimaticos maduros, células endoteliales,
células epiteliales). Dentro de los marcadores
mas representativos y utilizados se destaca la
expresion de los antigenos mesenquimaticos



SH2, SH3, SHA4, a-actina de miusculo
esquelético (ASMA) y STRO-1, como también
la ausencia de marcadores hematopoyéticos
CD34, CD14 y CDA45.

Al examinar la progresion de las MSC por el ciclo
celular, se ha encontrado que sobre el 90% de
estas células se encuentran en fase GO/G1 y solo
un (10%) en fases S+G2/M. Dentro de la
poblacion en GO/G1, se ha determinado que
entre un 10-20% de las células se encuentran
en el estado de quiescencia o GO. Estas células
corresponden a progenitores mesenquimaticos
tempramos y no-comprometidos en
diferenciaciéon a los diversos linajes
mesenquimaticos (¢ “real” célula troncal
mesenquimatica ?). Por otro lado, la mayoria de
las MSC que estan en ciclo celular corresponden
a progenitores mesenquimaticos tardios y que
han adquirido un compromiso de diferenciacién
en alguno de los linajes (figura 2-1).

NO COMPROMETIDAS COMPROMETIDAS MADURAS

Figura 2-1. Jerarquia proliferativa y de diferenciacion
de la célula troncal mesenquimatica. En este esquema
de diferenciacion los progenitores mesenquimaticos se
encuentran subdivididos en tres subpoblaciones: células
troncales mesenquimaticas correspondientes a MSC no
comprometidas, progenitores mesenquimaticos
comprometidos con un linaje mesenquimatico y células
maduras. Los progenitores comprometidos han sido
denominados como unidades formadoras de colonias (CFU)
y su potencial de diferenciacién por S, estroma
hematopoyético; O, osteoblastos; C, condrocitos; T,
tenocitos; A, adipocitos; skM, células de musculo
esquelético; smM, células de musculo liso; cM, células de
musculo cardiaco; As, astrocitos; Ol, oligodendrocitos y N,
neuronas. El esquema ha sido estructurado en base a
estudios con cultivos expandidos de células progenitoras
mesenquimaéticas de la médula 6sea adulta (Adaptado de
Minguell 2001).

La proliferaciéon o mantencion de las MSC, segun
sea su grado de compromiso, es regulada por
varios factores de crecimiento como PDGF,
TGFB1, EGF y FGFs. El compromiso de una MSC
a seguir un camino particular de diferenciacion
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implica la expresion y/o activacion de factores
de transcripcién determinados, tales como Cbfa-
1 o PPARy para los linajes osteogénico y
adipogénico, respectivamente. A su vez un
progenitor comprometido, progresa por esa via
de diferenciacion hasta generar el fenotipo
maduro debido a que se expresan y/o activan
genes y proteinas asociadas a la funcion del tejido
maduro que la célula diferenciada formara. Asi,
para el linaje osteogénico se produciran
osteocalcina y osteopontina y para el adiposo
se sintetizard la enzima lipoprotein lipasa. A
pesar que se conocen muchos inductores para
el compromiso y diferenciacién in vitro de las
MSC, los factores que operan in vivono han sido
identificados adn. Por otro lado, numerosos
estudios tanto in vivo como in vitro han
demostrado que éstas células ademas de
diferenciarse a los tejidos mesenquimaticos ya
sefialados, también pueden diferenciarse a
células de linajes no mesenquimaticos (tabla 2-
1). Asi, estas células troncales adultas también
presentan plasticidad y pareciera por lo tanto que
su potencial de diferenciacion es mas amplio
que lo inicialmente supuesto.

El alto poder expansivo ex vivo de las MSC,
junto a su capacidad de ser les confiere un
enorme atractivo para ser usadas en terapias
biolégicas. Como componente celular del
estroma de la médula 6sea, la MSC forma parte
del proceso hematopoyético. Desde esta
perspectiva la MSC contribuye a la conformacién
del microambiente hematopoyético, a través de
la produccién tanto de citoquinas y factores de
crecimiento (senales solubles) como de
moléculas de adhesion y matriz extracelular
(tabla 2-2). Por lo tanto, se ha planteado que la
MSC puede ser un blanco celular atractivo para
regular, en forma indirecta la hematopoyesis,
como por ejemplo en acelerar y hacer mas
eficiente la reconstitucion hematopoyética post-
trasplante de HSCH. Otra propiedad muy
interesante de las MSC es su capacidad de
establecer interacciones con progenitores
especificos de células efectoras del sistema
inmune y modular asi su funcion. En el contexto
de estas interacciones, la MSC expresa
antigenos del complejo principal de
histocompatibilidad (HLA: “Human leucocyte
antigen”) de clase I, pero no de clase II, los que
si pueden ser expresados frente a estimulos
como IFN-y. A pesar de la expresion de los
antigenos de HLA, las MSC escapan al
reconocimiento y no activan linfocitos T
alorreactivos en cultivo. Por otro lado las MSC
tienen propiedades inmunosupresoras
mediadas por citoquinas, son capaces de inhibir



la proliferaciéon de linfocitos T activados y de
reducir la incidencia de enfermedad injerto
contra huésped. Estas observaciones apoyan el

uso de MSC alogeneicas, con fines
inmunomoduladores en pacientes no
compatibles.

Tabla 2-2. Células troncales; mesenquimaticas: expresion de citoquinas y sus receptores
y de componentes de matriz extracelular

Tipo de proteina

Componente especifico

Citoquinas y factores

de crecimiento G-CSF, M-CSF.

IL-1a, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15, IL-27, LIF, SCF, Flt-3 ligando, GM-CSF,

Receptores IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, IL-10R, IL-13R, IL-17R, LIFR, SCFR, G-CSFR, IFN-

YR, TNFIR, TNFIIR, TGFBIR, TGFIIR, bFGFR, PDGFR, EGFR.
Moléculas de avp3, avp5, al, a2, a3, a5, av, p1, f3, p4, ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM-1, LFA-
adhesion 3, L-selectina, endoglina, CD44.

Matriz extracelular

Colagenos [, 11, IV, V, VI, fibronectina, laminina, proteoglicanos, hialuronato.

*: revisiones generales sobre el tema: Prockop, 1997, Minguell, 2001

5. CELULAS TRONCALES DE LA MEDULA
OSEA Y SU POTENCIAL USO CLINICO

La abundante literatura acerca de las
propiedades biolégicas de las células troncales,
ajeno a su origen embrionario o adulto,
demuestra que algunas de estas propiedades
han sido utilizadas para el desarrollo de
estrategias de terapias celulares, muchas de las
cuales ya estan en avanzadas etapas de estudios
clinicos. Asi, el uso de CT adultas se visualiza
en el desarrollo de terapias celulares dirigidas

al tratamiento de procesos regenerativos, de
un vasto repertorio de enfermedades y muy
probablemente en ofrecer al paciente una mejor
calidad de vida con una mas prologada
expectativa de subsistencia libre de
enfermedad. En la tabla 2-3, se indican algunas
de las opciones terapéuticas asignadas a las
células troncales adultas. Es interesante destacar
que en la mayoria de las terapias indicadas, la
célula troncal asociada es una célula residente
de la médula 6sea.

Tabla 2-3. Posibles usos terapéuticos de células troncales adultas

Célula troncal o Enfermedad “blanco

progenitores relacionados

”

Referencias

Neuronal

Parkinson, Alzheimer, dafio médula
espinal, esclerosis mdltiple, apoplejia

Schwarz, 1999; Magavi, 2000;
Kondo T, 2000

Musculares cardiacas
congestivas

Infarto miocardio, fallas cardiacas

Beltrami, 2001; Rosenthat, 2001,
Siminiak, 2003

Productoras de insulina Diabetes

Serup, 2001

Mesenquimaticas
osteoporosis

Osteoartritis, distrofia muscular,

Young, 1998; Cancedda, 2003

Hematopoyéticas Céncer, inmunodeficiencias, leucemias,| lkehara, 2001
enfermedades hematoldgicas
hereditarias
Hepaticas Hepatitis, cirrosis Shaftritz,2000; Starin, 2000; Muraca,

2003

Epiteliales (piel)
foliculo piloso

Quemaduras severas, cicatrizaciones,

Toma, 2001; Oshima, 2001

Retina Degeneracién mécula

Tropepe, 2002

Dentales Estructuras dentales

Gronthos, 2000

Sangre cordén umbilical Terapias in dtero

Ende, 2001

*: revisiones generales sobre el tema: Johansson, 2003; Burt, 2003; Marty, 2003; Byrne, 2003; Hirani, 2002.
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Si bien es cierto que atn falta mucha informacién
sobre la biologia de las CT, no cabe duda que el
intenso trabajo cientifico en curso permitira
dentro del corto plazo identificar aquellos
aspectos celulares o moleculares que adn son
contradictorios o desconocidos. Por otro lado,
dada la notable velocidad con que la
informacién generada en los laboratorios
cientificos se ha trasladado a la clinica médica,
en muchos se ha decidido meter en una “caja
negra” aquellos datos bdasicos no
definitivamente establecidos y avanzar con la
implementacion de una terapia en particular, en
beneficio de los pacientes que puedan recibirla.
Entre aquellos aspectos, aun no totalmente
establecidos, se mencionan los siguientes: (a)
determinar para cada caso la via mas adecuada
para hacer ingresar la CT al paciente (implante
vs trasplante), (b) determinar el perfil de
histocompatibilidad y las respuestas
inmunogénicos que genera una CT alogeneica,
(¢) las CT estan normalmente presentes en bajas
cantidades en los diferentes tejidos u 6érganos,
por lo tanto sera necesario perfeccionar los
sistemas de expansion ex vivo manteniendo sus
propiedades de no comprometidas y no
diferenciadas, (d) definir opciones para su uso
en enfermedades agudas, donde
probablemente no se dispondra de tiempo
suficiente para efectuar las manipulaciones
tendientes a su obtencién y expansion, (e)
definir estrategias para el uso de CT en
enfermedades genéticas, (f) determinar la
“calidad biolégica” de CT de pacientes adultos
en cuanto a acumulacion de dafo o de
evidencias de senescencia (largo de telomeros)
y finalmente, (g) ¢serd la utilizacién de CT en
terapias celulares un privilegio unico de
pacientes de paises desarrollados o sera factible
implementar o transferir tecnologias para que
pacientes de paises en desarrollo también se
beneficien?.
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RESUMEN

Los glébulos rojos son cé€lulas anucleadas que se forman en la médula 6sea a partir de «stem
cells». Una vez en la circulacion tienen como principal funcién transportar oxigeno a los tejidos,
tarea que desarrollan por aproximadamente 120 dias, hasta que el sistema fagocitico mononuclear

los retira de la circulacion.

En este capitulo se revisa la estructura de los eritrocitos (especialmente de su membrana), sus
principales vias metabdlicas, y la estructura y funcién de la hemoglobina (Hb).

El conocimiento sobre la estructura de la membrana, enzimas y Hb de los hematies es necesario,
entre otros aspectos, para entender las anemias hemoliticas intracorpusculares (ver capitulo 8).

1. INTRODUCCION

Los glébulos rojos tienen como funcién principal
y utilizando su proteina més abundante, la Hb,
transportar el oxigeno desde los pulmones a
los tejidos. Dicho de otra manera la mision de
los hematies es proteger y transportar la Hb
para que ésta pueda realizar su funcién
respiratoria. Para ello, tanto el ndcleo como las
estructuras citoplasmaticas han sido
reemplazadas por una solucién concentrada
de Hb, en la que también se encuentran
enzimas, encargadas de mantener un reducido
metabolismo celular.

Este capitulo describe los aspectos mas
importantes de la estructura de los eritrocitos
(proteinas de membrana y Hb), su metabolismo
y destruccion. Conocer lo anterior es muy
importante para comprender la fisiopatologia
de algunas anemias, intra y extracorpusculares.

2. ESTRUCTURA DE LOS GLOBULOS ROJOS

La misién de los glébulos rojos (GR) es proteger
y transportar la Hb para que ésta pueda realizar
su funcion respiratoria. Para ello, tanto el ndcleo
como las estructuras citoplasmaéticas han sido
reemplazados por una solucion altamente
concentrada de Hb, en la que también se
encuentran diversas enzimas, imprescindibles
para mantener un reducido metabolismo celular.
Al no tener nucleo, esta célula no puede
replicarse ni sintetizar proteinas. Algunas
funciones de los hematies son:

+ Transportan Hb (la cual lleva el oxigeno

desde los pulmones a los tejidos).

+ Transportan el CO, desde los tejidos a los
pulmones. Esto, en parte, lo consigue
porque contiene gran cantidad de anhidrasa
carbdnica, la que cataliza la reaccién entre
el diéxido de carbono y el agua, formando
ion bicarbonato (HCO,).

+ Son un excelente amortiguador acido-base.

Los sistemas metabdlicos de los hematies se
hacen progresivamente menos activos con el
tiempo, y las células se hacen mas fragiles,
probablemente porque sus procesos vitales se
desgastan.

Los glébulos rojos por dentro de la membrana
celular presentan el citoesqueleto, llamado
esqueleto de membrana eritrocitaria; es una red
de proteinas que tapiza la membrana
plasmatica. En el interior de la célula se
encuentra la Hb como solucion concentrada.

La estructura de los hematies les permite
adquirir forma de disco bicéncavo; esto les
confiere mas superficie que volumen y les
facilita la deformabilidad y transporte de
oxigeno.

Los eritrocitos de frente tienen un diametro de
7 - 8 micras y de perfil 2,5 micras y 1,2 micras
de espesor. Esta conformacion les permite pasar
por los capilares (2-3 micras) y llegar al bazo, el
cual actia como filtro, ya que, a medida que
los GR envejecen, pierden la capacidad de
deformarse debido a que van adquiriendo
rigidez en la membrana, producto de la



disminucion en el aporte de ATP y otros eventos
en su superficie, lo que impide un paso normal
por los capilares del bazo. Este proceso lleva a
la destruccion de aquellos GR que quedan
retenidos en este 6rgano por un proceso
denominado hemocateresis.

2.1. Membrana eritrocitaria

La membrana es responsable de la caracteristica
forma discoide de los GR y contribuye a
mantener su deformabilidad y elasticidad; su
permeabilidad le permite regular también el
volumen. Al igual que otras membranas
celulares posee un modelo de mosaico fluido
y esta constituida por lipidos, proteinas e
hidratos de carbono (figura 3-1).

Figura 3-1. Estructura de la membrana de los globulos
rojos. La membrana del eritrocito se compone
principalmente de lipidos y proteinas que la atraviesan y
que ademads se encuentran formando una malla interna
que tiene caracteristicas de citoesqueleto. La distribucién y
las interacciones verticales y horizontales de estas proteinas
permiten la estabilidad y deformabilidad del eritrocito y el
movimiento de las mismas en la membrana.

Los lipidos se disponen en doble capa, en la
que se hallan total o parcialmente sumergidas
diversas proteinas, llamadas proteinas
integrales, y su superficie interna esta recubierta
por una estructura fibrilar de proteinas
(citoesqueleto). La interaccion entre proteinas
integrales y proteinas del esqueleto y lipidos
condiciona la forma eritrocitaria, caracterizada
por un exceso de superficie con relacion al
volumen, la relacién sup/vol es decisiva para
garantizar la deformabilidad eritrocitaria.

