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ABREVIATURAS




A: Acantoci*o.
ADP: Adenosin difosfato.
AMP: Adenosin monofosfato.,
ATP: Adenosin trifosfato.
AUo: Acido Urico en orina.
C: Codocito.
® C: Graco centigrado.
CCr: Aclaramiento de creatinina.
CECA: Comunidad Europea del Carbdn y del Acero.
C.H.C.M.: Concentracidn Hemoglobinica Corpuscular Media.
cols.: colaboradores.
C.P.T.: Capacidad pulmonar total.
CUr/CCr: Excrecidn fraccionada de acido drico.
D: Discocito.
Da: Dacriocito.
Dr: Drepanocito.
E1: Eliptocito.
Eq: Equinocito.
Es: Esferocito
Esq: Esquizocito.
: Esferoestomatocité.

: Estomatocito.

50: Flujo mesoespiratorio (50%)

: gramo.




gr/dl: gramo por decilitro.

Hb: Hemoglobina.

H.C.M.: Hemoglobina Corpuscular fledia.
Hcto: Hematocrito.

H.P.L.C.: Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.
Hties: Hematies.

Hxo: Hipoxantina en orina,

Hxp: Hipoxantina plasmatica.

IMP: Inosina monofosfato.

Inop: Inosina plasmatica.

K: Keratocito.

Ki: Kinizocito.

Kv: Kilovoltio.

L: Lep.ocito.

M: Molar.

m2: metro cuadrado.

M.E.B.: Microscopia Electronica de Barrido.
m.q/1: miliequivalente por iitro.

ml: mililitro.

ml/min: mililitro por minuto.

mM: micromolar.

mm Hg: milimetro de mercurio.

mm3: milimetro cibico.

mmol: milimolar.




: ro ‘
mmol/gr Cr: milimol por gramo de creatinina.

¥

n®: numero.
N.S.: No signifiiftivo.
02: oxigeno.
0.C.F.A.: Obstruccidn Crdnica al Flujo Aéreo.
pa0, 6 p0,: presion arterial de oxigeno.
paC02 0 pCOZ: presion arté: ial de didxido de carbono.
p.e.: por ejemplo.
pg: picogramo.
PTo: Purinas totales en orina.
PUr: uricemia.
R: Reticulocito.
r.p.m:.: revoluciones por minuto.
S.C.: Superficie corporal.
T: Torocito.
V.C.M.: Volumen corpuscular medio.
VEMs: Volumen espiratorio maximo por segundo.
V.R.: Volumen residual.
x: media.
Xo: xantina en orina.
. xantina plasmatica.
: microlitro.
: micromolar.
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La hipoxemia arterial sistémica cronica constituye la evolu-
cién natural bdsica de los procesos que cursan con obstruccidn crdnica
al flujo aéreo ( OCFA ) condicionando la determinacidn prondstica
de los mismos ( MITCHELL y cols -142-, BURROWS y EARLE - 39-, DAVIS y

McCLEMENT -48-, KAWAKAWI y cols -110-].

En efecto, independientemente de la sintomatclogia clinica

generada por la enfermedad causal, la hipoxia se manifiesta evolutiva-

mente en el curso de su desarrollo crénico por alteraciones de indole

neuroldgica ( PLUM y cols -156- ), cardiovasculares ( FISHMAN -68 - ),

( KILBURN y DOWELL -117-, FARBER y cols -64 - )
( BALCERZAK y BROMBERG

de la funcidn renal

y esencialmente por alteraciones hematoldgicas

- 8-, HARRISON y STOKES -9& ).

Las alteraciones hematoldgicas son precisamente las que

permiten, debido fundamentalmente a su accesibilidad diagndstica, una

valoracibn mas exacta en la evaluacion del proceso hipoxico. En este




sentido se han definido indicadores que atafien a parametros hematimétri-
cos tales como la hemoglobina, el hematocrito, ... ( MIALE -14)- ). mar-

cadores gasométricos tales como la presidn arterial de oxigeno, la pre-
sidn venosa de oxfigeno,... ( ROMERO CANDEIRA y cols -165 -, KASNITZ y
cols -109-) y a indicadores metabdlicos tales como los niveles de ATP,
ADP, AMP y metabolitos purinicos ( FOX y cols -71 -, SAUGSTAD - 175-,
SAUGSTAD y AASEN -117-, HARMSEN y cols ~97-, CARRANZA -40- ) que se han

puesto especialmente de relieve en la hipoxia aguda.

Por otra parte y en relacidn bidsicamente con alteraciones
hemoglobinicas se han establecido indicadores morfoldgicos cuya signifi-
cacidn biopatoldgica no ha sido aplicada en la hipoxemia arterial sisté-
mica crdnica de l1a OCFA ( BUNYARATVEJ y cols -38-, CHENG y cols - 41-,

DARDANO y KINZEY -47, GARCIA y cols - 81- ).

