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CAPITULO I
INTRODUCCION -




INTRODUCCION.

La Hemoglobina, una de las primeras moléculas protéicas
de las que se conocid su secuencia de amino4cidos y su es---
tructura tridimensional, ha sido utilizada para ilustrar la-

interrelacién entre estructura y funcién.

El estudio de las estructuras y secuencias de la Hemo--
globina y la Mioglobina en diferentes especies ha contribui-
do a dilucidar la mayoria de los conceptos bésicos en Biolo-
gia y Evolucibén Molecular, por ejemplo, ha sido posible ela-
borar un 4rbol evolutivo para tratar de explicar los orfige--
nes de las diferentes globinas; por otra parte, uno de los -
conceptos mis importantes estd relacionado con los eventos -
moleculares que ocurren durante la sintesis de protefnas, és
to ha sido posible gracias al conocimiento de la anatomfa de
los genes involucrados en los diferentes tipos de Hemoglobi-

nas.

En el Humano se ha demostrado la existencia de seis di-
ferentes tipos de Hemoglobinas caracteristicas de los perio-
dos de desarrollo embrionario, fetal y adulto, ya que exis--
ten genes globinicos especificos activos en las tres etapas,
de manera que los genes activos de la etapa fetal se encuen-
tran inactivos o reducidos a su minima expresibén en 1; etapa

adulta; el fenémeno de activacibén-inactivacién de los genes-

globfnicos durante el desarrollo, proporciona un marco ade--



cuado para el estudio de los mecanismos involucrados en el -
control de la expresién génica. A este respecto, la activa-
cibén de los genes beta de la Hemoglobina Adulta d Ay la - -
inactivacién de los gamma de la Hemoglobina Fetal 6 F, es el
fenbémeno mﬁs estudiado, aunque adn no se conocen en detalle-
los acontecimientos que lo producen. De la secuenciacién -
de los genes se ha hecho evidente la importancia de las re--
giones prdximas a los genes globinicos y las modificaciones-
quimicas de las bases, y se ha sugerido ademis que algunas -

proteinas pueden participar en el control de estos genes.

La Hemoglobina Humana presenta una amplia variedad de -
patologias de severidad variable, algunas de las cuales ini- .
cian sus manifestaciones en el tiempo en que ocurre el reem-
plazo de Hemoglobina Fetal por Hemoglobina A. Algunas de es
tas afecciones son: Anemia Drepanocfitica (estado homocigoto-
para Hemoglobina S) y Talasemia Beta, padecimientos cuyo tra
tamiento generalmente es paliativo. Existen reportes en la-
literatura de que la Hemoglobina Fetal puede disminuir la se
veridad del padecimiento, por lo que se ha intentado el uso- |
de drogas capaces de estimular la actividad de los genes - _'
gamma y por tanto la sintesis de Hemoglobina Fetal, sin em--
bargo, los firmacos empleados hasta hoy, pertenecen al grupo
de las substancias citotbxicas, por lo que es importante la-

bisqueda de soluciones alternas.

Por otra parte, se ha observado un incremento en la ac-

tividad de los genes gamma en pacientes con ciertos tipos de



Neoplasias, este hecho ofrece la oportunidad de indagar acer
ca de la presencia de factores neoplésicos involucrados en -

los mecanismos de la expresién génica.




CAPITULO 1II
ANTECEDENTES.



A. LA HEMOGLOBINA

A.1. ASPECTOS GENERALES SOBRE LA HEMOGLOBINA.

El término Hemoglobina (Hb) fué usado por primera vez -
por Hope-Seyler en 1864 para describir el pigmento rojo de -
los eritrocitos, y ellos observaron ademis la absorcibn 6pti
ca caracteristica de la Hb oxigenada. En ese afio Stokes no-
t8 el cambio en el espectro de la Hb desoxigenada. En 1852-
el croméforo (grupo Hem) de la Hb habfa sido aislado en for-
ma de cloruro de hemina por Teichman, su estructura dilucida
da por Kuster en 1912 y sintetizado por Fischer en 1929. - -
Haurowitz en 1928 demostré que el Hem como grupo prostético-
no solo se encuentra en las Hbs de una amplia variedad de es
pecies, sino también en otras proteinas respiratorias como -

las mioglobinas y las enzimas citocrbmicas (1).

La presencia de subunidades se sospeché debido a la exis
tencia de cuatro grupos Hem por molécula. Un hallazgo signi
ficativo ocurrié cuando Ingram en 1956 separ6 los péptidos -
producidos después del tratamiento de la globina con tripsi-
na, la cual corta los polipéptidos en los residuos lisina y-
arginina. Aunque por cada mol de Hb se obtienen 60 residuos
de lisina y arginina, finicamente resultaron 30 péptidos, su-
giriendo fuertemente que 1a Hb consist{a en dos medias molé-

culas idénticas,



La revisién de las secuencias del NH2 terminal de la Hb
humana por Rhinesmith en el 57 y Braunitzer en el 58 revela-
ron 2 moles de valina-leucina y 2 moles de valina-histidina-
leucina por mol de Hb. La evidencia en conjunto indicaba -
que la Hb era un tetrimero compuesto de dos pares de cadenas
polipeptidicas diferentes, las cuales se denominaron alfa y
beta y parec{a razonable suponer que a cada cadena estaba -

unido un grupo Hem (1).

Las subunidades de la Hb interactfian entre si por medio
de enlaces no covalentes, tales como fuerzas de Van der - -

Walls, puentes de hidr6geno y uniones salinas.

Los anflisis cristalogrificos por rayos X, mostraron -
que la conformaci6én era dependiente de la oxigenacibn; asf -
de los modelos tridimensionales, se hizo aparente que cada -
cadena @ contacta con las dos cadenas ﬁ a lo largo de dos-
superficies diferentes; de aqui que si las subunidades se de
signan @y, @y, ﬁl y ﬁz pueden definirse dos intercontac-
tos como a, ﬁl y a, ﬁz, donde el intercontacto de &

B | es idéntico al @, B, yel a; P, es idéntico al

, By. Los modelos de alta resolucién (2.8 A) indica

ron que durante la oxigenacibn ocurre un movimiento conside-

(04

rable del intercontacto a, ﬁz, en contraste al a‘l

ﬁl que permanece relativamente fijo.

La afinidad por 02 de la Hb puede ser influenciada por

alteraciones en las condiciones del solvente, tales como: -



pH, fuerza iénica, temperatura y concentracién de fosfatos -

orglnicos (1,2).
A.2 . LA HEMOGLOBINA EN EL REINO ANIMAL.

La mayoria de los organismos unicelulares se proveen -~
del oxigeno (02) que necesitan para su metabolismo, por sim-
ple difusién, y de igual forma eliminan el diéxido de carbo-
no (COZ)’ en cambio, en los organismos multicelulares, el me
tabolismo activo de sus tejidos es posible gracias a un meca
nismo que permite el suministro de 02 y la eliminacibn de -
CO2 constantes. La necesidad de un portador de 02 ha sido -
satisfecha de diferentes maneras; en los animales inferiores
que son relativamente pequefios y con una velocidad metab6li-
ca baja, los pigmentos portadores pueden encontrarse disuel-
tos en el plasma (3,4), mientras que en los animales superio
res, los portadores fueron encerrados en células especializa
das, ésto permite la presencia de grandes cantidades de por-
tador sin una elevacibn excesiva de la viscosidad y de la -

presién osmética del medio circulante (3).

Hay un cierto n(Gmero de portadores de 02 distribuidos -
en el reino animal con diferentes propiedades. E1l portador-
universal de casi todos los vertebrados es una Hb de peso -
molecular (P.M.) promedio de 70 ki'odaltons (Kd) con ferro--
protoporfirina 9 como grupo prostético, que sin embargo, - -
presenta diferencias notables entre las especies, V.gr; se--

cuencia de aminoicidos, espectro de absorcibén, estructura -




cristalina, afinidad por 02, resistencia a la desnaturaliza-

cién 4cida o alcalina, etc. (1,3).

En los vertebrados, los portadores de 02 que pueden en-
contrarse son: Hemoglobina, la cual por tratarse de una molé
cula compleja se ha denominado eritrocruorina (P.M. 1,500 a-
3,000 Kd); Hemocianina (780 a 6,760 Kd); Hemeritrina (66 Kd)
y Clorocruorina (3,000 Kd), las cuales son moléculas que van
de monbmeros simples a grandes polimeros, en los cuales el -
grupo prostético puede contener hierro o cobre (Hemocianina).
Los portadores de P.M. bajo (17.6 a 70.4 Kd) son intracelula
res, mientras que los de P.M. elevado estén invariablemente-

disueltos en el plasma.

Los anélidos pueden presentar eritrocruorinas, hemeri--
trinas o clorocruorinas, los artrépodos hemocianinas y eri--

trocruorinas y los sipunculoideos hemeritrina (2,3,4).
A.3. LA HEMOGLOBINA EN HUMANOS.