Los lipidos, que constituyen un 40% del peso
seco de la membrana son, principalmente,
fosfolipidos y colesterol y en menor proporcion,
acidos grasos libres y glucolipidos. Al
disponerse en doble capa permiten que los
grupos polares queden al exterior y los apolares
se unan entre si. Esta estructura es fluida por el
caracter insaturable de los acidos grasos que
forman parte de los fosfolipidos.

Las proteinas constituyen aproximadamente el
50% del peso seco de la membrana y pueden
hallarse total o parcialmente sumergidas en la
doble capa lipidica. Su estudio se puede realizar
a través de electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE), que las separa por peso
molecular (tabla 3-1). Las proteinas integrales
forman estructuras de la membrana y las
proteinas periféricas forman el citoesqueleto.

Los carbohidratos representan alrededor del 10%
de las macromoléculas de la membrana del GR.

Tabla 3-1. Distribucion de las proteinas de membrana eritrocitaria en PAGE

Nimero de banda Proteina Peso molecular Numero de sitios por Relacion con la
electroforética (kDa) célula membrana
1 Espectrina (cadena a) 240 200.000 Periférica

2 Espectrina (cadena b) 220 200.000 Periférica
2.1 Ankirina 215 100.000 Periférica

3 Banda 3 90-105 1.200.000 Integral

4.1 Banda 4.1 80 200.000 Periférica
4.2 Proteina kinasa 72 - Periférica
4.5 Transportador glucosa 45-75 - Integral
49 Dematina 48 100.000 Periférica

5 Actina 43 500.000 Periférica

6 G-3PD 35 - Periférica

7 Tropomiosina 29 - Periférica
Region PAS 1* Glicoforinas A, B,Cy D 39 ~1.000.000 Integral
Region PAS 2* Monémero Glicoforina A 39 - Integral
Region PAS 3* Monémero Glicoforina B - - Integral

* Corresponde a la deteccion de proteinas altamente glicosiladas tefiidas con PAS.
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2.1.1. Proteinas integrales

Las moléculas integrales forman parte
estructural de la doble capa lipidica, hallandose
total o parcialmente incluidas en el espesor de
la bicapa, de forma que muchas pueden
desplazarse a lo largo y a lo ancho de ella,
confiriéndole gran fluidez. A continuacién se
indican estas proteinas con las caracteristicas
mas relevantes:

Banda 3 o Canal aniénico. Es la proteina integral
mas abundante. Posee elevado PM (95 kDa) y esta
codificada por un gen situado en el cromosoma
17. Su fragmento oligosacarido es responsable de
la antigenicidad de los grupos sanguineos liy ABH.
Sus funciones son: (a) contribuir al intercambio de
iones CI' y HCO;" entre el interior y el exterior de
los GR, y (b) contribuir a fijar el citoesqueleto a la
bicapa lipidica.

Glicoforinas. Las glicoforinas son ricas en acido
sidlico. Las de mayor importancia son cuatro
(A, B, Cy D)y constituyen el 2% de las proteinas
de membrana. Los fragmentos glucidicos de
estas proteinas afloran a la superficie externa
de diversos grupos sanguineos. La glicoforina
C ademas, desempefia un papel importante en
la union del citoesqueleto a la bicapa lipidica.

Bomba Na, K ATPasa. La bomba Na, K que es
dependiente de ATP, regula el intercambio de
Naty K*.

GLUT 1. Es una proteina estructurada como un
homotetramero, que realiza el transporte de
glucosa a través de la membrana eritrocitaria. Este
sistema de transporte es del tipo difusion
facilitada y presenta una Km de 1-2 mM (Km es
la concentracion de glucosa con la que se alcanza
la mitad del transporte méaximo). El transportador
GLUT 1 también ha sido identificado en placenta,
barrera hematoencefalica, cerebro, rifiones,
colon, etc. Este transportador no depende de la
accion de la insulina.

Otras proteinas transportadoras. Se ha
reportado la existencia de varias otras proteinas
transportadoras en la membrana de los glébulos
rojos humanos. Entre ellas se puede mencionar
al cotransportador de glicina y sodio, que
permite la incorporacion del aminoéacido a las
células. El transportador de colina, que incorpora
a esta molécula nitrogenada fundamental para
la sintesis del fosfolipido de membrana
fosfatidilcolina. El transportador de uridina, otra
de las proteinas transportadoras reportadas para
la membrana de los eritrocitos, permite el

movimiento de la base nitrogenada a favor de
su potencial quimico de difusién. También se
ha observado la presencia de un intercambiador
sodio-proton y transportadores de tirosina,
fenilalanina, triptofano, valina, leucina, lisina,
arginina, adenosina, AMPc, glicerol, piruvato,
lactato, acido drico, creatina, etc.

2.1.2. Proteinas periféricas

Las proteinas periféricas conforman el
citoesqueleto; son muy diversas. Mediante la
electroforesis en gel de poliacrilamida se
identifican y cuantifican facilmente. Estas
proteinas periféricas son:

Espectrina (Bandas 1y 2). Es la proteina mas
abundante del citoesqueleto. Resulta de la unién
de 2 dimeros cada uno formado por una cadena
alfa y una cadena beta. La alfa es codificada en
el cromosoma 1 y la beta en el cromosoma 14.
La espectrina establece interacciones
funcionales con otras proteinas del esqueleto,
en especial con la actina, la proteina 4,1 y la
Ankirina.

Proteina 4,1. Contribuye a la estabilidad de la
unién entre la espectrina y la actina y al anclaje
del esqueleto a la bicapa lipidica.

Proteina 2,1 o Ankirina. Constituye un
importante punto de anclaje del esqueleto a la
bicapa lipidica, especialmente a la banda 3.

Actina. Se une a la espectrina.

Proteina 4,9. Necesaria para la configuracion
molecular de la actina.

Aducina, Tropomiosina y Palidina. Los
dimeros de espectrina se unen cabeza a cabeza
formando tetrameros y estableciendo
interacciones funcionales con otras proteinas del
esqueleto, en especial con la actina, la proteina
4,1 y la ankirina, de forma que 6 unidades de
espectrina se unen a un oligémero de actina,
formando una red de estructura hexagonal
altamente organizada. Cada union espectrina-
actina se estabiliza por la formacién de un
complejo ternario («junctional complex») con la
proteina 4,1 que ademas fijala red a la membrana
por su interaccién con la glucoforina C. Este
complejo es estabilizado por la tropomiosina, la
cual se asienta en el canal de los filamentos de
actina, la proteina 4.9 se une a la actina
envolviéndola, en tanto la aducina permite la
union de dos heterodimeros de espectrina, la
ankirina une la red al lado interno de la doble



capa de lipidos a través de su union con la banda
3, esta union es estabilizada con la adicion de
la banda 4.2.

La relacion funcional de las proteinas del
citoesqueleto entre si y con la doble capa
lipidica, se ha establecido a partir del modelo
que considera dos tipos de interacciones:

a) Interacciones horizontales. Mantienen la
estabilidad global del esqueleto:
Dimeros de espectrina (sp-sp)
Espectrina (beta) y actina, estabilizada por la
proteina 4,1 (sp-actina-4,1)

b) Interacciones verticales: Unen el
citoesqueleto a la bicapa lipidica (membrana):
Espectrina (beta) y Banda 3 estabilizada por
ankirina (sp-ank-3) Proteina 4,1, glicoforina,
banda 3 (4,1-glucoforina-3).

2.1.3. Moléculas de adhesion

Los eritrocitos expresan una gran cantidad de
moléculas de adhesion (tabla 3-2), entre las
proteinas que pertenecen a la superfamilia de
las inmunoglobulinas (IgSF) y que median la
adhesion de los globulos rojos, varias de ellas
son bien conocidas, CD47 que es un receptor
para trombospondina y se puede encontrar
también en otras células, CD239 que
corresponde al antigeno Lutheran funciona
como receptor para laminina tanto en células
Drepanociticas como en diversos epitelios
neoplasicos, CD242 que corresponde al
antigeno LW y es capaz de unir varias formas
de integrinas cominmente expresadas por
leucocitos y otros tejidos, CD147 molécula
necesaria para que el glébulo rojo pueda
atravesar el Bazo y regresar a la circulacion,
CD44 coopera con VLA-4 como receptor para
fibronectina y CD99 que media las interacciones
GR-linfocitos, aunque este rol fisiol6gico todavia
no es bien conocido.

Tabla 3-2. Moléculas de adhesi6n expresadas por los eritrocitos circulantes

Moléculas de adhesion y nombre alterno

Ligando/ Funcion adhesiva

CD36 ( solo reticulocitos ), GP IV plaquetaria
VLA-4 ( solo reticulocitos ), Integrina o, |31
CD44, Indian ( In* /In® )

CDA7, Proteina asociada a Integrina ( IAP )
CD58, LFA-3

CD99, producto del gen MIC2

CD108, JMH, Semaforina K1 ( SEMA7A )
CD147, Neurotelina, Ok?

CD242, ICAM-4, LW

CD239, Lutheran, B-CAM/LU

Trombospondina, VCAM-1, posiblemente

Trombospondina (plaquetas)

fibronectina

Hyalurona, posiblemente fibronectina
Trombospondina

CD2
Formacion de rosetas de células T

Posible rol en la adhesién de linfocitos activados
Colédgeno tipo IV, fibronectina, laminina en otros tejidos.
Integrinas de leucocitos (a, B, , op,, o, )

Laminina, posiblemente alguna integrinas

3. METABOLISMO DE LOS HEMATIES

Los hematies maduros no tienen nitcleo,
mitocondrias ni reticulo endoplasmico; sin
embargo, si poseen enzimas citoplasmaticas
que son capaces de metabolizar la glucosa y
formar pequefias cantidades de adenosin
trifosfato (ATP) y la forma reducida de la nicotin-
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amida-dinucleétido fosfato, NADPH.

La glucosa es practicamente el unico
combustible utilizado por los hematies. Penetra
en ellos rapidamente por difusion facilitada, para
convertirse en glucosa-6-fosfato (G,P). Esta
puede seguir dos vias (figura 3-2).




Via Embden-Meyerhof
(glucdlisis anaerdbica)
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Figura 3-2. Via metabélica de la glicélisis en el eritrocito. Se encuentra la via anaerébica
o de Embden-Meyerhof, la via aerébica o via de las pentosas, el “shunt” de Rapaport
(indispensable en la formaciéon de 2,3-DPG) y la via de las diaforasas o

metahemoglobinreductasa.

El 80-90% se convierte en lactato mediante la
via glucolitica. A partir de una reaccion colateral
(“shunt” de Rapaport ) se obtiene el mediador
de la afinidad de la Hb por el O,, el 2,3-
difosfoglicerato (2,3-DPQ).

El 10% de la glucosa es sometida a oxidacion
por medio de un cortocircuito de la hexosa-
monofosfato. Esta via mantiene el glutation en
forma reducida para proteger a la Hb y la
membrana del eritrocito de la oxidacién por
radicales libres (peréxidos y superoxidos) y por
oxidantes exégenos (farmacos y toxinas).

El NADPH sirve a los hematies de muchas e
importantes formas:

+ Mantiene la flexibilidad de la membrana
celular.

* Mantiene el transporte de iones a través de
la membrana. Permite regenerar el ATP que
proporciona la energia necesaria para que
la membrana del hematie mantenga util la
bomba de sodio-potasio, evitando asi que
el sodio y el agua penetren en su interior, lo
que provocaria su destruccion. Es decir,
contribuye a mantener la forma del hematie.

* Mantiene el hierro dela Hb en forma ferrosa
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(Fe+?), en lugar de férrica (Fe+3) que provoca
la formacion de metahemoglobina que no
transporta oxigeno.

+ Evita la oxidacién de las proteinas de los
hematies.

La maduracion eritroblastica conlleva la
desapariciéon de practicamente todas las vias
presentes en cualquier otra c€lula. El eritrocito
maduro es incapaz de sintetizar lipidos o
proteinas y obtener energia a través del ciclo
de Krebs y la fosforilacién oxidativa. Su unica
fuente energética es la glucdlisis anaerobia, cuyo
rendimiento neto es de 2 ATP por cada molécula
de glucosa oxidada. Esta fuente energética es
suficiente para que desarrolle funciones que
permiten su supervivencia en circulacion. El
eritrocito presenta 4 vias metabodlicas: glucolisis
anaerobia (via de Embden-Meyerhof),
metabolismo éxido-reductor (via de pentosas
fosfato y sintesis de glutatiéon), metabolismo
nucleotidico, y sistema diaforasico.

3.1. Glucolisis anaerobia
La glucosa que difunde hacia el interior de los

eritrocitos es oxidada a piruvato mediante un
proceso de glicdlisis sin consumo de O,



(anaerobio), en un proceso que consta de 2
etapas (figura 3-2): (a) Transformacién de
glucosa en Gliceraldehido-3-P (GA3P) y
Dihidroxiacetona-P (DHAP) con consumo de 2
ATP, y (b) Oxidacién de ambos compuestos a
piruvato y lactato con formacién de 2 ATP por
cada molécula de GA3P (total 4 ATP/glucosa);
el piruvato se transforma en lactato por la accion
de la LDH (lactato deshidrogenasa) eritrocitaria.

La glucdlisis anaerobia posee 3 enzimas que al
catalizar reacciones irreversibles constituyen
etapas limitantes: Hexoquinasa (HK) que
transforma glucosa en Glucosa-6-P (G6P),
fosfofructoquinasa (PFK) que transforma
Fructosa-6-P (F6P) en Fructosa-1,6-diP (F1, 6DP),
y piruvatoquinasa (PK) que transforma el
Fosfoenolpiruvato (PEP) en piruvato.

Debido a que la via de Embden-Meyerhof es la
Unica fuente de energia del eritrocito, el déficit
de una de estas enzimas es suficiente para
bloquear su funcionamiento y ser causa de
anemia hemolitica produciendo un aumento en
los niveles de LDH plasmatico.

Una derivacién importante de la glucdlisis
anaerobia es el ciclo de Rapaport-Luebering,
que transforma 1,3 difosfoglicerato (1,3 DPQ)
en 2,3 DPG. El 2,3 DPG mediante fosforilacion
se transforma en 3-Pglicerato y con ello cierra
el ciclo. Ambas reacciones son catalizadas por
una misma enzima, con doble funcién: mutasa
y fosfatasa. Aunque la importancia de este ciclo
deriva de la funcién reguladora del 2,3 DPG
sobre la funcién hemoglobinica, es probable
que este metabolito constituya un reservorio
energético frente a situaciones, como una
disminucion de pH intraeritrocitario que
disminuye la actividad glucolitica.

El 2,3 DPG es un anién altamente cargado que
se une a las cadenas de la Hb, favoreciendo la
liberacion del O,. El aumento de la
concentracion de 2,3 DPG en los glébulos rojos,
desplaza la curva de disociacion de la
oxihemoglobina hacia la derecha. Entre los
factores que se sabe que elevan la concentracién
de 2,3 DPG en los eritrocitos humanos se
cuentan la disminucién del pH citosdlico, las
hormonas tiroideas, la hormona del crecimiento
y los andrégenos.

Otra reaccion importante de la glucdlisis
anaerobia es catalizada por la enzima
gliceraldehido-3-P-DH, ya que mantiene el
NADH en estado reducido, imprescindible para
mantener al Fe de la Hb en estado reducido, a
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través de la reaccion catalizada por NADH
diaforasa o citocromo B5-reductasa.

