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INTRODUCCION

I. LA ENZIMA ADENOSINA DESAMINASA

La enzima adenosina desaminasa (Adenosina Aminohidrolasa,
E.C.3.4.5.5.) (ADA) cataliza la desaminacién de adenosina (Ado) y
desoxiadenosina (dAdo) a inosina (Ino) y desoxinosina (dIno)
respectivamente, tanto en la via catabdélica como de salvamento de
purinas (Diagrama 1).

La enzima adenosina desaminasa contiene dos tipos de dominios
polipeptidicos: a/B; la proteina activa estd constituida por 8
cadenas B centrales y 8 cadenas a periféricas, ademds de 5 hélices
adicionales. Se ha demostrado que ADA requiere del ibn zinc en su
sitio catalitico (2, 3). Los aminodcidos implicados en el sitio
activo de la enzima son Asp 295, Asp 296, His 214, His 15, His 17,
His 238 (involucrados en.el mecanismo de desaminacidén hidrolitica)
y Cys 262 (2-5) (biagrama 2).

Adenosina desaminasa (ADA) existe como 2 formas moleculares:
una forma A de PM 210,000-215,000 D llamada tejido-especifica,
generalmente asociada a membrana y una forma C o citoséiica de PM
35,000, la forma mas sencilla. Ambas tienen propiedades cataliticas
similares. La forma A es susceptible de disociarse en la forma C
mas pequefia y, cuando 2 moléculas de la forma C de la enzima se
agregan a una glicoproteina, el complejo se convierte en la forma
A. Dicha glicoproteina recibe el nombre de "Proteina formadora de
Complejo de ADA" & "Factor de conversidn" (ADCP) (1); ésta dltima
tiene 2 sitios, uno para cada subunidad pequefia de ADA (forma C).
La ADCP -que ha sido aislada de rifién de bovino- presenta 2 formas
moleculares diferentes (CP-II con PM=70,000 y CP-I con PM= 110,000)
(6). La ADCP asociada a membrana puede desempeflar las siguientes

funciones:




DIAGRAMA 1: Via de Transmetilacion mostrando las relaciones
entre el metabolismo de la metionina, homocisteina y adenosina
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* DIAGRAMA 2. Desaminacion de adenosina por ADA, donde
se muestran los aminoécidos del sitio activo que estan implicados
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a) Regular la actividad enzimAtica de BADA (6,7);

b) Regulacidén del metabolismo de Ado y dAdo a nivel de membrana

(7):

c) Actuar como receptor de superficie de membrana para la enzima

ADA (7).

Por otro lado, las concentraciones séricas de ADCP pueden servir
como indicador de diversas patologias como son falla renal
(concentraciones elevadas) y linfomas ‘o dlcera péptica
(concentraciones disminuidas) (1).

Se concluye que, para la presencia tisular de ADA se requiere
de por lo menos, la expresién de 2 genes:

1. Un gen estructural -constitutivo- que codifica para la
proteina ADA, localizado en el cromosoma 20 regién 20ql2-
ql3.11 (8) ;

2. Un segundo gen que codifica para la ADCP, localizado en el

cromosoma 2 en la regidn comprendida entre qll-qter (9).

II. GENETICA DE ADA

La enzima ADA existe en muchas formas fisicas diferentes las
cuales se explican como resultado de una combinacidén de
polimorfismo alélico y un sistema de isoenzimas generadas por
modificaciones post-traduccionales.

El estudio electroforético de ADA de diferentes tejidos muestra

diferentes patrones de bandas isoenzimaticas con movilidad anddica:

A) El patrén electroforético mds simple es el designado ADA
eritrocitaria que representa la forma citosdlica de la enzima;
consta de una banda mayor y 2 bandas menores (isoenzimas
1,11,111), con las mismas caracteristicas bioquimicas: Km 35
uM, pH 6ptimo 7.0 y PM similares (30,000-35,000) (10,11).

Estudios realizados sobre el patrén electroforético mis
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simple, han demostrado, por un lado, el polimorfismo alélico
del gen de ADA, y han determinado, por otro,la frecuencia de
sus variantes en diversas poblaciones conociéndose que los
alelos ADA' y ADA’ son los mas frecuentes en la poblacién

general (10-15).

B) Los patrones tejido-especifico mds complejos presentan, ademds
del patrén mids simple, una serie de isoenzimas tejido-
especificas (15) las cuales muestran diferente reactividad de

grupos sulfhidrilos y diversos PM (200,000-440,000) (10).

El gen estructural de ADA, incluye 32 kb y contiene 12 exones
separados por 11 intrones (10,16) y presenta, dentro de la regidn
flanqueadora 5’ del exbén 1, 6 secuencias de decanucledtidos ricas
en GC las cuales son altamente homdlogas a aquellas identificadas
como sitios de unién funcional para el factor de transcripcidn Spi,
el cual es capaz de activar la unidén y transcripcidén de varios
promotores celulares y virales (10,13). Ademas, el gen de ADA tiene
23 elementos repetitivos de tipo Alu (Diagrama 3). Estas secuencias
pue den proporcionar sitios potenciales para eventos de

recombinacién (13,17,18).

El andlisis molecular de genes mutantes de ADA ha permitido
identificar los siguientes tipos de mutaciones gque causan
deficiencia en la actividad especifica de ADA:

1) Mutaciones puntuales o deleciones que alteran la transcripcién
6 maduracién del ARNm (13,17,18).

2) Mutaciones puntuales que alteran la estructura y/o estabilidad
de la proteina (posibles defectos postraduccionales) (13,17-
19).

3) Mutaciones aiin no definidas, las cuales causan deficiencia
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parcial de ADA y que afectan la estabilidad de la proteina
(13,17).

Existen, por otro lado, mutaciones conservativas en las cuales
cambia la tercera base de los codones sin alterar los aminodcidos
codificados. Estas mutaciones conservativas son {tiles en 1la
identificacidén de variantes alélicas de BDA (13).

Se han identificado y caracterizado 9 Polimorfismos en la
Longitud de los Fragmentos de Restriccidn (RFLPs) en el locus de
ADA, 5 de los cuales son reconocidos por la misma enzima (MspIl), ¥y
los restantes por las enzimas BanlI, PstI, BalIl, y Pvull (Diagrama
3) (19).

III. TRASTORNOS METABOLICOS GENETICAMENTE DETERMINADOS POR ADA

A) La .deficiencia hereditaria de la enzima ADA causa
anormalidades en el metabolismo de desoxinucledtidos y de S~
Adenosil-homocisteina con toxicidad secundaria para linfocitos
y precursores linfoides (20); en consecuencia, la respuesta
inmune humoral Yy celular resulta afectada. Estos
desoxinucleétidos (principalmente desoxi-ATP) pueden elevar su
concentracién de 45 a 100 veces en eritrocitos (21) y hasta
300 veces en orina de estos pacientes (22).A esta enfermedad
autosdmica recesiva se le denomina "Sindrome de
Inmunodeficiencia Combinada Severa" (SICS) (19-26).

B) La produccién incrementada de ADA eritrocitaria de 45-100
veces los niveles normales reduce las concentraciones de ATP
por debajo de 1lo normal (27-33) y niveles bajos de 2,3-
bifosfoglicerato (2,3-BFG) (28); la enzima presenta Km por
Adenosina y desoxiadenosina normal (27-29) y patrones

electroforéticos normales (28-30).
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Este trastorno autosémico dominante, conocido como Anemia
Hemolitica No Esferocitica, cursa con niveles normales de ADA en
linfocito y funcidn inmunolégica normal {31-33). Actualmente se ha
demostrado que la calidad del ARNm correspondiente a esta enzima,
asi como la secuecia aminocacidica de la proteina son normales
(31,32).

Debido a que la viabilidad del eritrocito depende, en gran parte,

de concentraciones adecuadas de ATP, la generacidn disminuida de

este nucledtido de purina puede causar la lisis prematura de estas

células (10,34).

Iv. METABOLISMO DE TA_ ADENOSINA
Es importante destacar el papel que posee la Adenosina (Ado)

como regulador metabdlico de miltiples procesos celulares. Se ha

encontrado, a través de entidades patologicas en las que ADA se
encuentra alterada, un desbalance en las concentraciones de los
correspondientes intermediarios en metabolismo de purinas, lo que

'a su vez puede alterar otras vias metabélicas (35).

La Ado puede ser formada tanto extracelular como
intracelularmente:

1. Una fuente extracelular (dietética) la cual estd dada por la
degradacidon de nucledtidos de purina, principalmente ATP, ¥y
acidos nucléicos de células hematopoyéticas senescentes en la
superficie de células endoteliales y de algunos tipos
celulares pues poseen actividades de ectonucleotidasa vy
ectoATPasa capaces de degradar nucledtidos a nuclebsidos
extracelulares (10,36). Los nucledsidos entran y salen de la
célula muy réapidamente por medio de transportadores Na'-
dependientes y Na'-independientes localizados en la membrana
plasmdtica; esto da lugar a la salida de inosina y entrada de

adenosina contra gradientes de concentracién (36).
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2. Fuentes intracelulares entre las cuales pueden ser:
a) Sintesis de_novo de purinas
b) Via de recuperacidén de purinas
c) Via indirecta a partir de adenina
d) A partir de la hidrélisis de S-adenosilhomocisteina por la
S-adenosilhomocisteina hidrolasa (SAHH) (Diagramas 1 y 4)

(10,37) .

La adenosina, una vez dentro de la célula, puede seguir 2
vias metabdlicas distintas:

i) Fosforilacidén de Ado por Adenosina quinasa (AdoC), o bien

ii) Desaminacién de Ado por Adenosina. desaminasa (ADA).

Ademéas, 'aunque existe un transportador Na'-dependiente,
especifico para adenosina, la inosina extracelular producida por
una ecto-adenosina desaminasa puede ser transportada por otros
acarreadores Na‘-dependientes y Na'-independientes, los cuales
también traslocan adenosina (31).

Cuando los niveles de Ado disminuyen hasta un rango de 0.5 a

5 uM, la actividad de AdoC (Km por Ado y dAdo, 0.5-5 uyM y 135-540

uM respectivamente) predomina sobre la de ADA (Km por Ado y dAdo,

25-74 uM y 7-40 uM respectivamente); més cuando se elevan las

concentraciones de Ado, la AdoC se satura y es susceptible a la

inhibicidén tanto por el sustrato como por el producto (10,37).

