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ANTECEDENTES

L.a sangre es sin duda alguna, uno de los tejidos mas interesan-
tes en cuanto a su fisiologia, Se encuentra formado tanto por elementos
celulares como por una substancia intercelular que los circunda, el plas-
ma sangufneo, La plasticidad y diversidad de los distintos tipos celula-
res que la constituyen, asi como el gran nimero de protefnas, lipidos y
otros compuestos orginicos que se encuentran contenidos en la misma,
permiten al organismo llevar a cabo diversas funciones, Es a través de
la sangre, que el organismo puede establecer una comunicacién entre -
dos Srganos distantes, al transportar metabolitos u hormonas especffi-
cos desde el sitio de su liberacién y/o produccién hasta el sitio enel -
que estos actlan; puede evitar a su vez, la invasién de agentes extrafios
al producir células especializadas para esta funci6bn. Por otra parte el
tejido sangufneo media el intercambio gaseoso de cada uno de los drga-
nos que irriga, al transportar en los glébulos rojos, la protefna encar-
gada de dicha funcién, es decir, la hemoglobina,

Es tal la importancia de este tejido, que en general un mal fun-
cionamiento del mismo, puede provocar diversas alteraciones en el or-
ganismo, tales como anemias, infecciones, patologfas hereditarias, etc,

En el presente trabajo, nos ocuparemos de algunos aspectos re-
lacionados con el desarrollo de las células rojas del tejido sangufneo,
durante un estado de anemia inducido experimentalmente, Para este pro-

pbsito, se ha hecho uso de un modelo experimental, en el cual, al san-
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grar crbnicamente del corazdn a un grupo de conejos, sc provocan lus
siguientes alteraciones;
a) f.a induccidn de un estado de anemia, durante el cual se
causa una mayor proliferacidn tanto de la poblacidn eritroi-
de, asi como de la de algunas otras poblaciones que consti-

tuyen el tejido hematopoyético,

b) La probable induccidn de un estado de hipoxia,
c) La alteracidn de algunos de los componentes del plasma,

entre los cuales se encuentran aquellos involucrados en el
transporte del hierro al tejido eritroide,
Este Gltimo punto sera desarrollado ampliamente, tratando de en-

fatizar la importancia del hierro en la proliferacion de las células rojas,




INTRODUCCION

El tejido sangufneo se encuentra constituido principalmente por
plaquetas, macrofagos, granulocitos, células linfaticas y hematies o cé-
lulas rojas., No obstante la diversidad de este complejo celular en cuan-
to a forma y funcibn, existe un buen niimero ce evidencias que sugieren
un origen comin a partir de una célula pluripotencial denominada célula
troncal (Stem ccll)(1 -2). A este tipo celular que deriva de la médula 6sea
roja, se le ha denominado CFU -S (unidad formadora de colonias en el ba-
zo0), por colonizar el bazo de ratas singénicas letalmente irradiadas, Sin
emlargo hay quienes postulan un origen polifilético, al observar diferen-
cias entre la manera de proliferar y madurar de las células linfoides -
con respecto a las mieloides (3). En relacién a este punto, quienes rea-
firman un origen monofilético, han demostrado, que un mismo marcador
genético aparece tanto en células linfiticas como en mielociticas, des-
pués de inducir por radiacién dicho marcador en una poblacién indiferen-
ciada que se supone antecede a ambos tipos celulares (4). A este pre-
cursor coman de las células linfo-mieloides, sc¢ le ha llamado CFU-L-M
(unidad formadora de colonias linfo-mieloides),

Cualquiera que sea el origen del tejido sangufneo, las células in-
diferenciadas que al proliferar y madurar dan lugar a estirpes celulares
con caracterfsticas propias, deben estar siendo influenciadas por ambien-

tes especfficos determinados por diversos factores, dandose lo que Tren-

tin y Curry @) denominan MIH (microambiente inductivo hematopoyético),




G.
El precisar las condiciones que determinan los microambientes especifi-
cos para la proliferacidon de los componentes celulares del tejido hemati-
co, constituye un problema toral dentro de los mecanismos que regulan
el desarrollo de este sistema,

A continuacidn se describird el origen del tejido sanguineo de -
acuerdo con la teorfa monofilética, a reserva de detallar después el pa-
pel que juegan ciertos factores humorales en la diferenciacion celular,

La teoria monofilética plantea que existe un precursor comin tan-
to para las células linfoides como para aqucllas que constituyen el tejido
mieloide, a la cual denominan, como ya se habia aclarado con anteriori-
dad, unidad formadora de colonias linfoide-miecloides (CFU-L-M), Es-
ta colonia, por mecanismos ain desconocidos, derivaria hacia precurso-
res linfoides, y por otra parte darfa lugar a un nddulo clonal, denomina-
do unidad formadora de colonias en cl bazo, Esta a su vez, seria pre-
cursora de tres tipos de colonias diferentes: una primera colonia esta-
rfa comprometida con la produccidn de plaquetas (unidad formadora de
megacariocitos CIFU-M); una segunda denotada como CFU-C (unidad for-
madora de colonias en cultivo), serfa el precursor tanto de granulocitos
como de mouncitos y la tercera, conocida como BFU-E (unidad "explosi-
va'' formadora de unidades eritroides) darfa lugar a los eritrocitos.

En la siguiente figura se esquematizan las relaciones antes des-
critas, ubicindose los factores involucrados en los procesos de madura-

cidn de cada uno de los precursores,
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Es importante destacar, que aunque se conoce poco acerca de
los reguladores de la proliferacidén y maduracion del tejido hematopoyé-

tico, podemos pensar que éstos dehen estar actuando cuando menos a cdos

niveles:
a) [nduciendo un estado de proliferacion y maduracidn, y
b) Contrarrestando los efectos del sistema inductor,

De ésta manera el organismo produce en un momento dado, el ni-

mero de células requeridas, de una forma controlada.

REGULADORES DE LOS PRECURSORES DE LLAS CELULAS GRANULO-
CITICAS, MONOCITO-MACROFAGO Y MEGACARIOCITICAS,

Metcalf(7)ha descrito recientemente un par de factores proteicos
involucrados en la proliferacidén tanto de granulocitos y macréfagos, -
como de plaquetas, El primero de ellos, conocido como el {factor Esti-
mulador de Colonias (CSF), activa in vitro la proliferacién tanto de gra-
nuloeitos como de monocitos(S). Puede lograrse una elevacioén de esta
glicoproteina al inducir la respuesta inmune humoral, por lo que se pien
sa que su produccibén esté mediada por células monocflticas ®), Ei se-
gundo factor, también glicoproteico, denominado trombopoyetina, puede
inducir la maduracién de los megacariocitos comprometidos en la for-
macién de las plaquetas (7),

En cuanto a la proliferacidon de los precursores granulocfticos,

Boggs'®

y colaboradores demuestran la existencia de un compuesto lla-
mado ''Activador Liberador de Neutréfilos'" (NRA) que, al ser liberado

al plasma, induce la salida desde la médula 6sea de neutrdfilos maduros,
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Con respecto a los factores que se postulan como inhibidores dela proli-
feracidon de los granulocitos y monocitos podemos citar dos: El primero
es la prostaglandina E, liberada por los monocitos al detectar elevadas
: vapn ()
concentraciones de CSFE .
El segundo, conocido como Actividad-Inhibidora de Colonias (CIA)
bloquea la liberacitn del CSF por los monocitos. Este Gltimo compuesto

al parecer, es anilogo a la lactoferrina (lO).

REGULADORES DEL COMPARTIMIENTO DE CELULAS ERITROIDES,

En 1906 fué descrito por Carnot y Deflandre, un factor humoral
regulador del desarrollo de lasg células rojas (“). Estos autores demos-
traron que cantidades pequenas de suero de conejos anémicos, inyectados
a conejos normales, duplicaban el nGmero de reticulocitos después de 3
dfas,

Bonsdorf y Jalavisto (12)

, en 1948, denominaron a este factor hu-
moral, Factor Estimulador Eritropoyético (ESF) o eritropoyetina, Des-
de entonces y debido al bajo rendimiento que se tiene durante su purifi-
cacibn, se ha hecho diffcil su caracterizaciébn, No obstante se sabe que
es una glicoproteina cuyo peso molecular no ha podido ser determinado

(13)

con exactitud. Rosse et al , calculan un peso molecglar de 60,000 a

(14)

70,000 mientras que Goldwasser , recientemente, le da un rango de
peso molecular mag amplio que va de los 27,000 a los 61,800 daltones,
En cuanto a los sitios de produccidén de la eritropoyetina, se han

postulado al rinbn y al hfgado, Sin embargo, debido a la imposibilidad

de purificar eritropoyetina a partir de extractos de rindn, se ha pensado
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que este 6rgano no produce exactamente eritropoyetina,  sino una enzima
capaz de activar un precursor inactivo de esta hormona, el eritropoye-
tinégeno; dicha enzima se conoce con el nombre de Factor Renal Eritro-
poyético (REF) (15). El precisar el sitio, as{ como las condiciones que
determinan la produccién y/o liberacidén de la eritropoyetina, es en la
actualidad, un aspecto importante y a la vez muy controvertido, Al pa-
recer, la produccién de eritropoyetina estiasompanada de mecanismos
muy precisos que regulan su actividad,

En este sentido, Kazal y Erslev (]6), han demostrado que un fac-
tor lipidico, extrafdo de las fracciones microsomal, nuclear y mitocon-
drial de células renales, es capaz de inhibir la actividad de eritropoyetina
de orina humana; sin embargo, en el mismo trabajo demuestran que cuan-
do la eritropoyetina purificada de orina, es previamente incubada en sue-
ro normal, ésta es insgensible al inhibidor, Este hecho indica que debe
existir un factor sérico, que al unirse a la eritropoyetina, compita con
el inhibidor lipfdico, manteniendo la actividad de esta hormona; por otra
parte, se ha visto que dicho factor se encuentra en mayor concentracidn
en el suero de conejos expuestos a breves perfodos de hipoxia,

A su vez, una serie de experimentos muestran que en condido-
nes de hipoxia o deficiencia en el consumo de oxfgeno, se provoca un au-
mento sensgible en los niveles de critropoyetina sérica a7, 18).

Fisher et al (17), al demostrar lo anterior, postula un modelo en

el cual los cambios de presidén parcial de oxfgeno, registrados por algiin

sensor renal, traen consigo la liberacién del Factor Renal Eritropoyético
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(REF) que a su vez activa al precursor sérico de la ervitropoyetina, De
acucrdo a este modelo, el rifidn estarfa jugando un papel regulador de la
eritropoyesis al detectar cambios en la presidon de oxigeno arterial,

Una vez mencionados algunos de los cambios fisioldgicos que pue-
den causar la produeccién y/o liberacidn de eritropoyetina, cabe pregun-
tarse cuil o cuales podrian ser los mecanismos de accidén de esta hormo-
na.

En relacidén a este problema, algunos autores han postulado, por
estudios citoldégicos realizados con células troncales de la médula Ssea
roja, que la eritropoyetina induce la proliferacion de estas células pluri-
potenciales (CF'U-S), originando estirpes celulares comprometidas con
la via de dife'z'enciacién de la serie eritroide (BFU-E, CFU —E)( 19 ). En
contraposicidn, hay quienes afirman que la eritropoyetina no solo esta-
rfa actuando a nivel de la diferenciacidn de las células troncales, sino
que también se encuentra involucrada en los procesos de diferenciacion

(20,21,22,23)  gin embar-

y maduracion de los precursores eritroides
go, existe un tercer punto de vista mdis reciente, en el cual se afirma

que la eritropoyetina, no intervienc directamente en la via de diferen-
ciacidn de las células formadoras de colonias en el bazo (CFU-S) hacia
células comprometidas con la produccidn de eritrocitos (BFU-E, CFU-E),
sino que Gnica y exclusivamente interviene en los procesos de maduracibn
y/o replicacién que conllevan a la formacién de proeritroblastos a partir

de las colonias BFrU-Ey CFU-E,

Ahora bien, con respecto al modo de accidn de la eritropoyetina
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a nivel molecular, se han aportado evidencias poco claras, Asf por -
ejemplo, Pavlov (24) 41 medir la cantidad de incorporacidn de 32p en
cuatro tipos de acidos ribonuclefcos (mRNA, hnRNA, tRNA y r RNA)
calcula la concentracién de cada uno de ellos en conejos normales y ané-
micos, observando que en este ltimo caso, los 4 tipos de RNA se en-
cuentran en mayor concentracitn, A partir de estos datos el autor con-
cluye que el incremento en sfntesis de mRNA implica una mayor rapidez
en los procesos de diferenciacidén de las células troncales hacia el com-
partimiento de células eritroides, El incremento enla concentracidn de
tRNA y rRNA en dichas poblaciones, indicarfa un perfodo mas corto de
maduracibén de las células proeritrobliasticas, Es importante destacar
que el autor no identifica los tipos celulares que se incrementan en la
médula 6sea, ni tampoco determina para qué codifican algunos de los
mRNA que se elevan en su concentraci6én, MAas recientemente, se ha
propuesto que la eritropoyetina actla principalmente acelerando la trans-
cripcién del gene de globina en los precursores CFU-E, BFU-E (25). Se
piensa también que la eritropoyetina se requiere para mantener la sfn-
tesis de DNA en proeritroblastos, Otros consideran que la eritropoye-
tina puede estar regulando la sfntesis de algunos determinantes antigé-
nicos caracterfsticos de los eritrocitos, asf como también la sfntesis
de espectrina y lactato deshidrogenasa (26), En resumen, a nivel mo-
lecular, la eritropoyetina estarfa influenciando la capacidad prolifera-
tiva y de maduracién de las colonias sensibles a esta hormona ERC,

que se encuentran formadas tanto de BFFU-E como de CFU-E, através




de los siguientes procesos:

1) Interaccidn de la Eritropoyetina con receptores especfficos en
la membrana de los precursores de los proeritroblastos.,

2) Activacidn de un factor citoplasmitico que transfiera el men-
saje de la eritropoyetina al genoma de estas células, para la subsecuente,