3.2. Metabolismo 6xido-reductor (via de las
pentosas o hexosamonofosfato)

Una via alternativa a la glucdlisis anaerobia es
el ciclo de la hexosa monofosfato (via de las
pentosas), que en condiciones normales deriva
entre 5-10% del catabolismo de la glucosa. Esta
via funciona sin el consumo de oxigeno, de
forma que su actividad puede aumentar 20-30
veces si se produce un brusco aumento de la
oxidacion intracelular.

El principal factor limitante es el cociente
NADP+/NADPH y la enzima Glucosa-6P-DH,
que precisa del cofactor NADP+, pero que a la
vez es intensamente inhibida por NADPH
(reducido).

En el desarrollo de su funcion, el eritrocito suele
hallarse sometido a agresiones oxidantes y el
NADPH es por si mismo insuficiente para
amortiguarlas. La célula dispone de un
compuesto, el Glutatién, que en estado
reducido (GSH) realiza esta funcién. El glutation
es un tripéptido sintetizado por 2 enzimas que
precisan consumo de ATP. Bajo forma reducida
y mediante una reaccidén catalizada por la
glutation peroxidasa, elimina el exceso de
perdxido. El nivel de GSH generalmente
elevado, se mantiene gracias a NADPH (de la
via de las pentosas) y a la actividad de la
glutation reductasa. El poder reductor del
eritrocito reside en su capacidad de regenerar
NADPH, necesario a su vez, para mantener el
nivel de GSH.

El déficit congénito de glucosa-6-P-DH implica
una gran disminucion del poder reductor
eritrocitario.

Dado que el glutation no difunde a través de
membranas eritrocitarias, su concentracion se
mantiene gracias a un sistema en el que
intervienen 2 enzimas: delta-
glutamilcisteinasintetasa y glutation sintetasa.

3.3. Metabolismo nucleotidico

Junto a las enzimas glucoliticas, el eritrocito
dispone de otras enzimas que también
contribuyen al mantenimiento del ATP, y que
actdan sobre la llamada mezcla de nucleétidos
adenilicos (ATP y en mucho menor proporcion
ADP y AMP). Entre ellos se destacan la
adenilatoquinasa (AK), la ATPasa, la



adenosindiaminasa (ADA) y la pirimidina-5-
nucleotidasa. AK y ATPasa contribuyen a reciclar
el ADP a partir de ATP generado en la glucdlisis.
La ADA transforma adenosina en inosina y
contribuye a su eliminacion o reciclaje. AKy ADA
utilizan el mismo sustrato (adenosina), lo que
explica que tanto el déficit de AK como un exceso
de ADA tengan una expresividad clinica similar,
derivada del insuficiente reciclaje de AMP y la
disminucion de la concentracion de ATP.

La pirimidina 5 nucleotidasa interviene en la
degradacion del RNA, y su déficit produce
acumulacion intraeritrocitaria de nucleétidos,
que interfiere, tanto en la degradaciéon normal
del RNA como en la actividad de las enzimas
clave de la glucdlisis, disminuyendo la
produccion de ATP.

3.4. Sistema de diaforasas

El mantenimiento de la funcién respiratoria de la
Hb, requiere que el Fe heminico se halle en estado
reducido. A ello contribuye la enzima diaforasa o
metaHbreductasa (citocromo B5 reductasa). El GR
normal posee 2 sistemas diaforasicos, el principal
y el secundario. En el principal interviene la
citocromo B5 reductasa, que utiliza el NADH y el
secundario permanece inactivo.

La citocromo-B5-reductasa esta presente en
gran nimero de c€lulas del organismo y cataliza
la transferencia de electrones desde el NADH
al citocromo B5, que los cede directamente al
Fe heminico, manteniendo su estado reducido.
La diaforasa que usa NADPH como sustrato,
carece de aceptor fisiolégico de electrones, por
lo que permanece inactiva en condiciones
normales. Ciertos colorantes como el azul de
metileno son aceptores no fisiolégicos de
electrones, de tal forma que en caso de déficit
del sistema diaforasico principal, pueden
emplearse como tratamiento para disminuir el
exceso de metaHb y eliminar la cianosis.

4. HEMOGLOBINA
4.1. Estructura de la Hb

La molécula de Hb es el resultado final de un
largo proceso evolutivo, con perfecta
adaptacion a la funcién que desarrollan las células
animales, esto es: transportar O, desde los
pulmones a los tejidos del cuerpo y facilitar el
regreso de CO, desde los tejidos a los pulmones.

Las caracteristicas funcionales de la Hb como
un transportador de gases fueron determinadas
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mas de medio siglo antes de que se formulara
su estructura proteica, la cual ha tenido que
esperar el desarrollo de técnicas de laboratorio
mas complejas como son la cristalografia por
rayos X y el advenimiento de la biologia
molecular moderna. El conocimiento de su
estructura y funcién es fundamental para
entender y comprender el comportamiento de
las hemoglobinas anormales y valorar la
importancia que su déficit o ausencia origina.

La Hb fundamentalmente, aunque no en forma
exclusiva, es una proteina transportadora de O,.
Se localiza en el interior de los glébulos rojos. En
la mayor parte de los invertebrados, el pigmento
que transporta O, circula libremente en el plasma
mas que dentro de células, lo cual es bastante
ineficiente. La Hb como una proteina libre en el
plasma ejerce una presion osmética de alrededor
de cinco veces mas que la producida por las
proteinas plasmaticas solas. Al estar este
pigmento en corpusculos (eritrocitos), la
viscosidad de la sangre puede ser mantenida a
un bajo nivel no provocando deshidratacion de
los tejidos. En cada hematie hay alrededor de
280 millones de moléculas de Hb, cada una con
un peso molecular de 64.458 daltons, tiene forma
elipsoide y unas dimensiones de 64 x 55 x 60 A,
(2 subunidades o de 15.750 daltons y 2
subunidades {3 de 16.500 daltons).

La Hb es una proteina conjugada cuya parte no
aminoacidica o grupo protésico se conoce con
el nombre de hemo, el cual esta formado por la
unién de una protoporfirina IX y un atomo de
hierro en estado ferroso (Fe*?). La porcion
proteica se denomina globina, es una proteina
globular formada por un tetrdmero integrado
por cuatro subunidades iguales dos a dos,
siendo cada subunidad una cadena
polipeptidica. Aunque lo mas probable es que
originalmente haya sido una proteina
monomeérica similar a la mioglobina.

Las cadenas de Hb humana se han denominado
de acuerdo a las letras del alfabeto griego: alfa
(a), beta (B), gamma (y), delta (3), épsilon (¢) y
zeta (C). De las combinaciones dos a dos de las
diferentes cadenas de globina se van a formar
las diferentes hemoglobinas en los periodos
embrionario, fetal, neonatal y adulto.

En condiciones normales se forman seis variantes
de Hb: Tres son hemoglobinas embrionarias
transitorias, con gran afinidad por el O,: Gower
1(C,¢,), Gower 2 (a,¢,),y Portland (CZ Y,)-

La Hb fetal (Fy: a, Gy,)y (F:a, Ay'z) presentes



al nacimiento en una proporcién de 7:1
respectivamente, es la Hb mas importante del
feto y neonato (65%-95%), produciéndose
solamente como trazas en la vida adulta en
condiciones normales (<1%). En ciertas
situaciones que pueden ser adquiridas o
hereditarias se encuentra aumento de la Hb fetal
y fundamentalmente en base a F, (a, Ay'z).

Las hemoglobinas encontradas después del
nacimiento son: A: o, B, YA, o, ..

La Hb A, representa aproximadamente el 97%
de la HD del adulto. La Hb A, es una pequefia
fraccion que existe en los individuos normales
en una cantidad de aproximadamente 2,5%.

Existen tres condiciones imprescindibles que
deben ser satisfechas para que la globina
funcione en forma adecuada:

+ Libre acceso del agua a la superficie de la
globina para mantenerla en solucion, para
ello el exterior molecular debe ser rico en
cadenas laterales hidrofilicas polares.

+ Elinterior de la molécula debe seguir siendo
hidrofébico, resultado de su alto contenido
en aminoacidos repelentes al agua.

+ Lamolécula de globina debe mantenerse lo
suficientemente rigida, lo que se logra con
una proporcion extraordinariamente alta de
aminodacidos en disposicion helicoidal.

4.1.1. Estructura primaria a cuaternaria

a) Estructura primaria

Con este término se designa al esqueleto de la
cadena polipeptidica de globina y establece
especificamente la secuencia de sus

aminodacidos.

Las proteinas estan compuestas por unidades

estructurales denominadas aminoacidos unidos
por un fuerte enlace covalente denominado
enlace peptidico, el cual se establece entre los
grupos carboxilos y amino de los aminoacidos.
De los 20 aminoacidos que forman las proteinas,
la Hb incorpora a la estructura de su molécula
17 de ellos.

Cada aminoacido posee 2 grupos, un grupo
amino cargado positivamente y un grupo
carboxilo que lo estd negativamente,
neutralizandose estas cargas al establecerse el
enlace peptidico, permaneciendo sélo cargados
sus residuos N-terminal y C-terminal. Quedan
cargadas también las cadenas laterales (grupos
R), pudiéndose dividir los aminoacidos segun
la naturaleza de sus grupos laterales en
hidrofilicos o polares que se disponen en la
superficie de la molécula o formando la cavidad
central de la misma, e hidrofébicos situados en
el interior molecular y tapizando el bolsillo del
hemo.

Los residuos aminoacidicos mas numerosos son
los hidrofobos (alanina, valina, leucina), siendo
tambi€n muy abundante la histidina, cuyo grupo
imidazol es responsable en forma importante
de las propiedades funcionales de la molécula:
el poder tampon y el efecto Bohr.

Muchas posiciones en las diferentes cadenas de
globina estan ocupadas por el mismo
aminodcido, este fenémeno se conoce como
“homologia secuencial”, siendo muy importante
para el funcionamiento de la molécula.

La secuencia aminoacidica de las cadenas
globinicas, se conocen en muchas especies.
Existen nueve posiciones en la secuencia que
contienen el mismo aminoacido, en
practicamente todas las especies estudiadas
hasta ahora (tabla 3-3).

Tabla 3-3. Residuos aminoacidicos permanentes en la Hb

Posicion Aminoacido Funcién

F8 Histidina Histidina proximal ligada al hemo

E7 Histidina Histidina distal préxima al hemo
CD1 Fenilalanina Contacto con el hemo

F4 Leucina Contacto con el hemo

B6 Glicina Permite maxima aproximacion de hélices By E
C2 Prolina Término de la hélice
HC2 Tirosina Enlaces cruzados de las hélices Hy F

c4 Treonina Desconocida
H10 Lisina Desconocida
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Cadena a

La cadena de a-globina humana consiste de 141
aminoacidos en secuencia lineal. El grupo hemo
esta unido covalentemente por un enlace entre
el hierro del hemo y el grupo imidazol de un
residuo de histidina en la posicién 87 (contando
desde la region N-terminal del polipéptido).
Esta es la denominada histidina proximal.

Cadena

La cadena f§ es ligeramente maés larga que la
cadena a (146 residuos). El hemo se une a la
histidina 92 de la cadena f§ globina. A diferencia
de muchas otras proteinas no hay puentes
disulfuro sea dentro o entre las subunidades de
Hb. El residuo de cisteina en posicion 93 de la
cadena [} es altamente reactivo y facilmente se
oxida para formar disulfuros mixtos y otros
tioésteres. Este fenédmeno puede estar
involucrado en el catabolismo de la Hb.

Cadenas d,y, ey

Existe una considerable homologia estructural
entre las cadenas 90, y, € y las cadenas . En
realidad estas cadenas son sintetizadas a partir
de un grupo de genes localizados en el
cromosoma 11. De igual manera la cadena C es
homdloga con la cadena o, siendo ambos
productos de un grupo de genes localizados
en el cromosoma 16.

b) Estructura secundaria

La estructura secundaria esta determinada por
la relacion espacial entre residuos que estan
cercanos uno de otro en la secuencia lineal.

Las subunidades de Hb son muy buenos
ejemplos de un patron de hélice oy dextrogira,
consistiendo de 3,6 aminoacidos por vuelta.
Esta hélice se establece por enlaces de
hidrégeno entre el grupo carboxilo de cada
residuo y el grupo amino de cuatro residuos
antes (enlaces intracatenarios).

En su estado nativo, aproximadamente el 75% de
la molécula de Hb es una hélice a. Este
relativamente alto contenido helicoidal en
comparacion con otras proteinas globulares
simpilifica la solucién de su estructura tridimensional.
En ciertas localizaciones especificas de las
subunidades de Hb, la hélice es interrumpida por
segmentos que pierden la configuracién helicoidal,
adoptando asi una disposicién lineal por donde la
cadena suele angularse.
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Los segmentos helicoidales se denominan con
letras que van desde la A a la H, comenzando
por el extremo N-terminal de la molécula, los
no helicoidales reciben su denominacion a partir
de las hélices entre los que estan situados, es
decir: NA, AB, CD, EF y asi hasta GH. Los dos
pequenos segmentos lineales situados en los
extremos se denominan NA y HC.

La subunidad f ha demostrado tener 8
segmentos helicoidales, desde la A hasta la H.
Los segmentos helicoidales de la cadena o son
comparables a los de la cadena 3, con excepcion
de los residuos que constituyen la hélice D de
la cadena } que estan ausentes en la cadena a.

Dado que el nimero de aminoacidos en las
distintas cadenas es diferente, 141 en la o y
146 en la B, y con el fin de lograr una méaxima
homologia entre subunidades, cada aminoacido
se numera de acuerdo con su posicion en la
cadena lineal y con el lugar que ocupa en cada
segmento, de este modo la histidina F8 en la
a87 y $92.

La homologia entre subunidades de Hb de
diferentes especies se mantiene, de tal forma
que residuos que son importantes para la
funcién de la molécula se conservan a través
de la evolucion de las especies. Asi por ejemplo
todas las hemoglobinas cuya estructura es
conocida tienen un residuo de histidina en la
posicién F8, excepto dos metahemoglobinas:
la M-lwate y la M-Hyde Park.

c) Estructura terciaria

La estructura terciaria se refiere a como esta
plegada tridimensionalmente cada cadena
polipeptidica, y esta determinada por la
situacion en el espacio de los residuos
aminoacidicos que forman parte de la estructura
lineal, lo que facilita la comprensiéon de las
propiedades funcionales de la proteina.

Hoy en dia existen evidencias claras de que la
secuencia primaria de los aminoacidos es la que
determina fundamentalmente los plegamientos
de la proteina en el espacio tridimensional, y
que solamente esta secuencia primaria es la que
estd determinada genéticamente, definiéndose
posteriormente las estructuras secundaria y
terciaria por uniones entre los radicales de los
aminoacidos que forman la misma (figura 3-3).



Figura 3-3. Estructura terciaria de la Hemoglobina. La
figura muestra una cadena de globina con su respectivo

hemo.

Los plegamientos hacen que dentro de la forma
esferoide que adopta la molécula se cree una
cavidad donde se alojara el hemo, denominada
“bolsillo”, limitada por las hélices B, G, H en el
fondo, por la E y F en sus paredes y con una
apertura préxima a la superficie tapada en parte
por la hélice Cy D.