'La Ado y la dAdo causan toxicidad en células de mamifero
en vitro y en sistemas in vivo (21). Los mecanismos de toxicidad
son:

1) Altas concentraciones de Ado que son capaces de inhibir 1la
sintesis de pirimidinas a nivel de inhibicién de
Fosforribosilpirofosfato sintetasa (PRPP-S). Esto bloquea la
sintesis de novo de nucledtidos de pirimidina a nivel de 1la

conversion de &cido ordtico a acido oritidilico (10,21,35,37).




2)

3)
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Altas concentraciones de dAdo son capaces de inhibir la enzima
ribonucledtido reductasa, inhibiendo de esta manera 1la
sintesis de &cidos nucléicos lo que puede, a su vez, producir
rotura parcial en la moléculas de ADN. Por otro lado, pueden
activar el catabolismo de ATP y producir disminucidén de 1los
niveles de NAD (10,21) De hecho, este es el mecanismo
propuesto para explicar la citotoxicidad de la dAdo -como

inhibidor de crecimiento de cultivos celulares (17).

Altas concentraciones de dAdo y Ado pueden causar tanto
reversién de la reaccién de hidrdlisis de S-adenosil-
homocisteina (S-AdoHcy) como inhibicién de la S-adenosil-
homocisteina~hidrolasa (SAHH). Esto a su vez produce
inhibicién de las reacciones de metilacidn dependientes de S-

adenosilmetionina (S-AdoMet) (Diagrama 1) (30,38)

Elevacién de los niveles de Adenosina Monofosfato ciclico
(AMPC) producidos por Adenilato ciclasa ante altas
concentraciones de Ado (39). Esto conduce a alteraciones en
miltiples procesos celulares:

» Inhibicidén en la primera etapa del estallido respiratorio y
alteracidén de metabolismo en neutréfilos (27,30).

» Induccidén del fragmentacidén del DNA intranucleosomal por
activacién de endonucleasas, via AMPc, en linfocitos T

periféricos y timocitos (40).




DIAGRAMA 4: Metabolismo de Purinas en humanos: Vias de Recuperacion,
Sintesis de Novo y Degradacion de (desoxi)ribonucledtidos, nucledsidos y bases
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V. ANEMIAS: GENERALIDADES Y CLASIFICACION

Las enfermedades eritrocitarias son tradicionalmente divididas
en 2 grupos:

(1) ANEMIAS: Se caracterizan por presentar concentraciones de
Hemoglobina (Hb) por debajo de lo normal, lo cual se traduce
como un deterioro en la competencia de la sangre para
transportar 0, a los tejidos causando de este modo hipoxia
celular (41,42).

(2) POLICITEMIAS: caracterizadas por un incremento considerable de
la masa eritrocitaria lo cual incrementa la viscosidad y el
volldmen sanguinec (41,42).

La ANEMIA, uno de los problemas mas comunes en la medicina clinica,

no es considerada como una enfermedad primaria sino mas bien como

la expresidén de un trastorno o enfermedad subyacente (por ej.:
insuficiencia renal crdénica); es un mecanismo compensatorio para
prevenir o disminuir la anoxia tisular destructiva. Este marcador
clinico puede ser bésico (anemié ferropénica, hemosiderosis
pulmonar)“o en ocasiones mas complejo (deficiencla de enzimas

eritrocitarias, defectos en la sintesis de hemoglobina, etc) (41).

Ahora bien, la anemia puede presentarse si:

(1) 1la pérdida o destruccidén de eritrocitos excede la capacidad
maxima de produccidén medular eritrocitaria o

(2) 1la produccién de eritrocitos en la medula oOsea esta alterada
(35).

VI. CLASIFICACION DE LAS ANEMIAS
La anemia puede ser clasificada como:

A) Relativa la cual se caracteriza por que la masa eritrocitaria

total es normal, o bien

B) Absoluta que se caracteriza por una disminucién en la masa

eritrocitaria y que a su vez se clasifica de acuerdo a criterios

morfoiégicos vy fisiopatoldgicos (41,42).
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Dentro de 1la clasificacién Morfoldgica se incluyen 3

categorias (41-43):

a) A. Macrocitica-normocrémica

b) A. Normocitica-normocrémica

c) A. Microcitica-hipocrémica.

Dentro de la clasificacién Funcional (41,42) se incluyen, a
su vez, 2 subclasificaciones:

a) Anemia por defectos en la produccidén, que a su vez pueden
deberse a defectos en la proliferacién, diferenciacién y
madurez de los eritrocitos.

b) Anemia por defectos en la supervivencia.

A) DEFECTOS EN LA PRODUCCION

PROLIFERACION: Se caracterizan por indices anormales o disminuidos

de prolife racién maduracién, y liberacién de eritrocitos; esto

puede ser causado por:

» Produccion impropia de eritropoyetina: alteracién en la

diferenciacidén de precursores eritroides (A. aplésica pura de

células rojas, A. por IRC, A. por alteraciones endécrinas).

» Alteracidén en la proliferacién y diferenciacién de precursores en

la médula (A. Aplésica, A. Mielodisplésica).

» Accién de productos quimicos, farmacos y radiaciones.

» Infiltracidén en la médula &sea de tejido linfoide, granulomatoso

o neopléasico.

MADURACION: Estos defectos estan dados por la alteracidén en la

sintesis de &cidos nucleicos (eritrocitos macrociticos) o en la

sintesis de globinas (eritrocitos microciticos) produciendo cé&lulas
cualitativamente anormales.

1) Defectos en sintesis de Hb (Anemia hipocrémica) por:

» suministro limitado de hierro (deficiencia alimenticia),

» uso defectivo del hierro (atransferrinemia, hemosiderosis

pulmonar idiopatica)
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» sintesis nula o escasa de globina o porfirina (talasemias).

2) Defectos a nivel nuclear: pueden afectar a todas o varias

lineas celulares hematopoyéticas. Se puede producir, como

consecuencia, pancitopenia en sangre periférica con cambios
morfolégicos que, cuando son generalizados, producen trastornos

Megaloblasticos. La megaloblastosis eritroide incluye:

» eritroblastos grandes con nicleos grandes y cromatina difusa

» asincronia nuclear/citoplésmica con produccidn progresiva de Hb

pero madurez nuclear retrasada

» eritrocitos macrociticos con valores normales de Hb.

B) DEFECTOS DE SUPERVIVENCIA

Son resultado de la pérdida prematura de eritrocitos
circulantes por hemorragia o hembdlisis. Las causas son muy
variadas:

1. Anormalidades intrinsecas:

a) Defectos de membrana, por alteracién de sus proteinas

estructurales (espectrina, anquirina)

b) Deficiencias enzimiticas, que a su vez pueden ser de 3 tipos:

» defectos que causan disfuncién clinicamente significativa del

eritrocito (Aldolasa, Enolasa, ADA)};

» defectos diagnosticables en eritrocito pero cuyas manifestaciones
son ejercidas en otros tejidos (Transcetolasa, UDPG-galactosa 4-
epimerasa) y

» defectos que no producen desorden clinico alguno, en las cuales
la asociacidn entre el defecto enzimitico y el estado clinico es
incierta (Adenilato quinasa, AMP desaminasa, Fosfoglucomutasa)

(43).

2. Anormalidades extrinsecas: Dadas por factores mecanicos,

quimicos, fisicos, infecciones, mediados por anticuerpos,

hiperactividad del sistema monocito-macréfago o bien, por pérdida

sanguinea (42).
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ANTECEDENTES
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ANTECEDENTES

ADENOSINA DESAMINASA Y ANEMIAS

Desde 1977 se han reportado casos de familias o bien de
individuos que presentan el Sindrome de Anemia Hemolitica no
Esferocitica. Estos pacientes cursan, como se mencioné
anteriormente, con niveles elevados de ADA desde 40 hasta 100 veces
los niveles normales (27-33). Como parte de sus sintomas clinicos,
pueden presentar esplenomegalia y reticulocitosis considerable
(hasta del 22%) e incluso, en un caso reportado, con estomatocitos
y equinocitos (28).

A nivel bioquimico, las principales caracteristicas de este
sindrome son: bajas concentraciones de ATP, de lactato, de 2,3-BFG
y degradacidén anormalmente elevada de AMP, siendo lo primeroc de
mayor importancia como posible explicacién en el mecanismo de
hemélisis (28,29). '

La enzima, por otro lado, presenta Km por Ado y dAdo normal,
actividad especifica, termoestabilidad, y Ki por EHNA ([eritro-9-
hidroxi~3-nonil]-adenina) similares a las de los individuos
normales (31,32). Posteriormente se ha demostrado que la secuencia
del gen estructural de ADA, la secuencia de su ARNm (transcrito
primario y ARN maduro) y secuencia de aminodcidos son normales
(27,28).

En cuanto a anemias no Hemoliticas, la informacidn existente
sobre la enzima ADA en este tipo de padecimientos se relaciona con
trastornos proliferativos como es el caso de la Anemia Hipoplésica
Congénita, conocida como Sindrome de Diamond-Blackfan (SDB), la
cual se presenta como anemia macrocitica hipopldsica en el primer
afio de vida, asociada a una anormalidad bioquimica en el
metabolismo de purinas. En comparacién con otros trastornos

hematoldégicos como anemia de Fanconi, Anemia aplasica pura
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adquirida, Anemia aplédsica adquirida, eritroblastopenia transitoria
infantil, el Sindrome de Diamond-Blackfan demostrd tener niveles
mas altos de la enzima (45). En base a lo anterior y a estudios
posteriores, se ha sugerido que la actividad de ADA puede ser un
reflejo bioquimico de alguna perturbacién en la eritropoiesis
normal. Sin embargo, como esta perturbacién es expresada en casi .
todos los pacientes con SDB, esta anormalidad enzimdtica puede
reflejar el defecto de diferenciacién del tronco de células
eritroides responsable para esta enfermedad, si bien no es

parametro exclusivo para este sindrcme (46).

Un incremento en la actividad de la enzima también ha sido
relacionado con anemia primaria sideroblastica adquirida en un
hombre de 85 afios, japonés, el cual presentaba sideroblastos
anillados y una delecidén cromosomica (46XY, 1lg-). Aungue el
paciente mostré tener una actividad enzimdtica incrementada de 17
veces los niveles normales, atribuido esto a una acumulacién
masiva de proteina normal, esto no fue suficiente para causar
hemdlisis; la concentracién de nucledtidos de purina era normal

(47).