Los parametros gasométricos constituyen los indicadores mas
utilizados ¢n 1a clinica en relacion con el establecimiento de los dis-
tintos protocolos terapeuticos ( FULMER y SNIDER - 79 -, SANCHEZ AGUDO
- 17}, ANTHONISEN -6 - ). Sin embargc es importante precisar que la pre-
sion arterial de oxigeno es tan sélo un indice de intercambio gaseoso a

nivel pulmonar y pour tanto no es un parametro que informe directamente
de la oxigenacidn tisular.

En relacibn con los indicadores metabdlicos arriba resenacos

es importante constatar que existen diversas situaciones patoldgicas y
e la degra-

experimentales en las que se ha evidenciado que el aumento d

dacién de ATP acelera la via catabdlica de los nucledtidos purinicos

( FOX -7, -74- ). La administracion endovenosa rapida de fructosa




promueve, en efecto, la degradaci6n de ATP ( fosforilizacion a fructosa-
1-fosfato y fructosa 1,6-difosfato ) con un incremento de AMP e IMP y
elevacibn de los niveles de inosina, hipoxantina, xantina y &cido Grico
( Figura 1 ). La hiperuricemia que acompafia al déficit de glucosa-6-fos-
fatasa puede derivar de un mecanismo similar al inducido por la fructosa
( GREENE y cols - 90-, ROE y KOGUT - 164 ). Durante el ejercicio fisico
y en pacientes en estado critico, por otra parte, se ha comprobado un
aumento plasmatico de los niveles de oxipurinas concomitante a un
descenso de ATP intracelular e incremento de ADP y AMP ( HARKNESS y
cols - 95-, PATTERSON y cols -153-, GRUM y cols - 91 - ). Recientemente
se ha demostrado que la hiperuricemia inducida por el alcohol se
debe a la formacion de acetato y su metabolismo con consumo de ATP
( FALLER y FOX - 63-, PUIG y FOX -161- ). Estas observaciones permiten
afirmar que la degradacion de ATP condiciona un aumentc del pool ae
nuclebtidos y pone en marcha la via degradativa de los nucledtidos
purinicos (Figura 2).

La hipoxia puede producir un descenso de los niveles de
ATP por disminucidn de su sintesis al inhibir 1la fosforilizacidn

oxidativa y por mayor consumo de ATP en otras reacciones vitales ( COHEN

- 45- ). Ambos mecanismos conducen a la degradacidn en cascada de los

nucledtidos purinicos y a la aparicidn de productos intermediarios del

catabolismo purinico que se comportan como marcadores de la degradacidn

tisular de ATP. Diversos modelos clinicos y experimentales han comproba-
do la existencia de una relacién entre hipoxia y metabolismo de los

nuclebtidos purinicos. Asi por ejemplo durante el ejercicio isquémico

.
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FIGURA 1.- DEGRADACION DE NUCLEOTIDOS PURINICOS INDUCIDA POR LA FRUCTOSA
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sé produce un incremento de los niveles plasmiticos de hipoxantina Yy de

inosina ( SUTTON y cols = 191 1. Fete aumento es mucho mds marcado

cuando, ademids de hipoxia, existe una incapacidad para utilizar substra-
tos energéticos como en el déficit de miofosforilasa Yy de carnitina-
palmitil-transferasa (BROOKE y cols -35-). En estos defectos enzimati-
cos existe una limitacion de la capacidad mitocondrial para resintetizar

el ATP consumido durante el ejercicio,

Asimismo se ha comunicado por diversos autores (GHOSH y cols
- 84-, DOSMAN y cols - 56 -, WIENER - 206 - ) una mayor incidencia de
hiperuricemia en el curso del infarto de miocardio independientemente
de otros factores que pueden causar incremento de 1la concentracion
sérica de uratos - disminucién de la funcién renal, administracifn de
diuréticos,... - ( WOOLLISCROFT y cols -211- ). En este sentido FOX y
cols -70 - y REMME y cols -163- comprobaron un aumento de la Viberacidn
de adenosina, inosina e hipoxantina en enfermos con cardiopatfa isquémi-
ca inducida por sobreestimulaciébn auricular. En este contexto se
ha asociado la hipoxia perinatal con alteraciones del metabolismo de los
nuclebtidos purinicos ( HARKNESS y cols - 95 -, BRATTEBY y SWANSTKOM
-31- ). Asi se han descrito la elevacidon de las concentraciones de
hipoxantina y xantina en el iiquido amnidtico ( HARKNESS y cols - 94 -)
en la orina (MANZKEK y cols - 133- ), en el liquido cefalorraquideo
( HARKNESS -82 - ) y en el plasma de neonatos afectos de sufrimiento

fetal ( SAUGSTAD y cols - 180 ) y 1a disminucion de los niveles intra-

eritrocitarios de nucledtidos purinicos ( CARRANZA - 40- ) en situacidn

L

similar.