Esta cavidad esta esencialmente tapizada por
residuos cuyas cadenas laterales, fuertemente
hidréfobas, evitan la presencia de agua y por
tanto la oxidacién del atomo de hierro,
permitiendo el transporte reversible del O,

Existen ademas numerosos puentes de
hidrégeno y fuerzas de Van der Waals que
mantienen la cohesion externa de la estructura
terciaria.

d) Estructura cuaternaria

La estructura cuaternaria esta referida a la forma
como se articulan las cuatro subunidades de
globina, la cual se realiza por uniones débiles
como son los enlaces iénicos y fuerzas no
covalentes tipo Van der Waals y no por fuertes
enlaces covalentes (figura 3-4).

Figura 3-4. Diagrama del tetramero de Hb ilustrando
los diferentes puntos de contacto off.

o1

La combinacién de las cadenas ay f 6 ay y
para formar el tetramero de forma elipsoide o3,
y oy, es esencial para que la Hb realice las
funciones que le son propias: curva sigmoidea
de disociaciéon de la oxihemoglobina,
interaccion hemo-hemo y efecto Bohr.

Las diferencias fisicas y quimicas que se
producen entre la forma oxi y desoxi se
manifiestan por cambios en la estructura
cuaternaria de la molécula.

En un tetramero de Hb del adulto (Hb A) se
aprecia que cada cadena contacta con las dos
cadenas f alo largo de dos diferentes superficies
(figura 3-4) de aqui que si las subunidades son
designadas a,, a,, B, y B,, pueden definirse
dos interfases entre distintas subunidades: o f3,
y a,f, que son estructuralmente idénticas a las
o,B, y a,p,, respectivamente.

La interfase o pB, y o,p, permanecen
relativamente fijas durante la oxigenacion. La
unioén entre estos dimeros es muy estrecha
debido a los 40 contactos entre residuos que
en esta interfase se producen, incluyendo 9
puentes de hidrogeno, por lo que no hay
diferencias entre la forma oxi y
desoxihemoglobina, permitiéndose
movimientos de tan sélo 1 A.

El contacto en la interfase o, y a,B,, al
contrario del previamente senalado, permite un
desplazamiento y rotacién considerable durante
la oxigenacion y desoxigenacion del tetramero
de hasta 7 A . Debido a que el contacto del tipo
o,pB, y o,fB, estd cerca del hemo, cualquier
movimiento de la histidina proximal en la
oxigenacion y desoxigenacion podria esperarse
que tenga un efecto en esta interfase y
viceversa. En realidad la disposicion de los dos
dimeros a lo largo de este contacto o 3, es una
caracteristica fundamental de la interaccién
hemo-hemo. Solamente 19 residuos estan
comprometidos en el contacto a.f,, 10 en la
cadena ay 9 en la cadena f3.

Las fuerzas involucradas son principalmente no
polares del tipo Van der Waals. Debido a la
importancia del movimiento a través de este
contacto, muchos de los aminoacidos
comprometidos se mantendran invariables en
la evolucion y al comparar las hemoglobinas de
las distintas especies vertebradas.

El contacto entre cadenas similares (oo, y ,8,)
son minimos. Una cavidad interna tapizada por
aminoéacidos polares y llena con agua separa en
forma parcial las cadenas similares una de otra.



Contacto o,

La union entre las dos cadenas , aunque escasa,
es de importancia fisiolégica. Ocurre sélo en la
molécula de desoxihemoglobina y juega un
importante papel en la interaccion hemo-hemo,

efecto Bohr y transporte de CO,.

Contacto {3 f3,

Las cadenas B estdan mdas ampliamente
separadas que las cadenas o. El hueco dejado
en la conformacién desoxigenada es capaz de
acomodar una molécula de 2-3 difosfoglicerato
(2-3 DPQ). En la conformacién oxigenada,
cuando las cadenas 3 se mueven en conjunto,
este hueco se hace mas estrecho expulsando a
la molécula de 2-3 DPG.

4.1.2. Hemo

a) Estructura del hemo

El hemo es el grupo protésico de la Hb. Esta
constituido por una ferroprotoporfirina IX, esto
es un esqueleto formado por la protoporfirina
IX con el hierro en estado ferroso (Fe *?). Es un
compuesto tetrapirrélico con un atomo de hierro
hexacovalente en el centro unido a los
nitrégenos de los pirroles (figura 3-5).

Oxigeno (O, )

C
e
2
\CH?
CHJ
CH
2 CH.
¢ cH,
=C

Histidina

Figura 3-5. Estructura del hemo. El hemo esta formado
por una estructura de protoporfirina IX mas el hierro.

El hemo es fundamental para la funcion de todas
las células aerébicas. Ademas de ser el grupo
protésico de la Hb lo es de los citocromos
mitocondriales que realizan el transporte de
electrones, de los citocromos microsomales
comprometidos en una variedad de reacciones
que metabolizan drogas, de la catalasa que
descompone el peréxido de hidrogeno, de la
peroxidasa que activa al peréxido, y finalmente
de la triptofano pirrolasa que cataliza la

o2

oxidacién del triptofano.

b) Biosintesis del Hemo
La mayor parte de los organismos pueden
sintetizar el hemo y las apohemoproteinas.

Aproximadamente el 85% del hemo se sintetiza
en la médula eritropoyética, y el resto
fundamentalmente en el higado. En el higado
la mayoria del hemo sintetizado se incorpora al
citocromo P, . microsomal, que realiza
importante biotransformacién de una gran
variedad de quimicos, carcinégenos, esteroides,

vitaminas, acidos grasos y prostaglandinas.

La via de biosintesis del hemo involucra 8
enzimas, 4 de ellas se encuentran en el
citoplasma y las otras 4 en las mitocondrias
(figura 3-6). El proceso de sintesis se inicia en
la mitocondria con la condensacion de glicina
con succinil CoA para formar el acido 6-5
aminolevulinico (ALA), reaccién catalizada por
la enzima aminolevulinico sintetasa (ALAS). Los
siguientes 4 pasos de la via tienen lugar en el
citoplasma, la ALA deshidratasa (ALAD)
convierte a 2 moléculas de ALA en
porfobilinégeno (PBG). Los dos pasos
enzimaticos siguientes convierten a cuatro
moléculas de PBG en una estructura ciclica
llamada tetrapirroli uroporfirinégeno Il el cual
es descarboxilado formando el
coproporfirinégeno Ill. El tercer paso final
incluye la insercién de una molécula de Fe*?en
la protoporfirina IX por la ferroquelatasa etapa
que ocurre en la mitocondria.
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Figura 3-6. Biosintesis del Hemo. Parte del proceso ocurre
en el interior de la mitocondria y otra en el citosol. (ver

texto).

A continuacion se mencionan las enzimas que
participan en la biosintesis del hemo:

Acido aminolevulinico sintetasa (ALAS). Es un
homodimero que reside en la matriz de la
membrana mitocondrial interna con absoluta



especificidad por la glicina, aun asi esta enzima
se une a este aminoéacido con baja afinidad. El
segundo sustrato, succinil CoA, es un
intermediario del ciclo de Krebs y es el que
provee la energia para la compleja via de la
biosintesis de porfirina. La enzima requiere de
piridoxal fosfato (vitamina B,) como cofactor.
Las evidencias indican que el hemo regula a la
ALAS por disminucion de la vida media del
mRNA y por bloqueo en la translocacién del
precursor proteico de ALAS dentro de la
mitocondria. El hemo regularia la sintesis
eritrocitaria del hemo en un «feedback»
negativo, sin embargo existe controversia
acerca del mecanismo.

Acido aminolevunilico deshidratasa (ALAD).
Esta compuesta por 8 subunidades de 36 kDa y
contiene 4 sitios cataliticos. La enzima requiere
zinc (un atomo por subunidad) y grupos
sulfidrilos intactos para la actividad. Es la enzima
mas abundante en la sintesis del hemo y por lo
tanto incapaz de jugar un rol regulador.

Porfobilinogeno desaminasa (PBG-D). Cataliza
el paso de desaminacion y condensacion de las
4 moléculas de PBG formando el intermediario
tetrapirrélico pre-uroporfirinégeno. La enzima
tiene 35-40 kDa. En humanos el gen de PBG-D
tiene dos isoformas, uno exclusivo de células
eritroides.

Uroporfirinégeno isomerasa (URO-S) y
uroporfirinégeno descarboxilasa (URO-D). La
URO-S cataliza la tinica reaccion en que el anillo
del Pseudoporfirinégeno es invertido y la
cadena es ciclada proporcionando el isomero
tipo Ill. La URO-D cataliza la descarboxilacién
secuencial de 4 moléculas de acetato de las
cadenas laterales del uroporfirinégeno IIl
formando el coproporfirinégeno I, esta enzima
no requiere cofactor pero si necesita grupos
tioles para la actividad enzimatica.

Coproporfirinégeno oxidasa (CPO). Esta enzima
cataliza la descarboxilacion oxidativa de dos
grupos propioénicos en la posiciéon 2 y 4 del
coproporfirinégeno Il y dos grupos vinilicos. La
CPO es localizada en el espacio intermembranoso
mitocondrial probablemente en asociacion con
la cara externa de la membrana interna pero
existe poca informacion sobre el mecanismo por
el cual el coproporfirinégeno Il atraviesa la
membrana externa.

Protoporfirinégeno oxidasa (PPO). Es una
proteina integral de la membrana mitocondrial
interna con el sitio activo en el espacio
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intermembranoso. La PPO cataliza el dltimo
paso en la via del hemo removiendo 6 &tomos
de hidrégeno del anillo porfirinégeno.

Ferroquelatasa. Esta enzima también llamada
hemsintetasa tiene 2 sustratos protoporfirina IX
y hierro férrico y dos productos el hemo y 2H*.
La proteina madura esta sujeta a la membrana
mitocondrial interna con el sitio activo localizado
en la matriz. La enzima activa es probablemente
un monémero aunque se ha sugerido que
funciona como un homodimero 80 kDa.

c) Iteracciones del hemo con la globina
Estudios de Rayos X de alta resolucion han
suministrado informacion precisa acerca de los
detalles de la interaccion entre el hemo y la
globina. El hemo se encuentra insertado en una
hendidura entre la hélices E y F. El hierro esta
ligado covalentemente al nitrogeno imidazolico
de la histidina proximal F8 y con la E7, también
llamada histidina distal. Estos residuos de
histidina son una caracteristica invariable de
todas las globinas de los vertebrados normales.
Hemoglobinopatias estructurales encontradas
hasta la fecha por mutacién de la histidina
proximal incluyen: Hb Mozhaisk (92,
His—Arg), Hb M-Hyde Park (392 His—Tyr), Hb
New Castle (92 His—Pro), Hb Saint Etienne
(p92 His—GlIn), Hb J-Altgeld Gardens ($92
His—Asp). Las hemoglobinopatias estructurales
encontradas por mutacion de la histidina distal
incluyen: Hb Zurich (f63 His—Arg), Hb M-
Saskatoon (63 His—Tyr), Hb Bicétre (63
His—Pro).

El residuo de valina § E11 parece guardar el
acceso del O, al bolsillo del hemo. Este también
corresponde a un residuo que es considerado
invariable y que aparece sustituido en
algunas hemoglobinopatias inestables y
metahemoglobinas, como son: Hb M-
Milwaukee-1 (67 Val—Glu), Hb Bristol (f67
Val—Asp), Hb Alesha (67 Val—=Met), Hb
Sydney (B67 Val—Ala), Hb Manakau (67
Val—Qly).

Ademas de las uniones descritas el hemo esta
ligado a la globina por dos puentes de
hidrégeno que unen los grupos propionicos de
las cadenas laterales de la porfirina a los
segmentos FGy GD y a la hélice H, pero la union
mas fuerte esta asegurada por un gran nimero
(aproximadamente 80) de enlaces hidrofébicos.
Con la unién a la globina, el hemo logra hacerse
soluble asegurandose ademas un ambiente
hidrofébico, el cual es necesario para captar de
forma reversible el O,.



Como se desprende del andlisis estructural
sefalado, la incorporacion del O, a la molécula
de Hb desencadena una profunda alteracién en
la conformacién de la molécula, lo que implica
una cooperatividad entre las subunidades. Es
decir la transicion de la estructura cuaternaria
desoxigenada a la oxigenada afecta al medio
ambiente de los hemo no ligados, de tal forma
que la afinidad por el O, se incremente.

4.1.3. Tipos de hemoglobinas

a) Hemoglobinas normales del adulto y
neonato

Hemoglobina A (o,f,)

Tanto las hemoglobinas A como la A, son las
hemoglobinas mas intensamente estudiadas. La
Hb A constituye aproximadamente el 97% de
toda la Hb del adulto, mientras que en el recién

nacido su cuantia es del 20-40% . Su estructura
ha sido descrita en los puntos 4-1y 4-2.

Hemoglobina A,: (onzéz)

En el neonato representa menos del 0,5% del
total de Hb, mientras que en el adulto
representa el 0,3% a 2,6%, dichos valores
dependen en parte del método empleado para
su cuantificacion .

Su estructura es muy homogénea debido a que
las cadenas a y 6 de la Hb tan sélo difieren en
10 de los 146 aminoéacidos que componen la
secuencia primaria de la cadena f3.

En vista de su baja cantidad en los globulos
rojos, la Hb A, es poco probable que tenga
algun papel fisiologico en el transporte de O,.
Sus propiedades de union al O, simulan aquellas
delaHb A. Las dos hemoglobinas tienen similar
afinidad por el O,, cooperatividad entre
subunidades, efecto Bohr y respuesta al 2-3
DPG. La Hb A, es mads resistente a la
desnaturalizacion térmica que la Hb A. Esto
puede explicarse por un contacto adicional en
la interfase a9, lo cual confiere aumento de la
estabilidad al dimero ad. La aparente falta de
un papel fisiol6gico parala Hb A, es compatible
con mayores diferencias en la estructura primaria
entre las cadenas 0 de primates comparado con
las cadenas (3. Asi ciertas mutaciones que en
forma significativa alteran la funcién o
estabilidad de la Hb podria ser tolerado en la
Hb A, pero no en el componente responsable
del transporte de la mayor parte del O,.
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Puede encontrarse aumentada en forma
congénita en las -talasemias, en pacientes con
S/ B-talasemia, asi como S/Sy A/S y en forma
adquirida en la anemia megaloblastica,
hipertiroidismo y malaria. Por otra parte se
encuentra disminuida en estados de carencia
de hierro, anemias sideroblasticas, a-talasemias,
O0p-talasemias, d-talasemias y persistencia
hereditaria de Hb fetal (PHHF).

Lo unico que explica estas alteraciones es que
las cadenas a se combinan mas facilmente con
las cadenas 3 que con las 8, por lo que tendran
mas posibilidad de formarse unién o,/0 en las
B-talasemias y homocigotos S/S y menos en las
a-talasemias.

b) Hemoglobinas fetales

El descubrimiento por Kérber, en 1866, de que
los hemolizados de globulos rojos de recién
nacidos eran resistentes a la desnaturalizaciéon
por alcali, sugeria que estas cé€lulas contenian una
Hb estructuralmente distinta. Esta conclusion fue
reforzada por la demostracién que la Hb de un
neonato tiene aumento de la absorbancia en el
espectro ultravioleta, un hallazgo que hoy en dia
se sabe que se debe a un residuo adicional de
triptofano en la cadena y. El desarrollo de técnicas
cromatograficas y electroforéticas permitié el
aislamiento y caracterizacién de la Hb F humana.
Andlisis mas precisos de la Hb fetal purificada
sugirieron que era un tetramero con dos
subunidades idénticas en comun con la Hb A
(cadenas «a). Sin embargo las otras dos
subunidades tienen una estructura comun
diferente de las subunidades de la Hb A.