Existen también otros trastornos hemotoldégicos, en casos
aislados, también asociados con actividades elevadas de ADA como
son el Sindrome mielodisplésico en cuyo caso presentd elevacidn de

ADA de hasta 8 veces los niveles normales (48).

Estudios recientes en anémicos de poblacién seleccionada
derechohabiente del IMSS en Guadalajara, Jalisco, han mostrado que
la actividad especifica de ADA es dependiente de la edad. No
obstante, dicha actividad se muestra como un indicador sensible de

disfuncién metabélica, su alteracidén en la actividad especifica de
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ADA tiene, en algunos, componente genético (S.Down) y en otros.

parece ser efecto de un proceso adgquirido (49).

Por otro lado, también se ha encontrado asociacibén entre
ADA elevada y personas infectadas con el retrovirus de HIV. Dado
que el gen de ADA presenta regiones promotoras Spl, similares a los
promotores virales, una infeccidn viral podria causar niveles

inapropiados de ADA (50).




PLANTEAMIENTO
DEL. PROBLEMA
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PLANTEAMIENTDO DEL PROBLEMA

No existe un estudio que relacione la morfologia celular
eritrocitaria y un perfil hematoldgico completo con niveles de ATP,
ADP y AMP y la actividad especifica de ADA en diferentes tipos de
anemias cuya etiologia es diferente a las ya estudiadas, como son
algunos tipos de anemia (Sindrome de Diamond-Blackfan, A. de
Fanconi, A. Siderobléstica Adquirida, Eritroblastopenia infantil,
Sindrome Mielodisplésico) en los que la elevacidén de ADA no es la
causa primaria aparente del trastorno y en los cuales existe
asociacién entre los niveles moderadamente elevados de ADA y la

presencia de enfermedad.




l
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HIPOTESIS
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HIPOTESTIS

En individuos con anemia y elevacién moderada de la enzima
ADA, los niveles de ATP, ADP y AMP se encuentran lo suficientemente
alterados para producir anormalidades morfolégicas en el

eritrocito.
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OBJETIVOS

Identificar pacientes con anemia y niveles elevados de ADA
en eritrocito.

Descartar que la elevacién de ADA sea debida a una proteina
electroforéticamente anormal.

Obtener los valores, de las concentraciones eritrocitarias
de_nucleétidos de purina (ATP, ADP y AMP) en controles y
pacientes anémicos respectivamente.

Identificar las alteraciones morfoldgicas mas comunes en

los eritrocitos de estos pacientes.
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MATERIAIL
MATERIAL BIOLOGICO
Se obtuvieron 112 muestras de sangre total con EDTA
provenientes del Hospital de Pediatria, Centro Mé&dico de Occidente,
I.M.S.S8., las cuales fueron clasificadas en dos grupos de acuerdo
a parametros hematolégicos en:
I) CONTROLES: 30 muestras de controles cuyas edades estaban
comprendidas entre los 0.5 a los 18 afios de edad, clasificadas en
los siguientes subgrupos:
- 0 a 2 afios, - 7 a 12 afios,
- 3 a 6 afios, - 13 a 18 anos.

II) PACIENTES: 82 muestras de pacientes dentro de los mismos
subgrupos de edades que cursaban con anemias de diferente
etiologia:
* 32 con insuficiencia renal crénica
* 10 con anemia en estudio (etiologia desconocida)
* 30 con anemia por etiologia diversa (por infeccidén bacteriana,

viral; qpomalias en sistemas circulatorio-pulmonar)
* 5 con anemia por trastornos proliferativos (sindromes
mieloproliferativos)
* 5 con anemia asociada a leucemia (LLA).
EQUIPO DE LABORATORIO
- Espectrofotdémetro Spectronic D21 con bafic adicional de

temperatura regulable.
- Equipo de electroforésis
- Centrifuga
- lampara manual de luz UV de onda larga
- estufa de incubacién a 37 C.
- Analizador hematoldgico electrdnico.

- Microscopio de luz visible.




28

METODOS
CUANTIFICACION DE NUCLEOTIDOS DE PURINA (51)
I.ATP

A) PRINCIPIO: El ATP fosforila glucosa en la reaccién de
Hexoquinasa (Hx): Glucogsa + ATP —-c==e-- > Glucosa-6~fosfato
+ ADP
La glucosa-6-fosfato formada es medida en la reaccidén de G6PD
(Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa):

Glucosa-6-fosfato +  =—=e-e—-- > 6PG (6-fosfogluconato) +

NADP NADPH

El cambio en densidad 6ptica a 340 nm, resultado de la reduccidn de
NADP a NADPH, es cuantificado y, en la presencia de un exceso de
glucosa, representa la cantidad de ATP en la mezcla de reaccidn.
PROCEDIMIENTO: La estimacién puede ser efectuada en extractos
preparados de sangre total puesto que casi todo el ATP sanguineo

esta presente en eritrocitos.

B) OBTENCION DE EXTRACTOS

Los extractos se preparan como sigue:

1. Por cada volumen de sangre total (minimo 1 ml.) se utiliza 0.5
volumenes de dcido percldrico (HC1l04) al 20 % frio; se
adiciona éste Gltimo en la muestra lentamente conforme se va
agitando hasta lograr una mezcla homogénea color café.

2. Se procede a centrifugar a 3,400 rpm durante 30’ en frio.

3. Se retira el sobrenadante,. el cual deberad ser totalmente
transparente, se cuantifica cuidadosamente y se coloca en un
tubo de vidrio graduado.

4. Se le afiaden 50 xl de anaranjado de metilo, como indicador y

se procede a la neutralizacidn con carbonato de potasio (K,CO,)
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3 M hasta que la muestra vire hacia un color amarillo claro.

Una vez hecho esto, el extracto puede ser almacenado a -20°C

hasta su utilizacién. Este mismo extracto puede ser utilizado

para la cuantificacidén de ADP y AMP.

C) HEMOGLOBINA EN SANGRE TOTAL

La cuantificacién del contenido de Hemoglobina se realiza en

sangre total por el método de Drabkin (g%).

D) ESQUEMA GENERAL DEL SISTEMA DE REACCION.

PROBLEMA (ul) BLANCO 1
Buffer Tris-HC1 1 M, EDTA 5 mM, pH 8.0 ..... . 100 100
MgCl, 100 MM «....... e eretieaeeeiaieeaaa, . 20 20
NADP 2 mM..... teeecaacencrananna ceceeccanns .e 200 200
Glucosa 20 mM......ua.n Ceeieraersaceenntannn 50 50
Extracto PCA .....eveenecocncns ceevecnenenane 200 ————
HO destilada........... ceeeaann cheeciaceanes 415 615
G6PD 60 u/ml. (diluida en B-mercaptoetanol .
0.7mM, EDTA 0.27 M neutralizado)..... ceeneane 5 5
) Lectura basal a 340 nm a 37° C

Hexoquinasa 400 u/ml ........ N 10 10

Leer D.O. hasta alcanzar valores constantes
E) CALCULOS: La concentracidén de ATP como nmoles [/ gHb

(aTF] (o1 /gab) =<3 PEGELARI 0,200

en donde:
D.O. = cambio en la densidad optica a 340 nm después de

adicionar Bx
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D.0.540 = densidad o6ptica a 540 nm cuando 0.005 ml. de sangre
total son adicionados a 2.5 ml de reactivo de Drabkin

0.313 = factor obtenido del coeficiente de extincién molar del
NADPH, la dilucién del extracto en la cuveta, la
conversién de Hb de g/100 a g/ml y de la dilucién de la
muestra original.

F Hb = factor obtenido a partir de una curva de calibracién

para Hb y es igual a 0.142857.
II. ADP Y AMP

A) PRINCIPIO: E1 ADP es cuantificado en un extracto de A&c.
perclérico de eritrocito a través de la reaccién:
Fosfoenolpiruvato (PEP) + ADP --== PC ~==~- > Piruvato + ATP
Piruvato + NADH -~~~ LDH ---> Lactato + NAD
La cantidad de piruvato formado sostiene una relacién
estequiométrica para la cantidad de ADP disponible y agui, 1la
oxidacién de NADH a NAD medida a 340 nm corresponde a la cantidad
de ADP en el filtrado.
La adicién de Adenilato quinasa (AC) convierte AMP a ADP en 1la
reaccidn:
AMP + ATP --- AC =----> 2 ADP _
El ADP formado se integra a la reaccién de PC Y puede ser medido a

través de la oxidacién de NADH a NAD a una D.0O. de 340 nm.

B) ESQUEMA GENERAL DEL SISTEMA DE REACCION

BLANCO (ul PROBLEMA
{ul)
Tris HC1 IM, EDTA 5 mM, PH 8.0 ...eeuuonn ce.. 50 50
MgCl, 0.1 M ....... e eeeereeeteaanas 1) 20

Extracto PCA ..... cesassracasseanes cesescceas - 700
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HO tvvnvennnnnnnnenns R e 705 5
PEP 15 mM ....... teceesceceanesenaen teccoaenne 50 50
NADH 2 M t.vseeeansenssasennsssnsannsnscaascs 100 100
Lactato deshidrogenasa (LDH) 240 u/ml ..... .. 50 50
ATP neutralizado, 20 MM ..ccceeencencceceoanss 5 5

Leer D.O. a 340 nm
Piruvato quinasa (PC) 140 u/ml .....cvuueunnnn 10 10
Leer D.O. a 340 nm hasta alcanzar valores constantes

Adenilato quinasa (AC) 725 u/ml ...eeeecencans 10 10

C) CALCULOS

El decremento en D.O. después de la adicién de PC representa
la oxidacién de 1 mol de NADH por cada mol de ADP en el sistema.
Por otro lado, el decremento en la D.O. después de la adicién de AC
representa la oxidacién de 2 moles de NADH por cada mol de AMP.

Tenemos asi que:

- (D.O.problema)0.0896
[aDP] (nmol/gHb) (D. 0.5 oproblema) FHb

D.O.Problema)0.0447

= = (
[AMP] = (nmo1/ gHb) (D.0.g,,Problema) FHb

Donde:

D.O. = cambio en la D.O. a 340 nm. después de la adicién de PK y AC
respectivamente. .

F Hb = Factor de Hb (obtenido a partir de curva de calibracién,
donde F Hb = 0.142857.