E1 sistema hipoxantina-xantina oxidasa previamente descrito

y fundamental en 1a interpretacion biopatolégica de 1los procesos

hipbxicos resulta ademis ser segun SAUGSTAD - 176- y SAUGSTAD
-178, -179,

y cols

la fuente mis importante en la generacidon de radicales

libres por via enzimatica ( FRIDOVICH - 77-, McCORD -138 ):

XANT INAOXIDASA
HIPOXANTINA + OXIGENO - ACIDO URICO

( SUPEROXIDO )

Dichos radicales parecen constituir en el momento presente
un factor crucial en diferentes areas de 1la Medi;:ina tales como 1la
irradiacién por Rayos X ( PETKAU y cols - 154, McLENNAN y cols -139- ),
la etiologia del cancer ( DIONSI y cols - 53 -, TOTTER -193- ), la
toxicidad por oxigeno ( STEVENS y AUTOR -189-, WEISFELDT -203- ), el
envejecimiento ( PRYOR - 160 ), las enfermedades articulares degenerati-

vas e inflamatorias ( McCORD - 13#, DEL MAESTRO y cols - 51 - ) y la

pancreatitis aguda ( SANFEY y cols - 173 ).

E1 estudio en consecuencia del metabolismo de las purinas y
su relacion con la hipoxia constituye por todo ello uno de los capitulos

de investigacidon mas sugestivo de este campo.

Ademds de las determinaciones de purinas en plasma y en

orina y de la utilizacion de adenina marcada ( FOX -72 - ), dos son las

vias basicas de investigacidn bioquimica en la ruta metabdlica antes




descrita: la sobrecarga de substrato, como ocurre por ejemplo con la
infusion répida de fructosa ya citada ( FOX y KELLEY -75 - ), o el
bloqueo enzimdtico a distintos niveles de la via. En este sentido,
el Alopurinol - 4-hidroxi-( 3,4d ) pirazolopirimidina- inhibidor de

la xantino-oxidasa bloquea las fases finales del metabolismo de 1las

purinas ( Figura 2 ) ( RUNDLES y cols - 169 -, KRAKOFF - 120 -, WATIS y

cols - 200- y RUNDLES - 168 ).

Si los efectos de sobrecarga de substrato en la hipoxemia
arterial sistémica cronica de los pacientes que cursan con obstruccidn
cronica ai flujo aéreo han sido escasamente investigados ( GOMEZ
- 86- ), la influencia del alopurinol en su papel inhibidor en la via
metabdlica de las purinas asi como su posible incidencia en la aénesis
de los radicales 1libres puesta de relieve en diferentes procesos
( GRANGER y cols - 87 -, SANFEY y cols -174- ) no ha sido, por el

contrario, objeto de especial atencidn en los pacientes con OCFA.

La aplicacién de indicadores morfoldgicos y fundamentalmente
eritrociticos a la interpretacién biopatoldgica de la hipoxemia arterial

sistémica crénica no ha constituido, como hemos resefiado, un capitulo

de investigacion preferente en este area.

La biologia celular eritrocitica sin embargo se configura

como el eje basico de interrelacidn estructura/funcidn ante las distin-

tas situaciones hematoldgicas y en consecuencia, en nuestro caso, ante

la hipoxemia arterial sistémica cronica de los pacientes con OCFA.

En efecto en este contexto destacan los estudios acerca de

Ll




|a deformabilidad y/o rigidez estructural de estos elementos en relacisn

, i U comportamiento reoldgico en diferentes circunstancias ( STUART
{¥0- ), los trabajos de WILLIAMSON y cols -203 en 1a diabetes melli-
jus, de VIVES CORRONS y cols - 197- en 1a esferocitosis hereditaria,
v IRUONG y cols - 194 - en la accion de diversos agentes reductores
whre 1a morfologia eritrocitaria, de BAKER y ROGERS - 7 - y LIEBER y
calv * 126- en el efecto de diferentes drogas sobre los mismos, de
Nnlu\MSON y cols-2T0 en la influencia de 1la temperatura, de BESSIS
WRECHER - 20 - en la sangre conservada al igqual que LA CELLE -
VIR CHIEN y cols - 42- en relacidn con la viscosidad del medio, VAYA
v ¢ols - 196 - en las anemias microciticas e hipocromicas y NORTON
: HAND - 149-en los fumadores.

La citologia de los elementos eritrociticos en sangre circu-
|ante en circunstancia: normales y patologicas se ha desarrollado
m‘"b]emente con la apariciébn de métodos y técnicas microscOpicas que
i hecho posible un importante avance descriptivo y, lo que es sin duda

hé
a importante, una auténtica valoracidn citofisioldgica de la morfoes-
(L

(ructura celular.
En primer lugar la aplicacion en las cuatro Gltimas décadas

la Microscopia Electrénica de Transmisidon ha posibilitado en el
e

qento presente un conocimiento mas exacto de la estructura interna
Wy

" dichos elementos (POLICARD y BESSIS - i%7 -, ACKERMAN y cols -
\
p o GRASSO y cols - 88 -, BRESSIS y BRETON-GORIUS - 21 -, BESSIS y
NSEN - 22- BRETON-GORIUS y GUICHARD - 33-, LEWIS y VERWILGHEN - 125°,
SN <

.