En contraste a la uniformidad en las Hbs de los verte--
brados en cuanto al Hem, las comparaciones de las propieda--
des fisicas y quimicas apoyaron la existencia de diferencias
inter e intraespecie. En 1866 K8rbel habia notado que las -
Hbs diferian marcadamente en sus tasas de desnaturalizacibn-
en 4cidos fuertes o alcalis. Su observacibén de que la Hb de
neonatos humanos es resistente a la desnaturalizacibn alcali
na, proporcioné las bases para los métodos de estimacién de

Hb Fetal (Hb F) (1). De forma similar Kleihauer (5), utili-
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zando la resistencia a la desnaturalizacién 4cida describié
un método para visualizar los eritrocitos con Hb F; poste--
riormente Wood y cols. (6) desarrollaron una técnica con an-
ficuerpos fluorescentes para hacer evidentes las células con

este tipo de Hb.

En los inicios de los 60's de este siglo, el advenimien
to de nuevas técnicas, permitibé la determinacién de las se--
cuencias de los aminodcidos y de la estructura tridimensio--

nal de la oxi y desoxihemoglobina (1).

La introduccién de técnicas analiticas que pudieran se-
parar proteinas estructuralmente diferentes, posibilité la -
identificacién de diferentes tipos de Hbs en humanos norma--
les. E1 desarrollo de la electroforesis en medios sélidos y
semis6lidos demostrd que los hemolizados de individuos adul-
tos, consistia de tres componentes, los cuales, Kunkel y - -

Wallenius en 1955 llamaron Al, A2 y AS'

La Hb Al’ hoy l1llamada A, constituye aproximadamente el-
95% del total de las Hbs de los adultos normales. La Hb AZ'
constituye aproximadamente el 2.5% y se encuentra distribui-
da uniformemente en las células rojas. La Hb AS’ est4 cons-

tituida por Hb A con ligeras modificaciones, v.gr: Glucosila

ciones o uniones a fosfato de piridoxal, etc.

En vista de la marcada resistencia de la Hb de cordém -

umbilical a 1a desnaturalizacién en soluciones alcalinas, se
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sospechaba que los eritrocitos de neonatos contenfan una Hb
estructuralmente distinta, la cual se denominé Hb F, sin em-
bargo, los hemolizados de recién nacidos contienen tres com-
ponentes principales: Hb F 60%, Hb F1 15%, Hb A 25%; la Hb
Fl difiere de la Hb F finicamente en el NH2 terminal, el cual

est4 acetilado (1).

Actualmente se ha demostrado que en los humanos existen
varios tipos de Hbs cuya estructura es un tetrdmero de apro-
ximadamente 65 Kd con un grupo Hem por cadena, siendo ésta -
de dos tipos: alfas (g zetas y & alfas) y no alfas ( € epsi-
lon, Y gamma, & delta y ﬁ beta). Las cadenas alfas constan

de 141 aminoicidos y las no alfas de 146 (1,2).

Estas cadenas estin codificadas por ocho genes globfini-
cos funcionales que se hallan dispuestos en dos grupos géni-
cos; los genes alfa, localizados en la regibn 16pl2-pter y -

los genes no alfa en el segmento 11p1205-1208 (7).

El grupo de los genes no alfa (5 funcionales y 1 no fun
cional o pseudogen) se extiende sobre aproximadamente 60 ki
lobases (kb) de ADN, en el siguiente orden de 5' a 3' €
yG. VA,;S y B, y los genes alfa (3 funcionales y 3
pseudogenes) en 30 kb Q , Xy, oy a, en el mismo or--
den; VG y})A difieren en un aminodcido en la posicién 136

( nglicina, VA alanina) (2,7,8,9,10). Fig. 1
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© . v P meemm
Comosome 16: G2 o8 gaavar  a= o
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Figura 1.

Estructura y localizacién cromosémica de los genes
globinicos alfa y no alfa.

Durante el desarrollo normal del ser humano aparecen
seis diferentes Hbs: Gower 1, Gower 2, Portland, Fetal, Ay

AZ’ las cuiles difieren en el tipo de asociacién entre las ca

denas alfas y no alfas (2@ + 2no

), Fig. 2.
PERIODO Evorowo Fetal Aduto
> Gower ! Lz e HbA aafla
HEMOGLOBINAS H> Gower 2 Qaéa Ho Fetal aala
HbAe2 5a
M Porrong [z }a
Figura 2.

Hemoglobinas Humanas durante el desarrollo.
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La eritropoyesis de las Hbs durante la ontogenia, ocu--
rre en el saco vitelino, luego en el higado y bazo y final--

mente en la médula 6sea, (1,8.11). Fig. 3.

O NORMOCITO

osea

meses

Figura 3. Tejidos eritropoyéticos en la ontogenia.

En el saco vitelino, las células eritroides nucleadas
que miden aproximadamente 200 ps, llamadas megaloglastos, -
sintetizan la Hb Gower 1 hasta la 52 semana de gestacibn, a
partir de 1a 62 a la 122 semana, las células megaloblésti-
cas que se encuentr;n en el higado, sintetizan Hbs Gower 1,
Gower 2, Portland y Fetal. Desde 1la 62 semana se inicia la
produccién en el higado de otras células eritroides sin nfi-
cleo, llamadas macrocitos de 125 PS que sintetizan Hbs Go--
wer 2, Fetal y una pequefia cantidad de Hb A, estas células-
sintetizan predominantemente Hb F y muy poca Hb A desde la-
82 semana. A partir de 1la 122 semana, las células megalo--

blésticas desaparecen (8, 12).

La eritropoyesis en el bazo ocurre transitoriamente du

rante la gestacibén, (Fig. 3); los macrocitos presentes en -
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este tejido y en el higado, sintetizan preferencialmente Hb
F. Cuando la eritropoyesis se realiza en médula 6sca, por-
un tiempo se conserva la relacién de Hb F/ Hb A semejante a-
la de higado y bazo, sin embargo, al acercarse los nueve me-
ses de gestacién se observa un incremento en la produccién -
de Hb A con una disminucién proporcional de Hb F, para este-
tiempo, la eritropoyesis sucede casi exclusivamente en médu-
la 6sea. Por otra parte, la Hb A, inicia su si{ntesis poco -
antes de los nueve meses‘de gestacién, para alcanzar los ni-
veles del adulto alrededor de los seis meses de vida postna-

tal (8).
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B. MECANISMOS DE ACTIVACION-INACTIVACION
GENICA.
B.1. CONSIDERACIONES GENERALES.

Uno de los temas mis interesantes de la Biologfa, es la
comprensién de los fenémenos involucrados en el desarrollo -
de un organismo; se ha hecho evidente que la informacién con
tenida en el genoma, requiere de la expresibén diferencial de

sus genes, a medida que el desarrollo avanza, (13).

En la Biologia contemporénea, el concepto de la célula-

como la expresibn de un programa genético es comdn, sin em--

bargo, este programa podrfa estar también regulado por el en

torno metabblico de la célula, asi debido a las condiciones-
en las que viven los procariotas, necesitan responder a las-
fluctuaciones de las fuentes de nutrienteé, por lo que su -
supervivencia depende de su habilidad para cambiar de sustra
to metabblico. Entre las bacterias, es por tanto primordial
la flexibilidad, ademés de la economia, pues seria desventa-
joso producir enzimas para una ruta metab6lica que no puede-

ser utilizada por estar ausente el sustrato.

Los genes bacterianos estan dispuestos en grupos, de mo
do que las enzimas necesarias para una via metabélica son co
dificadas por genes adyacentes y el grupo entero puede ser -
transcrito en un ARN mensajero (ARNm) policistrénico para -
que sea traducido secuencialmente por los ribosomas en cada-
una de las protefnas., Esta forma de organizacién permite 1la

regulacién de la expresién de los genes de las protefnas in-
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volucradas como una unidad, ésto se logra por la interaccién
de proteinas reguladoras con sitios de control especificos -
para cada grupo de genes. Este tipo de respuesta répida a -
cambios en la fuente de nutrientes, ha sido caracterizada en
E. coli, donde el sistema del Operén Lactosa proporciona un-
modelo adecuado (14). E1 Operbn Lactosa interviene en la -
utilizacibén de la Lactosa y comprende tres genes estructura-
les (Z, Y y A) que producen una ARNm policistrénico (ARNm -
Lac). Este mensajero codifica 1la ﬁ galactosidasa (Z), la -
Lac permeasa (Y) y la transacetilasa (A). La 3 galactosida-
sa hidrolisa la lactosa en galactosa y glucosa; la Lac per--
measa actfia como un transportador de la lactosa al interior-
de la célula y la transacetilasa cataliza la transferencia -
de un grupo acetilo, de la Acetil CoA a la galactosa. Estos
genes son controlados por tres segmentos de ADN, el gen i 6

gen regulador que codifica el represor Lac, el promotor y el
operador. En E. coli hay unas diez moléculas de represor -
que al unirse al operador impide la sintesis de ARNm Lac, la
afinidad del represor por el operador es regulada por el in-
ductor, en este caso, lactosa, asi, si el nivel de lactosa -
es bajo las moléculas del represor son activas e impiden la-
fijacibén de la ARN polimerasa o si el medio es rico en lacto
sa el inductor se une al represor Lac inactivédndolo y permi-

tiendo la transcripcién del mensajero (15, 16).