3) Transcripcién de moléculas de mRNA involucradas en la sinte-
sis de protefnas caracter{sticas de los eritrocitos, tales como hemoglo-
bina y espectrina, as{ como para la sintesis de algunos determinantes
antigénicos encontrados en la membrana de los eritrocitos,

Sin embargo, no es factible considerar que una sola hormona esté
regulando per se todos los procesos que caracterizan la diferenciacibén y
maduracibn de los precursores critroides, por lo que el papel de la eri-
tropoyetina podrfa ser la de un modulador general que aunado a otros -
factores, dispare la maduraci6n de las células comprometidas conla -
produccibn de células rojas., En efecto, Singer et,al, (27); Golde et.algzg)
y Nicholand D, Hoffman R, (29), han demostrado que en presencia de
eritropoyetina, varias hormonas esteroides son capaces de incrementar
el crecimiento in_vitro de precursores eritroides. A su vez, Leslie (30),

(25)

Stanley (31), Paul y otros mas han observado que el grupo hem in-
fluye en la maduracién de los proeritroblastos a partir de colonias eri-
troides inmaduras, A este nivel, los precursores eritroides guardan ca-
racterfsticas distintivas con respecto a otros tipos celulares, por ejem-

plo, aunque el nimero de genes que codifican para la globina, localiza-

dos en el genoma de células esperméiticas, es equivalente al nimero de
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genes encontrados en célulasg eritroides activas, la cantidad de mRNA

en este Gltimo caso, es mucho mayor que en células no eritroides, Es-
to implica que la mayor capacidad de sintesis de globina, no esti en fun-
cibn de la amplificacidn del gene que codifica para el monémero, sino

de la velocidad de transcripcién del mismo, Sin embargo, cuando en cé-
lulas proeritroblasticas se mide la cantidad de mRNA de globina, se ob-
serva que aungue exista la cantidad indispensable de este mensajero como
para dirigir la sintesis de una cantidad importante de hemoglobina, ésta
no se sintetiza a menos de que al cultivo se le adicione hem y una canti-
dad suficiente de hierro (32). Esto implica que cuando menos en la acu-
mulacién de hemoglobina, que es uno de los procesos que caracterizan
el estado de maduracién de los precursores eritroides, se encuentran
involucrados varios factores,

Considerando lo anterior, dado que €l hierro es un elemento in-
dispensable en la sintesis de hemoglobina y que por ende puede ser un
factor importante en los procesos de maduracién de los precursores
eritroides, en el presenté trabajo se prestard particular atencibn a los
mecanismos involucrados en ¢l transporte de hierro durante la induccién
de una mayor eritropoycsis,

Importancia del hierro para los seres vivos,

Protefnas involucradas en su transporte y almacenaje,

El hierro ha sido considerado coimo uno de los elementos mis

importantes que constituyen a los seres vivos, Es tal su importancia,

(33)

ue Neilands considera que ''la vida en cualquiera de sus formas,
q
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sin hierro, es practicamente inconcebible'. En efecto, el hierro unido

al anillo porfirfnico, que es parte constitutiva del sistema de citocro-
mos, se encuentra involucrado en el acarrco de electrones durante los
procesos bioenergéticos encaminados a la sintesis de ATP, Participa
a su vez como cofactor de un sin niimero de enzimas que catalizan tanto
procesos degradativos como biosintéticos, En este sentido interviene
por ejemplo, en la sintesis de DNA,

Por Gltimo, una de las funciones mis importantes del hierro des-
de el punto de vista del intercambio gaseoso, es la de formar parte de la
hemoglobina y mioglobina, encontrindose en estas dos protefnas alrede -
dor de las dos terceras partes del hierro total del organismo,

Dado el pHy la composicibn ibnica de los flufdos figiolégicos,-el
hierro se encuentra en su mayor parte en forma férrica, siendo poco
soluble (33, 34), por lo que se hace imperiosa la necesidad de contar
con un sistema de transporte as{ como de almacenaje de este elemento,
Con relacidn a su transporte, existe un grupo de protefnas sideréfilas
conocidas como transferrinas®, que a plfisiol6gico tienen una afinidad
elevada por el hierro, En el segundo caso existe en particular una pro-
tefna , cuya estructura tridimensional le confiere una gran capacidad
de retenci6n de dtomos de hierro, Esta protefna llamada ferritina, se

encuentra en grandes concentraciones en centros de almacenaje del hie-

*Aunque el nombre genérico de las protefnas encargadas del transporte
de hierro es el de transferrinas, existe en particular una protefna séri-
ca transportadora de hierro llamada transferrina, siderofilina o sero-
transferrina.
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rro, entre los cuales, ¢l més importante es el higado,

Sistema encargado del transporte de hierro:

Algunos aspectos sobre la estructura y funcidén de la transferrina,

Lia transferrina es una glicoprotefna de peso molecular entre los
78,000 y 80,000, cuyo centro principal de producciédn es el higado, aun-
que puede sintetizarse también en médula ésea y bazo (35) ) Comsta de
una s6la cadena polipeptfdica en la cual se encuentran un par de sitios
de unidn al hierro con caracteri{sticas similares entre sf (33, 34). La
estructura tridimensional de la transferrina humana es poco conocida,
existiendo estudios mas detallados de la transferrina de conejo en rela-
cidn a la de cualquier otra especie, Estudios de cristalografia de rayos

-]

X, cuya resolucién maxima es de 6 A, indican que la transferrina de co~
nejo (36) consiste de un par de 16bulos, cuya forma puede compararse
con la de una elipse de revoluci6n, los cuales se encuentran inclinados
30°uno con respecto al otro, De acuerdo al mismo andlisis, las dimen-
o

siones calculadas para esta protefna fueron de 99X60X50A, A su vez,
cada l6bulo posee cercano al sitio en el que se enlazan, un par de hen-
diduras, siendo aparentemente mis pronunciada una de las dos, Por

el momento se supone que dichas hendiduras representan el sitio en el
cual se enlazan los itomos de hierro, En cuanto a estc aspecto, aunque
la transferrina puede en realidad unir metales distintos al hierro en -
ambos dominios, la afinidad por éste Gltimo es mucho mayor que para

(33)

cualquier otro metal de transicidn . De hecho, el hierro es capaz

de desplazar cualquier otro iébn metalico que compita por los sitios de
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unibn a la transferrina. Esto nos indica el grado de especializacién de
esta protefna en cuanto al transporte de hierro. Sin embargo para esta-
bilizar la unidn del ibn en forma férrica, sc requiere la presencia de un
ligando que preferencialmente es el bicarbonato. Cuando este anidn se
encuentra presente, la constante de asociacién de la transferrina al hie-
rro a pll y composicion idnica fisiolégicas, es de 1043 M-l, existiendo
por otra parte, una afinidad equivalente para ambos dominios en dichas
condiciones (33’34). En relacién a la disposicidén del bicarbonato en la
molécula de transferrina, se sabe que cercano al sitio de unién del hie-
rro, existe una regién cargada positivamente, en donde se encuentran
preferencialmente arginina y lisina. Esta regibn es considerada como
el sitio de interacci6n de la transferrina con el bicarbonato, en donde
opuesto al mismo guedarfa ubicada la cavidad en la cual interactQa el
hierro ligado a dicho anién,

Tomando en consideracién el valor de la constante de asociacién
de la transferrina al hierro, podemos hacer notar que dicho valor es con-
siderablemamtealto, por lo que no facilmente puede cederlo, En torno a
este problema se han propuesto varios mecanismos que tratan de explicar
a nivel fisiolbgico, cbmo es descargada esta proteina para el uso poste-
rior del hierro que transporta, sin que exista hastala fecha, uno conclu-

yente B7),

Algunos de los mecanismos propuestos son los siguientes:
1) Se postula que durante la liberacibn del hierro ocurren cambios

conformacionaleg en la molécula, de tal forma que la afinidad de ¢sta

por el hierro disminuye,
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2) En funcién de que la transferrina es mucho menos affn por el
hierro ferroso, se plantea la posibilidad de que un primer proceso cau-
sante de la liberacién del hicrro sea la reduccidén del mismo,

3)Dado que el bicarbonato es un anibén que fisioldgicamente sirve
como ligando para la unién del hicrro a la transferrina, hay quienes
piensan que una forma de liberar el hierro, es precisamente cauwsando la
extrusi6n del bicarbonato de 1a molécula.

4) De manera aniloga, ya que la reaccidn del hierro con la trans-
ferrina causa la liberacibn de tres protones por atomo de hierro férrico
fijado, se piensa que la protonacidn de esta protefna provoca la liberacién
del hierro. Este hecho explica la influencia del pHen la captacidn del
hierro por la transferrina,

5) Por Gltimo se plantea que el ATP sea un mediador de la libera-
cibn del hierro, debido a que se ha sugerido que una concentracién crfti-
ca de pirofosfato causa la extrusion de es’e elemento.

Cualquiera que sea el mecanismo por el cual se descarga la trans-
ferrina, resulta interesante destacar que algunos de los mecanismos pro-
puestos hasta la fecha, lejos de ser excluyentes, pueden sucederse de ma-
nera complementaria,

Por otra parte, existen varias evidencias que indican que el hierro
utilizado durante la eritropoyesis es el transportado por la transferrina,
la cual lo cede con relativa facilidad a los precursores eritroides de la
médula 6sea asf como a los reticulocitos que se encuentran en circula-

cibn (‘37). Debe mencionarse que no todas las células que requieren de




19,
hierro pueden disponer de aquél asociado a transferrina; asf por ejemplo,
las células reticuloendoteliales tienen una capacidad muy limitada para
utilizar el hierro transportado en ¢l suero por esta protefna (87, En
lo que respecta al proceso general por el cual los precursores eritroides
pueden hacer uso del hierro ligado a transferrina, puecde decirse que es-
ta Qltima interactia con un componentc especffico situado en la membrana
de estas células; este compuesto al presentar caracterfsticas como espe-
cificidad, reversibilidad, saturabilidad as{ como por ser indispensable en
la captacibén de hierro, se ha considerado como un receptor affn a la trans-
ferrina, Una vez realizada la interaccidén de la transferrina con su re-
ceptor, la cual depende tanto de la temperatura como del estado energé-
tico celular, el hierro es removido de esta protefna, siendo entonces cap=
tado por la ferroquelatasa que completa el ciclo por el cual se sintetiza
el grupo hem, Por Gltimo, la apotransferrina o sea la transferrina sin
hierro, puede volver a la circulacién sin haber sido afectada durante
este proceso,

En relacibn a la interaccién de la transferrina con su receptor
en reticulocitos, se han propuesto varios mecanismos que tratan de
explicar a qué nivel es descargada esta protefna,

Un primer modelo supone que la transferrina cede el hierro tan

pronto como interactGa con sus receptores en la superficie celular, siene

*En realidad el tipo celular mas comunmente empleado es el reticulocito
ya que varios autores, entre ellos Morgan, Kailis y Verhoef han demosg-
trado que existe un comportamiento anilogo entre precursores nucleados
y no nucleados en cuanto a la captacién de hierro,
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do mediada la captaci6n de este elemento a través de una reduccidn del
hierro unido a esta glicoproteina en presencia de NADH ("m).

Los dos modelos subsecuentes, involucran la internalizacitn de
esta protefna acarrecadora de hierro por medio de una endocitosis, En
cl primero de ellos se postula que inmediatamente después de la interna-
lizacién de la transferrina, esta libera el hierro directamente en el ci-
tesol, debiendo existir un acarreador intermediario que transporte el
hierro hasta la mitocondria en donde se incorpora a la protoporfirina IX
en forma ferrosa. En el segundo se considera que la transferrina después
de ser internalizada, se manticne dentro de la vesfcula endocftica produci-
da durante la invaginacion de la membrana; este modelo contempla la po-
sibilidad de que la vesfcula endocftica se asocie a lisosomas para la sube
secuente liberacitén de la transferrina, la cual serfa en este caso ¢l aca-
rreador directo de hierro a la mitocondria, Ninguno de los modelos an-
teriores se encuentra descartado hasta la fecha, sin que existan a su vez,
evidencias experimentales definitivas que los apoyen, No obsgtante, los
trabajos realizados en este sentido comprueban el papel de la transfe-
rrina como transportador de hierro a células eritropoyéticas,

MA4s adelante, durante el desarrollo de este trabajo, se hara
mencibn de algunos otros aspectos relacionados, sobre todo, con el me-
tabolismo de la transferrina. Por el momento cabe decir que al menos
su biosfntesis depende de los niveles de hierro sérico, McKnight et

al. (3 9)

, han demostrado que los niveles de transferrina gsérica se incre=-

mentan en gallinas con una alimentaci6tn deficiente en hierro, Este
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incremento se refleja en un aumento paralelo en la biosintesis de trans-
ferrina a nivel hepitico, pudiéndose constatar un incremento de 2 a 3 ve-
ces en los niveles de m RNA de transferrina,

Dada la importancia de esta glicoprotefna para el organismo, en-

fermedades tales como la atransferrinemia (40)

, ¢n la que existe una ca-
rencia en la sfntesis de transferrina, provocan la muerte, Esto es de-
bido en gran parte, a la imposibilidad de utilizar el hierro para el desa-

rrollo del tejido eritropoyético, pudiéndose constatar bajos niveles de

hemoglobina y volumen celular en estos enfermos,
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Desgde principio de siglo, sc comienzan una serie de trabajos en-
caminados a caracterizar la dindmica de los procesos involucrados en
la formacibn de la sangre, Se identifica in vitro la actividad prolifera-
tiva de células en presencia de eritropoyetina, la cual parccfa tener una
aplicacidn clinica inmediata en el tratamiento de enfermedades relacio-
nadas con el mal funcionamiento del tejido eritroide, Sin embargo, con
el tiempo se elimind la posibilidad de que un sblo factor pudiese aliviar
todos aquellos desbrdenes causados a nivel de algunos componentes del
tejido sangufneo, como por ejemplo anemias perniciosas, hemoglobino-
patfas, etc. Ciertamente, como ya se mencionaba con anterioridad, la
proliferacién y maduracién de los precursores eritroides, no es nica-
mente inducida por la eritropoyetina, sino que se encuentran asociados
otros factores como por ejemplo la sintesis de hem y por ende la dis-
ponibilidad de hierro que pueden tener estas células,