BRETON-GORIUS y cols - 34 -, BESSIS y cols -26 -, MAGEL y BRILLAT - 146 s

KERHOVEN y cols - 115, ROZMAN y WOESSNER -166-, =167 - y CONDE y cols
- 46- ).

En segunde lugar el desarrollo a partir de las primitivas
ideas de KNOLL - 119 y VON ARDENE -199 - de la Microscopia Electrdnica
de Barrido, 1levado a cabo en la década de los sesenta por el Profesor
Oatley -i50-, -151-, ha supuesto un nuevo impulso en la configuracidn
tridimensional definitiva de los distintos elementos sanguineos y muy
concretamente de las cé&lulas eritrociticas. En este sentido deben
destacarse los trabajos iniciales de SALSBURY y CLARKE - 170 -, 1los
posteriores de BESSIS -16 -, -T7 -, -18 -, BARNHART y cols - 9 -, -10 -,
- 12-, KAYDEN y BESSIS -111-, WHITE -205 -, HATTORI - 101 -, LEBLOND y
SHOUCRI -123, LE CHARPENTIER y cols -124 -, realizados en condiciones
normales y los 1levados a cabo en situaciones patolbgicas: anemias
SALSBURY y CLARKE -170-, NATHAN y cols -147-, FANSWORTH y cols - 65 -,
BUNYARATVEJ y cols - 38-, BESSIS y MANDON - 24 -, BESSIS y BOISFLEURY
- 19-, LEBLOND y cols -122-, FEO y cols - 67 -, BERGA y cols - 15 -,
GARCIA y cols - 81-, CONDE y cols - 46-, MACIAS -130-; distrofias muscu-
lares GARCEAU y cols - 83 -, cirrosis alcohdlica SMITH y cols -187 -3
carcinogénesis experimental KASHULINA y TERESCHENKO - 10E& -; tumores

colarrectales DJALDETTI y cols - 54-, y en otras circunstancias patold-
BRECHER y BESSIS - X -,
, SOLIGO

gicas y experimentales BULL y KUHN - 37 -,

BESSIS y LESSIN - 23-, WEED y BESSIS -202-, DYLLA y ABRAMS - 57-

y cols -188-, Asimismo la Microscopfa Electrbnica de Barrido ha permiti-

do indagar acerca de la relaci6n de la morfologia eritrocitica y los
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grupos sanguineos ( LONGSTER y TOVEY 127-, SYMMANS y cols -192-
MACIAS y cols -131- ),

’

Si como hemos descrito mas arriba, independientemente de los
indicadores gasométricos, existe una marcada alteracidon del sistema
energético y del metabolismo purinico en la hipoxia y si, ademis, parece
vidente que dichos cambios pueden generar alteraciones morfoestructu-
1rales en el sistema eritrocitario, una investigacién conjunta bioquimica
y morfoldgica en dicho nivel eritrocitico se configura como la via mas

iicnea para evaluar la biopatologia de cualquier proceso hipdxico.

La indagacidon morfoestructural con Microscopia Electrénica
de Barrido y bioquimica con Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn
( SCHWEINSBERG y L.00 -182-, ZAKARIA y BROWN -213-, BOULIEU y cols -28-)
de: eritrocitos procedentes de pacientes con hipoxemia arterial sistémica

c-onica por obstruccion crdonica al flujo aéreo en circunstancias

_variables de indole terapeiutica - oxigenoterapia, alopurinol, ...-

constituye el objetivo basico de la presente tesis doctoral.

Para ello en un primer apartado expondremos el material y

los métodos utilizados indicando especificamente las distintas pautas

terapeiticas y haciendo especia incapie en la preparacion de las

muestras.

&
En un segundo capitulo describiremos nuestros resultados en

los distintos grupos y situaciones que constituyen nuestro obJeEo de




estudio. En tercer lugar, por Gltimo,

discutiremos nuestros resultados
y elaboraremos las conclusiones.
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MATERIAL :

El1 material utilizado para 1levar a cabo el estudio bioquimi-
co y microscOpico consta de 21 especimenes procedentes de siete pacien-
tes de edades comprendidas entre los 49 y los 69 afios con obstruccidn
cronica al flujo aéreo diagndsticada mediante pruebas de funcidn

respiratoria segin las pautas de 1a CECA ( - 60 -, - 61 - ) ( Tablas
1y 1l}

Dichos pacientes tratados con oxigenoterapia domiciliaria

por hipoxemia de acuerdo con los criterios establecidos ( SANCHEZ

AGUDO - 171 -, ANTHONISEN - 6 - ) fueron sometidos al protocolo que

posteriormente describiremos aprobado por el Comité de Investigacidn

del Hospital La Paz y la Comision de Investigacion del Departamento de

Histologia de la Facultad de Medicina de Granada. El estudio se realizd




TABLA.- 1

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES

N2 Historia Siglas Edad (afos)

269.183 A.J.R. 69
278.289 J.F.C, 51
278.443 C.D.L. 66
182.574 J.C.M. 61
272.616 A.B.F. 48
221.365 M.H.A. 57
204.373 P.L.N. 52




TABLA.- 1]

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE FUNCION RESPIRATORIA

CASO Ne VEMS VR CPT VR/CPT TIFFENAU

% del Teorico

35 86 61 54
25 n
52 53
38 64
59 54
23 78
50 46

NORMAL >80 30-40




de acuerdo con los principies de 1a Declaracisn de Kelsinki.