El desarrollo de un organismo multicelular requiere que

la informacibén de su genoma sea expresado diferencialmente -
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a través de las diversas etapas, para lograr constituir los
tejidos especializados, de este modo, cada estirpe celular,
se caracteriza por un patrén determinado de genes activos e
inactivos que cambian a medida que el desarrollo avanza; da-
do que el genoma de un organismo superior puede contener has
ta 200 x 103 genes, no parece probable que cada gen se regu-
le individualmente, sino que, posiblemente los genes se con-
trolen en grupos. Los procesos que utilizan porciones limi-
tadas del genoma, conducen a la diferenciacibén celular y por
tanto se restringe la capacidad para sintetizar ciertas pro-
teinas; la secuencia de expresibén de proteinas en la ontoge-
nia ha sido adquirida a través de la evolucibn y asi capacita

al organismo para vivir en su medio (13, 17).

B.2 MECANISMOS DE ACTIVACION-INACTIVACION DE LOS GENES

GLOBINICOS.

Casi todas las especies de vertebrados presentan cam---
bios en la produccién de Hbs en el transcurso de su desarro-
1lo; los eritrocitos derivados del saco vitelino en aves y -
mamiferos y los anfibios en la etapa larvaria, producen Hbs-
embrionarias. La Hb A usualmente reemplaza a la embrionaria
directamente, sin embargo, en algunos mamiferos (arteodécti-
los y primates) se sintetiza Hb F al establecerse la eritro-
poyesis en el embrién, para predominar la Hb A poco después-

del nacimiento (18).

La aparicién secuencial de diferentes tipos de Hbs du--
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rante la ontogenia del humano, representa un buen ejemplo de
expresibén regulada de genes especificos a través del desarro
Jlo. Asi en las primeras semanas de vida intrauterina, del-
grupo de los genes alfa, las cadenas g predominan sobre las-
cadenas a , mientras que del grupo de genes no alfa se expre
san primordialmente las cadenas € sobre las }V , y se detecta
adems una minima proporcién de cadenas 3 . Alrededor de -
las 8 semanas, las cadenas g han sido reemplazadas por las -
cadenas @ que continuarin expresindose por el resto de la vi
da del individuo, mientras que las cadenas ) mas una pequeifia
proporcién de las 5 (e=3%) substituyen completamente a las -
€ , lo que permite establecer que en la primera etapa de -
gestacidén ocurren dos cambios, uno g — a en el grupo géni
co alfa, y el otro € — ) en el no alfa y que éstos son asin
crénicos. Por otra parte, las cadenas ) declinan su sinte--
sis al acercarse el periodo normal de nacimiento, a la vez -
que las [} incrementan su produccibén hasta alcanzar los nive-
les del adulto, seis meses después del nacimiento. Las cade
nas § por su parte, aparecen un poco antes de terminar la -
gestacibn, para estabilizarse en el rango propio de la etapa
adulta, alrededor de-los seis meses de vida postnatal (1, -

12). Fig. 4.
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Figura 4. Sintesis de cadenas gl6binicas durante el desarro
1lo pre y postnatal del humano.

Durante ia ontogenia de las Hbs, existen por lo tanto -
dos etapas en las que ocurre el fenfmeno de activacibn-inac-
tivacidén de genes globinicos, la etapa embrionaria y la eta-
pa perinatal, este suceso no coincide con el sitio de la eri

tropoyesis, sino que parece estar relacionado con la edad on

togénica (1, 8).

Todos los genes globfnicos humanos poseen tres segmen--
tos codificadores o exones, separados por dos secuencias in-

termedias que no codifican o intrones. Fig. S.
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INTRON 28 .

Figura 5. Anatomia de un gen globinico.

La relacibén entre la expresién de los genes globinicos
y su estructura nucleotidica ha sido analizada. Los genes
Q y @ estadn constituidos por aproximadamente 2,200 y 800-
pares de bases (pb) respectivamente y los € , P , 8§ y [ipor
aproximadamente 1,600 pb. Existen ademis dos regiones flan
queadoras que se transcriben pero que no se traducen (7, 8,

20). Fig. 6.

Figura 6. Segmentos codificadores (en negro) y no codifica

dores de los genes & yﬁ .
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Las secuencias que participan en la expresibén del gen -
se encuentran dentro y alrededor del mismo, es decir, en la-

regién prdmotora 5', en las uniones ex6n/intrén y en el ex--

" tremo 3'. Fig. 7.
g S

s'—})3'

Figura 7. Secuencias involucradas en la transcripcibn y pro

cesamiento delARNm.de los genes globinicos f y ¥

Las secuencias CCAAT y ATA participan indirectamente en
la velocidad de transcripcibn, los sitios de ruptura y unién
de los intrones AG/GT participan en el procesamiento adecua-
do del ARNm, mientras que en el extremo 3' el hexanucleétido
AATAAA participa en la poliadenilacién del ARNm. Estas re--
giones importantes para la funcién génica, han sido conserva

das a través de la evolucibén (8,9,19).

La evidencia disponible indica que la modulacién princi
pal de la expresibn génica ocurre a nivel transcripcional, -
aunque pueden tener influencias modulatorias menores pero -
significativas, las diferencias en el procesado del ARNm, su

estabilidad y su tasa de traduccién.

La estructura de la regién promotora, incluyendo su se-




cuencia, metilacién y estructura cromatinica, posiblemente -
estd involucrada en la regulacibén de la expresién de los ge-
nes. En el ADN de los mamiferos el dnico nuclebétido modifi-
cado bien caracterizado es la 5-metilcitosina (mC); los resi
duos metilados de citosina se hallan predominantemente en la
secuencia 5'CpG3'. Mediante el uso de enzimas de restric---
cibén sensibles a mC, se demostrb un grado elevado aunque va-
riable, de metilacién en la regibén de los genes globinicos -
en tejidos que no expresan Hb, y una relativa demetilacién -
de sitios especificos alrededor de estos genes en las célu--
las donde se expresan. Las regiones promotoras de los genes
humanos € y P exhiben una relacibén reciproca entre metila---
cibén y expresibn en las células eritroides de embriones tem-
pranos (8):. No obstante, se han originado dudas acerca de -
la importancia de la metilacién del ADN debido a que ciertos
genes pueden ser transcritos activamente a pesar de estar -

extensamente metilados. Las células cultivadas en presencia
de 5-azacitidina (anilogo de citosina) incorporan este com--
puesto en su ADN e inhibe la actividad de la metil transfera
sa; }a demetilacién global del ADN se ha asociado a la expre

sibén de genes especificos (21, 22).

Por otra parte, se ha observado que los genes que se -
transcriben, muestran un aumento en la sensibilidad a las nu
cleasas en secuencias especificas de ADN que se han asociado
a la unién de proteinas no histénicas involucradas en la - -

transcripcién génica. Sitios muy sensibles a ADNasa se han-

s e+
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encontrado dentro de la regibén comprendida entre -200pb y el
sitio CAP de los genes P , 8 y B en células de higado fetal,
mientras que las células de médula 6sea de adulto Gnicamente

‘presentan sitios sensibles hacia 5' de los genes § y ﬁ 8).

En contraste a los elementos que actfian en Cis (sobre -
la misma cadena de ADN), los factores que act@an en Trans, -
pueden ser codificados por genes distantes. Un candidato pa
ra estos factores es una proteina con capacidad de unirse al
ADN que se halla en el nficleo de las células eritroides defi
nitivas del pollo, donde el gen B es expresado, mientras que
esti ausente del nGcleo de eritroblastos primitivos y neuro-

nas (8). Ademés un factor presente en el suero de fetos de-

borrego de 80 a 120 dias de gestacibn es capaz de reducir la

sintesis de cadenas P en colonias eritroides formadas por -
progenitores de neonatos y adultos, si bien no se ha descri-
to su mecanismo de accibén (23, 24, 25). Asimismo, las célu-
las nucleadas de sangre periférica de adulto que han sido -
irradiadas, pueden aumentar la sintesis de Hb A al incluirse
en los cultivos de células eritroides de sangre de cordén, -
en este experimento ocurribé una relacibén directa entre Hb A-
y el nGmero de células irradiadas que se adicionaron (26). -
Este fenbmeno se observ6é in vivo al transplantar células he-
matopoyéticas del higado fetal del borrego a un ejemplar - -
adulto en quien las células fetales produjeron Hb Adulta - -
(27). Estos reportes apoyan la participacién de factores -

del entorno celular en los procesos del encendido y apagado-
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de por lo menos, los genes globinicos.

B.3. SINTESIS DE HEMOGLOBINAS DURANTE LA DIFERENCIA-

CION CELULAR.