Afn cuando la transferrina parece ser la protefna encargada del
transporte de hierro a precursores eritroides, para la sfntesis de hemo-

globina, esto no ha podido demostrarse en una forma concluyente, En

efecto, la mayorfa de los estudios realizados en este sentido, se han hecho

in vitro, siendo muy pocos los ensayos realizados in vivo, que demues-
tren el papel de la transferrina como acarreador de hierro al sistema
eritroide, El presente trabajo tiene laintencibn de describir el compor-
tamiento de esta protefna y su relacidn con el transporte de hierro en
conejos anémicos, Durante este estado, que es inducido experimental -

mente al sangrar diariamente un volumen consgtante, se incrementa os-
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tensiblemente la produccién de células rojas; asociado a dicho aumento,
se provoca una alteracién en algunos otros paridmetros tomados en cuen-
ta, existicndo la posibilidad de que se encuentren fntimamente relacio-

nados con la induccién en la proliferacién del tejido eritroide,




MATERIALIES Y METODO

Induccibn de la anemia

Conejos Nueva Zelanda de dos a tres Kg. de peso, alimentados
ad libitum con purina, fueron sangrados por puncidén cardiaca diariamen-
te, durante 15 a 21 dfas. Con respecto al volumen de sangre removita,
este se determind de acuerdo al peso corporal de cada uno de los conejos
utilizados durante el desarrollo de 3 experimentos, En el primero de -
ellos, se removieron en diferentes grupos de conejos, 3, 6, 9, y 12 ml.
de sangre por Kg, de peso. En los dos experimentos restantes, se san-
graron 10 ml, de sangre por Kg. de peso en cada caso. En el experi-
mento en el que se removieronde 3 a 12 ml por Kg., se repuso el hierro
perdido durante el sangrado, suministrando por via intraperitoneal cada
tercer dfa, hierro dextran (IMFERON,. Laboratorios Lake-side), El to-
tal de hierro suministrado fué calculado en funcidn de la concentracibn de
hemoglobina por mililitro de sangre removida, asumiendo que en un gra-
mo de hemoglobina hay aproximadamente 3, 35 mg. de hierro, En los -

experimentos subsecuentes no se suministrd hierro,

Coleccifn y tratamiento de la sangre

[.a sangre fué extrafda en jeringas de vidrio de 25 y 50 ml, pre-
viamente enjuagadas con acido etilen dinitrilo tetracético, sal dis6dica
(Titriplex IlI, Merck) al 20% p/v (20 gr. EDTA/100 ml, en 0.154 M. NaCl
pH 7.3) usado como anticuagulante (41,42) ' yna vez extrafda la sangre,

se coloed en probetas de vidrio sumergidas en hielo, verificando el volu-




men de sangre removida. Del total de sangre de cada una de las mues-
tras, se tomaron alicuotas de 1 ml, para determinar hematocrito, con-
centracibén de hemoglobina, cantidud de células rojas y porcentaje de re-
ticulocitos, FEl resto de la sangre se procesd en una centrffuga refrige -
rada DAMON-IEC-B 20A en un cabezal de ingulo fijo a 10,000 rpm duran-
te 10 minutos, separando el plasma de cada conejo para la determinacitn
de los siguientes pardmetros:

a) Concentracitn total de protefna,

b) Concentracidon de transferrina,

¢) Concentracibdn de hierro,

Este Gltimo parametro se determind también en hfgado y bazo,

HEMATOCRITO, - El volumen ocupado por el paquete celular después

de centrifugar la sangre, expresado en porcentaje del volumen total, es
decir el hematocrito, fué determinado usando tubos capilares sellados
por uno de sus extremos. L.os capilares fueron centrifugados durante
media hora a 3000 rpm en una centrffuga clinica Adams-Dynac con ca-
bezal de columpio CT-1350,

HEMOGLOBINA, - La concentracién de hemoglobina fué determinada por
(43, 44)

el método de cianometahemoglobina , efectuando las lecturas en
un espectrofotdmetro Zeiss PMQ 11, a 540 nm,

L.os valores correspondientes de hemoglobina, fueron calculados
asumiendo un coeficiente de extinci6én milimolar de la cianometahemoglo -
bina de 44 a 540 nm, y un peso molecular de la hemoglobina de 68,000(42‘43),

El mismo esposrofotémetro fué utilizado en todos log pardmetros que re-




quirieron su uso,

Conteo de células rojas. - La cantidad de células rojas en las muestras,

fué medida en un contador electrbédnico HAEMA-COUNT MK-2S, diluyendo
la sangre 1:80,000 en solucibn salina fisiolGgica ISOTON (NaCl 7,93 gr/lt;
EDTA 0,38 gr/lt; KC1 0,40 gr/lt; Na Hp POy 0.19 gr/lt; NagH PO4 1,95
gr/lt). Las diluciones fueron practicadas por duplicado, tomando prime-
ramente 20 ul y aforando a 16ml, con la solucibn antes mencionada, De
esta primera dilucidén se tomaron 100 ul y se llevb a un volumen final de
10 ml. para obtener la dilucién requerida. Para cada lectura, el aparato
toma una alfcuota de 512 jul aproximadamente, Los datos son expresados
entonces por el contador como millones de células rojas por centimetro

clbico,

Conteo de reticulocitos, - IEste parametro se midib efectuando una tin-

cién supravital a una alfcuota de sangre con azul de cresilo brillante al 1%

en NaCl 0, 9%; 0,46 gr, de citrato de sodio (45).

La tincifn fué hecha co-
locando en un capilar una cantidad equivalente del colorante y de sangre
previamente agitada, dejando reposar la mezcla en el capilar durante 30
min, en una cAmara himeda., Por 4ltimo se puso una gota de sangre en-
tre dos cubreobjetos, efectuando frotis de cada muestra, El porcentaje

de reticulocitos en cada frotis fué calculado contando al microscopio alre-

dedor de 1000 células por frotis,

Concentracidn de protefna total - La concentracidén de protefna total en

el plasma de cada muestra, fué determinada por el método de Biuret (46),
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Se colocaron 8 ml, del reactivo de Biurcet y 2 ml del plasma dilufdo 1:10
y 1:20 en solucibn salina 0. 9%, agitando la mczcla anterior en un Vortex.
Se dejb transcurrir la reaccidn durante 30 minutos al cabo de los cuales
se leyeron las muestras a 540 nm, Para determinar la concentracidn

de protefna se efectud una curva patrdén con albGmina de suero de bovino,
para lo cual se prepard una soluciébn base al 3% p/v, La curva patrén se
muestra en la figura 1 y tiene como ecuacibn la siguiente:

Absorbancia = 0,050 ( BSA mg/ml ). Esta ecuacién fué utilizada para los
cilculos de protefna correspondientes. En cada lectura de las muestras
problema, se verificaban cuando menos, la absorbancia de dos de los va-

lores pertenecientes a la curva patrbn,
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Fig, 1.- Curva patrén de Alb&mina de Suero de Bovino. La linearidad
de las diluciones seriadas a partir de una solucién base al 3%
p/v de BSA, se representa por la media de las determinacio-
nes efectuadas por duplicado para cada diluciébn, El error es-
tandar es despreciable, La recta trazada ticne como ecuacién;
Absorbancia = 0,050 ( BSA mg/ml ),




Concentracién de transferrina, - ¥Este paridmetro fué calculado usando

la técnica de inmunodifusiftn radial descrita por Mancini (47) et al,

n este sitema se utilizd un anticuerpo especifico contra transfe-
rrina, obtenido a partir de transferrina pura de concjo. La purificacidn
se efectud usando plasma de conejo de acuerdo a la técnica descrita por
Martfnez ~-Medellin (48), El prado de pureza de la transferrina se verifi-
cb por electroforesis ¢ inmunoclectroforesis, IEn el primer caso, sblo
se detectd una banda; observandose una banda bien definida y otra menos
aparente al realizar la segunda técnica,

Una vez purificada la transferrina, se procedid a inmunizar un
borrego con el fin de obtener anticuerpos contra esta protefna, l;ax~a
ésto, se dib un primer estimulo inyectando por via intramuscular, 3 ml
de una emulsibn que contenfa una parte de adyuvante completo de Freund
( DIFCO Laboratorios ) por una parte de transferrina con una concentra«
cibn de 23 mg/ml, La emulsibén fué preparada en un homogenizador Po-
lytron, Quince dfas después se inocularon 3 ml de una mezcla de solu-
cibn salina 0, 9% y transferrina preparada con una parte de transferrina
25 mg/ml, por 5 partes de solucifn salina fisiolbgica, Un mes después
se sangrd para colectar la fraccién de globulinas del suero, El tftulo
del anticuerpo se mantuvo inoculando con una periocidad de 15 dfas una
emulsién de 3ml de adyuvante incompleto y transferrina a la concentra-
cibn antes mencionada durante aproximadamente 6 meses, dentro de los
cuales periddicamente se sangraron 500 ml para la purificacién de la

fraccidn de globulinas contra transferrina,
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La purificacidon de la fraccidn de globulinag del plasma se¢ realizd
por precipitacibn con sulfato de amonio. Para ello se prepard una solu-
cién sobresaturada de sulfato de amonio, disolviendo 400 gr, de sulfato de
amonio ( SIGMA ) en un volumen final de 500 ml, de¢ agua destilada a 70°%C
ajustando cl pH de la solucidén a nil 7.4 con hidréxido de amonio concentra-
do, En seguida se diluy6 el plasma 1:2 en buffer de fosfatos-salino ( PBS)
pH 7,4, llevandolo primeramente a un 20% de saturacién con el objeto de
eliminar el fibrin6geno, El sobrenadante de esta primera precipitacibn,
se llevd a un 50% de saturacidn, descartando el sobrenadante y resuspen-
diendo el precipitado en huffer de fosfatos salino, Esta {iltima fraccibn
fué dializada primeramentc contra agua destilada y luego se dializé exhaus
tivamente contra buffer de fosfatcs salino, con el objeto de quitar el exce=-
so de sulfato de amonio, Por @timo se congeld el dinlizado con una mez-
cla de acetona-hiclo seco, con el objeto de liofilizar la fraccidn de globu-
linas correspondiente, Una vez purificado ¢l anticuerpo, se procedid a

titularlo para poder ser utilizado en la técnica de inmunodifusién radial,

Inmunodifusifn radial, Esta técnica que esencialmente consiste en incluir

una concentracidn constante de anticuerpo en una matriz de agar, enla
cual se coloca el antfgeno correspondiente, permite llevar a cabo un ani-
lisis cuantitativo del mismo. Dicho anélisis se basa en la medici6n del
idrea de los halos formados (ver ligura 2) después'de llevada a cabo la
reaccibn antfgeno-anticuerpo, El irea es entonces proporcional a la con-

centracién del antfgeno bajo ciertos l{mites, que estan en relacibn a la
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concentracion del anticuerpo. Con el fin de dete rmina rla concentracion
bptima de antitransicrrina para este sistema, se buscd la linealidad en-

tre el area del precipitado y una variacion proporcional de antigenn (trans

Fig. 2, -~ Inmunodifusién Radial. Cada halo de precipitacidon correspon-
de a una muestra diferente de suero de conejo anémico, el cual
se hace reaccionar durante 24 horas con antitransferrina pro-
ducida en borrego, a una concentracién de 5, 75 mg/ ml,

ferrina), diluyendo de manera seriada una cantidad de transferrinag pura,

de la cual se conocia su concentracidn inicial (10,86 mg/ml), Se encon-
tré que 5.75 mg/ml de antitransferrina, era una concentracidén adecuada

para obtencr una linearidad en un rango amplio de concentracion de t ang

ferrina,

Curva patrdn de valoracién, - Se prepard agar-Noble (DIFCO) al 3% -




p/v en buffer de barbituratos pll 8.6 p=,05 (HELENA Laboratories) al

cual se le agregaron 50 mg de azida de sodin; una vez mezclados, sc
fundid el agar a 70°C, tapindolo con gasa para evitar que se evaporara
una cantidad importante de buffer, Il agar fundido se colocd en un bano
de temperatura constante a 57°C, A esta temperatura se agregd una so-
lucidn concentrada de antitransferrina en buffer de barbituratos, para
obtener una concentracidn final de 5,75 mg/ml una vez hecha la mezcla,
De esta solucidén se colocaron 4 ml en placas de plastico sobre una super=
ficie nivelada, dejando gelificar la mezcla Agar - Antitransferrina, Cuan
do solidificb el gel, se perforaron 10 orificios por placa con un perfora-
dor de 3mm de diimetro aproximadamente, quitando los restos del gel por
medio de succibén, En cada pozo se pusieron 4 jul, de transferrina pura
(10,86 mg/ml) a diferentes diluciones por duplicado, Con el objeto de ver
la reproducibilidad de los valores obtenidos, la curva patrén se corrié en

5 placas diferentes con duplicado para cada punto, dentro de una misma

placa. El coeficiente de variacién miaximo obtenido para cada valor en
las dos condiciones fué del 5%. La curva patrén promedio se muestra
enla Fig, 3, La ordenada al orfgen equivale al drea del pozo perforado,
El Area de cada precipitado se tomd como equivalente a medir el cuadra-
do del didmetro por la siguiente razén: Como la variacién del area es
directamente proporcional a la concentracifn del antigeno podemos es-
cribir:
Ag= m ( Ag ) + A donde Al‘ = Area del precipitado y

Aj = 4drea inicial del pozo




33.

50 -
40 1
30 1

20 -

. 5 ¢

N
(e

Transferrina mg/ml.