D.O.,,, = Densidad Sptica obtenida cuando 0.005 ml. de sangre total
son adicionados a 2.5 ml. de reactivo de Drabkin.
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0.0896 y 0.0447 = factores respectivos (ADP y AMP) obtenidos del
coeficiente de extincién del NADH , dilucidn del filtrado en
la cuveta, dilucidén de la sangre para determinaciones de Hb,
conversién de Hb de g/100 a g/ml. y de la dilucién de 1la
muestra original, donde se asume que el contenido de agua de

la sangre es del 80 %.

ITII. ELECTROFORESIS DE ADENOSINA DESAMINASA EN GEL DE ALMIDON
A) PRINCIPIO: Adenosina desaminasa cataliza la desaminacién de
adenosina bara producir inosina y amonio de tal forma que se cumple
la reacciédn:

(1) Adenosina ==~ ADA ---~--> inosina + NH,

(2) NH, + a-cetoglutarato ----- GDH ~-—=—w==- > glutamina

NADH NAD+

Asi, el amonio liberado en la reaccién (1) reacciona con el a-
cetoglutarato produciendo glutamina (reaccidn de transaminacidn);
ésta Gltima se realiza por la enzima glutamato deshidrogenasa.

Durante la reaccidn, el NADH utilizado por la enzima se oxida a su

forma NAD+, observandose bandas oscuras donde ello ocurra.

B) PROCEDIMIENTO:

1. PREPARACION DEL GEL

El gel es de almiddén hidrolizado al 12-13 % el cual se disuelve en
buffer fosfatos (NazHPoa/NaHzPOA) 0.01 M, pH 6.5, y se calienta a
fuego lento hasta ebullicidn 3 veces. Se retira del fuego y se
vacia sobre una placa de 21.0 x 11.0 x 0.6 cm. y se deja enfriar
a temperatura ambiente.

Una vez listo el gel, se procede a hacerle unos pequefios cortes a
manera de pozos aproximadamente a 6 cm. de un extremo del gel y
conservando una distancia entre un pozo y otro de aprox. 0.8 a 1.0

cm. En este lugar se procederd a aplicar la muestra.
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2. PREPARACION DE 1LOS HEMOLISADOS

Partiendo de sangre total se retira la capa de leucocitos y el
plasma; se hacen lavados de los eritrocitos 3 veces con solucién
salina fisiolégica y centrifugacién a 2,500 rmp, cuidando eliminar
todos los leucocitos remanentes. Después del tercer lavado, se
retira el sobrenadante y se deja sélo el paquete celular al cual se
somete a cambios bruscos de temperatura (hielo seco-acetona y agua
caliente) para provocar la lisis del eritrocito. Es importante
sefialar que las muestras, una vez hemolisadés, deberan procesarse

dentro de las 2-3 horas siguientes.

3. CORRIMIENTO ELECTROFORETICO
Las condiciones del corrimiento se basaron en el método

descrito por Herbscheleb-Voogt (6).

4. SISTEMA DE REVELADO
El principio se explicd anteriormente. Para ello se utilizd el
siguiente sistema de revelado:

Buffer fosfatos (Na,HPO,/NaH,PO,)

0.1 M, PH 6.5 wuvsvecuevencnrnnnnnnnnnn eeeees 10.0 ml
Adenosina ...... Cececenenan Cececcscsensercnnnn 6.0 g.
a-cetoglutaréto 30 mM (neutralizado).......... 0.4 ml
NADH / NaHCO, (15 mg / 10 mg) / ml ....ven.... 0.4 ml

Glutamato Deshidrogenasa (12.5 mg/ml) ........ 0.2 ml
Agarosa 2% ..ceecescrcccaans cecssessscsenecss. 10.0 ml
5. PROCEDIMIENTO DE REVELADO

Una vez terminado el corrimiento, se hace un corte horizontal
a la placa electroforada, se separan las 2 partes, y sobre la
seccidn inferior se vierte el sistema de reaccién, se coloca en una

camara hiimeda y se incuba a 37° C durante 60 minutos.
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6. INTERPRETACION
Las isoenzimas de ADA eritrocitaria aparecen como bancas
opacas sobre un fondo fluorescente cuando se observa la placa bajo

luz UV de onda larga.
IV. CUANTIFICACION DE ADENOSINA DESAMINASA ERITROCITARIA

A) PRINCIPIO

Al considerar que la adenosina presenta una absorcién molar
maxima a una longitud de onda de 265 nm, el método
espectrofotométrico se basa en la cuantificacién de la disminucién
en la densidad éptica (DO} a 265 nm de un sistema de reaccién a 37°
C por unidad de tiempo, que representa el consumo de adenosina al

ser desaminda a inosina y amonio por ADA:

ADENOSINA + HO e~mermemcee- ~> INOSINA + NH,
B) CUANTIFICACION DE ADA EN ERITROCITO

1. Obtencién de eritrocitoss Se lava tres veces con solucién salina
fisiolégica 1.0 ml de sangre total, eliminando leucocitos ¥
plaquetas, y dejando al final un paquete de eritrocitos.

2. Preparacidén del hemolisado: El1 hemolisado deberd ir en una
dilucidn 1:20 para lo cual se diluyen 50 ul de paquete de
eritrocitos en 950 ul de soluciébn estabilizadora (EDTA 0.27 M
neutralizado, B-mercaptoetanol 0.7 mM). La dilucibén se congela y
descongela tres veces en bafio de hielo seco-acetona.

3. Cuantificacidén de Hemoblogina (Hb): Se procedié a su cuantifi

cacidn en el hemolisado 1:20 por el método de Drabkin (g %).
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C) ESQUEMA GENERAL DE LA REACCION

BLANCO(ul PROBLEMA(u1
Buffer Tris-HC1 1 M,

EDTA 5 mM, pPH 8.0 tvveeneconcnnsas cesene 200 200
Hemolisado 1:20 ..vieececcenccaccanca e 40 40
Agua destilada ....ceceeccccenccas teecenna 1,720 1,720

Pre-incubacién durante 10 min/ 37° C

Adenosina 4 mM ....... Ceetecietenieennas 40 40

Medir decremento en DO a 265 nm a 37°C cada 5 minutos durante

media hora.

D) CALCULOS: ACTIVIDAD ESPECIFICA (AE) COMO UI/ G Hb =

_ TD.0. ¢sProblema-D.0.blanco) x100x2
ADA‘UI/QHD) (8. 1xAb(gx) x0. 04)

Donde:

DO/min. = cambio en DO por minuto de la parte mas lineal en la

reaccién enzimética

2 = volumen final en ml del SR
0.04 = volimen del hemolisado 1:20 en el SR
8.1 = Coeficiente de extincidén molar de una solucidén 1 mM de

adenosina, a 265 nm.

Hb(g%)= D.0O. 540 nm problema x FHb = 0.142857
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V. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Con los valores obtenidos de la Actividad Especifica (AE) de
ADA, concentraciones de nuclebtidos de purina y morfologia
eritrocitaria, asi como la etiologia de la anemia de los individuos
afectados, se formd una base de datos los cuales fueron procesados
de acuerdo al programa EPI-INFO; seglin la distribucién de las
muestras, la homogeneidad de la varianza y las diferencias entre
los cuadrados de las medias con respecto a la media para cada grupo
se utilizaron 1la prueba estadistica no paramétrica (prueba de
Kruskal-Wallis), la Prueba de Intervalos Miltiples de Duncan y la
Prueba de Newman-Keuls para comparacidén de medias de tratamientos

independientes con muestras pequeiias.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

Se analizaron 82 muestras de sangre periférica de pacientes

anémicos y 30 muestras de controles no anémicos procedentes del

Hospital de Pediatria, IMSS, CMO.

II.

II1.

Iv.

Los resultados(*) se muestran en los siguientes apartados:
Resultados de los valores hematolégicos, la AE de ADA y
concentracién de nucledtidos de purina en eritrocitos de
pacientes en grupos por edades.

Resultados de los valores hematoldgicos, la AE de ADA y
concentracién de nucledtidos de purina en eritrocitos de
pacientes por etiologia.

Resultados de los valores hematoldgicos, la AE de ADA y
concentracién de nucledtidos de purina en eritrocitos de
pacientes por morfologia.

Resultados de los fenotipos electroforéticos.

(*) En las graficas se presentan los valores promedio para las

variables en cada caso especificadas; en tablas se muestran los

valores de la media (x) y desviacidén esténdar (s) sefialando 1los

niveles de significancia para cada caso.

En la FIGURA 1 y TABLA 1 se muestra que la AE de ADA no mostrd
diferencias estadisticamente significativas entre testigos y
grupos por edades de pacientes (andlisis estadistico con 1la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis); al hacer la compara
cién de medias entre grupos de controles (Pruebas de Duncan y

Newman-Keuls) hubo diferencias significativas entre los 0-2
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afios vs., los 13-18 afios (p < 0.05) hecho que no sucedidé entre
grupos de pacientes por edades. Con respecto a las concentra
ciones de nucledtidos de purina en grupos por edades, se puede
apreciar que la concentracidén de ATP eritrocitario (FIG 2,

TABLA 2) no mostrd diferencias estadisticamente significativas

‘al comparar cada grupo con su respectivo control, ni al compa

rar los grupos entre si. En la FIGURA 3 y TABLA 3 puede apre
ciarse que no hubo diferencias significativas de la concentra
cién de ADP eritrocitario entre controles vs anémicos, ni al
hacer las comparaciones entre grupos. En la FIGURA 4 y TABLA
4 se muestra que las diferencias en la concentracién de AMP
eritrocitario no fueron estadisticamente significativas para
ninguno de los casos. Los valores hematoldgicos considerados
en grupos por edades se presentan en la TABLA 5; se observa,
como era esperado, que la diferencia es significativa entre
grupos de pacientes y sus respectivos controles a excepcidn
del VCM para el cual no hubo diferencias significativas. Los
valores hematoldgicos considerados fueron concentracién

eritrocitaria (RBC = 1 x 10% células por mm’), concentracién

It

de Hemoglobina (HB g / d1), Hematocrito {HT = %) y Voliimen

Corpuscular Medio (VCM = fl).