La liberacién de células rojas anucleadas de la médula

b6sea o de otros 6rganos eritroides, refleja la culminacién =

de los procesos de la diferenciacibn celular, proliferacién-
y maduracibn, que inicia con una célula multipotencial que -
pasa por los estadfos de proeritroblasto, eritroblasto basb-
filo, eritroblasto policromaté6filo, eritroblasto ortocrométi
co, reticulocito y termina en un eritrocito completamente -
hemoglobinizado. Este proceso analizado in vitro en medio -
semisélido, ha definido dos tipos de células progenitoras -
"tempranas" y ''tardias'" con potenciales proliferativos signi
ficativos de diferente capacidad que se clasifican como Uni-
dades Multiformadoras Tempranas Eritroides (BFU-E) y Unida--
des Formadoras de Colonias Tardfas Eritroides (CFU-E) respec
tivamente, basindose en el tamafio y morfologia de las colo--

nias eritroblastos producidos.

La sintesis de Hb se inicia aproximadamente en el esta-

dfo de proeritroblasto. Los progenitores eritroides de 1la -
etapa fetal, forman colonias que contienen predominantemente
Hb F, mientras que los progenitores de la médula bsea de - =
aduito forman colonias que contienen principalmente Hb A y -
también cantidades significativas de Hb F. Los progenitores

presentes en sangre de cordbén umbilical o tejidos hematopoxé
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ticos durante el periodo perinatal, forman colonias que con-
tienen Hb F y Hb A en proporciones variables, lo que aparen-
ta que el control est4 bajo un '"reloj del desarrollo" (8), -
aunque el contenido de Hbs de las colonias derivadas de pro-

genitores adultos puede ser modulable por factores exbgenos-

(23, 24, 25). En los progenitores adultos, la Hb A se encuen

tra en todos los eritroblastos, mientras que la Hb F se en--
cuentra Gnicamente en una fraccibén de la poblacibén que se -
agrupa en algunos sectores de la colonia; asf{, un progenitor
sencillo tiene la capacidad de originar eritroblastos que -
contienen ya sea Hb A (Células A) 6 Hb A m4s Hb F (Células -
F) (28), aparentemente los eventos regulatorios ocurren du--

rante la diferenciacién de los progenitores eritroides (8).-

O

O @

Fig. 8.

Celula
" Pluripotencial BFU-E CFU-E O
Hb F+HbA
Celula F

Figura 8. Diferenciacifn eritroide in vitro.

‘Se ha reportado que la cantidad de Hb F es mayor en co
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lonias derivadas de progenitores tempranos, comparada con -
la de aquellos derivados de progenitores tardios, aunque no-

todos los estudios apoyan estas observaciones. La propiedad

de producir Hb F parece adquirirse con cierta probabilidad -

durante cada divisibn celular en las etapas iniciales de 1la-

formacién de 1la colonia (8).

Adicionalmente, los estudios realizados in vitro, han -

mostrado una sintesis asincrbénica de Hb F y Hb A durante la-
maduracibén eritroide en cultivos clonales de médula 6sea de-
adulto en la que se observd que la mayoria de las cadenas V
se sintetizan en proeritroblastos y eritroblastos ba$6filos,

mientras que la sintesis de cadenas [} puede iniciarse ligera

mente mas tarde (29).
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C. PRODUCCION DE HEMOGLOBINA
FETAL EN ADULTOS.

C.1 DROGAS ASOCIADAS CON LA SINTESIS DE HEMOGLOBINA -
FETAL.

En los pacientes con‘anemia.de células falciformes y ta
lasemia ﬁ ; es muy deseable la estimulaci6n de la sintesis -
de cadenas )Y como meta terapéutica, un incremento en la pro-
duccibn de globinas P podria modular 1la severidéd, 0 mejorar

el equilibrio entre las cadenas alfas/no alfas.

Bas4ndose en el hecho de que la S-azacitidina (5-aza) -
inducia la hipometilacién del ADN de células mantenidas en -
cultivo y activaba genes especificos, De Simone y cols (21)-
administraron la droga en mandriles (Papio cynocephalus) ané
micos, resultando en una marcada elevacibén de la Hb F, y en-
algunos animales ocurrié una completa reversibén a la sinte--
sis de esta Hb. Los resultados de los experimentos promovie
ron su uso en humanos; la administracién de la droga en un -
paciente con anemia de células falciformes elevé en forma re
levante 1a sintesis de cadenas ¥V, y el nGmero de reticuloci
tos; aunque el efecto sobre la biosintesis de globina fué -
transitorio, la concentracién de Hb total permanecié estable
por cerca de cuarenta dias. Si bien el ADN cercano a los ge
nes globinicos no @ de este paciente se hipometilbé no es con
cluyente que este cambio ocasionara la produccién elevada de
cadenas Y (22). Posteriormente se propuso que la droga ade-

mis de hipometilar el ADN actuaba perturbando la maduracién-
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eritroide (30). §onn.

Otras drogas citotbxicas especificas de la fase S, como
la Arabinosilcitosina (la cual inhibe 1la ADN polimerasa y la
ribonucleftido reductasa)(31) y la Hidroxiurea (que inhibe -
la ribonuclebétido reductasa)(11), han demostrado su capaci--
dad para inducir la sintesis de Hb F en animales de experi--
mentacién y en humanos (32, 33, 34, 35). Algunos estudios -
sugieren que la cantidad de Hb F producida en respuesta a es
tos agentes es similar a la observada con 5-aza, mientras -
que otros trabajos muestran que la Hidroxiurea y la Arabino-
silcitosina son menos potentes (33, 34, 21). Con la Hidro--
xiurea se ha notado una reduccién de la metilacién de los ge
nes P aunque la metilacién total del ADN no sufre cambios -

(34).

Existe el reporte de incremento de.Hb F en un paciente-
con anemia aplésica que fué tratado con una terapia combina-

da de prednisona y testosterona (36).

Finalmente, in vitro se observ6é la sintesis preferen---
cial de Hb F bajo el estimulo de prostaglandinas E,. Esto -
apoya que los factores ambientales pueden tener un papel sig
nificativo en el programa de los progenitores eritroides - -

(37).

C.2 HEMOGLOBINA FETAL EN PADECIMIENTOS NEOPLASICOS Y
NO NEOPLASICOS.

En adultos normales, es posible encontrar pequefias can-
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tidades de Hb F en sus eritrocitos. La mayoria de los indi-
viduos tienen menos del 1% de Hb F, variando de 0.3% a 1.2%;
esta Hb est4 distribufda heterogéneamente entre los hematfes,
de aqui que la subpoblacién reciba el nombre de Células F. -
Existe una correlacién linear positiva entre Hb F y Células-

F cuando los niveles de Hb F oscilan entre 1 y 3% (6).

El perfil de las Hbs puede encontrarse alterado durante
la transformacibén neoplésica humana; en estos estados se han
reportado incrementos en la Hb F, principalmente en la Leuce
mia Mieloide Juvenil Crénica, donde esta Hb alcanza hasta un
70%, no obstante, en otros tipos de leucemias como: Mieloblés
tica Aguda, Linfobl4stica, LinfAtica Crbnica, Mielomonociti-
ca, Granulocitica Crénica, Linfoc{tica Crbnica y Aguda, mie-
16gena Crénica y Eritroleucemias también se eleva esta Hb -
(38, 39, 40, 41, 42). Adem4s esté reportada la elevacibn de
Hb F en pacientes con Carcinoma de testfculo y prostitico -

(43).

Por otro lado, existen algunas condiciones no neoplési-
cas en las que se ha detectado aumento en la proporcibn de -
Hb F, los mandriles sujetos a estress eritropoyético por he-
mélisis aguda, flebotomfa e hipéxia hipob4rica, mantuvieron-
' elevada la Hb F durante el experimento (44, 45). En los hu-
manos se han detectado incrementos de Hb F en: Hipertiroidis
MmO no tratado, Anemias refractarias y durante la expansién -

eritroide aguda (46, 47, 48).
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La Ginica condicién no patolégica en la que ocurre un au
mento de Células F es el embarazo; la comparacién del nlmero
de Células F con el porcentaje de Hb F determinado quimica--
mente indicé que el incremento en la sintesis materna de Hb-
F resulta de un aumento de Células F, m4s que de un aumento-
en la sintesis de Hb F por las células F, o por el paso de -

eritrocitos fetales a través de la placenta (49, 50).
Cc.3 ONCOGENES Y CANCER.

Los oncogenes son genes involucrados en la aparicién del
cincer. Fueron identificados primero en virus cuyo genoma -
.esti constituido por ARN (retrovirus) aislados del Sarcoma -
de Rous (sarcoma de aves). Las secuencias de bases de los -
oncogenes parecen haberse conservado durante la evolucibn, -
pues se han encontrado en especies que van de levaduras a hu
manos, de ésto se dedujo que los virus oncogénicos habfan in
corporado una porcibén de informacién génica del huésped. Es
tos genes son versiones alteradas de genes normales (llama--
dos proto-oncogenes) que determinan proteinas con funciones-
imbortantes para la célula, asi las proteinas oncogénicas pa
recen inducir el céncer al imitar parcialmente la funcién de

las normales (51, 52, 53).