Fig. 3.- Curva Patrén de transferrina, La variacidn entre el drea de

precipitacién radial y la concentraci6n del ant{geno (transfe-
rrina pura) es linear en un rango de concentracibn de este -
Gltimo de 1 a 6 mg/ml y 5,75 mg/ml é’!c antitransferrina, La
recta trazada tiene como ecuacién: D”=11,18 (Tr) + 0,7 donde
Tr expresa la concentracién de transferrina en mg/ml, El -
error estandar es despreciable,
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luego si consideramos que el area 1\2. es la correspondiente a un

I

circulo=y M? = m (Ag) + At; pero como r=1/2 D entonces r2=1 /402

.. T/ aD?

it

m (Ag) + Ai donde si consideramos la razdn /4
como 3,1416/4 podemos considerarla como ® 1 por lo que la expresidn
anterior se pucde resumir como; 1+D% = m (Ag) + Ai = 1)2. En la figura
3 se ecxpresan los valores equivalentes de m y Ai respectivamente para
este sistema,

La cuantificacién de transferrina en el plasma de los concjos ex-
perimentales, se hizo colocando 4 ul de plasma en cada pozo por dupli-
cado, Una vez colocado el antigeno en cada placa éstas se incuban a -
temperatura ambiente en una ciAmara himeda por 24 horas, tiempo reque
rido para que se estabilice la reaccibén antfgeno-anticuerpo y por tanto el
area final del precipitado., Después de¢ este perfodo de incubacibn, se

efectuaron las mediciones corresgpondientes.,

Determinacidn de hierro sérico. - l.a conceatracién de hierro sérico se

determind espectrofotométricamente haciendo uso del dcido batofenantro-
1{n disulfénico, el cual reacciona con el hierro libre dando un compuesto
colorido con un maximo de absorcién a 535 nm. l.a técnica empleada es
. , (49) .
una variante del método de Shade elaborada por los laboratorios -
Merck, por lo que se usbd el juego de reactivos correspondiente,
El principio en el que se basa la determinacidn, consiste en re-
mover el hierro unido a protefns sideréfilas, principalmente el ligado
por la traasferrina, a través de uncambio brusco en el pll del sucro,

Para este propdsito se utiliza HC1 IN, Una vez liberado el hierro, se
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procede a precipitar las protefnas séricas con dcido tricloroacético 3 M
con el objeto de eliminar cualquicer interferencia por dispersidn debido a
algln componente sérico, Después de centrifugar se toma el sobrena-
dante en el cual se encuentra el hierro libre, este Gitimo es entonces re-
ducido con ascorbato de sodio. Ll hierro reducido se hace reaccionar
con batofenantrolina a un pil de 5,5 aproximadamente, porlo cual al so-
brenadante se le adiciona acetato de sodio al 30%, El cilculo de hierro
se hace entonces en funcién del cambio de coloracidén en el sobrenadante,
con respecto a la coloracidn de una solucidén patidn de hierro cuya con-
centraci6n es de lug/ ml de F'e. La reaccibén del hierro ferroso con dos
moléculas de icido batofenantrolin disulfénico puede esquematizarse de
la siguiente manerau

2 Cyq Hy N, + re?? — (Cyy l o Ny oy e o bien,

2

Para la determinacién de hierro se procedié primeramente a lavar el ma-
terial de vidrio calentindolo en una solucién de extrin al 10% v/v a 95°C
durante una hora, Enseguida se enjuagd con agua destilada y finalmente
con agua desionizada, para evitar cualquier residuo de hierro, Una vez
limpio el material se prepararon las siguientes soluciones empleando

en todos los casos agua desionizada, la cual se prepard pasando agua

destilada a un desmineralizador Corning LD 2A, alcanzando una pureza
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de 1 mega ohm/cm:
Solucibén de HC1 IN v/v (Merck traza hierro 5310-5‘1&,) |
Solucién de TCA al 40% p/v (Merck traza hierro 1.\:10'3‘}1,) |
Solucibn de Acetato de Sodio 30% p/v (Merck traza hierro 5:-:10-4'1-'0)
Para cada determinacién se pipetearon 2 ml de plasma 2 los cua-

les se les agregd 1ml de HC1 1IN, agitando brevemente en un Vbrtex,

Después de agitados los tubos, se dejaron a temperatura ambiente 45

minutos; enseguida se les agregd 1ml de acido tricloroacético al 40%

centrifugando la mezcla durante 30 minutos a 10,000 rpm a 4°C, con el

fin de compactar el precipitado, A dos mililitros del sobrenadante se

les agregd un mililitro de acetato de sodio al 30% y aproximadamente 5mg

de ascorbato de sodio, Esta Gltima mezcla se agitd perfectamente bien

hasta disolver el ascorbato de¢ sodio, Una vez disuelto, se agregb un

mililitro de una solucibn de batofenantrolina al 0,1% p/v en buffer de

fosfatos pll 5.5, virando la solucifn a un color rosado, Para leer esta

Gltima solucién en el espectrofotémetro a 535nm, se prepararon un pa-

tr6n y un blanco, paralo cual s¢ siguidé el mismo procedimiento antes

descrito, sustituyendo el suero por la solucidn patrén de hierro y por

agua desionizada respectivamente,
La concentracidon de hierro se expresd como pig de I'e por 100 ml

de plasma y se calculd a partir de la siguiente expresidm

Hierro en plasma - Absorbancia en el plasma x 100
pg/100 ml Absorbancia patron(ug/ml)




Determinacidon de hierro no hemfnico en higado y bazo

Con el fin de determinar el hierro remanente en el higado y en
el bazo de conejos anémicos, sec sacrificaron éstos por exsanguinacidn,
después de alcanzar de 15 a 20 dfas de sangrado diario, extirpando el
hfgado y bazo de cada animal, Engeguida se lavaron los 6rganos exhaus-
tivamente con solucidn salina fisioldgica, en frfo, Cada 6rgano se lim-
pid perfectamente, removiendo todo el tejido conectivo y grasa adheri-
das, pesando cada uno de ellos después de esta operacién, La deter-
minacién de hierro en ambos casos se realiz6 de la siguiente manera:

1) Se hizo un homogenado del 6rgano completo, colocando a este
en un volumen de agua desionizada, cuatro veces mayor el peso de los
tejidos frescos, (ml/gr peso fresco)

2) Del homogenado se pipeted por duplicado 1 ml, transfiriéndolo
a un volumen final de 100ml en una mezcla de acidos Clorhidrico y Tri-
cloroacético, con una concentraciédn final de 3N para el HCl y 1,8 M para
el TCA,

3) De esta dilucién, se pipetearon 10ml en tubos de vidrio de -
30ml,

4) L.os tubos se colocaron cerrados con tapones de corcho recu-
biertos con parafilm en un bano de temperatura constante a 65°C dejan-
do digerir el tejido en estas condiciones durante 24 horas.

5) Una vez digerida la muestra, se transfirieron 2 ml del sobre-
nadante de cada una de ellas, por duplicado, a tubos de vidrio enjuaga-

dos con agua desionizada, Se determind la concentracién de hierro de
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esta muestra de forma aniloga a la determinacién de hierro sérico,
Los datos fueron expresados como g de Fe totales y pg de Fe
por gramo de tejido fresco.
Los calculos en el primer caso se efectuaron multiplicando los
pg Fe/ml por el volumen total del homogenado y al dividir este (ltimo va-
lor entre el peso fresco del érgano, se calcularon los ug de hierro para

el segundo caso,
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RESULTADOS

En esta parte del trabajo se describen los resultados obtenidos
en tres experimentos consecutivos, En cada uno de ellos se utiliza co-
mo animal experimental conejos Nueva Zelanda blancos, alos cualesg se
les provoca un estado de anemia, al extraer diariamente un volumen e
sangre constante, Aunque la induccibén de un estado de anemia por san-
grado crdonico, es un factor comin en los tres experimentos realizados,
dicho estado se provocHm diferentes condiciones, mismas que seran
descritas de manera individual., Por otra parte, con el afin de poder
contrastar los resultados obtenidos en cada caso, algunos de los para-
metros cuantificados en los tres experimentos, son pricticamente los
mismos, En relacidén a este punto, debe mencionarse que an cuando
participé activamente en el desarrollo de cada uno de los experimentos,
la gran cantidad de parimetros a medir en los mismos, hizo que mi res-
ponsabilidad principal fuera la de cuantificar los niveles de proteina sé-
rica total, transferrina y hierro séricos, asfi como el hierro no hem{-
nico en higado y bazo, No obstante, debido a las necesidades del and-
lisis e interpretacidn de los resultados, es indispensable el presentar
aquf, parcialmente, los datos de otros parametros medidos, como lo
son nimero de células rojas, hemoglobina, nmero de reticulocitos y
hematocrito,

Antes de desgcribir particularmente los resultados obtenidos

en los experimentos realizadosg, daré las caracter{sticas mas genera-
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les del tipo de ancemia inducida al extracr diariamente un volumen fijo
de sangre, En otingtrabajos (50'51), sc¢ ha observado que tanto ¢l nime-
ro de células rojas por mililitro, como la concentracién de hemoglobina
por 100 mililitros y el hematocrito, decrecen bruscamente durante los
primeros 6 dfas después de extraer diariamente 10 mililitros de sangre
por kilogramo de peso, Esta disminucidén es compensada por un incre-
mento en la produccibén de células rojas, la cual se refleja  en un aumen-
to en el nimero de reticulocitos circulantes, El aumento de dicha pobla-
cibén, no es indefinido, sino que después de incrementarse alrededor de 3
veces con respecto a las concentraciones normales, se mantienc enton-
ces constante. De esta manera se logra establecer un equilibrio entre
el nimero de células rojas removidas y el nimero de células producidas
diariamente. En este equilibrio pueden analizarse lag caracteristicas
de la anemia inducida, dado que las poblaciones gse mantienen ahora cons-
tantes. En relacibén a este punto, se ha demostrado que aparece en la
circulacién una nueva poblacién de células rojas, cuyo tamano es compa-
rativamente mayor con respecto a las normales, teniendo sin embargo,
una concentracién de hemoglobina menor en relaciéna su volumen, Las
caracteristicas anteriormente citadas, colocan a este tipo de anemia den-

tro de las anemias consideradas como macrociticas,

Primer experimento, -

Proliferacién del tejido eritroide del conejo como respuesta a

una estimulacidn progresiva provocada por la remocibn de diferentes




volumenes de sangre,

En este experimento, se tratd de conocer los l{mites de la capa-
cidad de respuesta fisiolbgica del conejo, ante un estimulo por sangrado
progresivo, A cuatro grupos de conejos se les extrajo 3, 6, 9y 12 ml
de sangre/ kg de peso respectivamente, con cl objeto de caracterizar
los valores criticos de dicha respuesta.

[.a figura 4, ilustra la tendencia que sigue la concentracibon de
hemoglobina /100 ml, durante el sangrado diario en los diferentes gru-
pos experimentales, Puede hacerse notar que durante los primeros
cuatro dfas del experimento, se provoca un descenso en la concentracidn
de este parametro en los cuatro grupos, siendo menos evidente en el que
se extrae un volumen de sangre menor, Enlos dias subsecuentes tien-
den a aumentar los niveles de hemoglobina de una manera mas o menos
paralela,

Por otra parte, conociendo el volumen de sangre removida on
cada caso, se puede calcular la cantidad de hemoglobina extrafda en dicho
volumen, Este valor es importante, ya que en funcién del mismo, se
puede saber la cantidad de hierro que estd perdiendo cada conejo diaria-
mente, por efecto del sangrado, si asumimos que un gramo de hemoglo-
bina tiene 3,35 mg de hierro. En la figura 5 puede observarse que la
remocion de hierro en el grupo de 3ml/kg de peso, no varfa significati-
vamente a lo largo del experimento, In los grupos restantes se observa
que el hierro eliminado durante el sangrado, disminuye consecutivamen-

te durante los primeros cuatro dias, Esto c¢s explicable, ya que en el -
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Fig. 4. - Variaci6n de la concentraciébn de hemoglobina durante la induc-
cidén de un estado de anemia por la remocibén de diferentes vo-
lumenes de sangre, Las rectas trazadas para cada grupo ex-
perimental fueron calculadas por el método de mfnimos cuadra
dos. Se expresan sin embargo los valores experimentales sin
ajustar,

mismo intervalo ocurre un descenso generalizado en la concentracion de

hemoglobina. Con el afin de comparar de una manera prictica las di-

ferencias existentes en cada caso, se han trazado las rectas que mejor

se ajustan a los valores experimentales, haciendo uso del método de mf-

nimos cuadrados, Para ello se tomaron dos intervalos, El primero

abarca del primer dfa de sangrado (dia cero) hasta el cuarto dfa (dfa tres
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Fig. 5. - Hierro total extrafdo durante la remocién de diferentes volu-
menes de sangre. Los valores de hierro extrafdo se calcula-
ron en funcién de la cantidad de hemoglobina extrafda para ca-
da grupo, Ll calculo se efectud agumiendo que un gramo de
hemoglobina equivale a 3,35 mg, de hierro, Las rectas fueron
trazadas por el método de mfnimos cuadrados,




44,
en la grafica) y cl segundo, del cuarto al quinceavo dfa, Los coeficien-
tes de correlacidn promedio para cada intervalo, son de 0,98 con un ni-
vel de significancia del 99% para el primero y de 0,60 con un nivel de
significancia del 95% para el segundo, Decl primero al cuarto dia, los
grupos de 6, 9 y 12 ml/kg de peso, tienen una pendiente negativa, sien-
do cercana a cero la correspondiente al grupo de 3ml/kg de peso. Esto
implica que en este Gltimo grupo, la cantidad de hierro removido es cong
tante, mientras que en los restantes la cantidad de hierro extraido por
dia es cada vez menor, A este respecto es necesario destacar que la
magnitud de la pendiente es un indice de la velocidad de remocidn de di-
‘cho elemento, teniéndo un valor similar enlos grupos de 9y 12 ml/kg
de peso, La magnitud exacta de las pendientes para este primer ajuste

linear, esla siguiente:

»