En todos los pacientes se 1levd a cabo un estudio clinico
previo para descartar insuficiencia renal y cardiaca, y la existencia
de un proceso infeccioso intercurrente en el mes previo a su ingreso.
A los pacientes, que durante todo el proceso continuaron el tratamiento
farmacoldgico con preparados teofilinicos en idéntica dosis, se les
administrd una dieta isocalérica con un contenido de 50-60 mEq de
sodio y menos de 75 mgr/100 gr de purinas { KELLEY “113- ). La medicibn
de la excrecién renal de sodio y el peso corporal sirvieron para

evaluar el seguimiento de la dieta.

E1 disefio del protocolo fue longitudinal sometiendose a todos
los pacientes a tres situaciones:
1.- SITUACION SIN OXIGENO ( una semana ).
2.- SITUACION CON OXIGENO ( una semana ).
( gafas nasales/ Ventimask 24%,
3.- SITUACION CON ALOPURINOL ( una semana
( Dosis 300 mgr/dia ).

Como consecuencia de ello se conforman tres grupos de muestras
- 21 especimenes extraidos tras un estado de reposo fisico - sobre las

que se 1levaron a cabo los siguientes estudios:

- GASOMETRIA: pH, Pa02, paCOZ, C03H "

- HEMATIMETRIA: Hb, Hcto, Hties, VCM, HCM, CHCM.
- METABOLITOS PURINICOS: Inosina plasmatica; hipoxantina,

xantina y acido urico en sangre y

«;

en orina de 24 horas.




= NUCLEOT IDOS INTRAERITROCITARIOS: ATP, ADP, AMP e IMP,
= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO: A. MORFOLOGIA.

B. MORFOMETRIA,

El material presentado es aquel que cumple todos los requisi-
tos del protocolo. Dichos requisitos exigen tres determinaciones-
gasométrica, hematimétrica, de metabolitos purinicos, de nuclebtidos
intraeritrocitarios y de Microscopia Electrénica de Barrico eritrociti-
Ca- en un mismo paciente con un intervalo de una semana. Han sido
rechazados en consecuencia los resultados parciales que por diversos
factores - intolerancia a la supresion de oxigeno, infeccidn intercu-
rrente, intolerancia a la dieta,... - han interrumpido el estudio en

el resto de pacientes seleccionados.

En el siguiente apartado describiremos los métodos especificos
de la Bioquimica y de la Microscopia Electrdnica de Barrido que consti-

tuyen el objeto fundamental de la presente tesis.




METODOS:

E1 material subdividido de acuerdo con lo expuesto en el

apartado precedente fue somet:dn en relacion con las determinaciones

y hematimétricas a las técn;cas y métodos convencionales.

gasométricas

A continuacidn describiremos 1las técnicas bioquimicas de

determinacidon de Inosina, Hipoxantina, Xantina Yy Acido Urico asf

como las de determinacidn de ATP, ADP, AMP e IMP existentes a nivel

Posteriormente describiremos los métodos de Microsco-

jntraeritrocitico.

pfa Electrdnica de Barrido aplicados al eritrocito. En un @1timo

apartado indicaremos 1a metodologia estadistica utilizada.

- ey b
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1.- METODGLOGIA BIOQUIMICA PARA LA DETERMINACION DE LOS
METABOL ITOS PURINICOS: INOSINA, HIPOXANTINA, XANTINA Y ACIDO URICO.

De 1a sangre extraida se centrifugaron tres mililitros a 4° C,
3.000 rpm, durante diez minutos. En ningun caso el tiempo transcurrido
entre la extraccidn y la centrifugacién fue superior a diez minutos.
Inmediatamente se separd el plasma y se congeld a -20° C hasta su
procesamiento para la determinacién de inosina, hipoxantina y xantina.
Las muestras de orina se recogieron sin precauciones especiales durante

24 horas.

Las concentraciones de inosina, hipoxantina y xantina se
determinaron mediante Cromatograffa Liquida de Alta Resolucién ( HPLC )
segln la metodologia descrita por RAMOS y cols - 162 -. El plasma fue
ultrafiltrado mediante centrifugacién con filtros de 20.000 Daltons
( Centricon 30, Clear Base. Hucoa Erloss ). Las condiciones cromatogra-

ficas fueron las siguientes: fase reversa con columnas pBondapak C18

( Waters Associates ). La separacidn isocrdtica se obtuvo con fosfato

aménico 50 mM, pH 6.0 con metanol 1% ( v/v ), a un flujo de 1.3 ml/min.
La identificacion de los compuestos se llevd a cabo mediante adicidn

a la muestra de purino nucleosido fosforilasa y xantinaoxidasa para

degradar los nuclebsidos Yy bases piricas a acido drico. La figura

3 muestra los cromatogramas de los patrones, una muestra de plasma Yy

la misma muestra tras la adicion de enzimas. La linealidad para concen-

traciones entre 0.1 y 30 pM de los tres compuestos oscild entre

0.98 y 1.0.