Aparentemente existe cierta relacifén entre los oncoge--
nes y los factores de crecimiento, ya que se ha demostrado -
la similitud estructural e inmunolégica entre protefnas codi

ficadas por oncogenes y algunos de estos factores v.gr; la -

I B AQOVA IIOVE Y 1T S VYOILOI 1dlw

P

P




31

cadena B del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas - -
(PDGF) y la proteina p28 codificada por el oncogene sis (54).
Adem&s algunos oncogenes determinan receptores de membrana -
(0 parte de ellos), proteinas nucleares y tirosina quinasas, ‘

tanto citopldsmicas como de membrana (51, 53, 55).

El PDGF y el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) es-
timulan la aparicibén de la proteina codificada por c-fos que
antecede a la presencia de ARNm de c-myc (56, 57). Asimismo,
la expresibén de ciertos oncogenes induce la sintesis endbge -

" na de factores de crecimiento, lo cual puede estimular la -
produccibén autbécrina de la célula. Esto ayudaria a explicar
la proliferacibén de células tumorales in vitro y probablemen
te in vivo con niveles minimos o nulos de aporte externo de-

factores de crecimiento (55). Fig. 9.

Se ha descrito la expresibén diferencial de algunos onco

3 Fd aviilova ¥ 13Q YoIuaollaila

genes celulares (c-onc, para diferenciar de v-onc, oncogenes-
!

Tilpiaz

virales) como c-fos, c-abl y c-ras durante el desarrollo pre-

sty

y postnatal del ratbn, la cual es ademés tejido-especifica, -
lo que sugiere la participacién de estos genes (proto-oncoge-
nes) en el proceso de desarrollo normal (58), asimismo, exis~
te evidencia de la aparicibén de ARNm del proto-oncogen cC-ras-
durante la regeneracibén del higado de la rata después de ser-
dafiado quimica o quirGirgicamente, de igual modo se detectd el
ARNm para alfa-feto-proteina, 24 hrs. después de que el onco-
gen c-ras alcanzara la expresibén méxima a 36 hrs. del dafio -

(59).
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Figura 9. Mecanismo de la mitogénesis en células normales y
transformadas.

Existen ciertos mecanismos moleculares que pueden con--
vertir un proto-oncogen en un oncogen. En el caso de los ge
nes tumorales de mamiferos, dentro de estos mecanismos se in
cluyen: 1as mutaciones puntuales, reorganizaciones cromosémi
cas y amplificacién génica. En el caso de los genes asocia-

dos con retrovirus, el gen transducido puede sufrir una muta
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cibn o puede insertarse junto a una regibén reguladora virica

que incremente su nivel de expresién (60, 61, 62).

En células tumorales humanas, se ha demostrado la existen

cia de transcritos de ARN derivados de oncogenes (63, 64). La

identificacién y aislamiento de estos oncogenes, ha hecho posi -

ble investigar a nivel molecular, los‘procesos involucrados -
en el desarrollo de la neoplasia humana. La mayoria de los ge
nes transformantes en humanos, son miembros de la familia géni
ca ras; a la fecha se han caracterizado tres oncogenes ras: -
Ha-ras, Ki-ras y N-ras. A pesar de que muestran diferente es-
trdctura genética, codifican proteinas altamente relacionadas,
con 189 aminoicidos, generalmente conocidas como p2l. La com-
paracibén de los oncogenes ras con sus contrapartidas normales,
. ha permitido descubrir que estos oncogenes adquieren sus pro--

piedades transformantes por mutaciones puntuales en los codo--

nes 12 6 61 (65).

Sin embargo, se ha descrito la presencia de ARNm para - -
otros oncogenes en diversas neoplasias. M4s de un oncogen ce-
lular fue transcripcionalmente activo en todos los tumores exa
minados, ademis la actividad transcripcional de los oncogenes-
generalmente fue mis alta en el tejido tumoral que en el sano-
del mismo 6érgano; si bien el patrén de expresibén es regular, -

no es especifico para cada tipo de tumor (66).

El estudio de los cromosomas humanos ha revelado que 1las

células malignas de la mayorfa de los tumores examinados tie-
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nen defectos cromosdédmicos caracteristicos, aunque no Gnicos -
para un tipo de neoplasia. Las translocaciones del mismo seg
mento cromosdmico con puntos de ruptura precisos ocurren en -
muchas leucemias y linfomas; en varios carcinomas una banda -
especifica aparece delecionada. Las trisomias son poco obser
vadas en las neoplasias. Los rearreglos cromosémicos pueden-
tener alg@in papel en la neoplasia humana, puesto que una trans
locacibn podria colocar un oncogen junto a una secuencia acti
va de ADN; una delecibén eliminarfa un represor oncogénico y -

las trisomia proporcionarian una dosis génica extra (67).



CAPITULO III ]
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Existe un grupo de alteraciones de la Hb entre las que-
se encuentran los estados homocigotos para la Talasemia y
la Anemia de Células Falciformes, en las que el gen ﬁ se en
cuentra mutado. En las Talasemias 5 , los genes } contindan -
expresidndose aunque no en proporciones suficientes para mante-
ner un equilibrio entre las cadenas globinicas a/pP +8 + P
mientras que en la Anemia de Células Falciformes se ha notado
que la presencia de Hb F inhibe la polimerizacién de 1la Hb S,
por lo que es deseable la reactivacibén de los genes gamma o -

de las células que sintetizan estas cadenas (Células F) para

mejorar el equilibrio a@/no o en el caso de las Talasemias,-
e impedir la formacibén de polimeros de Hb S en la Anemia de -
Células Falciformes, haciendo mis leves las manifestaciones -

clinicas.

Ciertas drogas como la 5-Azacitidina, Arabinosilcitosina
y la Hidroxiurea, han mostrado un efecto favorable sobre la -
sintesis de Hb F, sin embargo, ya que son sustancias citotbxi
cas, su uso en estos padecimientos no ha sido completamente -

aceptado.

El fenémeno de elevacibén de Hb F en pacientes con Neopla
sias presenta la oportunidad de investigar los mecanismos que
-controlan la expresién de Hb F; el conocimiento de estos meca
nismos y de posibles factores implicados en ellos podria ofre

cer alternativas en el tratamiento de estas patologfas de la-
Hb.
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HIPOTESIS

Ademis de las Leucemias y los Carcinomas Urogenitales, -

™
existen otras_patologias neoplésicas que muestran incremento
de Hb Fetal.
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Cuantificar los diferentes tipos de Hemoglobinas y los

‘parimetros hematolégicos en pacientes con Neoplasias y

en poblacién normal.

Detectar niveles elevados de Hemoglobina Fetal y Célu-
las F, para inferir la activacibén de los genes globini

cos gamma en pacientes con diferentes tipos de Neopla-

sias.

Estimar el efecto del tratamiento antineoplisico sobre

los niveles de Hemoglobina Fetal. .



CAPITULO VI
MATERIAL

Y e

oL

R A T F ey




]

42

MATERIAL

El presente trabajo se realizbé en dos poblaciones: pa--
cientes con Neoplasias como grupo de estudio, e individuos - o

sanos como grupo control.

La poblacién con Neoplasias estuvo constituida por 100- Ea
pacientes de los servicios de Hematologia y Oncologia del - E%
Centro Médico de Occidente (CMO) IMSS, quienes tenian diag-- ﬁ:
nbéstico presunto o confirmado de algGn tipo de neoplasia; - gx
los pacientes fueron captados en consulta o durante el con-- ﬂg
trol hematolégico de quimioterapia y al momento de la obten- ::
cibén de la muestra, 74 estaban en tratamiento, 20 sin trata- ;ﬂ
miento y en 6 no fué posible obtener el dato, lo integraron- éég
39 varones y 61 mujeres, cuyas edades oscilaron entre 15 y - ﬁj!
86 afios (con promedio de 47.94 y desviacibn estandar de - - :g;
16.72). Debido a la gran diversidad de neoplasias y para un {1;

manejo estadistico adecuado, los pacientes se ubicaron en - '
cinco subgrupos: Leucemias (n=18), Linfomas (n=24), Cincer -

(CA) Mamario (n=27), CA Diversos (n=24) y Varios (n=3).

El subgrupo de las Leucemias lo constituyeron: 5 Granu-
loc{ticas Crbénicas, 1 Granulocitica Aguda, 10 Linfoblé4sticas
Agudas, 2 Linfoblésticas Crénicas (15 con tratamiento, 2 sin
tratamiento y 1 sin establecer). Los Linfomas lo formaron: 8
Hodking, 7 no Hodking, 4 Linfociticos, 1 de Burkitt, 1 Medu-
lar, 1 Linfoadenopatia (benigna), 2 como tales (18 con trata

miento, 2 sin tratamiento y 4 sin establecer). Los CA Ma---
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marios incluyen: 16 CA Mamarios, 7 Adenocarcinomas, 3 Metas-

tisicos y 1 Escirro (21 con tratamiento, S sin tratamiento y

1 sin establecer). Los CA Diversos comprenden: 6 Cervico-Ute
rinos, 3 Sarcomas, 3 Broncogénicos, 2 Mielomas Maltiples, 2 -
Epidermoides, 1 de Tiroides, 1 Adenocarcinoma de C6lon, 1 Ové
rico, 1 Pulmonar, 1 Rectosigmoides, 2 Tumoraciones (nasal y -
maxilar) y 1 CA poco diferenciado (16 con tratamiento y 8 sin
tratamiento). Los>Varios son: 1 Lupus Eritematoso Sistémico,
1 Anemia MegaloblAstica y 1 Embarazo Molar. No fué posible -
confirmar el diagn6éstico en 4 pacientes, en 2 de los cuales -
tampoco se tuvo conocimiento de si estaban o no en tratamien-

to.