3ml/kg de peso 20

Gml/kg de peso = -0,57

[

9ml/ kg de peso = -1,23
12ml/kg de peso = -1,26
Describamos ahora 1o que sucede en cada grupo experimental a
partir del cuarto dfa de sangrado, hasta el quinceavo, El grupo de 3ml/kg
de peso, mantiene su valor constante., En los deméis se observa un hecho
peculiar, En lugar de seguir disminuyendo la cantidad de hierro extraido,
ésta aumenta ligeramente, En términos del ajuste linear efectuado, este

hecho se confirma, ya que el signo de la pendiente es positivo, Por se-

gunda vez se observa que el comportamiento de los grupos de 9 y 12 ml/kg




de peso es similar, En efecto, mientras la pendiente en el grupo de

9 ml/kg de peso es de +0,070 en el de 12 ml/kg de peso es de +0,068,
Por su parte la pendiente del grupo de 6 ml/kg de peso es de + 0,063
la cual es mis cercana a la de los grupos de 9y 12 ml/kg de peso, en
relacidn a su valor anterior,

Hasta aquf, los datos que sc presentan sugieren un comportamien-
to similar para los grupos de 9y 12 ml/kg de peso, teniendo un compor-
tamiento distinto los grupos de 3 y 6 ml/kg de peso, en cuanto a la esti-
mulacibn por sangrado,

Mencionemos ahora la cantidad total de hierro perdido por el ani-
mal en cada caso, en los 16 dias de sangrado, En el grupo de 3ml/kg de
peso, se retird un total de 36.28 mg; en el de 6ml/ kg de peso 63,.70; en
el de 9Iml/kg de peso 93,95 mg v finalmente en el de 12ml/kg de peso
99,55 mg., En este experimento como se menciond antes, se repuso
aproximadamente la misma cantidad de hierro extrafdo, inyectando ca-
da dia intraperitonealmente, hierro dextran,

Cuando se analiza el nimero de células rojas por ml en cada
cago (datos no presentados aquf) se observa una cinética similar a la
de la concentracién de hemoglobina, aunque el valor critico en cuanto
al nimero minimo de estas células, se alcanza en el sexto dfa de san-
grado (grupos de 9 y 12 ml/kg de peso solamente) en lugar del cuarto
dfa, como sucede en cuanto a la concentracidon de hemoglobina, A su
vez, el niimero de células rojas en el grupo de 3ml/kg de peso, dismi-

nuye ligeramente durante los primeros 4 dias, para luego mantenerse




16,
relativamente estable. De manera general, podria destacarse que exis-
te un comportamiento similar en los grupos de 9y 12 ml/kg de peso,
mientras el grupo de 6 ml/kg de peso, presenta un comportamiento inter-
medio entre el grupo de 3 ml/kg de peso y los dos anteriores,

Un tercer parametro medido fué el ntmero de reticulocitos cir-
culantes, Cuando durante los diferentes dias del experimento, se mide
esta Gltima poblacidon celular, se aprecia, como ya se ha destacado en

otros trabajos (50)

, un incremento significativo en el. nimero absoluto
de estas células, Este incremento no es, sin emburgo, igual en los di-
ferentes grupos experimentales, Por el contrario, depende del volumen
de sangre que se remueve, Il grupo de 3ml/kg de peso, duplica el ni-
mero de reticulocitos, con respecto al nGmero normal encontrado en cl
dia cero; los conejos de 6 ml/kg de peso casi triplican dicho valor, en-
contr&ndose un incremento de alrededor de 4 veces en los grupos de 9

y 12 ml/kg de peso respectivamente, Si se considera que proporcional-
mente se estimula en mayor medida a los grupos de 12 ml/kg de peso,
puede pensarse que se ha alcanzado una respuesta maxima en relacién
a la produccién de este tipo celular,

Una vez conocidas las variaciones en los parametros hematold-
gicos antes considerados, se procedid a analizar el contenido de protei-
na sérica total en el curso de este primer experimento, Enla figura 6,
en la cual se expresa el promedio de la concentracidon de proteina en mg/ml

para los cuatro grupos, puede notarse un aumento en este parametro a

partir del séptimo dia, Dicho incremento, que se mantiene hasta el fi-
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nal del experimento, ¢s tan sblo de un 15% en relacidn al valor encontra-

do ¢n condiciones normales, lo cual no es significativo,

fig. 6

8

o ' T T T g T I ToT s
Dias de sangrado

Fig, 6. - Variacifn de la concentracitn total de proteina durante la in-
duccidn de un estado de anemia por sangrado, Cada valor re-
presenta el promedio de los treg grupos experimentales (3, 6,
9y 12 ml de sangre por kg de peso), Se representan en cada
punto la desviacion estindar correspondiente,




48,

Este primer andlisis del contenido total de protefna, fué scgui-
do de la determinacitn especifica de la concentracion de transferrina, ya
que esta proteina se sabhc que transporta hierro a centros hematopoyéti-
cos, mismo que es utilizado a su vez para la sintesis de hemoglobina,
Enla figura 7 se puede apreciar la cinétipu seguida por esta protefna du-
rante el curso del experimento, Una apreciacién inmediata, es que no
existe un comportamiento distintivo en cada grupo, sino que se presenta
una tendencia generalizada a incrementar el contenido sérico de esta

glicoproteina,
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Fig, 7. - Efecto de la remocitn de diferentes volumenes de sangre sobre
la concentracidn de transferrina sérica, Los puntos repre-
sentan los valores promedio para cada grupo,
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En la figura 8 se expresa la concentraciton promedio de los cua-
tro grupos experimentales, En ella, la curva representada es de tipo
exponencial, cuyo maximo valor alcanzado a partir del octavo dia, se
mantiene en lo general estable hasta el Gltimo dia del experimento, Cuan
do se compara el valor inicial con respecto al valor promedio maximo
alcanzado a partir del octavo dfa en adelante, ¢ste Gltimo resulta ser un
50% mayor en relacién al primero, Dicha diferencia es significativa
(p=,001), A su vez, al ser equivalente para los cuatro grupos experimen=-
tales, su estimulaci6én no depende de manera directa del volumen de san-
gre extraida, A este respecto, si como se ilustra en la figura 5, el hie-
rro a restituir esti en funcién del volumen total de hemoglobina extraida

diariamente, cabe preguntarse cuales son las implicaciones de un aumen-

to Gnico en la concentracidén de transferrina,



(mg/mi).
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Fig, 8. - Tendencia promedio d¢ '8 concentracibn de transferrina sérica
para los diferentes grupos experimentales (3,6,9y 12 ml/kg de
peso). Los valores representan la media de los 4 grupos ante-
riores, indicAndose en cada uno la desviacidn estandar corres-

pondiente.
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Una primera correlacidn de los valores obtenidos para este pu -
rametro, puede hacerse tomando en cuenta el nimero de reticulocitos
que aparecen en la circulacién en cada caso, La figura 9 expresa la ra-
z6n de cambio que existe entre ¢l nidmero de reticulocitos y la concentra-
cidn de transferrina con respecto al volumen de sangre removida., Esta
proporcioén o razbén de cambio, que resulta de dividir el ndmero absoluto
de reticulocitos entre la concentracidn de transferrina, fué calculada
para cada grupo, a partir de los valores promerdio presentes en el equi-
librio al final del experimento, Este equilibrio fué tomado ¢ cuenta desde
el octavo dia de sangrado, en el cual como ya se menciond con anteriori-
dad, tanto la concentracidn de transferrina, como el ndmero de reticulo -
citos, permanecen relativamente estables, Al analizar la "clacién ante -
riormente descrita y representada en la figura 9, se puede apreciar que
esta raz6n de cambio guarda una proporeidn directa conforme el volumen
de sangrado se incrementa, siendo esta menos clara, cuando considera -
mos el grupo de 12ml/kg de peso. Esta proporcionalidad queda expresa-
da entonces por el ajuste lincar que puede hacerse tomando en cuenta los
valores promedio de los grupos de 3,6 y 9ml/kg de peso respectivamente,
El coeficiente de correlacidn obtenido para e¢stos tres grupos es de 0, 98,
teniendo una significancia del 99%, No obstante el alto nivel de signifi-
cancia obtenido en este ajuste linear, para los grupos considerados, es
importante hacer énfasis que la linearidad se pierde cuando al conejo se
le estimula sangrando un volumen mayor, equivalente en este caso a 12 ml/kg

de peso, Es claro gue independientemente de un aumento proporcional, en
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cuanto al grado de estimulacidn por sangrado, la razdn de cambio reti-
culocitof/transferrina, no se incrementa de manera igualmente simétrr-
ca, Para que este valor aumentara simétricamente, tanto el ndmero de
reticulocitos, como la concentracidn de transferrina, tendrian que tener
un valor mayor a los obtenidos experimentalmente, $Si pensamos que pa-
ra una mayor produccidén de reticulocitos, es necesario un mayor apor-
te de hierro, probablemente éste no se da en funcién de haber alcanzado,
en este Gltimo caso, la maxima concentracidn de transferrina circulante,
Esto explica que el cociente reticulocito/transferrina, sea semejante en
los grupos de 9 y 12ml/kg de peso, En relaciébn a este punto, en la alti-
ma parte del presente trabajo, se describirinlos resultados obtenidos
en un experimento, en el cual, a un grupo de conejos después de haber-
los sometido a un proceso de anemia, se les suministra intravenosamen-
te transferrina pura de conejo. Por el momento sec harid mencion de un
segundo experimento, encaminado a caracterizar el efecto que pueda te-
ner el suministro de hierro intraperitoneal, en cuanto al comportamien-
to que presentan algunos de los parametros antes mencionados, a lo lar-

go de un proceso de anemia,
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Segundo experimento

Efecto del suministro exdgeno de hierro sobre la produceidn de
sangre, en un estado de anemia inducida por sangrado cronico en el co-
nejo,

l.os cambios observados en el experimento anterior, nos permi-
ten inferir una profunda modificacidon en el sistema transportador de hie-
rro, Dado que este cambio puede estar ocasionadn como respuesta a
la anemia o bien como respuesta a la inyeccidn intraperitoneal de hierro,
se decidib en este experimento, medir la influencia de dichos factores,
Para el desarrollo de este segundo experimento, a un lote de conejos se
les sangra suministrando hierro y a otro se le sangra sin reponer cl hie-
rro sustrafdo., El volumen de sangre removida es equivalente en ambos
grupos, siendo de 10ml/kg de peso. Este volumen es sin embargo, ca-
paz de estimular la produccitn de reticulocitos en un 100%,

En la figura 10, se encuentran representadas las concentracio-
nes de hemoglobina/ 100 ml para cada grupo, Is importante hacer notar,
que el lote de conejos con hierro, al igual que el lote de conejos sin hie-
rro, tienen un comportamiento similar hasta los primeros 12 diag de
sangrado diario, Entrando el treceavo dia, se hace evidente una dife -
rencia significativa, la cual consiste en una mayor concentracidon de he-
moglobina en el grupo al cual no sec le suministra hierro, En efecto ,
cuando se analiza estadisticamente la diferencia del promedio de los dias
16 al 21, en ambos casos, désta resulta significativa (p=0,05), En con-

traposicidn a esta diferencia, cuando se determina la cantidad de hierro




56,

8 Fig- 10
\
\
\
~ \
\
\
h \
R \
\
\
& 10 . N
’ -
. ’.,_,.,.v" .. _
- \ ” ‘.
= \ gy S
3 4 -
S
. ,
H o
; . —."'"--..."
e
A
»
y ®-~® Sin MNierro.
N =8 Con hierro,
'-1
Y T T Y Y \ T T T A *
Q i -] 10 18 20

Fig, 10, -

Olos de Sangrado

Variacion de la concentracién de hemoglobina durante la remo-
cidn de un volumen constante de sangre (10ml/kg de peso), -

Los valores se representan tanto para un grupo tratado con -
hierro como para otro no tratado., las desviaciones estindar
son despreciables,
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removido en cada caso, figura 11, no se aprecia ninguna distincidon entre
ambos grupos, siendo aniloga la cantidad de hierro extraido por dfa en
los dos lotes distintos de conejos.