La estructura primaria de la cadena y humana
fue determinada por Walter Schroeder y
colaboradores. La secuencia aminoacidica de la
cadena y de la Hb humana es muy similar a la
de la cadena f. Las secuencias de las dos
proteinas difieren en 39 de 146 residuos. De
éstos, 22 residuos estan en la superficie externa
de la molécula, y es por lo tanto muy improbable
que tengan otro efecto significativo sobre las
propiedades de la Hb F fuera de la diferente
carga eléctrica. Las sustituciones internas son
conservadoras involucrando a aminoacidos de
polaridad similar. Cuatro sustituciones ocurren
en la interfase a,y,, las que probablemente
explican el aumento de la estabilidad de la Hb
F y la disminucion de la disociacion en
monomeros.

En contraste ninguna sustitucion ocurre en la
interfase a,y, que es tan importante para el



efecto de cooperatividad entre subunidades.

La Hb F tiene dos tipos de heterogeneidad
estructural: genética y post-traducciéon. La
heterogeneidad quimica de la Hb F humana fue
descubierta en 1968 cuando se observé que la
Hb F contenia una mezcla de dos tipos de
cadenas y que diferian solamente en la presencia
de un residuo de glicina (cadena Gy) o un
residuo de alanina (Ay') en la posicién 136. Las
cadenas Gy (75%) y Ay' (25%) son los productos
de genes no alélicos, los cuales estan
relacionados a los genes 8 y f. La disposicion
del “cluster” del gen de las cadenas no a.es: 5~
-e-Gy-A-0- B-37, enelcual representa el
gen que produce la cadena embrionaria €. Asi
los ninos recién nacidos producen una mezcla
de dos tipos de Hb F. El componente mayor
también denominado F, son tetrameros del tipo
a,QGy,, que comprende la mayoria de la Hb total.
Una porcién de Hb F menos abundante (F)) y
con un punto isoeléctrico menor (carga mas
negativa) difiere de la Hb F principal en que el
tetramero estd compuesto por o,Ay',. Un
segundo y mas importante tipo de
heterogeneidad estructural de la Hb fetal se
origina de la presencia de diferentes genes que
codifican para la cadena y.

La proporcién de Gy/Ay (de 3/1) es constante a
través del desarrollo fetal. En contraste a esto,
la pequena cantidad de Hb F en los globulos
rojos del individuo adulto contienen alrededor
de 40% de Gy y 60% de Ay'. La transicion del
cociente fetal de Gy/Ay al del adulto ocurre en
los primeros diez meses de vida. Mas
recientemente se ha documentado otra
importante heterogeneidad de cadenay; en la
Hb F de alrededor de 30% de los recién nacidos
blancos y 20% de los negros, una minoria de
cadenas Ay' (aproximadamente 18%) tienen
treonina en vez de isoleucina en la posicién 75.
En un ndmero pequefno de homocigotos, esta
subunidad y compone alrededor del 30% del
total de la Hb fetal del recién nacido. Esta
sustitucion reside exclusivamente en la cadena
Ay, de tal forma que esta subunidad ha sido
designada como Ay", y es en términos estrictos
una variante estructural de Ay.

Desde el punto de vista funcional la Hb F tiene
una mayor afinidad por el O, que la Hb A. Esto
es fundamentalmente consecuencia de la
incapacidad de la Hb F para unirse al 2-3 DPG
con la misma intensidad que la Hb A, lo que le
confiere una ventaja funcional en la captacion
de O, a presiones bajas (pO, de 45 mm Hg)
como sucede en el intercambio placentario.
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Los niveles de Hb F en el adulto se sitidan por
debajo del 2%. Sin embargo el desarrollo de
métodos mads sensibles y especificos como la
cromatografia liquida de alta presion (HPLC),
han demostrado que dichos niveles son
ligeramente superiores en adultos
aparentemente normales. Estos niveles se ven
incrementados en algunos trastornos
hereditarios tales como: [3-Talasemias, PHHF y
en las hemoglobinopatias S, E y C homocigotas
y en trastornos adquiridos como en la anemia
megaloblastica, aplasia medular, algunas
leucemias y tumores y durante el embarazo
fisiolégico.

Los niveles de Hb F pueden también verse
afectados por diferencias en la atraccién para el
ensamblaje de unas cadenas con otras,
sugiriéndose que las subunidades a se
combinan con menor facilidad con las y que con
las (3, observandose Hb F mas baja en recién
nacidos con a-talasemia que en aquellos recién
nacidos normales o con deficiencia de hierro.

Hemoglobina de Bart (y*)

Se encuentra en cantidades menores del 2% en
los neonatos normales. Es un tetramero (y*)
funcionalmente anémalo, mostrando una
afinidad por el O, aumentado, ausencia de
interaccion hemo-hemo y efecto Bohr. Se
encuentra ligeramente aumentado en los recién
nacidos con o-talasemia y excepcionalmente en
el adulto.

c) Hemoglobinas embrionarias

En 1961, Huehns y colaboradores descubrieron
dos hemoglobinas en la sangre de embriones
humanos y diferentes a la Hb Ay ala Hb F.
Estos componentes migraban mas lentamente
que laHb A, al ser estudiados con electroforesis
a pH alcalino (8.6). Se las design6 como Hb
Gower 1 y Gower 2.

Posteriormente Capp y colaboradores describen
una tercera Hb embrionaria, la cual tiene un
movimiento electroforético similar ala Hb A a
pH de 8.6, pero se separa de ésta a pH acido y
que denominaron Hemoglobina Portland I.
Mientras los componentes menores de ésta,
Portland Il y Ill fueron descubiertas mas
tardiamente. La estructura de las hemoglobinas
embrionarias es la siguiente:

Gower 1. Es un tetramero compuesto
completamente de subunidades embrionarias,
C,¢,. Corresponde al componente mayor de las
hemoglobinas embrionarias.



Gower 2. Es un tetramero compuesto de dos
cadenas a y dos cadenas ¢ (onzsz). Las cadenas ¢
son codificadas por un gen localizado en el
complejo génico de -globina en el cromosoma
11. El gen ¢ esta localizado en el lado 5~ del
gen Gy?°. Corresponde al componente menor
de las hemoglobinas embrionarias.

Hemoglobina Portland I. Es un tetramero
compuesto de dos cadenas y y dos cadenas C.
La cadena T muestra una fuerte homologia
estructural con la cadena a.. El gen que la codifica
se encuentra situado en el lado 5” de los genes
de la cadena o en el cromosoma 16. Respecto
ala Hb A, la Hb Portland I tiene una mayor
afinidad por el O, que la Hb A, menor
cooperatividad entre subunidades y un efecto
Bohr de aproximadamente la mitad.

Estas tres hemoglobinas embrionarias recién
sefaladas: o.¢,, T,e, y Ty, funcionan también
como transportadores fisiologicos de O,. Los
globulos rojos de los embriones en los cuales
estas tres hemoglobinas predominan tienen una
afinidad por el O, similar a la de los eritrocitos
de la sangre de cordon, y una curva de
disociacién de O, sigmoidea indicativa de que
también existe el fenédmeno de cooperatividad
entre las subunidades. El efecto Bohr en los
gloébulos rojos embrionarios es similar al de los

fetales.

Las hemoglobinas embrionarias pueden ser
facilmente detectadas por isoelectroenfoque y
por técnicas cromatograficas, aunque la
separacion de la Hb Portland I y Hb A es dificil.

4.1.4. Ontogenia de la hemoglobina humana

En la figura 3-7 se esquematiza el control
genético de la sintesis de las hemoglobinas
humanas.

Las hemoglobinas que predominan durante el
periodo embrionario son las Gower 1, Gower 2
y Portland. Se ha visto en los embriones mas
jovenes (examinados a los 37 dias de gestacion)
que la proporcion de hemoglobinas Gower 1y
2 son del 42%y 24%, respectivamente del total,
y el resto Hb F. En etapas posteriores la
proporcion de Hb Gower desciende hasta casi
ser indetectable en la 10*-12° semana de
gestacion.

El periodo en el cual aparece y desaparece la
Hb Portland ha sido mas dificil de determinar,
ya que su migracion en gel de almidon es muy
similar a la Hb A, siendo observada en
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electroforesis de agar citrato. En los fetos normales
ala 10* semana de gestacion se observa un 20%
de Hb Portland del total de la Hb.
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Figura 3-7. Control genético de la sintesis de Hb humana.
En blanco se sefalan los genes activos; en punteado los
genes poco activos; en sombreado, los genes que todavia
no son activos, y en rayado los genes que han pasado de
activos a no funcionales.

La Hb F aparece precozmente durante la
gestacion , siendo el 30% del total a los 37 dias
de gestacién y del 90% hacia la 8°-10° semanas,
permaneciendo asi hasta poco antes del parto.
Ambas cadenas tanto y como o se sintetizan
desde el principio del embarazo y su relacion
es de aproximadamente 3/1, permaneciendo
de esta manera de forma constante.

A los seis meses de vida extrauterina la cantidad
de Hb F es menor del 1% aunque en niios
normales pueda encontrarse con frecuencia
niveles del 2-5%, para posteriormente situarse
al afio en valores menores del 1%, que
mantendra durante toda la vida.

La Hb A en cuantia del 5-10% se detecta en
fetos normales desde la 6* semana de gestacion
en delante, aunque electroforéticamente no sea
demostrable hasta la 12* semana de vida.
Pequenas cantidades de cadena [} pueden
comprobarse por el estudio de sintesis de
globinas antes de la 6° semana de gestacion;
posteriormente se observa un ligero incremento
en la sintesis de la cadena P (hacia la 12*-20°
semanay), proporcién que permanece constante
hasta iniciarse la sintesis de Hb A.

La Hb A, aparece en dltimo lugar, se comienza
a producir en el tercer trimestre de la gestacion,
detectandose solamente trazas de Hb A, en la
sangre del cordén umbilical en el momento del
nacimiento. Su sintesis se va incrementando a
lo largo de los 6-12 primeros meses de vida
hasta alcanzar los niveles definitivos.

Por todo lo anteriormente sefialado se entiende
que el déficit o anomalia de las cadenas o se



manifiesta mejor en el periodo neonatal.
Después del parto la sintesis de cadenas f§ va
aumentando y, puesto que la afinidad de las
cadenas o es mayor por las cadenas 3 que por
las vy, es por lo que las cantidades de Hb Bart
(y*) se cuantifican mejor en el neonato que en
el adulto. Ademas, como la cadena a forma
parte también de las hemoglobinas Gower 2, F,
Ay A, lasintesis defectuosa de la cadena a. se
va a manifestar en todas las etapas del
desarrollo.

En cuanto a las variantes estructurales de cadena
a que pueden aparecer, van a tener el mismo
porcentaje de Hb anémala en el periodo
neonatal que en el adulto, mientras que las de
cadena 3 se van a manifestar mas claramente
durante el periodo de adulto, y por dltimo las
variantes de Hb F (cadena y) se detectan mejor
en el periodo neonatal, desapareciendo en la
vida adulta.

4.2. Funcion de la hemoglobina

La Hb tiene como funciones el transporte del
O, desde los pulmones a los tejidos, el traslado
del CO, desde los tejidos a los alvéolos
pulmonares y actia ademdas como sistema
tampon.

4.2.1. Transporte de oxigeno

A nivel del mar el aire que respiramos contiene
20,95% de O,. La tension de O, ambiental (PO,)
es aproximadamente 0,21 x 760 6 160 mm Hg.
A medida que el aire pasa por la via aérea
superior llega a saturarse completamente con
agua. Dentro de las vias aéreas y pulmones el
aire inspirado se mezcla tanto con el gas del
espacio muerto y el gas alveolar que
permanentemente esta siendo alterado por
captacion de O, y liberacion de CO, desde la
sangre que pasa a través de los capilares
pulmonares. Asi la pO, en el aire alveolar cae
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hasta alrededor de 95 mm Hg.

La cantidad de O, transportado a través de la
membrana alveolar por unidad de tiempo es
un producto de la capacidad de difusion de la
membrana por unidad de tiempo y la diferencia
de pO, entre el gas alveolar y la sangre del
capilar pulmonar. Esta membrana es de
alrededor de 0,2 pm de grosor y consiste de
surfactante, epitelio alveolar, membrana basal,
tejido intersticial y endotelio capilar. El O, es
transportado pasivamente a través de la
membrana del capilar alveolar. En el tejido
pulmonar normal la resistencia al movimiento
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del gas a través de esta membrana es
practicamente despreciable, un factor que
contribuye levemente a crear un gradiente de
O, alvéolo-capilar es el tejido pulmonar,
incluyendo macrofagos metabdlicamente
activos que captan O, directamente del gas
alveolar. La expulsion de CO, en la circulacion
pulmonar resulta en un aumento en el pH
intracelular. Debido al efecto Bohr, la afinidad
por O, de la Hb aumenta, facilitando el
transporte de O, al glébulo rojo.

La sangre de los capilares pulmonares se mezcla
con sangre de las venas bronquiales, pleurales
y de Tebesio. En condiciones normales este
“shunt” produce una caida de la pO, en las
venas pulmonares a 90 mm Hg. Esta presion
parcial de O, se mantiene hasta que la sangre
alcanza las arteriolas.

La difusion de O, dentro y fuera del eritrocito
es incrementada por la alta concentracién
intracelular de Hb. La membrana del glébulo
rojo no posee una barrera adicional, pero la capa
de agua que circunda a la c€lula retrasa la tasa
de captacion y liberacion del O,.

Asi, las tasas de oxigenacion y desoxigenacion
de las suspensiones de glébulos rojos son diez
veces menores que una solucién equimolar de
Hb. Sin embargo los tiempos de transito en los
capilares pulmonares y periféricos son
aproximadamente de cinco veces el tiempo
medio que se requiere para realizar la
oxigenacion y desoxigenacion.

En un individuo normal y en reposo el glébulo
rojo tarda alrededor de 0,75 seg. en transitar a
través del lecho capilar pulmonar. Se ha
estimado que el equilibrio con el gas alveolar
se completa en 0,35 seg.

4.2.2. Descarga de oxigeno a los tejidos

El transporte de O, a los tejidos esta gobernado
por tres variables independientes que pueden
expresarse cuantitativamente en la ecuacion de Fick:

VO,=0.139 x Q x Hb x (5,0,-5,0,)

VO, es la cantidad de O, liberado (L/min), 1,39
es la cantidad (en mL) de OZ unido por 1 g de
HD totalmente saturada, Q es el flujo sanguineo
(L/min), y $,0, y $,0, son saturaciones de O,
arterial y venosa mixta (%). En esta férmula la
pequefia cantidad de O, disuelta en sangre no
es considerada.



La concentracion de Hb de la sangre es la
resultante del balance entre eritropoyesis y
destruccion de globulos rojos.