Los pacientes en los que se desconocfa su diagnéstico o-
tratamiento, asi como los del grupo de Varios, no se tomaron-
en consideracién en las valoraciones parciales, no obstante -

fueron incluidos en los cilculos de la poblacién total.

El tratamiento se verificé en el expediente clinico y ge
neralmente fué de tres tipos: Quir(Grgico, Radioterapia y Qui-
mioterapia, usados por separado o en combinacibén; los f4rma--
cos administrados fueron: Vincristina, Adriamicina, Ciclofos-
famida, Busulfan, Mercaptopurina, Rifampicina, Citarabina, Me
totrexate, Mustina, Vinblastina, Actinomicina D, Procarbaci--
na, Clorambucil y Prednisona, con excepcién de la Gltima (in-
munosupresor y antiinflamatorio), todas ellas son drogas cito

tbéxicas, utilizadas por separado o en combinacién.
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La poblacién Normal la formaron 24 individuos sanos per
teﬂecienfes al personal de la Unidad de Investigacién Biomé-
dica de Occidente IMSS, siendo 11 mujeres y 13 varones, cu--
yas edades oscilaron entre 23 y 44 afios (edad promedio de -
31.26 y desviacibn estandar de 6.61), sin antecedentes neo--

plésicos, hemoglobinopatfas o embarazo.
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METODOS.

Las muestras sanguineas (10 ml) se obtuvieron por puncién
venosa con anticoagulante (EDTA al 10%). La biometria hemiti-

ca se realizé en un contador Coulter modelo S del laboratorio-

~ del Hospital de Especialidades del CMO.

En ambas poblaciones se determiné el porcentaje de Hb F -
por los métodos de Betke (68) y de Singer (69), Células F (5)
y Hb A2 (70). Ademis para descartar alguna alteracibén en la -
Hb, se realizaron electroforesis de Hbs en agarosa a pH 8.6 -
(71) y se aplicaron los factores discriminativos (72) en los -

datos hematolbgicos.
A. Preparacién del Hemolizado.

Para la preparacibén del hemolizado se lavaron los eritro-
citos con solucibén salina 0.85% por tres ocasiones y se cen--
trifugaron a 3000 rpm. Por cada ml de paquete de eritrocitos
se agregd un ml de agua destilada y 0.4 ml de tetracloruro de
carbono, agitindose vigorosamente para centrifugarse a 3000 -
rpm por cinco minutos, el sobrenadante se recuper$ sin tocar-

los estromas.
B. Cuantificacién de Hb F. Método de Betke (68).

Para la técnica de Betke se ajusta la Hb del hemolizado-
a 5-8 g/dl, se colocan 0.4 ml del hemolizado en un tubo y se-

afiaden 10 ml de solucién de Drabkin, mezclar adecuadamente. -

2 Teuwe i iwEarE
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Pipetear en tres tubos (un control y dos problemas) 3 ml de
la mezcla anterior. Afiadir a cada tubo problema 0.2 ml de -
NaOH 1.28 N, mezclar bien y dejar actuar durante dos minutos-
a 20°C. Agregar a los dos minutos exactos 2 ml de solucibn -
saturada de sulfato de amonio, mezclar adecuadamente y dejar-
en reposo diez minutos. Adicionar el tubo control 0.2 ml. de
agua destilada y 2 ml de solucién saturada de sulfato de amo-
nio, mezclar bien y dejar en reposo por diez minutos. Fil---
trar con papel Whatman No. 2; diluir 1 ml del filtrado control
con 4 ml de auga destilada, determinar la densidad éptica a -
540 nanémetros contra blanco de Drabkin. E1l porcentaje de Hb

F se obtiene mediante la siguiente férmula:

Hb F = D.0. Hb F
D.0. Hb control x 5§

x 100

C. Cuantificacién de Hb F. Método de Singer (69).

Para la técnica de Singer se colocan en dos tubos proble-
mas 1.6 ml de NaOH 0.0833 N y se lleva a 20°C. Se adiciona -
0.1 m1 del hemolizado agitando contfnuamente durante 20 segun
dos y 40 segundos después se agregan 3.4 ml de solucibn satu-
rada de sulfato de amonio al 50% (400 ml soluciédn saturada de
sulfato de amonio + 400 ml de agua destilada + 2 ml de HC1l -
10 N) agitar y a los 30 minutos de reposo se filtran con pa--
pel Whatman No. 42 6§ 44. En otro tubo, a 5 ml de agua desti-

lada se agregan 20 pl del hemolizado (tubo control). La den-
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sidad 6ptica se mide a 540 nanbmetros. El1 porcentaje de Hb F

se obtiene mediante la siguiente férmula:

Hb F = D.0. Hb F
D.0. Hb total

x 0.203 x 100

D. Cuantificacién de Hb A2 (70)

La DEAE celulosa (DE-52) se lava por tres ocasiones con.-
una solucién amortiguadora pH 8.0 (7 ml de TRIS IM + 25 ml de
KCN 4 mg/ml + 700-800 ml de agua destilada, pH 8.0 ajustado -
con HCL 3 N y aforar a 1000 ml con agua destilada), la resina
dilufda en este amortiguador 1:10 v/v se empaca en pipetas -
Pasteur hasta una altura de 4 cm, se pasan 5 ml del amortigua

dor para equilibrar la columna. Una gota del hemolizado se -

. mezcla con 5 gotas del amortiguador pH 8.0 y se coloca en la-

.parte superior de la resina; una vez que la Hb entré en la re

sina, se llena la parte superior de la pipeta con la solucién
tampon pH 8.0. La Hb A2 se eluye con un amortiguador pH 7.4-
(7 ml de TRIS 1 M + 25 ml de KCN 4 mg/ml + 700-800 ml de agua
destilada, el pH se ajusta a 7.4 con HCl 3 N y se afora a - -
1000 ml con agua destilada). La Hb restante se eluye con un-
amortiguador pH 7.0 (50 ml de TRIS 1 M + 25 ml de KCN 4 mg/ml
+ 700-800 ml de agua destilada. E1 pH 7.0 se ajusta con HCl-
3 Ny se afora a 1000 ml con agua destilada). Los eluidos de
la Hb Az y de la Hb restante se aforan a 5§ ml y 25 ml respec-

tivamente con sus soluciones amortiguadoras correspondientes.
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La densidad éptica se mide a 415 nanbémetros y el porcentaje-

de Hb A, se obtiene de la férmula:

Hb A - D.0O. Hb A, ~ "~ .
D.0. Hb A, + (5.x D.0. Hb R)

x 100

Hb R = Hb restante
E. E1uéi6n Acida para Eritrocitos con Hb F (5)

Los frotis sanguineos delgados, se preparan diluyendo 1la
'sangre 1:3 con solucién salina, se dejan secar al aire por
30 minutos y en seguida se fijan con etanol 80% por 5 minu---
tos, se enjuagan y se permite que sequen al aire. Se mezclan
37.7 ml de 4cido citrico 0.1 M con 13.8 ml de NaZHPO4 0.2 M,-
el pH se ajusta a 3.3 con estas soluciones. La mezcla se lle
va a 37°C y se sumergen las laminillas por 5 minutos, se la--
van y se secan al aire, en seguida se tifien con hematoxilina-
de Ehrlich por un minuto, lavar y tefiir con Eosina B al 0.1%-
durante 2 minutos, lavar con agua destilada y secar al aire.-
Con esta técnica los estromas se ven pilidos y las células -
con Hb F se observan tefiidas con Eosina. Las preparaciones -
se hicieron por duplicado y el conteo de las Células F se hi-
zo tomando el promedio por campo de las células totales Pre--
sentes en 5 campos por laminilla (al azar) con el objetivo de
40 X, después se aplicd una delgada capa de aceite de inmer--
sién para hacer mis evidentes las células tefiidas (células F),

y se contbé el nfimero de ellas en 30 campos, el porcentaje se-




50

calculd con la férmula:

Células F = Células tefiidas X 100

30 X promedio de células totales por campo

F. Electroforesis de Hemoglobinas a pH 8.6 (71).

Se prepar$ una solucibén madre consistente en: TRIS 54.5
g, EDTA 2.92 g, 4cido bbrcio 15.44 g, agregar agua destilada-
hasta 400 ml, ajustar el pH a 8.6 con 4cido citrico 10% y afo
rar a 500 ml con agua destilada. El gel se preparb con agaro
sa (Tipo I low EEO, Sigma Chemical Co.) al 1% en solucibén ma-
dre diluida 1:30 con agua destilada, y calentando en bafio en-
ebullicién hasta disolverse la agarosa. Los amortiguadores -
de corrimiento fueron: para el c4itodo solucién madre diluida-
1:7 y para el 4nodo solucién madre diluida 1:3.5; la electro-
foresis se efectub a 300 v (40 mA) por 120 minutos. El1 gel -
se tifi6 con una solucién de orto-tolidina (orto-tolidina 2% -
en fcido acético glacial) dilufda 1:5 con agua destilada, més

2 gotas de perbxido de hidrégeno y se lava con agua corriente.
G. Factores Discriminativos (72).