FIGURA 3.- DETERMINACION DE METABOLITOS PURINICOS: Cromatogramas de

la accibn de

-

los patrones, una muestra aleatoria y la misma tras

las enzimas descritas en el texto.




E1 &cido Orico se valord enzimiticamente en suero Y en orina
de 24 horas mediante 1la técnica de la uricasa { KAGEYAMA =107 - ).
Estos datos se correlacionaron con el aclaramiento de creatinina

evaluada por técnica colorimétrica ( OWEN y cols -152- ),




V.

2.- METODOLOGIA BIOQUIMICA PARA LA DETERMINACION DE L0S
NUCLEOTIDOS INTRAERITROCITARIOS: ATP, ADP, AMP E IMP.

1

Un mililitro de la sangre extraida con Jeringuilla heparini-
zada se depositd en un tubo que contenia dos mililitros de &cido
percldrico a 0.6 M y se agitd suavemente cada cinco minutos durante
treinta minutos a 4° C. Posteriormente se centrifugé, tambien a 4° ¢,
a 3.000 rpm durante diez minutos. Dos mililitros del sobrenadante se
llevaron a pH 6 con KOH 0.1 M. Este procedimiento quedd estandarizado

de modo que el KOH empleado fue de aproximadamente 125-250 pl.

El C104K excedente se elimind mecdiante centrifugacidn y el
sobrenadante se congeld a -20° C hasta su procesamiento para cuantificar
ATP, ADP, AMP e IMP, La concentracibn de nuclebtidos se expresa en

nmo1/10° células.

Las concentraciones intracelulares de ATP, ADP, AMP e IMP se
determinaron por HPLC en fase reversa con columna uBondapak C18 ( Waters
Associates ). La separacidn isocratica se obtuvo con fosfato monopotasi-
co G.2 M, pH 6.0 a un flujo de 1.3 ml/min ( SIMMONDS y HARKNESS -186- ).
Los patrones de los cuatro nucledtidos se obtuvieron de Boehringer
Mannheine y se prepararon para concentraciones de 25 pM. La mezcla de
los cuatro nucledtidos se realizd a partir de volimenes iguales de modo

que la solucidn de trabajo tuviese una concentraciébn de 5 aM para

cada compuesto.




& i{h

El volumen de muectra inyectada ( patrones Yy muestra neutrali-

zada ) fue de 10 pl. La figura 4 muestra 1los tiempos de retencitn de

los patrones Y muestras, respectivamente.

La concentracidtn de nucledtidos viene dada por el @&rea

de los picos en relacién con e} drea de los patrones. La linelidad de

la técnica se estudis para los cuatro compuestos ( ATF, ADP, AMP e IMP )

€n un rango entre 1 y 200 uM, siendo r de 0.917, 0.946, 0.945 y 0.930

respectivamente ( Figura 5 ).

Los coeficientes de variacién intra e interensayo para
patrones ( concentraciones 25 M ) y problemas ( concentraciones

1.3, 21.2, 1.3 y 3.0 yM de ATP, ADP, AMP e INP respectivamente ) se

muestran en la tabla III.

La recuperacidn para patrones y problemas fue similar y oscild

entre el 97 y el 105%.




FIGURA 4.- CROMATOGRAMAS DE LOS NUCLEOTIDOS INTRAERITROCITARIOS:

patrones y muestra ( ver texto ).




Q02787 0TGT
7 30205« 59 0

N7
00/’

1% ™0 620 8r0 2% 13m0 W20

CONCENTR

1+002673 y+88274
ye 323992 -99 122
NeT

COtt=0949

8750 1290 B0 6250

CONCENTR.

1250 370 6%

FIGURA S.- DETERMINACION DE

Linealidad de la Técnica.

1°00306Ay ¢ 7 9520
729 WA - GO 357
N-7

CIm=0 M6

E

IMP AREA

:

290 M0 6250 8750 2% B0 K%

CUNLIN IR,

1+ 003485y +9 466
ye24B172-48'77

N7
oan-00%

NU

3750 €25 6750 11250 D70 16250
CONCENTR

1250

CLEGTIDOS INTRAERITRO™T7RIOS:




TABLA.- 111

COEFICIENTES DE VARIACION ( C.v.

DE LA DETERMINACION DE
MEDIANTE HPLC

NUCLEOTIDOS

PURINICOS

) DE PATRONES Y PROBLEMAS

INTRAERITROCITARIOS

C.V. intraensayo
Patrones

Problemas

. interensayo
Patrones

Problemas




3.- METODOLOGIA PARA LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

E1 método 2 procesamiento basico para la Microscopia Electrd-
nica de Barrido tiene por base los trabajos de BARNHART y cols - 12 -,

SALSBURY y CLARKE -170- y BERGA y cols - 15-,
A. FIJACION.