Por otra parte, cn el desarrollo de este experimento se analizd
el contenido de hierro sérico a lo largo del sangrado, Con este alor y
la concentracion de transferrina, fué factible calcular los porcentajes
de saturacion de esta dltima, asumiendo que en su mayor parte el hierro
sérico se encuentra asociado a transferrina. En la siguiente figura (Fig, 12)
puede observarse la cinética de esta glicoproteina a lo largo del sangra-
do, distinguiéndose durante los primeros 8 dias antes de alcanzar el equi_
librio, un incremento similar en ambos grupos, que es equivalente a su
vez, a la dinimica observada en la figura 8, en la que se representa el
promedio de la concentracibn de transferrina para los grupos de conejos
a los que se les sustrae distintos volumenes de sangre, No obstante, se
observa una diferencia significativa {(p=0,05) en este parametro cuando
se compara el promedio de la eoncentracibn en el equilibrio para ambos
casos, siendo un 26% mayor la cantidad de transferrina circulante en el
grupo al cual no se le suministra hierro, con respecto al cual se le apli-
ca intraperitonealmente este Gltimo a lo largo del sangrado, Este punto
es interesante, ya que cuando se compara el grado de saturacidn de la
transferrina para ambos casos, puede observarse que sdlo en el grupo
al cual no se suministra hierro, el porcentaje de saturacion no excede
el 100%, siendo de un 64,4% en promedio durante los primeros 10 dfas,

disminuyendo hasta un 52,6% una vez alcanzado el equilibrio, Sin em-
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bargo, analizando los porcentajes de saturacidn calculados a partir de
la concentracidn de hierro y transferrina, en el grupo de concjos trata-
dos con hierro, puede verse que en promedio, sblo después del décimo
dia de sangrado, el porcentaje de saturacidn ¢s menor al 100%, estando
por arriba de este valor durante los primeros dfas antes de alcanzarse
el equilibrio, El porcentaje de saturacidn inicial en ambos casos, que
refleja las condiciones normales, no excede el 100%, siendo en promedio
de un 81,8%

En la tabla 1, se resume por dia, la cantidad de hierro sérico y
transferrina para cada grupo, asi como las variaciones en cuanto al por-

centaje de saturacidn de este Gltimo,
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Tabla 1, - Porcentaje de saturacion de la transferrina durante el proce-
so de anemia por sangrado en Conejos Nueva Zclanda Blancos,
En la tabla se expresan tanto la concentracidén de transferrina
como la de hierro en conejos tratados y no tratados con hierro,
Gpo, con HIERRO Gpo,. sin HIERRO
Dia de Transferrina Hierrc % Satura-  Transferrina Hierro % Satu-
sangrado  mg/ml _o°  pg/ml o cién mg/ml o pg/ml o racidn
0 1.75 0.09 2,27 0,3 86.64 1.85 0.26 2,08 0,2 77
1 1,77 0.16 3.07 1.8 149,80 1,77 0.09 2.36 0.4 89
2 1.66 0.39 3.06 1.5 122,80 1.39 0.32 2,35 0.5 83,03
3 2,08 0.51 4.15 1.5 129,68 2,02 0.44 2,02 0.6 66,66
4 2,74 0.45 6.32 1,7 153,77 2.60 0.47 2.59 0.7 66.41
5 3.18 0.31 6.80 2.0 142,50 2,35 2,60 2.23 0.8 63.35
6 3.28 0.15 5.97 2.2 121,34 2,9 0.63 2.27 0.8 52.18
7 3,30 0.44 4.55 1.9 91, 91 3.38 0.27 3.12 0,9 61,53
8 3.17 0.14 3.42 1,2 72,00 3.86 0.50 3.04 1,0 52,50
9 3.01 0.60 4.24 1.5 04,01 3.80 0.97 3.03 1.2 353.15
10 2,97 0.31 3.58 0.3 80,40 4,52 0.51 2.96 0.3 43.65
11 3.36 0.08 4,31 0.5 85.61 4,53 0.59 4.01 0.4 58.05
12 2.83 0.18 4,27 0.6 100,70 4,11 0.48 3.32 1,2 53.89
13 3.10 0,26 5.88 1.0 126,45 4,09 0.35 4,17 0.1 68,02
14 2,50 0.63 2,99 1,1 79,73 4,03 0.42 3,14 0,5 51,98
15 2,66 0.63 2,41 0.9 60,40 4,09 0.47 3.31 0.7 53.99
16 2,98 0.33 13.139 0.8 75,83 4,17 0,26 3.07 0,8 49,12
17 3.11 1,02 5,41 0.7 116,09 4,09 0.36 3.78 0,4 61,66
18 2,86 0.56 5,17 1.3 120,50 3. 90 1,00 3,11 0,1 53,16
19 4,09 0.47 6,83 1.6 111,40 3.87 0.92 3,03 0,7 50,92
20 3,21 0,32 4,39 1.0 91,26 3,15 0,82 1.46 0.6 31,06

21 2,23 0.37 4,20 1.5 125.70 3.80 0,90 2,65 0,9 46,49




La figura 13, muestra la concentracion de hicerro sérico en am-
bos grupos., En cuanto a este pardmetro, son notorias lag diferencias
encontradas entve el grupo tratado con hierre con respecto al no trata-
do, EIl grupo al cual se le suministra hierro, eleva rapidamente la con-
centracidn de este elemento en la circulacidn para posteriormente de-
crecer paulatinamente, estabilizandose momentineamente del octavo al
doceavo dfa, para lucgo volverse a incrementar bruscamente en los dias
subsecuentes, alterando dichos aumentos con disminuciones igualmente
pronunciadas. Por cl contrario, el grupo al cual no sec le suministra hie-
rro, presenta un aumento discreto y constante a lo largo del experimen-
to, alcanzandose los valores mas altos del décimo al décimo sexto dias.,
Por otra parte, de los dias 2 al 7,existe alrededor de 2 a 3 veces mas
hierro en el grupo al cual se le suministra este altimo intraperitoneal -
mente, siendo menor la diferencia entre ambos grupos de los dias 8 al
16, para volverse a disparar la diferencia entre estos del dieciseisavo
al veinteavo dia, Estas diferencias en cuanto a la concentracidn de hie-
rro, implican, como ya se dijo anteriormente, una marcada diferencia
en cuanto al grado de saturacidon de la transferrina sérica en ambos ca-
S0s8,

IFinalmente, en este experimento se procedid a cuantificar el
hierro no hematico de dos Grganos que lo almacenan, Para ello se sa-
crificd un animal en condiciones normales, es decir, sin haber sido san-
grado, extirpando tanto el higado como el bazo., Por otra parte, se sa-

crificaron 5 conejos al finalizar el experimento, en el vigésimo primer
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dia de sangrado. Dos de ellos habfan sido tratados con hierro durante
el experimento, los otros tres sb6lo fueron sangrados, La figura 14,
muestra la cantidad de hicrro por gramo de tejido fresco, tanto en higa-
do como en bazo de conejos normales y anémicos respectivamente, En
cwnto a estos Gltimos, se representan por separado la cantidad de hie-
rro por gramo de tejido fresco en los grupos tratados con hierro con res-
pecto a los no tratados., Se expresa también la cantidad total de hierro
en miligramos en el higado y bazo de cada grupo,

Cuando se analiza el hierro remanente en higado y bazo, después
de finalizado el experimento, se pueden hacer las siguientes observacio-
nes:

a) El higado de¢ concjos antmicos, tiene en promedio un 15% me-
nos hierro que el normal; siendo de un 8,7% para los conejos anémicos
tratados con hierro y de un 21,4% para los no tratados,

b) En relacidn al bazo, se observa que en condiciones de anemia,
existe en promedio un 39.63% del hierro total almacenado en este 6rga-
no en condiciones normales, Un 50.87% persiste en los bazos de cone-
jos anémicos tratados con hierro y tan sélo un 28,36% en el bazo de los
conejos no tratados,

Ahora bien, con ¢l objeto de resumir los resultados obtenidos en
relaciébn a la concentracidn de hierro hepitico total, asf como del hierro
removido en cada grupo a lo largo del sangrado, enla tabla 2 se repor-
tan de manera conjunta estos valores absolutos, Enla misma tabla se

anexa una columna en la cual se anota la diferencia en la concentracibdn
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Tabla 2, - Contenido de hierro hepitico después de 22 dfas de sangrado,

en conejos tratados y no tratados con hierro,

Se expresa -

también la diferencia de hierro hepatico total de un conejo -

anémico (con y sin hierro) en relacidén a un conejo normal -

(sin sangrar) asi como también el hicrro total removido duran

te el sangrado. XEn cl caso del grupo tratado con hierro se -
: expresa en mg la cantidad total de hierro suministrado,

Hierro total Diferencia
hepético en de hierro he-
el equilibrio  péitico con res
(mg) pecto al valor
normal
(mg)
Conejos trata-
dos con hierro 226,98 19,9

Conejos no -
tratados con -
hierro 192,74 54,19

Hierro total

removido por

sangrado
(myg)

192,19

189,12

Hierro sumi-
nistrado
(mg)
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de hierro hepitico normal, con respecto al contenido hepatico observa-
do en condiciones de anemia, Esta diferencia se expresa tanto para el
grupo tratado con hierro como para el no tratado, En ambos casos, la
diferencia observada, puede explicarse en funcidn de los requerimientos
de hierro de los conejos durante el estado de anemia inducido, Esto es
debido a que en este Gltimo, se requiere sintetizar una mayor propor-
cidn de hemoglobina que en condiciones normales, equivalente cuando
menos, a la cantidad removida de esta protefna por efecto del sangrado,
En referencia a este punto, dado que la cantidad total de hierro removi-
da a lo largo del sangrado, es equivalente a la concentraci6én de hierro
almacenado en el higado de un conejo norral, la restitucién de este ele-
mento extrafdo, debe provenir de la dieta, Tomando en consideracion
la diferencia en contenido de hierro hepitico en condiciones de anemia,
asf como la cantidad total de hierro extraf{do, puede estimarse la canti-
dad de este elemento incorporado en la alimentacidn diariamente, Este
analisis indica, que mientras !2s conejos tratados con hierro, debieron
haber incorporado por dfa, una cantidad de 7,82 mg de hierro, los no

tratados debieron tomar 6,31 mg diariamente,

Tercer experimento, -

Efecto del suministro de transferrina en la eritropoyesis y el

metabolismo de hierro en conejos anémicos,

Como resultado de los dos experimentos anteriores, en los cua-
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les se aprecia un incremento significativo en la concentracion de truns-
ferrina, concomitante a un aumento en la produccidn de reticulocitos,
existia la duda del papel que ésta proteina podria tener en cuanto a la -
proliferacidn del tejido eritroide, Esta incertidumbre queda justificada,
en funcidén de que se conoce que la transferrina es la principal acarrea-
dora de hierro hacia los centros hematopoyéticos. En el desarrollo fi-
nal de este trabajo, se realizd untercer experimento, el cual consistid
en suministrar intravenosamente, una cantidad de transferrina sérica,
equivalente a la concentracién encontrada en el plasma de conejos anémi-
cos, pero saturada al 80% con hierro. El objetivo principal de este ex-
perimento, era tratar de precisar si esta glicoproteina era factor limi-
tante en la proliferacidén del tejido eritroide. Recutrdese en este senti-
do, que en el primer experimento realizado, se observaba que no obs-
tante se sangraba un volumen mayor en el grupo experimental de 12ml/ kg
de peso en relacibn al de 9ml/kg de peso, la respuesta, en cuanto al ni-
mero de reticulocitos producidos, era en ambos casos muy similar,

En la figura 15, se muestran los valores de transferrina sérica
para dos grupos distintos de conejos. A cada grupo sc le extrajo un vo-
lumen equivalente de sangre (10 ml/kg de peso), Eu el onceavo dia, des-
pués de remover 1 ml, menos del volumen de sangre correspondiente,

a un grupo se le inyecta intravenosamente transferrina pura de conejo
y a un segundo, el mismo volumen de solucidn salina fisiolbégica, Una
hora después de la inyeccidn, se tomd una alfcuota de 1 ml, para verifi-

car el estado de los conejos, Cuando se determina la concentracibon de
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transferrina, sc aprecia un incremento de aproximadamente el doble ¢n
relacién a los valores correspondientes a una hora antes de ser tomada
la muestra,

Por el contrario, en los conejos inyectados con solucidn salina,
disminuyen los niveles de transferrina, de una a dos veces aproximada-
mente. Veinticuatro horas después se restablece la concentracidn de
transferrina en ambos grupos, teniendo valores muy cercanos a los nor-
malmente alcanzados en ¢l equilibrio después de inducida la anemia,

En cuanto a los niveles de hierro sérico figura 16, determinados
en la misma alfcuota, se aprecia una ligera disminucién en ambos casos,
siendo similares a los valores de ese mismo dia antes de haber sido in-
yectados,

Volviendo a la figura 15, sec observa que mientras ambos grupos
antes del dia 11, tienen una concentracién de transferrina muy similar,
4 dfas después se dispara en mis de un 100% la concentracién de la mis-
ma, en el grupo al cual se le suministrd transferrina intravenosamente,
El grupo control mantiene, sin embargo, la concentracidn de transferri-
na hasta el Gltimo dia de sangrado,

Enlo que respecta a hierro, la figura 16 muestra que veinticuatro
horas después del suministro de transferrina, se abaten los niveles de
hierro draméaticamente, disminuyéndose alrededor de nueve veces con
respecto al dfa anterior, Sin embargo en el grupo control, los niveles
de hierro no se alteran de manera notoria, Por otra parte, en los dias

anteriores a la inyeccifn de transferrina, los niveles de hierro en los
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dos grupos, tienen una tendencia a incrementarse, siendo mas claro di-
cho incremento en el grupo control.

En la tabla 3 se resumen las concentraciones de hierro y transfe-
rrina sérica, expresando por dia, los porcentajes de saturacién de ésta
Gltima, Fl porcentaje de saturacién inicial promedio, fue en este caso
del 74%., Promediando los porcentajes de saturacidén de amhos grupos
hasta antes del dia once y excluyendo el porcentaje inicial (normal) an-

tes mencionado, tenemos que éste decrece a un 70%. El porcentaje de

saturacibén decrece aiin mas en el equilibrio en el grupo control, siendo
éste en promedio de un 50% a partir del onceavo dia, En cuanto al gru-

po experimental, se hace notorio un decremento en el porcentaje de sa-
turacién al dia siguiente del suministro de transferrina, En efecto, és-

te alcanza un mfinimo de un 6%, No obstante este critico descenso, un

dfa después del mismo, el porcentaje de saturacidén es ahora de un 22,22%,
alcanzando en los dias subsecuentes un promedio del 24, 33%.