Estos factores relacionan eritrocitos, Hb, hematocrito-
Y volumen globular medio; con estos datos y los de Hb A2 es -
posible detectar un portador de talasemia. Las f6rmu1as son-

las siguientes:
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CE>5x10% = + .

VGM - (HbxS5) - CE 8.4 <1 = +
 VGM/CE €13.2 = +
"HCM/CE <3.8 = +
(VeM)? x HCM x 0.01 <1540 = +
CE = Cuenta Eritrocitaria

VGM

Volumen Globular Medio

HCM

Hb Corpuscular Media

Si alghn individuo presenta todos estos datos positivos
y ademis valores de Hb Az por encima de 3.5%, es probable que

este sujeto sea portador de un gen talasémico.

‘

H. Anilisis Estadistico.

Los resultados encontrados en ambos grupos fueron someti
dos a los siguientes estudios estadisticos: se determiné la -
media (X), la desviacibn estandar (s), y se utilizé la prueba
"t" de Student para determinar las diferencias y la signifi--

.cancia estadistica entre los grupos. Ademés.se efectub la co

rrelacién entre Células F y Hb F.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de detectar alguna alteracién de la Hb (va--
riante estructural o portadores de genes, talasémicos), que pu
diera interferir en los resultados, se realizaron corrimien--
tos electroforéticos en agarosa a pH 8.6 de todos los hemoli-
zados y se aplicaron los factores discriminativos, que rela--
cionan eritrocitos, Hb, volumen globular medio y hematocrito,

para descartar la presencia de portadores talasémicos. Con -

~estas metodologias no se encontraron formas alternas ni pato-

logias de las globinas en los individuos estudiados.

Los resultados obtenidos del grupo de los pacientes con-
Neoplasias (I) y de la poblacibén normal (II) para Hb F, Célu-
las F, Hb Az,»Eritrocitos, Hb Total, Hematocrito, Volumen Glo
bular Medio, Hb Corpuscular Media y Concentracibén Media de -
Hb, se muestran en la Tabla I, en la que quedan incluidas las
cﬁmparaciones estadisticas entre ambas poblaciones; como pue-
de observarse entre las poblaciones I y II, existen diferen--
cias significativas para todos los valores analizados, excep-

to para Hb AZ’ VGM y HCM.

En la Figura 1 se encuentran representados los valores-
individuales para Hb F por los métodos de Singer y de Betke,
Yy los porcentajes de Células F. En el grupo I se obtuvieron-
valores de Hb F por el método de Singer que variaron entre -

0.14 y 3.64%, la media (X) fue de 1.32% y la desviacibn estén
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dar (s) de 0.60%. Por el método de Betke la X fue de 0.88% -
con una s de 0.70%, oscilando los porcentajes entre 0.05 y -

3.38%. La X de las Células F fue de 0.35% y la s de 0.38. La

X para Hb A2 fue de 2.48% y la s de 0.64%. En el grupo II
los valores de Hb F por el método de Singer variaron entre -
0.30 y 1.51% con una X de 0.68% y una s de 0.25%, mientras -
que por el método de Betke los valores oscilaron entre 0.21 y
0.85%, siendo 1la X de 0.51% con una s de 0.17%. Las Células-
F presentaron una X de 0.11% siendo la s de 0.06%, los valo--
res oscilaron de 0.09 a 0.18%. La X de la Hb A, fue de 2.75%

2
con una s de 0.52%.

Cuando se compararon las poblaciones I y II con el 95%-
de confianza (X + 2s) por el método de Betke, el 37.37% de la
poblacibén I mostrd Hb F elevada; por el método de Singer fue-
del 52% y para las Células F el 47.36%. Estos valores difie-
ren de los reportados por Olivares-Esquer y cols. (73), quie-
nes encontraron que el 86.7% de los pacientes con Neoplasias-
presentaron niveles de Hb F por encima de 2s de su poblacién-
normal, si bien su poblacidén Neoplisica no estaba en trata---
miento, en el presente trabajo no se encontraron diferencias-
significativas entre los pacientes con o sin tratamiento, afn
al compararlos por separado contra la poblacibén normal, excep
to por el método de Betke para el grupo IB (Tabla II), lo - -
cual pudiese ser interpretado como: una menor capacidad dis--
criminativa del método; que la muestra sin tratamiento es pe-

quefia; que diez de los pacientes sin tratamiento pertenecen a
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los subgrupos de valores mids bajos (Linfomas y CA Diversos),

o bien a que estén implicadas las tres causas.

Para saber si el incremento de Hb F en el grupo I corres

ponde al incremento de las Células F, se buscé la correlacibn-

‘entre ambos parémetros por los dos métodos estudiados y se en-
contrb que existe una correlacibn positiva y significativa - -

(Betke, n=95, r=0.4680, p<0.001; Singer, n=93, r=0.4190, - ;

p<£0.001), mientras que en la poblacién II no existe correla--

cibén, de acuerdo con lo reportado en la literatura (6), la au-

sencia de correlacibén se explica porque hay una muy pequefia -

proporcién de Hb A que no se desnaturaliza y puede ser conside

rada como Hb F, este hecho justifica la utilizacibén de dos mé-

todos para determinar el porcentaje de Hb F.

Por otra parte el grupo I fue dividido en cinco subgru--
pos (Leucemias, Linfomas, CA Diversos, CA Mamarios y Varios),-
para investigar si alguno de ellos en particular mostraba los-
niveles més elevados de Hb F. El1 quinto subgrupo no fué consi
derado por tratarse solo de tres casos que ingresaron con diag
néstico presunto de una Neoplasia y cuyo diagnéstico final no-
correspondié a tal. En la Tabla III y en la Fig. 2 puede ob--
servarse que los niveles de Hb F son mis elevados por ambos -
métodos en los subgrupos de Leucemias y CA Mamarios, esta ele-
vacibn en Leucemias ya ha sido descrita en la literatura (38,-
39, 40, 41, 42), sin embargo, a nuestro conocimiento es la pri

mera vez que se reporta Hb F incrementada en pacientes con CA-

“
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Mamario. En estos subgrupos se encontrd que por el método de
Betke se establecen diferencias significativas finicamente con
Leucemias y CA Mamarios, y la poblacibén Normal, a diferencia-
de los métodos de Singer y Células F por los cuales los cua--
tro subgrupos son diferentes estadisticamente de la poblacifn
II. Esto supone por un lado la mayor sensibilidad del método
de Singer para diferenciar las poblaciones I y II, y por otro
la capacidad del método de Betke para detectar pequefios incre

mentos.

Por el método de Betke, el 55.55% y el 48.14% de los pa
cientes con Leucemias y CA Mamarios respectivamente, mostraron
incremento de la Hb F mientras que por el método de Singer en
los pacientes con Leucemias se observ6 incremento de esta Hb-
en el 83.33%, con CA Mamario en el 55.55%, con Linfomas en el
41.66%, con CA Diversos en el 37.5%, lo que apoya la mayor ca
pacidad del segundo método para detectar niveles elevados de-
Hb F en estos pacientes; estos porcentajes indican ademis que
en los dos primeros subgrupos, el incremento global observado

es representativo de estas subpoblaciones.

Ya que se demostrd que no existen diferencias significa
tivas en el grupo I entre los pacientes con y sin tratamiento
en los valores de Hb F el incremento puede ser explicado por-
lo menos por dos causas: a) Por la Neoplasia en si o b) por--
que estos pacientes estén sometidos a un estres éritropoyéti-

co que se refleja en los valores de los pardmetros hematol6gi
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cos, (Tabla I). En la Fig. 3, se encuentran representados -
por subgrupos tres de los parémetros hematolégicos que fue--
ron estadisticamente significativos entre los grupos I y II.
Al comparar las Fig. 2 y 3 se aprecia que los valores de E,-
Hb y Hto son mis bajos en los subgrupos de Leucemias y Linfo

mas, mientras que los valores de Hb F son mis altos en los -

subgrupos de Leucemias y CA Mamarios, adicionalmente estos - .

subgrupos difieren significativamente en cuanto a E, Hb y -
Hto, lo que sugiere que no existe una relacibén entre el in--
cremento en la Hb F y los bajos valores de estos parimetros.