En la FIGURA 5 Y TABLA 6 se muestran los valores de AE de
ADA por grupos segiin la etiologia de la anemia entre los
cuales no hubo diferencias significativas con la prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis y p < 0.05; al aplicar las
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Pruebas de Duncan y de Newman-Keuls para comparar medias entre
grupos, las diferencias fueron significativas entre el grupo
de aguellos pacientes cuya anemia esta asociada a leucemia y
el resto de los grupos (otras etiologias y controles); los
pacientes con anemia en estudio mostraron, asimismo diferen
cias significativas con respecto al grupo control (p < 0.05).
En las TABLAS 7, 8 y 9, y en las FIGURAS 6, 7 Y 8 se
muestran las concentraciones de nuclebdtidos por etiologia de
la aﬁemia. Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis para compa
racidn entre grupos, los eritrocitos de pacientes con Insufi
ciencia Renal Croénica (IRC) presentaron una ligera elevacién
tanto de ATP como de ADP aunque este hecho no fue significati
vo. La concentracién de ADP, asimismo, se mostrd significati
vamente elevada en pacientes anémicos con relacién a los
testigos para todos los grupos por etiologia excepto para los
casos de anemia en estudio. E1 AMP no mostrd diferencias signi
Yficativas en ninguno de los grupos por etiologia.
Los valores- hematolégicos de los pacientes por etiologia se
muestran en la TABLA 10. Considerando las variables hematoldgi
cas estudiadas, las diferencias significativas para RBC fueron
entre los controles vs. los demads grupos, excepto controles
vs. anemias de diversa etiologia; tambpién, entre anemias en
estudio vs. IRC y vs. asociadas a trastornos proliferativos
(p < 0.05); entre los pertenecientes a anemias de diversa
etiologia vs. el resto de los grupos excepto vs. en estudio;

asimismo, hubo diferencias significativas entre anemias por
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trastornos proliferativos vs. anemias asociadas a leucemias.
La HB mostrd ser significativamente diferente al comparar,
mediante las Pruebas de Duncan y de Newman-Keuls, al grupo
control vs. los demds grupos; ademds, hubo diferencias

significativas tanto entre leucémicos vs. IRC y vs. asociadas

a trastornos proliferativos y entre los pacientes con IRC vs.

en estudio y vs. diferente etiologia; cabe sefialar también que
los pacientes con IRC presentaron menor-concentracién de RBC,
HB y menor % de HT (TABLA 10). El HT presentd diferencias
entre controles vs. el resto de los grupos solamente mas no
asi entre los grupos de pacientes entre si. Finalmente, para
VCM, el finico grupo que presentd diferencias vs. el resto de

los grupos fue el de los pacientes con anemia en estudio.

El promedio de la AE de ADA por Alteracidén Morfolégica
(AM) se muestra en la FIG 9 y TABLA 11; con la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y p<0.05, no hubo diferencias
significativas para ningun grupo. El1 ATP tampoco mostrd
diferencias significativas para cada grupo por morfologia
tanto entre testigos vs. anémicos con AM (p(1)), entre
testigos vs. anémicos sin AM (p(2)) (FIG 10, TABLA 12), ni
entre anémicos con AM vs. anémicos sin AM (p(3)).
Por su parte, el ADP no mostrd diferencias significativas para
ninguno de los grupos entre controles vs. anémicos con AM,
entre controles vs. anémicos sin AM (FIG 11, TABLA 13), ni

entre anémicos con AM vs. anémicos sin AM. El mismo caso fue
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para el AMP el cual no mostrd diferencias significativas entre
cada grupo con respecto a su control ni entre anémicos con &M
vs. anémicosAsin AM (FIG 12, TABLA 14). Los valores hematold
gicos para pacientes con / sin alteracidén morfoldgica (AM) se
muestran en las TABLAS 15A y 15B en donde se indican las
diferencias entre cada grupo de pacientes por morfologia y sus

respectivos controles (p(l)).

Los fenotipos electroforéticos obtenidos de eritrocitos de
pacientes fueron:

ADA 1 (92.8 %), ADA 2 (4.3 %) y ADA 1-2 (2.9 %) los cuales
exhibieron un patrén de corrimiento correspondiente al patrén
mas simple (el eritrocitario) sin mostrar alteracidn en su

movilidad.
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FIGURA 1

AFE de ADA Eritrocitaria en Pacientes
Anémicos por Edades

Leyenda

i CONTROLES
ANEMICOS

T T T T
0-2 ANOS 3-6 ANOS 7-12 ANOS  13-18 ANOS
GRUPOS POR EDADES

TABLA 1

Actividad Especifica de ADA Eritrocitaria en
Pacientes Anémicos por Edades

CONTROL | 02ANOS | 3-6ANOS | 7-12ANOS [ 13-18 ANOS

X 1.269 1,012 0,905 0,765

s 0,378 0,234 0264] 0,231

n 2 10 12 6
ANEMICOS

5 1,387 1,029 0,981 L171

s 0,712 0,317 041 0,88

n 18 18 23 23

\_ p NS NS NS NS J
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[ATP] Eritrocitario en Pacientes
Anémicos por Edades
6000 —
5000 -
4000 - Teyenda
B CONTROLES :
= B ANEMICOS
1000
0 T T - T - T
0-2 ANOS 3.6ANOS  712ANOS  13-18 ANOS
GRUPOS POR EDADES
Concentracién de ATP Eritrocitario en
Pacientes Anémicos por Edades
CONTROL | 02ANOS | 3-6ANOS | 7-12ANOS | 13-18 ANOS
X 49495 4316,6 37238 4078,8
s 20754 8304 1583 1614,6
n 2 10 12 6
ANEMICOS
x 4777 514338 4943 472238
s 17054 21266 12138 1570,9
n 18 18 23 23
" NS NS NS NS
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FIGURA 3

[ADP] Eritrocitario en Pacientes
Anémicos por Edades

Bl CONTROLES
ANEMICOS

0-2 :\rﬂos 3-6 AlNos 7-12 ,Zx.Nos ' 13-18 "ANOS
GRUPOS POR EDADES
TABLA 3

Concentracion de ADP Eritrocitario en
Pacientes Anémicos por Edades

CONTROL | 02ANOS | 3-6ANOS | 7-12ANOS | 13-18 ANOS
x %5 89,1 2,53 94
s 27,6 20,7 403 30,3
n 2 10 12 6
ANEMICO
x 1115 1185 145,1 1498
s 583 56,3 57,8 66,2
n 18 18 23 23
P NS NS NS NS
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FIGURA 4

[AMP] Eritrocitario en Pacientes
Anémicos por Edades

T T B LI
0-2 ANOS 3-6 ANOS 7-12 ANOS  13-18 ANOS
GRUPOS POR EDADES

TABLA 4

Concentracion de AMP Eritrocitario en
Pacientes Anémicos por Edades

CONTROL 0-2 ANOS 3-6 ANOS 7-12 ANOS | 13-18 ANOS
X 44,5 41,5 31,6 37,8
s 13,4 11,4 13,8 14
n 2 10 12 6

ANEMICO
X 39,5 33,9 40,7 51,3
s 17,7 16,1 18,1 257
n 138 18 23 23
p NS NS NS NS




TABLA 5

Valores Hematoldgicos de Pacientes por Grupos de Edades

C p C p C . P C P

EDAD 0-2 0-2 3-6 3-6 7-12 | 7-12 a| 13-18 13-18
RBC X 5,32 4,18 4,59 3,6 4,81 2,89 4,87 2,62
ds 0,06 0,75 0,42 0,75 0,41 0,83 0,39 0,91

n 2 18 10 18 12 23 6 23

p(1) p<0.05 NS p<0.05 p<0.05
HB X 14,9 11,17 13,08 9,737 14,09 8,58 13,93 783
ds 0,14 1,83 1,04 2,22 1,2 2,98 1,85 2,36

n 2 18 10 18 12 23 6 23

p(1) p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
HT X 43,75 30,06 39,17 31,54 40,86 25,08 41,22 23,35
ds 1,77 5,38 2,48 6,18 3,81 9,3 3,98 6,9

1 2 18 10 18 12 23 6 23

p(L) p<0.05 NS p<0.05 p<0.05
VCM X 84,2 75,56 83,31 79,42 84,81 83,98 85 86.25
ds 0,42 9 3,73 7,79 3,65 11,65 2,89 7.8

n 2 18 10 18 12 23 6 23

p(1) NS NS NS NS

p(1) = pacientes vs. controles respectivos
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| FIGURA 5
AE de ADA eritrocitaria en Pacientes

Anémicos por Etiologia

GRUPOS POR ETIOLOGIA

TABLA 6

- T "f - T ——T - T = T
CONTROLESDIF.ETIOL.TRAST.PR ASOC.LEUC. I.RC. ENESTUDIO

Pacientes Anémicos por Etiologia

Actividad Especifica de ADA Eritrocitaria en

ADA CONTROL | DIFETIOL. | TRAST.PR | ASOC.LEU LRC EN ESTUDI
X 0932 1,081 0,92 172 1,107 1,223
5 0,281 0,558 0,12 1,359 0,589 0,553
n 30 30 5 5 32 10
p NS NS P<0.05 NS p<005

(*) con tratamiento
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FIGURA 6

[ATP] Eritrocitario en Pacientes Anémicos

por Etiologia
6000 —/

5000
4000 —
0
T
23000
o
g
=
2000 —
1000
0 T T T - T T - T
CONTROL DIF.ETIOLTRAST.PR ASOC.LEUC. LR.C. ENESTUDIO
GRUPOS POR ETIOLOGIA

Concentracion de ATP Eritrocitario en
Pacientes Anémicos por Etiologia

ATP | CONTR | DIEETI | TRAST.PR ASOCL | LRC. | ENEST
X 4832] 4528] 40698]  41638] 51605 480

8953 15842] o934 14381] 19416] 1269
n 30 30 5 5 R 10
p NS NS NS NS NS
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FIGURA 7

[ADP] Eritrocitario en Pacientes Anémicos
por Etiologia

s

OONTFROLES DIF.E\;IOL. TR.ASTiP, . ASOC.TLEUC. I,Rl_C. EN ESTT;D IO
GRUPOS POR ETIOLOGIA

TABLA 8

Concentracion de ADP Eritrocitario en

Pacientes Anémicos por Etiologfa
ADP__| CONT | DIFETI | TRASTP| ASOCL | LR.C. | ENEST
X 892 11| 1288] 1542 1422 %
5 381 49]  #32] 488 52| 837
n 30 30 5 5 2 10
P p<0.05] p<005] P<0.05] P<005 NS
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FIGURA 3

[AMP] Eritrocitario en Pacientes
Anémicos por Etiologia

0

— - d . T T
CONTROLES DIF.ETIOL. TRAST.PR .ASOC.LEUC.