El flujo sanguineo a un tejido determinado esta
controlado por un complejo interjuego de
factores locales, neurales y hormonales.

El tercer factor en la ecuacién de Fick (S,0,-
S,0,) es una expresion cuantitativa de la
descarga fraccional de O, de la Hb durante el
flujo de sangre desde la arteria a la vena. Este
parametro es dependiente de la curva de
disociacion del O, de la Hb de la sangre. En
condiciones fisiolégicas la sangre esta casi
totalmente saturada de O, durante la circulacion
por los pulmones. Durante el flujo a través de
los capilares sistémicos la Hb permite una
importante descarga de O, a pesar de una
pequefia caida en la pO,. Esto permite que el
O, sea liberado en el plasma a concentraciones
lo suficientemente altas como para mantener
un gradiente adecuado al interior de las células.

Ademas de los tres determinantes importantes
expresados en la ecuacion de Fick, otras
variables a nivel tisular influyen en la descarga
de O,. En los capilares la tension de O,
plasmatica es de alrededor de 1 mm Hg menor
que dentro del eritrocito.

El gradiente de pO, entre el plasmayy el interior
de las células tisulares depende de diversos
factores independientes, incluyendo el patréon
y densidad de los capilares como también su
flujo relativo. Mas aun, este gradiente esta
afectado por diferencias en la difusion de O,
entre los tejidos y la afinidad por O, de las
enzimas que utilizan O,.

En la mayor parte de los tejidos, el transporte
de O, en la c€lula esta limitado por la capacidad
de difusion. La transferencia de O, a través del
protoplasma tisular es mas rapida que a través
de un grosor equivalente de H,O. La
musculatura cardiaca y esquelética tiene altas
concentraciones de mioglobina dentro del
citoplasma. Debido a su alta afinidad por O, esta
proteina almacena O,. La mioglobina también
facilita el transporte de O, dentro de la célula.

La pO, dentro de las células musculares del
miocardio ha sido estimada en 5 mm Hg. Se
requiere una pO, de alrededor de 0,5 mm Hg para
el proceso de respiracion mitocondrial. Si la tension
de O, cae bajo de 0,1 mm Hg, la respiracion tisular
cesa y sobreviene la muerte celular.
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4.2.3. Mecanismo de carga de oxigeno

Perutz y colaboradores propusieron la base
molecular de los cambios que se producen en
la Hb con la llegada del O, . (figura 3-8).

. Histdina F&

HC

Fe) |
./.— -_-\\ Plano de la

porfirina |

Figura 3-8. Esquema muestra que en la oxigenacion el
atomo de hierro se desplaza hacia el plano del Hemo.

La oxihemoglobina presenta el &tomo de hierro
en el plano del anillo del hemo, impulsando
hacia arriba la histidina F8. El residuo
aminoacidico HC; rota libremente, insertandose
la molécula de O, entre el hierro y los residuos
E7 yE11. El residuo HC, (tirosina) se encuentra
libre y puede mantenerse suelto entre las hélices
Fy H. La hélice E se desplaza hacia adentro si el
O, es expulsado, y el atomo de hierro sale del
plano del hemo al aumentar su tamafo en un
13% con la ganancia de un electrdn,
desplazandose 0,6 A hacia F8. La hélice F se
aleja de la H dejando una cavidad que sera
ocupada por el residuo HC,.

En la desoxihemoglobina la hélice F se ha
desplazado en forma importante, permitiendo
que el residuo HC, se aloje firmemente entre
ellay la hélice H. El residuo HC, se sitda en una
posicion tal, que forma enlaces idnicos que
estabilizan la conformacién desoxi.

El cambio de la forma T (tensa) de la
desoxihemoglobina a la R (relajada) de la
oxihemoglobina comprende una serie bien
definida de modificaciones estructurales que
incluyen la ruptura de las uniones que estabilizan
la forma T, y la rotacién relativa de la cadena f3
sobre la a, con abundancia de movimientos
intramoleculares a nivel de la interfase o (3,.

La porciéon C-terminal de las cadenas a y f§
contribuye fundamentalmente a la estabilidad
de la forma T, pues la pendltima tirosina de
ambas cadenas (o 140y 3 145) esta anclada en
una hendidura entre las hélices Fy H.



En la cadena a la arginina C-terminal participa en
dos uniones salinas, en una el grupo guanido esta
unido a un aspartato (residuo 126) de la misma
cadena a, y en otra el grupo carboxilo puede unirse
al grupo amino N-terminal de la otra cadena o.

El extremo C-terminal de la cadena P juega un
papel igualmente importante, asi la histidina C-
terminal (§ 146) constituye dos uniones salinas:
su grupo carboxilo se liga al grupo ¢-amino de la
lisina o 40, y su grupo imidazol forma una unién
intra-subunidad con el carboxilo del aspartato 3
94, asi por ejemplo en la Hb Barcelona [394 (FG1)
Asp—His] al romper esta union salina, la estructura
desoxi es menos estable, produciendo una
afinidad aumentada y un efecto Bohr reducido.

La estructura cuaternaria de la desoxihemoglobina
es mucho mas estable que la forma oxi, debido a
uniones ionicas inter o intra-subunidad cuya alta
energia es liberada cuando el atomo de hierro
realiza su desplazamiento de 0,6 A hacia el plano
del hemo al entrar el O, en la cavidad.

Dado que el hemo de la cadena a es mas
accesible para el O, que los de las f3, las o son
oxigenadas primero, iniciandose en ellas los
cambios conformacionales que conducen a la
oxigenacion de la molécula completa,
rompiendo las cadenas 3 posteriormente sus
uniones con el 2-3 DPG, y aproximandose éstas
tras la expulsién del fosfato orgénico.

4.2.4. Interaccion hemo-hemo

La entrada de O, en el interior del tetramero
de Hb permite una captacién mas facil de las
siguientes moléculas de este gas, es decir la
incorporacion de O, a una cadena aumenta la
afinidad que por este gas tienen el resto de las
cadenas que todavia no han reaccionado con
€l, esta es la base del denominado efecto hemo-
hemo o de cooperatividad.

Este mecanismo tan eficiente de transporte de
O, no podria ser posible si no fuera por la forma
sigmoide de la curva de disociacion entre el O,
y la Hb, producto del fenémeno de
cooperatividad recién sefialado. Si cada uno de
los cuatro grupos hemo de la molécula de Hb
se unieran a O, independientemente de los
otros, la curva de disociacion del O, seria de

2
forma hiperbdlica como la de la mioglobina.

Como se muestra en la figura 3-9, tal curva
hiperbdlica que presenta la mioglobina no es
buena para el transporte de O,, ya que al no
existir cooperacion hemo-hemo se aprecia una
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gran afinidad por el O,, lo que le incapacita para
transportarlo, favoreciendo lo que realmente es
su funcién, que en el caso de la mioglobina es
el almacenamiento de O, en los tejidos.

Para que la Hb cumpla con su papel fisiologico
debe ligar O, con una afinidad apropiada. Si la
ligazon O,-Hb fuera demasiado débil la sangre
no podria oxigenarse en la circulacion pulmonar,
si fuera muy fuerte sélo una escasa cantidad de
O, seria descargada a los tejidos.

Saturacion de la Hb (%)

W m % w W e 7 e e

PO, [mm Hg}

Figura 3-9. Curva de disociacion de oxigeno de Hb y
mioglobina a 37°Cy pH 7,4.

La afinidad del O, por la Hb es convenientemente
expresada en términos de P, y corresponde a
aquella tension de O, en la cual la Hb esta
saturada al 50%. A mayor afinidad de la Hb por
O, menor serd la P, y viceversa. De este modo
la P, esta inversamente relacionada a la afinidad
por O,. La P, normal para la sangre humana en
condiciones fisiolégicas a pH de 7,4 y
temperatura de 37°C es de 26 + 1 mm Hg.

Existe un gran nimero de factores genéticos y
medioambientales que afectan la afinidad por
O, de la sangre humana (figura 3-10). Los tres
determinantes primarios de la afinidad de la
sangre completa son: temperatura, pH y 2,3
DPG intraeritrocitario.

23000 +
Tampar s 4
oH +

S5 RIPG
r Temgsiatura &
il

Saturacion de la Hb (%)

PSO PO, (mm Hgh

Figura 3-10. Curva de disociacion de la Hb A. Se indican
los desplazamientos hacia la izquierda o hacia la derecha
en relacién con los cambios de pH, la concentracion de 2,3
DPGy la temperatura.



a) Temperatura

La relacion entre temperatura y afinidad por O,
es un fenémeno apropiado desde el punto de
vista fisiolégico. De este modo, en condiciones
de hipotermia relativa, las demandas
metabdlicas son comparativamente mas bajas.
Debido a la desviacion a la izquierda en la curva
de disociacion del O,, menos cantidad de O,
es liberado a los tejidos. A la inversa, si la
temperatura aumenta sobre lo normal, la
desviacion de la curva a la derecha resulta en
una diminucion de la afinidad por O, y asi mayor
descarga de O,,.

En individuos homeotermos, como es el caso
del hombre, solamente se permiten leves
variaciones en la temperatura corporal, y para
que este fenédmeno (APSO/AT) sea
fisiolégicamente importante debe ser
pronunciado.

El efecto del pH y del 2,3 DPG intraeritrocitario
sera descrito mas adelante, por ahora baste decir
que el aumento del pH y la disminucion del 2,3
DPG desvian la curva de saturacion hacia la
izquierda, es decir aumentan la afinidad de la
Hb por O,. Un efecto contrario, es decir
desviacion hacia la derecha y disminucién de la
afinidad por el O, se produce si disminuye el
pH y aumenta el 2,3 DPQG intraeritrocitario.

b) Efecto Bohr

Bohr, Hasselbach y Krogh, descubrieron que la
afinidad de la Hb por el O, disminuye al
aumentar las cantidades de CO,. Estudios
posteriores demostraron que este efecto era
debido primariamente a una reduccion en el pH.

Los investigadores rapidamente dilucidaron el
significado de estas observaciones. Concluyeron
que un organismo liga y descarga O, y CO,
reciprocamente: el O, es captado por los
pulmones a medida que el CO, es expelido. En
los tejidos ocurre el proceso inverso.

Debido al efecto Bohr, el intercambio de CO,
facilita el intercambio de O, y viceversa. Sobre
un rango de pH fisiolégico, la P, varia
inversamente con el pH. Esto corresponde al
denominado efecto Bohr alcalino. A medida que
el CO, es expelido durante la circulacion a través
de los pulmones hay un correspondiente
aumento en el pH y una disociacion a la
izquierda en la curva de disociacion del O,. De
este modo el relativo aumento en la afinidad
por O, favorece la unién del O, a la Hb. A la
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inversa, a medida que la sangre circula a través
de los capilares el CO, entra al plasmay glébulos
rojos.

Debido a la abundancia de anhidrasa carbénica
en los glébulos rojos, rapidamente se forma
acido carbénico: CO2 + HZO <« H2C03.
La ionizacion de este acido débil
(HZCO39H*+HC03') provoca una disminucion
en el pH intracelular.

Debido al efecto Bohr la afinidad de la Hb por
el O, disminuye, resultando en una mejoria en
la descarga de O, a los tejidos. Asi, el efecto
Bohr permite un ciclo fisiolégicamente
apropiado para el trasporte de O, y CO, en el

organismo.

El hecho de que los protones se unan mas
facilmente a la estructura desoxi (T) que a la oxi
(R), es debido a que hay grupos especificos
sobre la molécula en este estado cuando las
uniones salinas se han formado, que tienen una
mayor afinidad por ellas. Se han identificado tres
lugares que contribuyen al efecto Bohr alcalino:
el imidazol de la histidina § 146 (HC3), el grupo
amino N-terminal de la cadena a, y el imidazol
de la histidina a 122 (H5).

4.2.5. Sistema tampon

Dependiente del efecto Bohr, la unién de
protones a la Hb representa el sistema tampon
mads importante para mantener neutro el pH
intracelular. Es decir, la mayor parte del CO,
producido en los tejidos pasa a los hematies
donde se hidratan rapidamente gracias a la
accion de la anhidrasa carbonica eritrocitaria, se
genera H,CO, que se disocia a H" y HCO,,,
siendo la Hb capaz de captar este hidrogenion
y equilibrando de este modo el pH intracelular.
Asi mismo, el bicarbonato formado en los
eritrocitos pasa a constituir en el plasma el
sistema amortiguador mas eficaz de que
dispone la sangre.

4.2.6. Transporte de CO,

El CO, es transportado principalmente como ion
bicarbonato. En condiciones fisiolégicas s6lo un
10% del CO, producido por la respiracion tisular
es transportado como complejo carbamino con
la Hb. EI CO, puede combinarse de forma no
enzimatica con el grupo amino N-terminal de
la molécula.

Lo mismo que con la unién a los protones, la
carbamino Hb a un determinado pH tiene una



afinidad por el O, mas baja que lo que pueda
tener la Hb en ausencia de CO,,.

Las cadenas o y f difieren en su interaccion
con el CO,. En ausencia de fosfatos organicos
(2-3 DPQ) la cadena 3 de la desoxihemoglobina
se une al CO, con wuna afinidad
aproximadamente tres veces mayor que la
cadena o.

4.2.7. Interaccion con aniones inorganicos

La afinidad de la Hb por el O, disminuye
progresivamente en la presencia de
concentraciones ascendentes de fosfato
inorgéanico o ion cloruro.

Estos aniones inorganicos se unen mas
fuertemente a la desoxihemoglobina que a la
oxihemoglobina. Los sitios de enlace a la
desoxihemoglobina han sido identificados
mediante andlisis de rayos-X.

En ausencia de fosfatos organicos hay dos sitios
en la molécula de desoxihemoglobina que
tienen relativamente alta afinidad por el cloruro:
los grupos a amino de las cadenas o, y el grupo
¢ amino del aminoacido lisina de la cadena 8
82 (EFG). Ya que este ultimo sitio sefialado es
un importante lugar de union del 2-3 DPG, es
muy probable que no ligue cantidades
significativas de cloruro en condiciones
fisiologicas. En contraste a esto, la interaccion
del cloruro en la region N-terminal de la cadena
a es un importante determinante de la funcién
de la Hb. El enlace del cloruro en este sitio
estabiliza la hidrogenacion de este grupo amino
elevando su pKa. Después de la oxigenacion
tanto el cloruro como el protén son liberados.
Asi parte de la dependencia del pH del
fenomeno de oxigenacion (efecto Bohr) esta
relacionado al enlace del cloruro. De hecho, el
efecto Bohr alcalino disminuye a alrededor de
la mitad, si la concentracion del ion cloruro esta
reducida desde el nivel fisiolégico (0,1 M) hasta
cero.

4.2.8. Interaccion con fosfatos organicos

El glébulo rojo humano y el de otros mamiferos
tiene concentraciones muy altas del
intermediario de la via glicolitica, 2-3 DPG.
Aunque es el fosfato organico mas abundante
al interior del glébulo rojo, esta presente sélo
en cantidades trazas en otros tejidos. Su
concentracion dentro del eritrocito es de 5mM
por litro de eritrocitos concentrados. Todos los
otros fosfatos orgéanicos se encuentran en
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concentraciones mucho menores.