En apoyo a ésto, al analizar al grupo total se encontrd que-

"no existe correlacibén significativa entre Hb, Hto, CMHb y Hb

F; en cuanto a los eritrocitos los resultados no son claros-
ya que cuando se analiza el grupo total se observa una r ne-
gativa y significativa, mientras que si se excluye al subgru
po de Leucemias desaparece dicha correlacibén, este subgrupo-
individualmente no muestra correlacibén significativa. Es po
sible explicar la disminucibén del nfimero de eritrocitos en -
las Leucemias, porque esta enfermedad involucra la médula -
6sea‘y por consiguiente a la produccién de hematfies, no obs-
tante no se encontraron reportes en los que se asocie anemia
per se con Hb F elevada. A este respecto compirense en la-
Tabla IV, los porcentajes de Hb F, Células F y los datos he-
matolégicos de los 5 pacientes que presentaron niveles de -
Hb F (por los 2 métodos) 2s por arriba de la X de la pobla--

cibn I. Es interesante notar que 2 de los 5 casos correspon
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den a CA Mamario y 2 a Leucemias en quienes, a diferencia de
los primeros, presentan un bajo nivel de E, Hb y Hto, y sin-
embargo sus niveles de Hb F son similares; ademis el caso de
Linfoma Medular muestra valores hematolégicos normales y no-

obstante su porcentaje de Hb F es elevado.

Estos datos en conjunto sugieren que la elevacibn de - g

Hb F en estos pacientes con Neoplasias se debe a la presen-- '
cia de componentes de las células neoplésicas muy probable-- E
mente difusibles ya que por lo menos en el subgrupo de los - "
CA Mamarios estin involucrados tumores sb6lidos, sin relacibn i
aparente con la eritropoyesis y la sintesis de Hbs. La in-- &
teraccién de estos componentes o factores con los mecanismos R
ey

de activacién de los genes gamma se desconoce, sin embargo - ‘ﬁ
podrian considerarse algunas posibilidades, como una activa- ?
cibén directa o indirecta sobre la regibn promotora de los ge F:
nes, un efecto modulador en la diferenciacidén eritroide que- . f’

o
permita un incremento en las Células F o bien una accibn - - foa
inhibitoria selectiva de las enzimas proteolfiticas para Hb F .

que incrementen la sobrevida de esta Hb.

Se ha reportado que las células neopléisicas muestran -
alteraciones en la secrecién y la permeabilidad (16), asi co
mo en la sintesis y liberacidén de proteinas y hormonas que la
célula normal no produce, algunas de las sustancias mejor co
nocidas incluyen alfa-l-fetoproteina, gonadotropina coriéni-

ca y algunos antigenosA(de Gold y Gamma FP) (11, 74, 75), de
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ellas los niveles de gonadotropina coriénica se han encontra
do correlacionados con el nivel de Hb F durante el embarazo-
(50), sin embargo la administracibén de esta hormona en el -
" adulto no induce un aumento en la Hb F (76), lo que permite-
suponer la participacién de factores fetales en la reactiva-
cién de los genes gamma en el embarazo. Las células de los-
tejidos fetales y las células neoplisicas comparten algunas-
caracteristicas, como la alta tasa de reproduccibn celular,-
la relativa indiferenciacibén y la expresibén de proto-oncoge-
nes, este @iltimo fenbmeno reportado en ratones (58), as{ -
los factores que cruzan la barrera placentaria e incrementan
los niveles de Hb F materna y los factores difusibles produ-

cidos por algunas células neoplésicas, probablemente son si-

milares.

- me ¥ wEmiom e r rEmETx



P

TABLA I

VALORES PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR (R, s) DE LAS HEMOGLOBINAS Y DE LOS PARAMETROS HEMATOLOGI
COS DE LAS PODBLACIONES CON NEOPLASIA (I) Y NORMAL (II).

Grupo HbF % HbF % CF Hb 2 E Hb Hto VGM HCM CMHb
Betke Singer % % € x10 /pl g/dl % p3 po %

% 0.88 1.32 0.35 2.48 4.08/ 12.12 37.13 90.78 29.82 32.68

I 8 0.70 0.60 0.38 0.64 0.75 2.07 8.00 8.00 2.86 1.21

n 99 100 95 97 84 91 a3 a3 a2 91

X 0.51 0.68 0.11 2.75 5.06 13.L6 L6.14 91.66 30.5 33.55

11 8 0.17 0.25 0.06 0.52 - 0.44 1.54 3.80 3.80 1.36 1.04
n 24 24 , 24 24 24 24 24 24 24 24

Vp <0.02 <0.001 <0.01 N S <0.001 <0.001 <0.001 N S NS <0.01

C.F. = Células F; E = Eritrocitos; Hh = Hb total; Hto = Hematocrito; VGM = Volumen globular
medio; HCM = Hb corpuscular media; CMHb = Concentracifn media de Hb; VUp = Valores de p para
lee diferencias entre los promedios (t-Student) y N S = No Significativo.
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TABLA II

VALORES PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE HbF (METODOS DE BETKE Y SINGER) Y CELULAS F DE LAS PO-
BLACIONES CON NEOPLASIA Y NORMAL. VALORES DE p PARA LAS DIFERENCIAS ENTRE LOS PROMEDIOS POR GRU
POS (t-Student).

Grupo Betke % , Singer % _ Célules F %
X 8 n X 8 n X 8 n
1 0.88 0.70 99 1.32 0.60 100 0.35 0.38 95
11 0.51 0.17 24 0.68 0.25 24 0.11 0.06 24
IaA 0.98 0.77 73 1.38 0.E4 74 0.39 D.42 72
I8 0.64 0.33 20 1.14 0.32 20 0.22 0.18 18
I va II <0.02 ’ <0.001 <0.01
IA vs 1B NS : NS " NS
IA va 1II <0.01 <0.001 <0.01
18 vs II NS <0.001 <0.02

IA = Pacientes en tretemiento; IB = Pacientes sin tratamiento y NS = No Significetivo.
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TABLA III

VALORES PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR PARA Hb F POR LOS METODOS DE BETKE Y SINGER, Y CELULAS F
EN LOS GRUPOS DE NEOPLASIAS ESTUDIADOS.

LEUCEMIAS LINFOMAS CA DIVERSOS CA MAMARIOS
1.26 0.63 0.70 1.04 .

Hb F Betke 8 0.84 D.46 0.57 0.61
% n 18 23 24 27

X 1.65 1.23 1.09 : 1.37

Hb F Singer @ 0.68 0.56 0.32 0.65
% n 18 ‘ 23 25 27

X 0.66 0.26 0.25 . 0.33

Célulaa F 8 0.62 0.18 0.23 0.38
% n M 19 27 25
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Figura 2. Histogramas de los promedios de Hb F y Células F en --

los subgrupos de neoplasias y en la poblacién normal.
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VALORES HEMATOLOGICOS DE LOS PACIENTES CON HbF POR ARRIBA DE 2s DE LA x DE LA POBLACION I

CASO 1 2 3 4 5
DIAGNOSTICO LCG LAL LM CAM CAM
Hb F (B) % 2.70 3.52 2.40 3.23 2.81
Hb F (S) % 3.28 2.84 2.78 3.64 2.76
CF % 2.54 1.32 R 0.60 1.52
E x10°/p1 3.21 2.72 4.21 4.12 3.68
Hb g/dl 10.50 10.00 14.40 12.60 12.6
Hto % 32.1 30.4 42.3. 36.8 36.1
CMHE % 32.8 32.8 36.3 32.0 33.5

LGC= Leucemia Granulocitica Crénica, LAL= Leucemia Aguda Linfocitica,
LM= Linfoma Medular, CAM= CA Mamario.
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CAPITULO IX

CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. A nuestro conocimiento, es el primer reporte de Hb F ele
vada en pacientes con CA Mamario.

2. La poblacién I es diferente de la poblacibén II para Hb F
(I>II; por los métodos de Betke y Singer), Células F -
(I>II), eritrocitos, Hb, Hto, y CMHb (I< II), pero no -

en cuanto a Hb A,, VGM y HCM.

2’
3. La elevacibén de Hb F en la poblacién I es independiente-

del tratamiento.

4. La disminucibn de eritrocitos, Hb, Hto y CMHb es indepen-

diente del tratamiento.

5. No se encontré correlacién entre Hb, Hto, CMHb y Hb F en
el grupo I.

6. Existe una correlacibén positiva y significativa entre Hb
F por los dos métodos, y Células F para la poblacién I, -

mientras que en la poblacién II no existe correlacién,

de acuerdo con lo reportado.

7. El1 método de Singer discrimina significativamente la po--
blacién normal de la poblacibén neoplisica, aln por sub--

grupos. El método de Betke discrimina significativamen-

te la poblacibén I total de la poblacién Normal, pero en-

subgrupos solo discrimina Leucemias y CA Mamarios de 1la-

Normal.

8. E1 nivel de Hb F podria usarse como elemento de sospecha

de una neoplasia, una vez que se descarte alglin trastor-
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no de la Hb.

Los resultados de este trabajo apoyan la existencia de -
factores derivados de las células neoplésicas que indu--

cen la elevacién de Hb F en los pacientes con estos pade
cimientos.
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