GRUPOS POR ETIOLOGIA

TABLA

9

Concentracién de AMP Eritrocitario en
Pacientes Anémicos por Etiologia -

R = T
LR.C. ENESTUDIO

CONTR | DIFETI | TRAST.P} ASOCL | IR.C. | ENEST
36,3 39,7 38,6 46,8 43,7 343
133 17,7 13,1 39,5 24,5 16,8
30 30 5 5 32 10
NS NS NS NS NS
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TABLA 10

Valores Hematoldgicos de Pacientes por Etiologia

[ETIOL CONTR | DIF.ETI | ENEST | TRAST. | ASOCL | IRC
RBC x| 4,746|  4,004]  4324] 2,864 382 2853
ds|  0,466]  0916] 0,953 1,208 1,03 1,208
n 30 30 10 5 5 32
NS NS|  p<0.05

HB x| 13,657| 10417| 10,35 846  11,68] 7,661
ds| 1,334 2,259 2,07 2,23 26 2,027
n 30 30 10 5 5 32
5} x| 40,253] 31,243]  3051| 25,404 2614 23322
ds|  3377] 5,888 5,985 6,773| 17,114 17,266
n 30 30 - 10 5 5 32
VCM x| 8416]  7936] 72,11 892 83,06] 86,747
3,491 8,504] 15,251 569 4043] 5953
30 30 10 5 5 10

P = pacientes vs. controles respectivos

€9




FIGURA 9

AE de ADA Eritrocitaria en Pacientes
Anémicos por Morfologia de Eritrocito

02- F3 CONTROLES
A.CON AM
B ASINAM

T T - —— T - Y
ANISOC. MICROC. MACROC. ESFERCC. ACANTOC.
GRUPOS POR MORFOLOGIA

TABLA 11

Actividad Especifica de ADA Eritrocitaria en-
Pacientes Anémicos por Morfologia de Eritrocito

CONTR | ALT.MO ANISOC. | MICROC | MACRO | ESFERO | ACANT
NO x| 0897 0,897 0932 0897 0932
s| 0255 0255 0,281 0255 0281
n 2 28 30 2 30
ANEMIC
ST X 1,139 1,146 1382 1,147 1,146
s 0,65 0,657 095 065 0,547
n 73 70 19 39 2
NO X 1202 1,102 1,064 113 1,133
s 0,48 0,46 483 062 0,683
n 9 12 63 43 50
p(1) NS NS NS NS NS
p(2) NS NS NS NS NS
p(3) NS NS NS NS NS
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FIGURA 10

[ATP] Eritrocitario en Pacientes
Anémicos por Morfologia de Eritrocito

CONTROLES
A.CON AM

0 T -
l\ﬂ(?ROC. MACROC. ESFEIROC. ACAI\IITOC.
GRUPOS POR MORFOLOGIA
Concentracion de ATP Eritrocitario en
Pacientes Anémicos por Morfologia
ALTMO ANISOC | MICRO | MACRO | ESFERO | ACANT
CONTR NO X 3982 3082 4183 3082 4183
S 678 678 895 678 895
n 28 23 30 28 30
ANEMI
SI X 4765 4739 5119 4831 4524
S 1713 1725 1608,7 1958 1902
n 73 70 19 9 k73
NO X 4762 4354 4646 4714 4904
S 1327 1343 1682 1375 1500
n 9 12 63 43 50
B (D) NS NS NS NS NS
() S RS N3 NS NS
p(3) NS NS NS NS NS




FIGURA 11

[ADP] Eritrocitario en Pacientes
Anémicos por Morfologia de Eritrocito

o T T T T
ANISOC. MICROC. MACROC. ESFEROC. ACANTOC.
GRUPOS POR MORFOLOGIA
Concentracion de ADP Eritrocitario en
Pacientes Anémicos por Morfologia
CONTR ALTMO ANISOC. | MICROC | MACRO | ESFERO | ACANTO
NO X 90 0 80,2 93 912
[} 4R 348 38,1 429 414
n i3 28 30 28 3
ANEMIC
St X 1282 1293 1344 131,4 136,2
s 70,3 719 68,9 71 753
n 73 70 19 39 32
NO X 136,8 126,5 1274 126,8 124,32
s 43,5 43 483 45 451
n 9 12 63 43 50
il NS NS NS NS S|
NS NS NS NS NS

)
p@3) NS NS NS NS NS
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FIGURA 12

[AMP] Eritrocitario en Pacientes

Anémicos por Morfologia de Eritrocito

{ 7 - 7 = T
ANISOC. MICROC. MACROC. ESFEROC. ACANTOQC.
GRUPOS POR MORFOLOGIA

TABLA 14

Concentracién de AMP Eritrocitario en

Pacientes Anémicos por Morfologia

CONTR | ALTM ANISOC | MICRO | MACRO | ESFER | ACANT
NO X 36,3 36,3 36,0 36,3 30,3
S 13,6 13,6 133 13,6 1333
n 28 28 30 28 33

ANEMI

SI X 41,6 24 424 418 42,1
S 22,3 217 2472 13,8 19,7
i 73 70 19 39 32
NO X 37,6 32,5 40,5 403 40,8
3 14, 15,8 213 242 23,1
[ 9 12 63 43 30
p(1) NS NS NS NS NS
p(2) NS NS NS NS NS
p3) NS NS NS NS NS




TABLA 15A
Valores Hematoldgicos de Pacientes con AM Eritrocitaria

- REC 51 HT VM
CONTROLE X 1778 13,66 0B 16
ds 046 133 337 3,49
- D 30 KL X 30
MICRO 3 349 928 271 81,23
I & 1,03 2,09 801 9,88
1 70 70 70 70
p(1) —p<0.03 p<0.05 p<0.05 NS
MACRO X 342 9.35 27,95 83,67
[ & 119 28 36 L1
i 1 19 19 19 19
(1) NS <005 p<005 NS
ANISOC X 349 9,28 2711 81,23
d& 1,03 149 801 9,88
1 70 70 70 70
1 p<0.0§ p<0.05 p<0.05 NS
ESFERO 3 333 9,33 843 8LT2
& 106 23 7.18 921
1 39 3 K} 39
0 <005 p<005 <003 NS
ACANTO X 37 9,78 , 3062
ds 14 3,62 781 984
n 3 3 k) 32
T NS p<003 p<003 NS
TABLA 15B
Valores Hematoldgicos de Pacientes sin AM Eritrocitaria
RBC BB HT VCM
CONTRO X 478 13,66 4043 &1
ds 046 1,33 337 3,49
1 30 30 30 30
MICRO X 363 937 2903 8776
ds 1.59 4,16 937 6.62
B i) 12 12 1
(D) NS|—p<005] __p<0.03 NS
CRO X 354 927 272 8174
ds T 2,76 811 10,25
n 63 63 63 &3
p(1) p<0.05 p<0.05 p<0.05 NS
ANISOC X 3,63 937 2905 87,7
ds 139 4,18 932 6,62
n 12 12 12 17
(1) NS NS|—p<003 NS
ESFERO X 349 9,07 2643 817
ds 131 3 897 9,84
n 43 43 43 3
(1) p<005| __p<005] _ p<005 NS
ACANTO X 3,11 8,98 264 B.19
ds 1730 2.4 845 9.61
n 50 30 50 50
p(D p<0.03 p<0.03 p<0.03 NS
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D I 8 C U s I ON

En contra de lo que se esperaba, parece ser que, independiente
mente de la etiologia de la anemia, edad de los individuos y morfolo
gia eritrocitaria, las concentraciocnes de nucledtidos en general fue
ron ligeramente m&s elevados en los pacientes que en los testigos.

Al analizar los resultados de la concentracién de ATP en grupos
por edades, éstos no mostraron diferencias significativas de nucledti
dos de purina entre pacientes anémicos vs. controles. No obstante, al
hacer la comparacidén entre grupos por edades hay una tendencia que
muestra una ligera disminucidén de dicho nuclebétido conforme aumenta
la edad del individuo (ver controles, FIG. 1). Los datos existentes
en cuanto a los cambios metabdlicos en eritrocitos de individuos
jovenes (18-40 afios) vs. individuos viejos (mayores de 70 afios) mues
tran una disminucién considerable de este nucledtido (59). En este
caso, aunque la diferencia de edades no es equiparable a dicho estu
dio, es posible que, un fendmeno similar ocurra en individuos cerca
nos a la edad adulta en comparacidn con nifios menores de 2 afios de
edad.

Los valores de referencia reportados para poblacién normal adulta son
de 4,050 * 105 nm / g Hb (51, 58).

El ATP puede ser formado a partir de fosforilacién de ADP en
otras vias metabblicas como son los pasos iniciales de via glicoliti
ca y en la fosforilacién oxidativa; aunque todas las reacciones para
sintesis de nucledtidos de purina y pirimidina ocurren en precursores
eritroides, el eritrocito maduro depende Gnicamente de la via de recu
peracidn, la cual estd dada a través de 2 maneras:

a) Una a partir de nucledsidos los cuales son convertidos a la base

correspondiente y ribosa-l-fosfato por medic de la enzima Purina
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Nuclebsido Fosforilasa (PNF).

b) A partir de la accién de fosforribosil transferasas en las cuales
la base reacciona con el PRPP formando nucledtidos de un solo paso;
las enzimas encargadas de este proceso son: Adenina fosforribosil
transferasa (APRT) e Hipoxantina-Guanina fosforribosil transferasa
(HPRT) (56, 60).