Una vez extraida la sangre se procedid en primer lugar a la
fijacion en suspensidn en una solucion fijadora durante un tiempo
aproximado de seis horas, siendo ésta, una solucidn de glutaraldehido
al 1.25% amortiguada con tampdn fosfato a pH de 7.7 y a una temperatura
de 42 C. La sangre utilizada fue de 0.25 a 0.5 mililitros por cada 5

mililitros de glutaraldehido.

E1 fijador se prepara partiendo de las siguientes soluciones:

- Solucion A:

- Fosfato potasico monobasico 0.1 M ........... 13.609 gr

- Agua bidestilada ..... A R e .. csp 1.000 ml

- Soluciodn B:

- Fosfato sddico dibasico dihidratade .. .. ... 17.729 gr

- Agua bidestilada csp 1.000 ml

La preparacion de la solucidn amortiguadora se realiza de la

siguiente forma:




Mezclar:
- Solucidén A .

e 0 T R G i s s 840 m)

Para obtener la solucién fijadora se realiza la siguiente

mezcla:

- Glutaraldehido comercial ( 25% )

*"essese

- Solucibn amortiguadora ....

L N N NNy

Una vez pasadas las seis horas de la fijacién se lavaron dos
veces sucesivamente en tampbn fosfato, centrifugandose durante diez

minutos a 1.200 rpm a 42 C entre los lavados.
B. SEDIMENTACION.

Tras la fijacidn y lavado de las muestras se realizd la
sedimentacidn sobre cubreobjetos recubiertus con poli-L-lisina hasando-
ros en las descripciones de MAZIA y cols -135-, -136-, asi como en los
trabajos de SANDERS y cols -172-, ya que la poli-L-lisina permite que
las células se adhieran firmemente a 1las superficies de vidrio o
plasticas como las utilizadas en nuestro laboratorio ( MACIAS -

130- ). La adhesidn se interpreta como la interaccidn entre las

superficies celulares polianidnicas y la capa policatidnica de la

poli-L-lisina ( MAZIA y cols -136- ).

Antes de la sedimentacibn propiamente dicha se procedid a
la preparacion del soporte. En este sentido los cubreobjetos fueron

sumergidos en alcohol éter para eliminar la grasa superficial y secados




al aire en placa de Petri. Una ve;z secos los Cubreobjetos fueron

Situados en una cémara himeda; sobre los mismos se deposita una gota

de poli-L-lisina durante Cuarenta y cinco minutos aproximadamente a
temperatura ambiente. A continuacién se procede a) lavado con agua
bidestilada, tras lo cual se vuelven a dejar secar, encontrandose una

Y€z secos ya aptos para proceder a la sedimentacién propiamente dicha.

Una vez realizadas 1las operaciones arriba descritas se
procede a depositar una gota de sangre sobre el cubreobjeto, la cual
se deja sedimentar en cémara himeda a 42 C durante un tiempo minimo de

dos horas ) un tiempo maximo de catorce horas.
C. DESHIDRATACION.

La deshidratacion de las muestras, una vez sedimentadas
sobre el cubreobjeto recubierto de poli-L-1isina, se realizd en solucio-

nes de acetona crecientes, con la siguiente pauta:

Acetona 30% . 5 minutos

~ Acetona 50% 5 minutos
ACBEONE TOF. «ociioivisiivninvwivnssny ... 5 minutos

ACOLona G0% ..iivvinsivsrinnisomvaes s 5 minutos

Acotons 998 ...sosrsnnsnnsa 5 minutos

Acetona 100% ...... e S 5 minutos

Acetona anhidra .. 5 minutos

Acetato de amilo .. 10 minutos




‘ - -

La deshidratacidn se realizd a 4° C segin
FUJITA y cols - 78-,

la técnica de

D. PUNTO CRITICO.

Las .wuestras depositadas sobre los cubreobjetos son introduci-
das en unas rejillas metdlicas y depositadas en la cémara de punto
critico, posteriormente se hace pasar a dicha cimara didxido de carbono
19quido, el cual se mantiene en ella durante unos dos minutos; esta
maniobra se realiza varias veces hasta que el olor a acetato de amilo
se hace inaparente por la valvula de expulsion. En una segunda fasc se
introduce de nuevo didxido de carbono liquido y se eleva la temperatura
a 35% C con 1o cual el didxido de carbono 1iquido se transforma en gas
sin pasar por una fase 1imite, simultaneamente la presidn se eleva

nasta 80 bar, se libera el gas muy lentamente y se retira la muestra.

Este proceso se realizd con una camara de punto critico

marca Polaron.
E. MONTAJE Y RECUBRIMIENTO.

Una vez realizado el punto critico, las muestras se situaron

sobre un portapreparaciones de aluminio para Microscopia Electronica

de Barrido modelo Phillips, utilizando como adherente y conductor la

plata coloidal.




Seguidamente se procedid al recubrimiento de las muestras.
Esta maniobra tiene por objeto asegurar la conductividad eléctrica
desde la superficie de la muestra al soporte y el de obtener una

superficie que pueda emitir un gran nimero de electrones secundarios

mediante el bombardeo de electrones.