En el afo 1967 dos grupos de investigadores
en forma independiente demostraron que el
2-3 DPG es un potente modificador de la funcion
de la Hb. A la Hb que se le ha extraido todos
los fosfatos organicos intraeritrocitarios tiene una
afinidad por O, inesperadamente alta, aunque
la interaccién hemo-hemo y el efecto Bohr
permanezcan intactos.

En sentido inverso, la adicion de bajas
concentraciones de 2-3 DPG resulta en una
disminucion progresiva en la afinidad por O,.
La potencia relativa de otros fosfatos organicos
en disminuir la afinidad de la Hb por O, es
proporcional a su fuerza anionica.

El 2-3 DPG se une a la desoxihemoglobina en
una relacién molar de 1:1, y mucho menos
fuertemente a la oxihemoglobina y otras formas
ligadas como la carboxi o cianmetahemoglobina.

El ATP se une a la Hb competitivamente con el
2-3 DPG, y al igual que éste es en una relacion
molar de 1:1.

Ademas de los protones, CO, y cloruro, el 2-3
DPG se une a la Hb de una forma reciproca al O,

Hb DPG + 40, <> Hb (O,), + DPG

Los lugares precisos de la desoxihemoglobina
sobre los cuales se une el 2-3 DPG son el grupo
amino N-terminal de la cadena f3, los imidazoles
de la histidina 143 y el grupo amino de la
lisina B 82 (EF6), esto explicaquelaHb A, yla
F,, hemoglobinas que tienen bloqueado el N-
terminal de la cadena no a, tengan
marcadamente alterada su reactividad con el
2-3 DPG. Ademas se ha demostrado que el CO,
compite con el 2-3 DPG en su unién a la Hb.

La alta afinidad de la Hb por el O, de la sangre
fetal puede explicarse por la elevada reactividad
de la Hb F humana con el 2-3 DPG y podria
justificarse por las diferencias en la estructura
primaria entre las cadenas § y ¥ en la posicién
143 (H21): histidina en la cadena f3 y serina no
cargada en la cadena .

En resumen, como se ha dicho, el 2-3 DPG se
une firmemente a lugares especificos sobre la
desoxihemoglobina, sin embargo los cambios
conformacionales inducidos por la oxigenacion
debilitan esta unién expulsando de una forma
definitiva al 2-3 DPG cuando se alcanza la forma
R, al incorporarse el tercer O, al tetramero.



5. DESTRUCCION DE LOS HEMATIES

La vida media de los hematies cuando pasan
de la médula 6sea al sistema circulatorio es de
aproximadamente 120 dias. Una vez que la
membrana de los hematies se hace fragil, la
célula puede romperse al pasar a través de algtn
vaso sanguineo estrecho de la circulacién. Sin
embargo, la mayoria de los hematies se
fragmentan en el bazo, donde se estrujan al
pasar a través de la pulpa roja y no reciben la
cantidad de glucosa adecuada lo que termina
alterando su metabolismo, los eritrocitos
envejecidos por lo regular tienen un aumento
en la permeabilidad de cationes y las células
disminuyen rapidamente la concentracion de
ATP al intentar mantener un equilibrio osmético
mediante el bombeo de estos cationes en
exceso fuera de la célula, por tanto, el medio
esplénico esta bien preparado para eliminar
estos eritrocitos. Los espacios entre las
trabéculas estructurales de la pulpa roja, por los
cuales deben pasar la mayor parte de las células,
son solo de 2-3 pm de ancho, comparados con
los 8 um de diametro de los hematies. Cuando
se extirpa el bazo, aumenta considerablemente
el nimero de hematies anormales y de células
viejas circulantes.

Normalmente la destruccién de los GR se lleva
a cabo preferentemente en el espacio
extravascular (90%). Los macréfagos del
recubrimiento interno de los vasos,
especialmente del bazo y del higado, fagocitan
(ingieren y destruyen) los hematies envejecidos,
anormales o fragmentados. La Hb liberada por
la destruccién celular es fagocitada y digerida
por el sistema fagocitico mononuclear (SFM),
liberando:

Hierro. El hierro vuelve a la médula 6sea
para ser utilizado en la formacion de nueva
Hb o va al higado y otros tejidos donde se
almacena en forma de ferritina o
hemosiderina, pero la mayor parte se une
a su proteina de transporte, transferrina.

Aminoacidos. Los aminoacidos, liberados
de las globina de la Hb son utilizados en la
sintesis de nuevas proteinas («pool» de
aminoacidos).

Bilirrubina. El grupo Hemo se rompe libera
el hierro y en el anillo de protoporfirina IX
liberado el puente a-metano del anillo de
porfirina se une, produciéndose un mol de
monoxido de carbono y biliverdina. El
mondxido se libera al torrente sanguineo y
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se transporta como carboxihemoglobina a
los pulmones, y se exhala. La biliverdina es
rapidamente reducida dentro de la c€lula a
bilirrubina, una vez liberada del macrofago
se une a la albimina plasmatica y llevada al
higado, en éste se conjuga volviéndose
polar e insoluble de tal forma que se excreta
ala bilis para ser convertida a urobilinogeno
en el tracto intestinal y ser eliminado a
través de las heces y la orina.
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RESUMEN

Las anemias se encuentran entre las patologias hematoldgicas mas frecuentes. Este capitulo
introductorio sobre anemias, incluye aspectos como: definicién de anemia, estudio de laboratorio,
mecanismos de adaptacion y sintomatologia, y clasificaciones de las anemias. Respecto a este
dltimo tema, se describe las clasificaciones morfolégica y fisiopatoldgica.

1. INTRODUCCION

Se denomina sindrome anémico al conjunto de
sintomas y signos que aparecen con la anemia.
La anemia es un sintoma y no una enfermedad
definida, por ello al pesquisar una anemia, ya
sea por un examen de laboratorio o por la
clinica, se debe avanzar en el diagndstico y
determinar la causa, ya que el tratamiento es
diferente en cada caso. Los signos y sintomas
que acompanan a la anemia son consecuencia
de los mecanismos de adaptacion del
organismo frente al fenémeno de hipoxia, lo
que resulta de la falla en la capacidad de aporte
de oxigeno a los tejidos. Dichos cambios son
mas evidentes en los sistemas respiratorio y
cardiovascular, y cuyo desarrollo esta en relacion
directa con la severidad y tiempo de evolucion
del proceso patolégico.

La anemia es la causa mas frecuente de consulta
hematolégica, afecta a un 30% de la poblacién
mundial de todas las edades y clases sociales,
y es cuatro veces mas frecuente en la mujer
que en el hombre. Las mujeres presentan un
“peak” en la edad fértil. Mas de la mitad de las
anemias son debidas a deficiencia de hierro y
alrededor de un tercio a déficit de folato o
vitamina B ,.

En este capitulo se revisaran basicamente tres
aspectos: definicién de anemia, estudio de
laboratorio, mecanismos de adaptacion y
sintomatologia, y clasificaciones de las anemias.
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2. DEFINICION DE ANEMIA

La definicién mas aceptada de anemia es la
propuesta por la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), la que se basa en la concentracién
de hemoglobina (Hb). Se entiende que una
persona presenta anemia cuando la
concentraciéon de Hb esta por debajo de los
valores normales. El valor normal de Hb varia
segun la edad, el sexo, y algunas situaciones
especiales como la altura de residencia. Asi, los
nifos de 6 meses a 6 afos con concentracion
de Hb menorde 11 g/dL, y de 6 a 12 afios con
Hb inferior a 12 g/dL, presentan anemia. Para
los adultos el criterio es diferente segun se trate
de hombres o mujeres; el limite inferior normal
esde 13y 12 g/dL de Hb, respectivamente. En
mujeres embarazadas (a nivel del mar) los
valores normales de Hb no deben ser inferiores
all g/dL.

Ademas del criterio basico de la OMS, la
definicion de anemia puede asimismo incluir los
valores de hematocrito (Hto) y el recuento de
glébulos rojos (GR). Asi, se considera que un
hombre presenta anemia cuando tiene un
recuento de GR menor de 4.5 x 10°/L, menos
de 13 g/dL de Hb y menos de 42% de Hto.
Dichos valores en la mujer son de 4 x 10%/pL,
12 g/dL y 37%, respectivamente. En la tabla 4-
1 se muestran valores normales para Hb en
adultos y nifos.



Tabla 4-1. Valores normales de hemoglobina

Hemoglobina
(g/dL)
Adultos Mujeres 12-16
Varones 13-17
Nifos 0-2 semanas 13.5-18.5
2-6 meses 9.5-13.5
6 meses-6 anos 11-14
6-12 anos 12-15.5

El diagnéstico de anemia requiere establecer
una buena historia clinica y el hallazgo de
parametros especificos de laboratorio. EI
establecimiento de la causa subyacente en cada
caso de anemia es esencial para el tratamiento
adecuado.

La determinacién de Hb es una medida de
concentracion, por lo que se debe tener en
cuenta el estado general del individuo y los
analisis deben ser considerados en el contexto
clinico del paciente ya que, a veces, los valores
tomados aisladamente, aunque normales,
pueden indicar anemia, por ejemplo un paciente
de sexo masculino que acostumbra tener un Hto
de 49 a 50%, que baja bruscamente a 42%,
puede padecer anemia aunque esta cifra sea
normal. De la misma forma, los individuos que
viven en zonas de grandes alturas y los
fumadores crénicos son normalmente
policitémicos, de esta manera en ellos un Hto
o Hb «normal» puede significar anemia. Debe
considerarse que el Hto y la Hb relacionan los
GR con el plasma de modo que si aumenta el
volumen plasmatico (hemodilucion) puede
encontrarse un Hto y Hb bajos simulando una
falsa anemia como sucede en la
hipoproteinemia, insuficiencia cardiaca,
hiperesplenismo, etc. Lo opuesto puede
suceder en casos de deshidratacion en que la
disminucion del volumen plasmatico aumenta
artificialmente el nimero de GR, de modo que
los pacientes que realmente son anémicos en
condiciones de deshidrataciéon podrian tener
valores medidos de GR, Hto y Hb normales.

3. ESTUDIO DE LABORATORIO
3.1. Recuento de GR, Hto y Hb

Actualmente los sistemas analiticos (ver capitulo
27) bien estandarizados y sometidos a un
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riguroso control de calidad, ofrecen valores
hematolégicos de exactitud y reproducibilidad
dentro de los limites clinicamente ttiles, tanto
para el diagnostico de las anemias como para
el seguimiento de su evolucién y el control del
tratamiento.

El hemograma proporciona informacion inicial
muy importante para el diagnostico de anemia.

Al nacer el recuento de GR es mas elevado;
luego, a partir de los dos meses siguientes,
ocurre una disminucién gradual de los mismos.
Posteriormente sigue un incremento, también
gradual, hasta alcanzar los valores del adulto.
En la pubertad se presenta una diferencia segun
sexo, con recuentos menores en las mujeres
en relacion con los hombres. Su valor normal
es en mujeres: 3,9-5,4 x10°¢ /ul, hombres: 4,0-
6,0 x10° /pl.

El hematocrito es el porcentaje que, del
volumen total de la sangre, corresponde a los
GR. Es una medicién compuesta por el tamano
y nimero de GR. Como se indicé en el punto 2,
los valores normales varian segtn el sexoy la
edad.

La hemoglobina es el principal componente de
los eritrocitos y su funcion es transportar el
oxigeno y diéxido de carbono. Su valor es mas
importante que el de los GR ya que la capacidad
de la sangre para combinarse con el oxigeno es
directamente proporcional a la concentracion
de Hb. Al igual que el recuento de GRy el Hto,
los valores normales dependen de la edad y
sexo (ver punto 2).

3.2. Indices eritrocitarios

Los indices eritrocitarios son muy importantes
para clasificar las anemias desde el punto de



vista morfolégico y, por lo tanto, para iniciar su
estudio diagndstico.

El volumen corpuscular medio (VCM) es una
expresion, en términos absolutos, del volumen
o tamano promedio de los eritrocitos. Se
determina en forma directa con contadores
celulares automatizados; cada GR pasa a través
de un orificio por donde fluye una corriente
eléctrica; la célula produce un pulso de voltaje
cuya magnitud es proporcional al volumen
celular (ver capitulo 27). Sin embargo, también
puede calcularse a partir del Hto y el recuento
de GR. El valor normal es de 80-100 fL. Su
determinacién permite clasificar las anemias en
normociticas, microciticas y macrociticas.

La concentracion de Hb corpuscular media
(CHCM), define la concentracion de Hb
promedio por mL de eritrocitos (ver capitulo
27). En adultos los valores normales son de 32
a 36%. Sobre la base de valores de CHCM, las
anemias pueden ser clasificadas como
normocromas, o hipocromas (CHCM: < 32%).

La Hb corpuscular media (HCM), corresponde
al valor promedio de la Hb contenida en cada
hematie. Los valores normales van de 28 a 32
pg. La HCM siempre debe relacionarse con la
CHCMy la VCM. Valores menores de 27 pg se
observan en las anemias hipocromas.

3.3. Recuento de reticulocitos e Indice
reticulocitario

El recuento reticulocitario valora la produccién
de GR, permitiendo clasificar las anemias en
regenerativas o arregenerativas. Se determina
por recuento directo en el frotis mediante una
tincién con azul de cresil brillante o de forma
automatica con los contadores electrénicos y
se expresa en porcentaje o como ndmero
absoluto sobre el nimero de eritrocitos, siendo
normal 0.5-2% y 25 - 85 x 103/uL,
respectivamente. Si el nimero absoluto es
mayor de 100 x 10%/pL, indica una eritropoyesis
aumentada (médula 6sea) en respuesta a la
anemia; se observa en las anemias regenerativas
(ej. anemias hemoliticas). El recuento porcentual
de reticulocitos podria dar un valor falsamente
elevado en anemias con disminucion importante
del ndmero de eritrocitos. Para evitar esta
distorsion se debe usar el recuento absoluto de
reticulocitos o el indice de produccion
reticulocitaria (IPR) segun la formula: IPR = IR/
2, donde IR (indice reticulocitario) se determina
con la férmula: IR = porcentaje reticulocitos x
Hto paciente x 100/Hto normal (Hombres: 45,
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Muijeres: 40). Los IPR menores de 2, son propios
de las anemias arregenerativas y los mayores
de 2-3 de las anemias regenerativas.

4. MECANISMOS DE ADAPTACION Y
SINTOMATOLOGIA

4.1. Mecanismos de adaptacion

La principal funciéon de los eritrocitos es
transportar el oxigeno a los tejidos. El adulto
normal requiere 250 mL de oxigeno por
minuto. La capacidad de transporte de oxigeno
por la sangre normal es de 1.34 mL por gramo
de hemoglobina o 20 mL de O, por 100 mL de
sangre.

La consecuencia de la anemia es la hipoxia
tisular; si esta alteracién se desarrolla en forma
paulatina permite el desarrollo de mecanismos
de adaptaciéon que tratan de mantener la
oxigenacion de los tejidos:

a) Aumento del 2,3 difosfoglicerato (2,3-DPG)
eritrocitario. El aumento del 2,3 DPG se asocia
a disminucion de la afinidad de la Hb por el
oxigeno, por lo que aumenta su liberacién a los
tejidos. En algunas anemias, como en el déficit
de piruvato kinasa que desde el principio
presentan aumento de 2,3-DPG, los sintomas
son menores para el mismo descenso de la Hb.
En algunas hemoglobinopatias que presentan
Hb con disminucién de la afinidad por el
oxigeno, ocurre lo mismo; en estos casos se
explica porque la liberacion de oxigeno es
mayor y, por lo tanto, el sindrome anémico es
mas leve.