Por Gltimo, en relacién al ndmero de reticulocitos circulantes,
se puede apreciar, que en ambos grupos antes del dia once, en el cual
se inyecta transferrina, estas células se incrementan alrededor de 5 ve-
ces en relacibén a su valor normal, El valor promedio cn el primer dia

de sangrado es de 0,226 X 1078 reticulocitos .\me3

Yy se incrementan a
. . -6 , ) . 3

una cifra de 1,16 X 107 reticulocitos X mm~ en el dfa once de sangra-

do. Este aumento se aprecia de manera constante a partir del séptimo

dfa de sangrado en ambos grupos experimentales, Cuando se cuentan

el nimero de estas células un dfa después de inyectada la transferrina,
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Tabla 3. - Porcentaje de saturacidn de la transferrina durante el proce-
) p
so de anemia por sangrado, antes y después de la inyeccidn de

transferrina pura de conejo, En la tabla se expresan tanto la

concentracidn de transferrina como la de hierro en conejos no
‘atadps can transferring

tratadna

Gpo. CONTROL

Gpo, con TRANSFERRINA

Dfa de Transferrina Hierro % Satura- Transferrina Terro  Jo Satu=
sangrado mg/ml o  ag/ml & cidn mg/ml o _ug/ml e racidn
0 1,98 0,38 2,06 0,5 70 1,84 0.38 2,15 042 77,89
1 1.74 0.49 1,83 0.6 70,11 1,83 0.42 2,76 0.6 95,50
2 1,490 0,72 2,17 0.5 97,30 1,58 0,72 2,64 0,5 90,30
3 2,73 0.55 2.62 0,6 64,05 2,76 0,72 2,61 0,6 63,04
4 1.76 1,00 2,81 0,7 96,00 2,76 1,0 2,13 0,7 51,44
5 2.44 1.10 2,78 1,0 75,95 2.51 0.,9% 3,42 1,1 90,9
6 2,46 1,08 2,87 0,5 77.70 2.68 1,01 2,29 0,5 54,28
7 2,41 0.67 2.47 1,0 68,42 2.37 0.65 1,97 1,1 55,49
8 3,02 0.51 3,39 0.5 74.83 3,07 0.51 2,69 0.5 58,47
9 3.58 0.15 2,52 1.0 46,92 2,83 0,15 2,03 1.0 47,87
10 3.80 g.9 2,30 1,1 41,92 2,46 1,10 1,97 1,2 53,38
11 3,94 0.71 2,52 1,0 42,63 2,97 1,22 2,656 1,0 59,55
12 3,50 0.43 2.87 0,7 53.34 3.29 0,15 0,30 0.7 6.08
13 2.82 0.63 2,32 0.3 54,84 4,02 1,10 1,34 0,3 22,22
14 3.28 0.24 2,32 0,7 47,15 4.27 0.75 1,82 0,7 28.4
15 2,77 0.14 1.9 0.9 46,74 7,27 1,60 3,08 1,1 28,20
16 2,89 0.48 2,13 0.8 49,19 6.35 0.85 4,18 1,0 43,9
17 2,93 0.52 2.18 0.9 49, 65 5,90 1,05 3,28 0,9 37,17
18 2,57 0.53 1.83 0,8 47,53 4,80 1,40 1,30 0.9 17,95
19 2,77 0,65 2,08 0,9 54,02 6,39 0.77 1,12 0,1 11,69
20 2,60 0.44 2,08 1,2 53.33 6.45 0,49 1,85 0,7 19,04
21 2,46 0.55 2,31 1,1 62,60 5.84 0.75 1,38 0,6 15,75
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se aprecia un descenso congiderable, ya que éstas decrecen de 1,16 X
-6 .. S 3 SR B . . :
10 7 reticulocitos X mm™ a un valor de 0,568 X 10 reticulocitos X mm ,
A este respecto, la aplicacidon de solucidn salina fisioldgica, en el grupo
control, no causa una variacién perceptible, ya que el valor para estas
. , - 100 . . . J
células, un dia después es de 1,10 X 10 reticulocitos X mm .,
Retomando el comportamiento seguido por el grupo experimental,
es importante mencionar que cuatro dfas después del suministro de trans-
ferrina, se vuelve a restablecer el nimero de reticulocitos observado en
el equilibrio a partir del séptimo dia de sangrado. Es interesante men-

cionar que este aumento en el nimero de reticulocitos no es progresivo,

,
y

- 3
ya que de una cifra de 0,68 X 10 6 X mm eneldfa 14 de sangrado, en
-6 . . . 3 .
el dfa 15 han alcanzado un valor de 1,01 X 10 = reticulocitos X mmi mis-
mo que se mantiene constante hasta el término del experimento en el dia

21 de sangrado,




DISCUSION Y CONCL USIONES

En ¢l desarrollo de este trabajo, se hizo uso de un sistema expe-

\

rimental, en el cual a través de una sangria crdnica, se provoca un de- ‘
sequilibrio en algunas de las poblaciones celulares que componen el teji-

[+ %)
do sangulneo (60,52),

Una de las poblaciones celulares afectadas es pre-
cisamente la de células rojas., Esta como ha sido destacado ya en otros
trabajos, sufre undecremento pronunciado durante los primeros 6 dias
del sangrado, el cual se va haciendo cada vez menor, a medida que el
organismo logra reponer el nimero de células rojas removidas,

En condiciones normales, el organismo debe remplazar un cier-
to nGmero de células rojas que son elitinadas de ta circulacidn por el
sistema reticuloendotelial. En este caso, es evidente que el namero de
eritrocitos a reponer, debe ser mernor que en las condiciones experimen-
tales empleadas. Esto implica que las senales que provocan la produc-
cidn de dichas estirpes celulares, deben estar alteradas en relacidn a
las condiciones normales. En particular podriamos pensar en una am-
plificacifn de dichas senales, dado que el organismo presenta un déficit
en cuanto al nlmero de células rojas circulantes., Esto dltimo se debe a
que el conejo no sblo tiene que reponer las células que diariamente se
destruyen, sino también aquellas que son removidas por efecto del san-
grado, De hecho, una primera amplificacion que se presenta en el ani-

mal experimental empleado, consiste en un aumento significativo en la

produccidn de reticulocitos, la cual a su vez no es ilimitada, como lo
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indican los resultados del primer experimento. A este respecto, debe
recordarse que los conejos a los que se les remueve 9y 12 ml/kg de pe-
so, responden de manera analoga, tanto como en la concentracién de he-
moglobina, como cn el nGmero de reticulocitos que producen.

Una segunda alteracién en el curso de la anemia inducida, se re-
fleja en el cambio notorio de los niveles de transferrina plasmatica. Es-
te aumento presenta sin embargo, caracteristicas peculiares, La prime-
ra de ellas es que se inerementa de manera signficativa y aproximada-
mente constante a partir del auarto dia de sangrado, en los tres experi-
mentos realizados, en los cuales se induce un estado anémico en distin-
tas condiciones. La segunda es que el aumento producido durante la ane-
mia, no es proporcional al grado de severidad de ésta Gltima, ya que co-
mo lo indican los resultados del primer experimento, no importando el
volumen de sangre removido, la transferrina sc elevace una manera equi-
valente tanto-en un grupo de conejos a los que se le extraen 3ml/kg de
peso como a los que se les remueven 12 ml/kg de peso. En cuanto a es-
te punto, habria que enfatizar que los niveles de transferrina medidos en
un volumen constante de plasma, no indican de manera directa como esta
la biosintesis de esta proteina.

Para conocer de una forma aproximada el grado de biosintesis de
este compuesto en cada caso, se tendrian que tomar en cuenta varias
factores, Se deberia conocer tanto la vida media de la transferrina de
conejo anémico, como la cantidad total de la misma en todo el volumen

sangufneo del organismo, Otro punto a considerar, en cuanto a éste
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p_roblema, es la cantidad total de transferrina removida en cada caso,
En efecto, el grupo de 3 ml/kg de peso, no tiene que reponer la cantidad
de transferrina que pierde el grupo de 12 ml/kg e peso, tan sdlo por
efecto del sangrado, [Finalmente, debe conocerse la cantidad de trans-
ferrina remanente en algunos drgannos como el higado, Desafortunada-
mente por el momento, no cuento con ningin dato experimental en rela-
cidn a los valores antes mencionados,

Antes de continuar la descripcidén en cuanto al comportamiento
de la transferrina en las diferentes condiciones experimentales, habria
que mencionar que aunque esta proteina se incrementa significativamen-
te en el curso de la anemia, la cantidad total de proteina sérica no se
ve dristicamente afectada, ya que en términos generales esta se man-
tiene constante (Fig, 6) atn cuando la transferrina es una de las protei-
nas mas abundantes del plasma junto con la albimina.

Por otra parte, retomando el comportamiento de la transferrina

durante el curso del segundo experimento, podemos notar que indepen- |
dientemente del suministro de hierro intraperitoneal, ésta se incremen-
ta de manera analoga al grupo al cual no se le ha suministrado hierro,
En efecto, antes de alcanzarse el equilibrio, los dos grupos presentan
un comportamiento similar, existiendo una mayor concentracion de
transferrina en el grupo sin hierro una vez que el organismo mantiene
egtables los niveles de esta proteina (Fig, 12),

l.os resultados obtenidos en este experimento son interesantes

por varias razones, En primer lugar, el hecho de que la transferrina
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se incremente de manera aniloga durante los primeros 9 dias de sangra-
do, implica la existencia de un estimulo comiin en todos los grupos de co-
nejos, En la figura 10 se observa un decremento similar en la concentra-
cidn de hemoglobina, el cual se acentda en ambos casos entre los dias
quinto y sexto aproximadamente.

Dado que la concentraciéon de hemoglobina es importante para -
manteaner la oxigenacidn de los tejidos, una disminucidén de ésta, debe
provocar muy probablemente un estado de hipoxia, el cual seria equiva-
lente para el grupo tratado con hierro en comparacién al no tratado, De

53)
acuerdo con Morgan , una variacién en la tension parcial de oxigeno
en los tejidos, conlleva a una elevacion en los niveles de transferrina
plasmatica. En cuanto a este punto, podemos suponer que un factor co-
min en todos los experimentos realizados, es la induccién de un estado
de hipoxia al disminuir en todos los casos la concentracién de hemoglo-
bina, de ah{ que se incremente la concentracién de transferrina circulan-
te de una forma sistemaética a partir de los mismos dias en los que son
criticos los niveles de hemoglobina (dfas 6 y 7). Este hecho hace supo-
ner que la elevacidn de transferrina, esta asociada con la movilizacién
de hierro a médula 6sea para la sintesis de hemoglobina, siendo un des-
censo en la presién parcial de oxfgeno tisular un primer factor que esté
mediando un probable incremento en la biosintesis de transferrina. No
obstante, para el mismo Morgan y Bradckendrige (54), un incremento en

la concentracion de los niveles de hierro plasmatico, es el causante de

un aumento en la biosintesis de transferrina por células parenquimatosas
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del higado de ratdn, Desde este punto de vista un exceso de hierro plasg-
matico, mis que un déficit del mismo, scria el causante de un aumento
en la biosintesis de transferrina., De las figuras 12 y 13 respectivamen-
te, se puede apreciar que no obstante los niveles de hierro sérico son
mas altos en el grupo tratado con hierro, con respecto al no tratado (de
los dias 4 al 6 en la grafica), no se aprecia consecuentemente una mayor
concentracion de transferrina sérica en el grupo tratado con hierro; aun-
que este hecho no nos hable directamente de su biosintesis, pienso que el
incremento en la transferrina sérica es reflejo, en cierta medida, de la
velocidad de biosintesis de la misma, por lo que un aumento de los nive-
les de hierro sérico en este experimento, no pienso que estd relaciona-
do con un incremento en la biosintesis de transferrina, Sin embargo lo
que s{ es notorio entre los dos grupos del segundo experimento, es una
diferencia en cuanto al porcentaje de saturacidn de la transferrina en ca-
da uno de ellos. En efecto, mientras el porcentaje de saturacién en los
conejos suplementados con hierro excede el 100% o se encuentra siempre
muy cercano a este valor, el porcentaje de saturacidon en el grupono trata
do con hierro es menor al 100%, alcanzando valores hasta de un 52.6%
en los dfas en que la concentracidn de transferrina permanece constante, |

e
Algunos autores $65,56)

, consideran que el porcentaje de saturacibn de
la transferrina, regula el curso del hierro que ésta acarrea, es decir,

si el hierro sera destinado en su mayor parte a la produccién de célu-

las rojas, o si seri almacenado, De acuerdo a esta hipbtesis, cuando

la transferrina estd muy saturada, el hierro que ésta acarrea es alma-
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cenado en el higado principalmente, destinindose una menor proporcitn
para la sintesis de homoglobina, En el caso contrario, cuando la trans-
ferrina esti menos saturada, el hierro que ésta puede aportar es utili-
zado principalmente en la sintesis de hemoglobina.

Ahora bien, otra de las diferencias que pueden apreciarse en cuan-
to al comportamiento del grupo tratado con hierro con respecto al no tra-
tado, estd en relacidn al contenido de hierro hepatico no heminico en am-
bos casos. Cuando se compara la cantidad de este elemento en el higado
de conejos con hierro con respecto al de los conejos no suplementados
con el mismo, se aprecia una menor concentracién de hierro en este
Gltimo, tal y como lo indican los resultados expresados en la figura 14,
En resumen, de las evidencias experimentales aportadas en este trabajo,
podemos concluir que los conejos a los cuales se les suministra hierro,
presentan un incremento menor ¢n la concentracién de transferrina en
el equilibrio (teniendo un porcentaje de saturacién méas alto con respecto
a los conejos no suplementados con hierro) y un mayor contenido de hie-
rro hepatico.