Estudios previos hechos en pacientes deficientes de APRT han
mostrado que la concentracion de nucleotidos de adenina eritrocitario
no se ven muy alterados a pesar de dicha deficiencia (56). Si parti
mos de esta observacidén y, conociendo que la via en que participa
esta enzima es la mas importante para eritrocitos maduros, entonces
resulta no ser tan obvia la relacidn que guardan entre si los nucled
tidos de purina afin conociendo las enzimas que participan en dicho
proceso. E1 ATP eritrocitario tiene una vida media de aproximadamente
9 dias en condiciones normales de almacenamiento (61) por lo que, en
ausencia de otras vias de sintesis, dichas concentraciones deben ser
mantenidas a partir de la via de recuperacidn, como se mencioné ante
riormente. Por otro lado, el eritrocito maduro no puede utilizar IMP
sintetizado via Hipoxantina-Guanina fosforribosil transferasa (HPRT)
pues carece de la enzima adenilsuccinato liasa. Asi, el eritrocito
maduro mantiene su ATP intracelular via Adenosina kinasa (via biosin
tética) y/o APRT (via de recuperacidn); una deficiencia de ésta idlti
ma no muestra un incremento en la via alterna ( mediada por adenosina
kinasa) (52, 56). En los pacientes estudiados, una posible alteracidn
o desbalance en el metabolismo de nucledétidos debido a un posible
incremento en la AE de ADA, no se vid reflejado en sus concentracig
nes como consecuencia directa inmediata dada la existencia de estas
otras vias que, de alguna manera, buscan mantener estables los

niveles de los nucledtidos en general.
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Existe una tercera via, llamada "Ciclo de la Adenosina" en la
cual el AMP es convertido en Adenosina por la accién de la enzima 5’-
Nucleotidasa (ver mas adelante). La adenosina asi formada puede ser
refosforilada a AMP por Adenosina Cinasa. E1 ATP es donador de fosfa
tos en esta reaccidén y el ADP es generado como resultado de esta reac
cidén. Otra enzima involucrada es la AMP desaminasa (AMPDA) la cual
desamina AMP para producir IMP en los procesos de interconversién y
catabolismo de nuclebtidos de purina (10, 60).

Se han establecido, adem&s, en incubaciones in vitro) que las
relaciones entre los nucledtidos ATP:ADP:AMP son de 10:1:0.1 lo cual
in vivo parece no ser asi; ademds, los valores reportados han sido en
poblacidn adulta y no en individuos menores de 18 afios clasificados
en grupos por edades, clasificacidén que se maneid en el presénte
trabajo.

Existen otros datos, sin embargo, que mencionan la elevacidn
temporal de ATP posiblemente debido éhla pérdida de actividad enzi
mética de ADA, enzima considerada como limitante en la regulacidn de
niveles de ATP, mis no hay evidencia de que la pérdida de una porcidén
critica de la maquinaria metabdlica del eritrocito sea responsable
para el proceso normal de envejecimiento (59).

Al analizar el comportamiento del ATP por etiologia de la
anemia, éste se encontrd ligeramente elevado en los pacientes cuya
anemia es debida a IRC; aunque las diferencias no fueron significati
vas al hacer el anadlisis grupal, a nivel individual hubo pacientes
gue presentaban hasta 2 o 2.5 veces un incremento en las concentra
ciones de ATP; esto coincide con informacién previa (53) la cual
indica que estos pacientes cursan con niveles elevados de fosfatos en
suero lo gue puede incrementar a su vez la concentracidn de nucledti

dos de purina, principalmente ATP. Por otro lado existe informacidn
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también de que en estados de uremia severa, el paciente puede sufrir

estados de Hipofosfatemia lo que puede causar bajas concentraciones

de fbsforo orgdnico intracelular (53); asimismo, en el presente tra

bajo, aunque los pacientes estudiados no tenian antecedente de esta
dos urémicos, no existe la certeza que no hubiera tal estado pues
algunos presentaron, a nivel individual, niveles bajos en ATP, lo que
tampoco puede apreciarse al hacer el andlisis global.

Lo anterior da una idea de lo.compleja que es la regulacién en
sinfesis, recuperacién y catabolismo del ATP pues existen varios
factores que influyen en dichos procesos.

En lo que respecta a la morfologia eritrocitaria los mecanismos
que, en un momento dado pudieran dar lugar a alteraciones morfolégi
cas que estuvieran relacionadas con alteraciones en niveles de nucled
tidos no son tan obyias pues, considerando que ambos aspectos pueden
o no estar presentes en pacientes de una determinada patologia, esto
no demuestra, por si mismo que un fendmeno como lo es alteracidn mor
foldogica, se desprenda forzosamente de alteraciones en concentracidn
de nuclebdtidos. Existe, sin embargo, el antecedente de que puede
haber células con cuerpos de Heinz adheridos a membrana lo cual
conduce a pérdida de agua y potasio, ganancia de sodio y pérdida de
ATP (43), ésto Gltimo m&s por mecanismos fisico-quimicos de permeabi
lidad membranal gue a mecanismos bioquimicos de degradacién-formacién
de ATP y, en este estudio no se detectd formacidén de cuerpos de Heinz

a excepcién de 2-3 pacientes.

ADP
Aln cuando las concentraciones de ADP fueron mayores en los
pacientes que en los controles, en general fueron menores a las

reportadas para poblacién normal adulta (635 * 105 nmol / g Hb)
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(51,58) 1o cual puede ser debido a mecanismos de regulacién de
nuclebdtidos, especificamente a nivel de interconversién de AMP a ADP
por medio de la enzima Adenilato kinasa; puesto gque é&sta puede
interconvertir nucledétidos AMP + ATP hacia 2 ADP y viceversa, una
inclinacién hacia la izquierda de la reaccién puede producir un
incremento en la concentracidén de AMP y ATP con la correspondiente
disminucién de ADP lo que, ante un consumo constante de ATP como
fuente energética inmediata dentro del eritrocito maduro, inclinaria
todavia ma&s dicha, orientacién de la reaccidn. Por otro lado, se
desconoce la concentracibén de adenosina inicial con la que contaba la
célula, por lo que es dificil saber hasta dénde la concentracidén de
dicho nucledsido fue o no lo suficientemente alta como para causar
inhibicidén de la enzima adenosina cinasa y esto a su vez producir la
correspondiente disminucién de AMP y por consecuencia, de ADP. Aun
asi, como ya se mencioné, las concentraciones de ADP fueron levemente
mayores en pacientes que en controles en grupos por etiologia cuando
lo esperado era encontrar concentraciones disminuidas de dicho
nuclebtido; ademds, pudo observarse que, conforme aumenta la edad del
individuo, tanto controles como pacientes por etiologia, la concentra
cién de ADP aumentd ligeramente. Existe el reporte de un paciente
(29) el cual, aunque presentd incorporacidn pobre de radiactividad en
biosintesis de nucledtidos en general ademéds de mostrar catabolismo
acelerado de AMP y ATP, mostrd, en un balance total, un ligero
incremento de ADP en comparacién con los controles respectivos; el
paciente presentaba un caso de anemia hemolitica con incremento de 85
veces de ADA, lo cual explica un descensc en la concentracidén de
nucledétidos mas no un incremento de los mismos. En otro caso (47), un
paciente con anemia sideroblastica primaria adquirida, los niveles de

nucledtidos fueron ligeramente diferentes de los normales; esto se
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puede atribuir a que los niveles de ADA estuvieron solamente 17 veces
arriba de lo normal, lo cual pudo no ser determinante como para
producir una disminuciédn de nucledtidos. Cabe sefialar que el grupo de
etiologia manejado y las edades, no corresponden a las gque han
aparecido reportadas pues la gran mayoria se refieren a casos
aislados y a individuos adultos.

Nuevamente, la relacién en la interconversién y metabolismo de
nucledtidos no es tan obvia pues, hay otfas,vias metabdlicas en las
que la interconversidn ATP <-~---- > ADP varia dependiendo incluso de
las demandas metabdélicas de la célula misma (57, 60).

Dada la complejidad de los mecanismos que regulan la concentra
cién de nucledtidos de purina intracelulares, es dificil saber, a
parte de las explicaciones ya expuestas, de qué forma se produjo un
incremento de ADP eritrocitarioc en los pacientes estudiados. Asi, se
pudo observar que, independientemente de los grupos por edad, por
etiologia de la anemia y por morfologia eritrocitaria, el ADP se
encontrd significativamente mas elevado, desconociéndose, como ya se

menciond, el mecanismo que did lugar a este fendmeno.

La ausencia de diferencias estadisticamente significativas en
las concentraciones de AMP entre pacientes anémicos y no anémicos por
edades, por etiologia y por morfologia eritrocitaria puede deherse
posiblemente a:

* la interconversidn constante de este metabolito en otros nucled
tidos y nucledsidos de purina ya que su fuente no es exclusiva
mente adenosina sino también puede ser formado a partir de
Adenina como precursor mas inmediato (10, 56).

* la cantidad, relativamente baja, de AMP en condiciones normales,
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lo que no mostraria una diferencia significativa en comparacién

con un estado patolégico que presentara catabolismo o acumula

cién de AMP, como se menciond anteriormente (29).
Ahora bien, como se puede apreciar en la tabla 9, los pacientes que
mostraron una ligera elevacién de BAMP, aungue no significativa,
fueron aquellos con anemia asociada a leucemia y con anemia por IRC,
lo cual en algunos de estos iltimos pudo ser debido a concentraciones
elevadas de fosfato sérico. La mayoria de los pacientes que, indivi
dualmente presentaron concentraciones elevadas de AMP fueron 1los

pertenecientes al grupo de anemias por IRC.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ADA

Por edades, la AE de ADA, no‘mbstré diferencias estadisticamente
significativas dentro del grupo de pacientes vs. testigos por edades,
aunque si muestra que, conforme aumenta la edad (en el caso de los
testigos) del individuo, la AE de ADA es cada vez menor; é&sto coinci
de con datos ya reportados (49). Sin embargo, esto no pudo observarse
para los sujetos sanos de 0 a 2 afios de edad, debido posiblemente a
que la poblacidn estudiada era muy pequefia (n=2).

La morfologia eritrocitaria y el curso clinico de la anemia
rara vez pueden proporcionar, por si mismos, claves con respecto a la
néturaleza del defecto causante de la anemia, como es el caso para
las anemias hemoliticas debidas a deficiencias enzimdticas (52). En
el caso de los pacientes anémicos estudiados cuya etiologia es tan
diversa, no parece haber relacién entre etiologia de la anemia y
alteracidén morfoldgica en eritrocito. No obstante, es interesante
notar que, en anemias hemoliticas debidas a deficiencias enzimdticas,
ADA ha mostrado estar elevada 2-3 veces los niveles normales,

mientras que, cuando la anemia es debida a una excesiva cantidad de
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proteina ADA, existen otras enzimas gue llegan a elevarse hasta en 2-
3 veces los niveles normales (47).

Asi, la alteracién morfoldgica puede obedecer a otros mecanismos
mds que a una alteracién en niveles de nucledtidos de purina.