La hipoxia celular estimula el metabolismo
anaerdbico y la acumulacién de acido lactico,
con lo cual la curva de disociacion de la
hemoglobina se desplaza a la derecha (efecto
Bohr).

b) Aumento de la produccion de GR. La
disminucion de la oxigenacion renal conlleva
un aumento de la produccion de eritropoyetina
para aumentar la produccion de GR. Este
mecanismo es lento y es efectivo si la
eritropoyesis es normal. La maduracion normal
de eritrocitos en la médula 6sea demora 7 dias,
pero el estimulo producido por la eritropoyetina
reduce dicho periodo a 3-4 dias.

c) Redistribucion sanguinea. Algunos 6rganos
como el cerebro y el corazon necesitan para
su funcionamiento una concentracion de
oxigeno mantenida, por lo que en la anemia se
redistribuye el flujo sanguineo de otros sectores
como piel y rinén hacia érganos vitales como
los antes mencionados. El organismo produce



una redistribucién del flujo sanguineo con
vasoconstriccion cutanea y la consiguiente
palidez, también debida a la disminucion de la
Hb. La vasoconstricciéon esplénica causa
anorexia y nduseas y la vasoconstriccion renal
produce un aumento de la secrecion de
aldosterona con retencion de liquidos y
hemodilucion.

d) Estimulacion cardiaca. Es el mecanismo
compensador mas importante, aumenta la
fuerza de contraccion ventricular y la frecuencia
de la misma. Ademadas produce una
vasodilatacion arteriolar a nivel visceral con
vasoconstriccion cutanea y muscular
esquelética. Todo ello produce una hiperkinesia
circulatoria que se manifiesta clinicamente
(palpitaciones, taquicardia con pulso salton,
soplos cardiacos funcionales, aumento de la
presion arterial diferencial, cefaleas pulsatiles)
y que sumada a la disnea, mareos y palidez
mucocutanea, permiten el diagndstico de
sindrome anémico.

4.2. Sintomas y signos

En la aparicién de los sintomas influyen varios
factores, entre ellos es importante el tiempo en
que se desarrolla la anemia. Una anemia que se
instala en forma lenta puede que no presente
sintomas o éstos sean muy leves; en cambio
frecuentemente los provoca aquella de

instalacién brusca. Otros factores que influyen
en la aparicion de sintomas son la edad y el
estado previo de salud.

En la (tabla 4-2) se mencionan las
manifestaciones clinicas mas importantes del
sindrome anémico.

Los signos que suelen apreciarse en la
exploracion fisica de los pacientes con anemia
son:

Palidez: secundaria a la disminucion de
aporte de sangre a la piel para aumentarla
en otros érganos mas vitales.

Taquicardia: mecanismo compensador del
corazon; a veces también soplo cardiaco
funcional.

Taquipnea: aumento de la frecuencia
respiratoria.

Hipotension: manifestacion de la pérdida
de volumen sanguineo en casos de anemia
aguda.

Signologia especifica: en los casos de
anemia hemolitica es habitual encontrar
ictericia (conjuntiva y piel) vy
esplenomegalia. En los pacientes con déficit
de vitamina B, , pueden existir alteraciones
en el sistema nervioso.

Tabla 4-2. Manifestaciones clinicas del sindrome anémico

Manifestaciones generales
Astenia

Palpitaciones
Disnea de esfuerzo
Hipotension

Manifestaciones neurolégicas

Cefalea
Mareo, vértigo

Manifestaciones en la piel
Palidez
Fragilidad de las ufias

Piel fria y himeda

Dolor precordial (angor)

Manifestaciones cardiovasculares

Somnolencia, confusion, irritabilidad
Ruidos en los oidos (tinitus)

En casos de anemia severa o de rapida instalacion.

Disminucién del volumen de orina

Otros sintomas y signos dependeran del tipo de anemia y su causa o etiologia.
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5. CLASIFICACIONES DE LAS ANEMIAS

Las anemias se originan generalmente por uno
de los siguientes mecanismos basicos:
eritropoyesis deficiente, hemdlisis excesiva o
hemorragia (aguda o croénica).

En hombres la principal fuente de sangrado es
el sistema digestivo, en tanto que en la mujer
corresponde a las pérdidas de sangre con la
menstruacion. En las anemias secundarias a
eritropoyesis deficiente, es util observar las
alteraciones morfolégicas de los GR, asi la
presencia de eritrocitos microciticos pueden
sugerir deficiencia de hierro, talasemias,
defectos en la sintesis de hemoglobina o anemia
asociada a enfermedades crénicas; por el
contrario, los GR macrociticos se relacionan a
defectos en la sintesis de DNA, como resultado
de la deficiencia de vitamina B ,, acido félico o
de la quimioterapia con metotrexato o
hidroxyurea. Por su parte, las anemias
normociticas-normocromicas aparecen como
consecuencia de un mecanismo
hipoproliferativo de la médula 6sea o hemdlisis
periférica. En cuanto a este ultimo es necesario
descartar los mecanismos fisiopatolégicos
basicos méas cominmente asociados como son
el secuestro esplénico y la hemdlisis mediada
por anticuerpos, y menos frecuentes las
causadas por alteraciones propias de los
hematies, como son las membranopatias,
enzimopatias y hemoglobinopatias.

Desde el punto de vista clinico, se utilizan dos
clasificaciones: morfolégica y fisiopatolégica.
5.1. Clasificacion morfolégica

La clasificacion morfolégica de las anemias (tabla

4-3) tiene una importante utilidad clinica. Se
basa en los cambios que presentan los GR en
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el tamano (VCM) y en el contenido de Hb
(CHCM, HCM). Estos cambios son detectados
por los contadores celulares y observados con
microscopia optica en los frotis sanguineos (ver
capitulo 27). Considerando que el valor normal
del VCM es entre 80 y 100 fL y la CHCM entre
32 y 36%, las anemias se pueden clasificar en
tres tipos:

Microciticas (VCM < 80 fL). Se asocia a
trastornos en la sintesis de la Hb, como por
ejemplo anemia ferropriva y talasemias. En
general se acompanan de disminucién de
la CHCM que define la hipocromia.

Macrociticas (VCM > 100 fL). Se presentan
en anemias con trastornos de la maduracién
eritroide, como por ejemplo las anemias
megaloblasticas.

Normociticas-normocromicas. En este
grupo de anemias, que presentan VCM y
CHCM normal, se incluyen las anemias de
las enfermedades cronicas, las anemias
hemoliticas, y las anemias de causa medular
(Ejs. leucemias, mieloma muiltiple, aplasia
medular).

La clasificacion morfolégica de las anemias
sumada a estudios complementarios, permite
en la mayoria de los casos, formular el
diagnostico del tipo de anemia (ver los capitulos
especificos de cada tipo de anemia y los
capitulos 27, 28 y 29).

5.2. Clasificacion fisiopatologica

La clasificacion fisiopatologica de las anemias
se basa en la respuesta de la médula osea para
compensar la anemia, asi se les clasifica en dos
grupos: anemias arregenerativas y anemias
regenerativas. A continuacién se describen
algunas caracteristicas de cada grupo y se
indican algunos ejemplos.



Tabla 4-3. Clasificacion morfologica de las anemias

Anemias macrociticas
Hematolégicas

No hematologicas
Alcoholismo
Anemias microciticas
Talasemias

Anemia normociticas

Anemia megaloblastica
Anemias hemoliticas
Sindromes mielodisplasicos

Hepatopatia cronica

Anemia ferropriva

Anemia aplastica
Infiltracién medular (Mieloptisis)
Anemias secundarias a enfermedad crénica

5.2.1. Anemias arregenerativas

En estas anemias la médula 6sea es incapaz de
producir GR en forma adecuada para compensar
la anemia, ya sea por un defecto de la misma

(Ejs. anemia aplastica, leucemias) o por falta de

nutrientes (hierro, vitamina an’ etc.). En este

tipo de anemias la cifra de reticulocitos es

normal o disminuida y el IPR es menor a 2,

indicando que el origen de la anemia es a nivel

central (médula 6sea). A continuacién se
mencionan las causas mas importantes de
anemias arregenerativas:

+  Disminucion de las c€lulas progenitoras de
GR o de todas las lineas medulares (ademas
granulocitos y plaquetas): Anemia aplastica
por téxicos industriales (benceno), drogas
(cloranfenicol, dipirona, antiinflamatorios no
esteroidales), citostaticos (antineoplasicos)
radiaciones ionizantes y de causa
desconocida (anemia aplastica idiopaética).
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Infiltracién de la médula 6sea por células
extrafnas que reemplazan las células
progenitoras: blastos leucémicos,
metéastasis de carcinomas, tejido conectivo
fibroso (mielofibrosis), etc. En conjunto se
les denomina anemias mieloptisicas.

Las células eritropoyéticas son normales
pero no reciben los factores nutritivos
necesarios para producir eritrocitos. Son las
denominadas anemias carenciales. El déficit
puede ser de: (a) hierro, por falta de aporte
(carencia de hierro) o con aporte normal
pero incapacidad de utilizar el hierro
(anemia secundaria a enfermedades
cronicas), (b) vitamina B, y/o dcido folico
(anemias megaloblasticas) y (c) hormonas
(hipotiroidismo, hipopituitarismo,
hiposuprarrenalismo, hipogonadismo
masculino, disminucion de eritropoyetina
en la insuficiencia renal).



Tabla 4-4. Clasificacion fisiopatologica de las anemias

Estado de la eritropoyesis

Causa de la anemia

Situaciones clinicas

Anemias arregenerativas

Por depresion

Por agresion

Por sustitucion

Anemias regenerativas

Anemias Hemoliticas
A. hemoliticas intracorpusculares

A. hemoliticas extracorpusculares

Anemias por hemorragia aguda

Infecciones extramedulares
Mesenquimopatias
Déficit de Hierro

Sintesis alterada de DNA

Déficit de eritropoyetina

Déficit de tiroxina
Déficit de transferrina

Intoxicaciones endégenas
Intoxicaciones exégenas

Infecciones intramedulares
Procesos autoinmunes

Proliferaciones celulares

Membranopatias

Hemoglobinopatias
Enzimopatias

Autoanticuerpos
Aloanticuerpos
Traumatismos constantes
Microcirculacion alterada

Grandes hematomas

Fisicas

Quimicas
Toxi-infecciosas

Parasitarias

Subagudas o crénicas

Lupus, esclerodermia

Carencial, pérdida exagerada, defecto en absorcién,
transporte o utilizacion

Anemia perniciosa, Ca géstrico, difilobotiasis,
diverticulitis intestinal, embarazo, etilismo crénico,
cirrosis hepética, tratamientos citostaticos (citosina
arabinosa), otras drogas).

Nefropatias crénicas difusas, ciertos
hipernefromas

Mixedema

Nefrosis, malabsorcién, atransferrinemia congénita

Uremia, cancer metastasico

Benzol, cloranfenicol, fenilbutazona,
citostaticos, etc.

Hepatitis, micosis diseminada
ciertas virosis

Leucemias, linfomas, metastasis neoplasticas
difusas mieloesclerosis, osteosclerosis,
tesaurismosis, sarcoidosis

Esfero, elipto, acanto y pirocitosis hereditarias,
hemoglobinuria paroxistica nocturna

HbS, Hb inestables, HbS, HbC y otras; talasemias
Déficit de G,PDH, PK y otras enzimas

Linfomas, leucemias, lupus, cepas, virosis,
idiopatias

Sensibilizacion anti-Rh y otras, accidentes
transfusionales

Vélvulas cardiacas mal implantadas, marcha
exagerada

Vasculitis, poliarteritis nodosa, coagul.
Intravascular diseminada

Cefalohematoma del recién nacido,
traumatismos violentos.

Congelamiento, quemaduras extensas,
irradiacion

Fenilhidrazina, anilinas, otros oxidantes
Clostridium, estrepto y estafilococo, otros
microorganismos

Crisis maldricas, bartonelosis

112




5.2.2. Anemias regenerativas

Las anemias regenerativas son aquellas en que
existe pérdida de GR por hemorragia o por
hemodlisis (intravascular o extravascular). Son
anemias de causa periférica; la médula 6sea
intenta compensar la anemia aumentando la
produccion de hematies, por lo cual el recuento
de reticulocitos aumenta (IPR: > 3).

Anemias hemoliticas

Las anemias hemoliticas pueden deberse a
causas propias de los GR (Anemias hemoliticas
intracorpusculares) o ajenas a ellos (Anemias
hemoliticas extracorpusculares) (ver capitulo 8).

Las anemias hemoliticas intracorpusculares,
pueden deberse a alteraciones en la membrana
(Ej. Esferocitosis hereditaria), defectos
enzimaticos (Ej. Déficit de glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa) y alteraciones en la
hemoglobina (Ej. Talasemias).

Las anemias hemoliticas extracorpusculares,
pueden tener como causa mecanismos inmunes
(alo o autoanticuerpos), agentes toxicos e
infecciosos (plomo, venenos de serpientes,
toxinas bacterianas, parasitos), factores
mecanicos (anemia hemolitica microangiopatica
y anemia hemolitica por protesis cardiacas), y
secuestro de hematies en el bazo
(hiperesplenismo).

b) Anemias post-hemorragicas

La gravedad y sintomas de la anemia estan
dados por el volumen de sangre perdido y el
periodo de evolucion del proceso de base, que
puede o no dar tiempo a que el organismo
utilice mecanismos compensatorios. Las
hemorragias pueden ser agudas o crénicas (ver
capitulo 9).

Enlas anemias por hemorragia aguda, la pérdida
de sangre puede ser evidente (hematemesis,
melena, ginecorragia, hemoptisis, epistaxis,
hematuria) o no serlo (hemoperitoneo,
hematoma retroperitoneal, hemotoérax, fractura
de cadera o pelvis). El aumento de la
eritropoyesis puede tardar en manifestarse, de
manera que es posible no encontrar
reticulocitosis en las primeras horas de la
hemorragia. Por otra parte, la Hb liberada de los
GR extravasados en los lugares de acumulacion
de la sangre en las hemorragias ocultas, sufre la
transformacion que lleva a la producciéon de
bilirrubina no conjugada que al pasar a la sangre
produce hiperbilirrubinemia. Esta, combinada con
la anemia y la reticulocitosis puede simular una
anemia hemolitica.
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En las anemias por hemorragia cronica, la
pérdida de GR implica una disminucion del
hierro (presente en la hemoglobina) lo que
produce un agotamiento de sus reservas. Esto
explica que se comporte como una anemia
arregenerativa (sin reticulocitosis), microcitica
e hipocromica.

El tratamiento adecuado de las anemias
requieren establecer previamente los
mecanismos subyacentes.

Los ninos, las mujeres y los ancianos son los
grupos de poblacion en mayor riesgo para
desarrollar este tipo de alteraciones, razén por
la cual el médico ha de prestar particular
atencion a su evaluacion.

Basandose en una adecuada anamnesis,
examen fisico minucioso, y en el estudio
riguroso del hemograma con recuento de
reticulocitos, asi como la realizacién de algunos
examenes complementarios, se puede formular
el diagndstico correcto de la mayoria de las
anemias.
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