Antes de hacer una discusidn general de éstos resultados, men-
cionemos algunas caracter{sticas encontradas en otros sistemas, en re-

lacidén al metabolismo de la transferrina, A este respecto R, S Lane 57)

y Cromwell (58)

han encontrado que al parecer, los cambios acentuados
en la concentracién de transferrina en el higado de rata, originan un au-

mento en el catabolismo de la misma, Sin embargo este proceso puede

revertirse en el caso de que exista un incremento rapido en el contenido
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de transferrina en higado, ya que esta senal promueve ahora la sintes.s

de transferrina méas que su degradacidn, elevando a su vez la concentra-
(68)

cidn de transferrina plasmatica. Cromwell en este sentido, observa

que en condiciones de una deficiencia cronica de hierro, el nivel de trans-

ferrina plasmatica es mayor, disminuyendo su velocidad de degradacion

a nivel hepatico,

Una explicacion de los resultados antes mencionados, acordes con
las evidencias encontradas en la literatura puede resumirse entonces de
la manera siguiente: En ambos casos, tanto en el grupo con hierro como
en el grupo sin hierro, al reducirse los niveles de hemoglobina, por efec-
to del sangrado (Fig,10), se provoca muy probablemente un estado de hi- |
poxia. Una primera respuesta ante esta falta de oxigenacibén, traerfa con-
sigo la elevacidon de los niveles de transferrina plasmaética., Esta Gltima |
al encontrarse més saturada en el grupo tratado con hierro, aportaria
una mayor proporcion de este elemento al higado, en comparacién al gru-
po no tratado, A su vez esto implicarfa, segin Lane (57), un mayor ca-
tabolismo de la transferrina de conejos a los cuales se les suministra -
hierro. Por el contrario, en el caso de los conejos no tratados, la trans-
ferrina acarrearfa una mayor proporcibon de hierro a médula dsea roja,
al encontrarse en un porcentaje de saturacion incluso menor al normal,
Esta hipbtesis podrfa no ser cierta, pero pienso que los datos experi-
mentales la apoyan en cierta medida, aunque de una manera indirecta,

Asf por ejemplo, la hipbtesis anterior supone que la proporcion de hie-

rro almacenado en el higado de los conejos no tratados debe ser menor




en relacidn a los tratados con hierro, siendo a su vez mayor la veloci-
dad de degradacidn de la transferrina en este dltimo caso, Con relacidn
a lo anterior, los resultados obtenidos indican efectivamente que en el
equilibrio, el grupo tratado con hierro presenta una mayor cantidad de
este elemento almacenado en higado, pero a su vez una concentracidn
significativamente menor de transferrina plasmitica, en relacién al gru-
po no tratado. Por otro lado, si pensamos que en el grupo no tratado con
hierro, la transferrina al disminuir su porcentaje de saturacién, aporta
preferencialmente su hierro a médula dsea, deberfiumos esperar una di-
ferencia en cuanto al contenido de hemoglobina en relacidn al grupo tra-
tado con hierro., A este respecto, cuando se analiza la concentracibn de
hemoglobina en el equilibrio (Fig, 10}, sc¢ observa un nivel significativa-
mente mas alto de esta proteina en los conejos no tratados con hierro.
Lo anterior no implica desde luego, que el hierro no sea indispensable
para la sintesis de hemoglobina, Debe recordarse, en cuanto a este pun-
to, que todos los lotes de conejos fueron alimentados ad libitum con puri-
na, la cual contiene aproximadamente 125 mg de hierro por gramo de pu-
rina, cantidad de hierro suficiente como para cubrir las necesidades dia-
rias de este elemento, ain en condiciones de anemia. En funcidén del hie-
rro extraido en forma de hemoglobina y considerando la cantidad de hie -
rro almacenado en higado, por ser el centro principal de reservas de
este elemento, fué factible estimar en este trabajo, la cantidad de hie-
rro que deberfa de incorporarse diariamente a través de la dieta, Los

valores calculados fueron 7,82 mg de hierro por dfa para el grupo trata-




83,
do con hierro y 6.31 mg de hierro por dia para el no tratado, los cuales
son muy cercanos entre si, Esto indica que muy probablemente, el he-
cho de que existan niveles de hierro sérico mas altos en los conejos tra-
tados con hierro, estd en funciftn del suministrado intraperitonealmente
¥y no por una mayor velocidad de absorcion del hierro a nivel intestinal,
proveniente de la alimentacion,

Tomando en consideracion el contenido de hierro en el bazo de
cada uno de los grupos de conejos anteriormente citados, nos encontra-
mos que este Grgano pierde una cantidad importante de hierro por efecto
de la anemia provocada, La disminucidn de hierro en este drgann, puede
deberse a dos razones principales. La primera consiste cn que durante
la anemia este 6rgano, que almacena hierro, pueda cederlo paulatina-
mente a lo largo del sangrado, para su utilizacion en médula dsca roja.
En este sentido, como la disponibilidad de hierro es menor en el grupo
no tratado con hierro, podriamos explicar el porqué de una disminucidn
de hierro en el bazo de estos conejos en relacidn al grupo con hierro, Sin
embargo, aunque el higado y el bazo forman parte tanto de la poza meta-
bblica de hierro libil como fijo(‘m), el hierro almacenado por este dltimo
6rgano, es mucho menor en relacién al hierro hepatico, Ciertamente,
si el hierro perdido por el sangrado, fuecra repuesto por el hierro almace-
nado en bazo, tan solo una dnica extraccién de un volumen de sangre equi-
valente a 10 ml/kg de peso, agotaria la cantidad total de hierro almace-

nado en este 6rgano, por lo que si éste aporta hierro para su utilizacion

en la sintesis de hemoglobina, debe ser realmente muy poca su aporta-




8.4,

cidn, Una segunda razdn que explica el descenso tan acentuado de hierro
en el bazo, estd cn relacidn al papel que éste juega dentro del recambio
de células rojas.¥s enel bazo, en donde sc destruye periédicamente una
cierta proporcidn de células rojas que entran en un proceso de¢ envejeci-
miento, siendo almacenados en el mismo, algunos de los subproductos
originados por la destruccion de estas células o, 55). Dentro de los de-
sechos que almacena el bazo, se encuentra justamente el hierro que pro-
viene principalmente de la degradacidn de la hemoglobina, Ahora bien,
durante el sangrado se remueve una cantidad importante de células rojas
diariamente, que incluyen tanto formas jovenes como viejas., El mismo
sangrado trae como consecuencia un aumento en la produccién de reticu-
locitos, de tal manera que estas poblaciones jovenes en un estado de ane-
mia, son mas abundantes que las formas maduras, en relacibdn a las con-
diciones normales, L.0 anterior trae como consecuencia, que la propor-
cién de células rojas destrufdas en el bazo sea entonces menor, exis-
tiendo paralelamente una disminucién en la cantidad de hierro almacena-
do.

FFinalmente, retomando los resultados obtenidos en el primer ex-
perimento, ge habfa mencionado la existencia de un liniite en cuanto a la
capacidad de respuesta en la proliferacion de reticulocitos inducida por
sangrado, Este limite puede deberse a dos razones, la primera de ellas
estarfa en funcidn de la capacidad de divisién de las células precursoras
de este tipo celular, y la segunda en un maximo de respuesta en cuanto

a la sintesis de proteifna tales como la hemoglobina, que determinan la
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la maduracion de las estirpes celulares que anteceden al reticulocito,
En la figura 9, correspondiente al primer experimento, se representa
el grado de proporcionalidad entre ¢l nimero de reticulocitos produci-
dos en el equilibrio y la cantidad de transferrina, cuando se extraen di-
ferentes volumenes de sangre. In esta grifica se observa que cuando
se sangra un méximo de 12 ml/kg de peso, la relacidn reticulocito/trans-
ferrina es equivalente al grupo al cual sdlo se le extrafan 9 ml/kg de pe-
so, Si consideramos que la transferrina es la proteina acarreadora de
hierro a los centros hematopoyéticos y este (ltimo e¢s indispensable para
la sintesis de hemoglobina, el hecho de que la relacién reticulocito/trans-
ferrina sea muy semejante en los grupos en los que se alcanza el maximo
de estinvhcidn en la produccion de células rojas, fué interpretado en fun-
cion de que probablammte un factor limitante para una mayor prolifera-
cién, era la transferrina,

Cuando transferrina pura de conejo (saturada al 80% con Fe) fué
inyectada intravenosamente en conejos anémicos, no suplementados con
hierro, se observaron tres fendmenos importantes:

a) 24 horas después de la inyeccibn, disminuyeron los niveles de
hierro bruscamente, La transferrina circulante, se encuentra alrededor
de un 6% saturada,

b) Concomitantemente, en el mismo lapso, decrecid el nimero
de reticulocitos de una forma igualmente dramatica, manteniéndose dos
dfas por debajo de los valores alcanzados en el equilibrio durante el san-

grado,
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c) A partir del cuarto dfa después de 1a inyeccidn de transferrina,
esta se clevd en mas de un 100% en relacibén a la concentracidn alcanza -
da en el equilibrio,

De los tres puntos anteriores, se puede concluir, que cuando se
duplica experimentalmente la concentracién de transferrina sérica, de
alguna manera se modifica el metabolismo de ésta protefna de tal suerte
que se incrementa muy probablemente su biosintesis, Por otra parte,
en funcidn de que éste estimulo en la produccidon de transferrina, sobre-
pasa los valores maximos alcanzados de este compuesto cuando se esti-
mula a los conejos por sangrado, no puede pensarse que esta glicopro-
tefna sea un factor limitante en la eritropoyésis, Se puede concluir tam-
bién, que un incremento repentino en la concentracién de transferrina,
bloquea, cuando menos durante 24 horas, el transporte de hierro en la
circulacitn, ya que s6lo después de este lapso, el hierro sérico comien-
za a restablecer los valores observados antes del suministro de esta pro-
tefna. Por Qltimo puede concluirse, que al descender los niveles de hie-
rro en la circulacién, se provoca un bloqueo en la produccién de células
rojas.

Una explicacién a este comportamiento, podria hacerse en rela-
cién a lo observado por Lane en ratas, En este sentido, ya se habia he-
cho mencidn que él detectaba una mayor biosintesis de transferrina, -
cuando se sucitaban cambios ripidos en la concentracidon de la misma
a nivel hepatico, Por lo anterior, podria suponerse, que en este alti-

mo experimento al inyectar transferrina saturada en un 80%, la mayor
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parte de ésta debid transportar el hierro principalmente hasta el higado,
causando un descenso ¢n el nivel de hierro sérico. A su vez, al incre-
mentarse bruscamente los niveles de transferrina en este 6rgano, se pro-
vocaron cambios en el metabolismo de esta proteina, induciéndose la bio-
sintesis de la misma,

Aunque los resultados del tercer experimento realizado, no apor-
tan una idea clara del papel de la transferrina en el curso de la eritropo-
yesis, pienso que esta glicoprotefna se encuentra estrechamente asocia-
da a este proceso, ya que el hierro que transporte a médula 6sea roja,
puede ser directamente utilizado en la sintesis del grupo hemo, mismo
que segin algunos autores antes citados, regula la traduccién del mRNA
de globina,

En lo particular, pienso que habrfa que efectuar experimentos
adicionales, en los cuales se varie la concentracidn y el porcentaje de
saturacidn de la transferrina suministrada a conejos anémicos, Esto es
debido a que al parecer, la transferrina presenta caracteristicas muy
bien definidas que regulan su metabolismo, tales como su concentracion
plasmética y su porcentaje de saturacibn,

Para otros autores como Gordon y Koj 6 0), la transferrina al
igual que otras glicoproteinas plasméiticas, pertenece al grupo de pro-
tefnas del sistema denominado como ''reactantes de fase aguda'' (APRs),
En este sistema se incluyen todas aquellas glicoproteinas del suero cu-
ya biosintesis a nivel hepitico se incrementa después de que el orga-

niemo sufre distintos tipos de traumas, tales como el de una interven-
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cidn quirdrgica, una lesidn cutinea, alguna inflamacidn, etc. FEn lo par-

ticular Gordon y Koj reportan que después de una hepatectomia, se incre-
menta la biosintesis de transferrina aproximadamente de un 60% a un 70%,

Otros autores como Crockson, Werner y Odenthal (60)

, demuestran
que después de una intervencion quiriirgica no aumentan los niveles de trans
ferrina sérica, no observando tampoco una mayor biosintesis de la misma

a nivel hepitico., Discrepancias como la anterior, llevan a A, Koj (GO)a
eliminar tentativamente a la transferrina como una proteina del sistema
APRs, En lo particular picnso que la elevacidn en la concentracion de
transferrina plasmatica en los conejos anémicos, no es debido al trauma
cutineo que se les ocasiona diariamente por la puncidn cardiaca, dado
que si ésto fuese motivo de una elevacién en la concentracidn de transfe-

rrina, dicha elevacidn deberia de sucitarse desde el primer dia en que

se ocasiona dicho estado traumético,
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RESUMEN

En una serie de tres experimentos realizados en conejos Nueva
Zelanda blancos, se observa que después de inducir un estado de anemia
por sangrado, se elevan de manera significativa los niveles de transferri-
na circulante, sin alterar notoriamente, la concentracién de proteina sé-
rica total, La elevacibén de transferrina no es sin embargo, proporcio-
nal al volumen de sangre removida,

En el presente trabajo se sugiere que ¢l aumento de esta glicopro-
tefina puede estar relacionada con una deficiencia en la oxigenacidn tisu-
lar, ya que la concentraci6én de hemoglobina/100 ml de sangre, decrece
conforme avanza el proceso de anemia, No obstante, no se dan eviden~
cias directas que apoyen dicha hipdtesis. Por otra parte, asociada a la
elevacibn en la concentracib6n de transferrina, se incrementan los niveles
de hierro sérico, siendo mayor el aumento en los conejos suplementados
con hierro, en comparacidn a los no tratados., An cuando el hierro sé-
rico se incrementa, el porcentaje de saturacion de la transferrina, dis-
minuye de un 80% a un 60% aproximadamente, en conejos a los cuales no
se les suministra hierro, Por el contrario, en conejos tratados con hie~-
rro, la transferrina siempre esti cercana al 100% de saturacidn,

Cuando se analiza la concentracidon de hierro no heminico en hi-
gado y bazo de conejos anémicos, se aprecia en ambos casos, un des-
censo de este elemento en comparacitn al hierro no hemfnico de un hfga-
do y bazo normales, En general la disminucién de hierro en el hfgado

de conejos anémicos es de un 28%, mientras la del bazo llega a ser hasg-
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ta de un 60%, En reclacidn a este punto, el hierro almacenado en el higa-
do de conejos anémicos tratados con hierro, es mayor al de los conejos
no tratados, siendo inclusive muy cercano al contenido normal. Una ex-
plicacidn a esta diferencia se sugiere con bage en el porcentaje de satu-
racion de la transferrina en cada grupo. Por su parte, la disminuci6n
de hierro en bazo se asocia en ambos casos, con un menor recambio de
células rojas.,

Finalmente, al duplicar experimentalmente la concentracifén de
transferrina sérica, se observa un decremento tanto en la produccién
de reticulocitos como en los niveles de hierro sérico, A su vez, se ob-
servan cambios en el metabolismo de la transferrina, A este respecto,
se sugiere que los cambios repentinos cn los niveles de transferrina -
plasmaitica, inducen su biosintesis.

Se considera también que el comportamiento de la transferrina
en los éxperimcntos realizados, no corresponde al de una proteifna del

sistenn APRs,
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