Por etiologia, la AE de ADA eritrocitaria mostrdé elevacidn
significativa en pacientes cuya anemia estaba asociada a procesos
leucémicos; informacién existente muestra que la AE de ADA eritrocita
ria en nifios con LLA y ante la presencia de anemia, parece estar rela
cionada al grado de leucemia en que ésta es diagnosticada, siendo la

relacién inversamente proporcional, es decir, a menor cantidad de Hb,

mayor la elevacidn de la AE de ADA {46). Ademds, los pacientes leucé

micos del presente estudio fueron significativamente diferentes en
comparacién con los demds grupos por etiologia e incluso, con respec
to a los pacientes cuya anemia estaba asociada a trastornos prolifera
tivos; afin cuando los trastornos leucé&micos forman parte de los proli
ferativos, hay una clara distincidén cuando se trata de un trastorno
bien diferenciado como son las leucemias en comparacidn con una alte
racién relativamente inespecifica como son los trastornos proliferati
vos en general. En el caso de los pacientes con IRC, hubo 3 de los 30
estudiados gue presentaron niveles de ADA arriba de lo normal (1.59 ~
2.52 UI / g Hb); de éstos, 2 presentaron concentraciones elevadas de
ATP y ADP mas no de AMP; es decir, aunque la AE de ADA estaba elevada
los nucledtidos de purina también lo estaban. En este sentido, ADA no
resultd ser la enzima limitante de ATP como sucede en eritrocitos
senescentes normales pues, aunque puede haber consumo de adenosina,
el ATP también puede ser formado como resultado de otras causas, como

se explicd anteriormente.

En el caso de pacientes con anemias de diversa etiologia, cabe
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recordar que, como se menciond en la seccidén de Material y Métodos,
las causas de anemia incluidas en el presente estudio fueron altera
ciones que afectaran el sistema cardio-respiratorio. A este respecto,
la informacién existente para anemias ocasionadas por miltiples meca
nismos, las cuales se caracterizan por tener eritrocitos cuya vida
media es ligeramente menor de lo normal, por alteraciones en el
metabolismo del hierro y un incremento compensatorio en la produccién
de eritrocitos en médula, pueden ser debidas a infecciones {neumonia,
tuberculosis, sifilis y fiebre tifoidea) cfénicas, medicamentos o©
bien factores desconocidos) o bien por mecanismos desconocidos (54).
Considerando los casos particulares dentro de este grupo, el rango de
elevacién de AE de ADA fue desde 1.488 para un problema de fistula
alveolar, hasta 3.35 en el caso de una tetralogia Fallot.
Finalmente, para las anemias en estudio, cuya etiologia se
desconoce, sblo 2 presentaron niveles elevados de AE de ADA (2.112 y
2.127 UI / g Hb), valores que se aproximan mids a un trastorno de
tipo leucémico; puesto que un trastorno leucémico se ubica dentro de
las anormalidades proliferativas como ya se menciond anteriormente,
una anemia de causa desconocida con niveles de ADA elevados podria,
en un momento dado, anticipar una alteracidn preleucémica (trastorno
proliferativo que altera el desarrollo citoplasmdtico {/ nuclear) que
posteriormente daria lugar a una anomalia leucémica (48, 55). Ailn
asi, en el presente trabajo no fue apreciable pues los pacientes con
alteraciones proliferativas estaban bajo tratamiento y, no era objeti
vo de este trabajo manejar un grupo mas amplio de estos pacientes que
estuvieran con o sin tratamiento. De cualquier modo, aln faltan mas

estudios por realizarse para confirmar o desechar esta hipdtesis.
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VALORES HEMATOLOGICOS

En general, las diferencias esperadas fueron significativas pues

la seleccidn de los pacientes anémicos y de los controles fue en base
a sus parémetros hematoldgicos de los cuales, los principales conside
rados fueron la concentracidn de eritrocitos (RBC), la concentracidn
de hemoglobina (HB), el hematScrito (HT) y el volumen corpuscular
medio (VCM).
1. La concentracidn de eritrocitos (RBC) permite saber la cantidad
de eritrocitos por ul. presentes en el individuo. Una cantidad consi
derablemente menor se manifiesta en un decremento en la capacidad de
la sangre para transportar oxigeno con la consecuente hipoxia tisular
dicha disminucién en niimero de eritrocitos puede producirse por falta
de formacién produccién yfo diferenciacién de los precursores eritroi
des (anemias aplasicas e hipopléasicas, o trastornos en médula Osea)
debidos a medicamentos, sustancias guimicas o ausencia de factores de
crecimiento célula-especificos; o bien, por destruccidn incrementada
de eritrocitos {anemias hemoliticas).

En el presente estudio, los valores obtenidos para RBC en grupos
por edades muestran una diferencia significativa entre los pacientes
Y los contreles respectivos. Se puede apreciar en estos grupos que
los pacientes de menor edad (0-2 afios) fueron los que presentaron
mayor cantidad de eritrocitos en comparacién con los pacientes de 13-
18 afios; esto coincide con los datos reportados en la literatura para
individuos de esas edades (58). Por etiologia, los principales grupos
que manifestaron dichas diferencias fueron aquellos con IRC, trastor
nos proliferativos y trastornos asociados a leucemias. Este tipo de
anomalias, como ya se menciond, pueden ser causadas por diversos
factores. Un crecimiento desordenado de células blasticas como en el

caso de las leucemias, causado por radiaciones, exposicidn prolongada
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a agentes quimicos (benceno, tolueno o agentes alquilantes) o bien
por factores genéticos, suprime la diferenciacién y proliferacién de
células hematopoyéticas normales (eritrocitos, granulocitos y plaque
tas) (61). Dentro de los trastornos proliferativos, una falla en la
estimulacidén de precursores eritroides o de otras lineas celulares
por ausencia o defecto en factores estimuladores de colonias, por
medicamentos o radiaciones, pueden causar este tipo de dafios. En el
caso de insuficiencia renal, la ausencia de tejido funcional produc
tor de la principal hormona hematopoyética, la Eritropoyetina (EPO),
la cual estimula la produccidén, proliferacién y diferenciacién de
células eritroides pudieran explicar la anemia tan severa que padecen

estos pacientes.

2. La HB, por su parte, mostrd estar mids elevada en pacientes de
menor que en los de mayor edad, lo cual coincide con los valores
reportados para individuos dentro de los rangos de edades especifi
cados para este estudio. La concentracidén de HB esta en relacién
directa con la concentracidén eritrocitaria; el cociente de estos 2
parémetros da lugar a la concentracidn media de hemoglobina (CMH).
Las diferencias observadas fueron significativas entre cada grupo por
edades, etiologia y morfologia, y sus respectivos controles.

Al tratarse de la principai proteina en eritrocito los valores
obtenidos de las concentraciones de nucledtidos de purina asi como de
la enzima estudiada, fueron en base a la cantidad de HB presente en
las muestras analizadas. Un descenso en la concentracién de HB
también puede deberse a alteracidén en la sintesis de sus cadenas (a
o no a) o bien en la biosintesis del Heme. En el casoc de anemias por
desnutricién o carencia de hierro, la anemia se produce por la
incapacidad de la HB de transportar Oxigeno aln cuando su porciédn

proteica esté normal. De los pacientes ubicados dentro de las anemias
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en estudio, hubo 2 con diagndstico pendiente de anemia carencial (no
fue confirmado) los cuales presentaron elevacién considerable de ADA
(1.8 veces los valores normales) desconociéndose la causa de dicha
elevacioén.

3. E1 HT representa’el porcentaje de volimen sanguineo gque esté
compuesto por eritrocitos. En este caso, los pacientes sin Alteracién
Morfolégica no mostraron diferencias con respecto a los controles
debido probablemente a que los eritrocitos de dichos pacientes conser
van todavia una proporcién en membrana de lipidos/proteinas estructu
rales mas o menos estable que les permite una viabilidad mayor en
comparacidn con aquellos con Alteracidén Morfoldgica, de tal manera
que pueden mantener un porcentaje de eritrocitos mas constante en
circulacién. Afin asi, hubo diferencias significativas entre los
pacientes con AM Yy sin AM vs. controles.

4. E1 VCM representa el volimen por eritrocito y sus valores normales
abarcan un rango de 80 a 100 fl; no mostrd diferencias significativas
debido a que se tomaron promedios de los valores obtenidos. Al consi
derarse individualmente, hubo pacientes con VCM < 60 lo cual da un
claro indicio de microcitosis. Dentro de las alteraciones morfoldgi
cas contempladas, no se hizo referencia a dichas alteraciones como
predominantes en un determinado paciente, sino que se expresaron como
alteraciones presentes (es decir, microcitos, macrocitos, acantoci

tos, etc) en las muestras estudiadas.

Faltan estudios por hacerse con relacidén a la expresidn especifi
ca de ADA en linea eritroide y los mecanismos que dan lugar a una
elevacién de ADA independientemente de la etiologia de la anemia,
ademés de otra serie de incégnitas con respecto a la posible relacién
de alteraciones hematoldgicas asociadas a trastornos proliferativos,

leucémicos y las que se encuentran en estudio.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

La actividad especifica de adenosina desaminasa en anemias de
diversa eticlogia parece no estar relacionada con alteraciones
ni con la morfologia eritrocitaria ni con las concentraciones de

nucledtidos de purina en eritrocito.

En anemias de diferente etiologia estudiadas 1la alteracidn
morfolégica no es indicativo de alteracidn en los niveles de

nucleétidos de purina.

En el caso de aquellas anemias cuya etioclogia es por Insuficien
cia Renal Crénica, los niveles elevados de nucledtidos de purina
pudieran obedecer mds a la patofisiologia de la enfermedad que
a algin error intrinseco eritrocitario en el metabolismo de los
mismos, no obstante existe elevacion de adenosina desaminasa (2~
3 veces los niveles normales) en algunos de estos pacientes.

Los niveles de ADA en aquellos pacientes con anemia sin diagndg
tico -que estan ligeramente mas elevados de lo normal- , pddrian
indicar un posible origen a nivel de proliferacion celular, mas
posiblemente no son determinantes ni discriminativos como

parametro hematoldégico para establecer este tipo de diagndstico.

Los pardmetros hematolégicos estudiados son suficientemente
discriminativos para distinguir un proceso anémico de uno no
anémico mas, sin embargo, no son discriminativos para diferen

ciar etiologias de la anemia asi como morfologia eritrocitaria.
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