Desde las experiencias de JAQUES y cols - 106 - en las que
realizaban los revestimientos met&licos mediante la inmersion simple
de las muestras en una solucidn alcohdlica saturada de oro y posterior
secado al aire, este punto ha sido muy discutido. Actualmente son
dos los métodos mas utilizados en el recubrimiento de especimenes
para microscopia electrdnica de barrido y estudio microanalitico:

evaporacion al vacio y recubrimiento con Sputtering.

En nuestro material se ha realizado un recubrimiento simple
con oro en un Sputtering marca Polaron modelo E - 5.000 durante un
tiempo aproximado de tres minutos de acuerdo con las pautas establecidas

en nuestro laboratorio ( MACIAS -130- ).

F. OBSERVACION.

Las muestras fuercn observadas en un microscopio electrénico

de barrido marca Phillips modelo 505. Utilizando un voltaje comprendido

entre 15 y 20 kv.

De cada una de las muestras se procedid al recuento de

100 elementos eritrociticos, clasificandolos segin su morfologia

de acuerdo con los criterios establecidos por BESSIS - 17-.




Asimismo se realizé una medicién morfométrica del didmetro

de los elementos, utilizando para ello la escala interna en micras,

totalmente corregida respecto al aumento de la imagen.

Para dicho estudio se elabord un modelo impreso que recogia
las distintas caracteristicas morfolbégicas y morfométricas objeto
de nuestro estudio. E1 esquema basico de dicho modelo se representa
en la figura 6. El conjunto de células contadas y medidas fue de

2.100.

Pcr Gltimo hemos de indicar que las microfotografias fueron

realizadas con pelicula Polaroid 52.
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4.- METODOLOGIA ESTADISTICA.

Para comparar los paradmetros bioquimicos en los distintos
enfermos estudiados segin sus diferentes situaciones se ha utilizado

el test de Wilcoxon para valores apareados de distribucidn no paramé-

trica.

Para el estudio de la morfologia y morfometria del hematfe

2
se ha empleado la prueba de X para comparar la distribucion de las

formas en las diferentes situaciones y la t-Student con datos indepen-
dientes para comparar las medias de los diadmetros por cada forma
y cada sitacion.

La correlacidon entre didmetros y parametros bioquimicos
dentro de ciada forma y cada situacion se estudid con el coeficiente
de correlacidon de Pearson.

Los criterios de utilizacion de los test propuestos han sido
los clasicamente establecidos para las pruebas bioldgicas ( DOMENECH

-55-, JARTIN y cols -134- ).
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Los resultados obtenidos pueden describirse subdividiendo

los mismos en capitulos diferentes:

1.- Estudio Gasométrico.
2.- Estudio Hematimétrico.

3.- Estudio de los Motabolitos Purinicos.

4.- Estudio de los Nucledtidos Intraeritrociticos.

5.- Estudio Microscopico:
A.- Morfolbgico.
B.- Morfométrico.

6.- Estudio de Correlacion.




1.- Estud’io Gasométrico:

Los estudios gasométricos realizados en sangre arterial
( pH, pOa. pCOzy C03H ) existentes en las tres s;tuaciones previamente
descritas se expresan on las tablas IV, V y VI, La compara~idn de

mue tras por el método estadistico de Wilcoxon se representa en Jla

tabla VII.

2.- Estudio Hematimétrico:

Los resultados correspondientes a los tres grupos y a los
distintos valores de hemoglobina, hema*t~-rito, nimero de hematfes,
volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media y roncentracidn
hemoglobinica corpuscular media se expresan en las tablas VIII, IX

y X y el estudio estadistico cor .rado en la tabla XI.

3.- Estudio de los M~tabolitos Purinicos:

Los resultados correspondientes a las determinaciones de

jnosina, hipoxantina y xantina en plasma. oxipurinas urinarias, asfi
como de la uricemia, aclaramiento de creatinina y excrecion fraccionada

de uratos se expresan para los tres grupos objeto de nuestro estudio

en las tablas XII, XIII y XIV. E1 analisis compuradc ue se desprende

de] estudio estadistico de los niveles arriba indicados se representa

en la tabla XV.




TABLA.- IV

PARAMETROS GASOMETRICOS EN SITUACION SIN OXIGENO (G - 1)

pH o, pCo, C03H'
(mm Hg) (mm Hg) {mEq/1)
7.4] 60 43 27.1

CASO Ne

v a6 56 32.3
vy 56 a) 26.0
.38 55 47 27.8
.42 68 36 23.4
e 53 45 26.1
.37 56 47 21.7




TABLA.- V

PARAMETROS GASOMETRICOS EN SITUACION CON OXIGENO (6 - I])

eASh 48 pH p02 DCUZ C03H
{mm Hg) (mm Hg) _(mEc/1)
1¢ s 99 52 29.1

. 69 55 30.3

3¢ 73 44 26.6
4e 70 50 28.9
5¢ Sl 21.0
6° . 48 28.0
70 . : 55 29.0




TABLA.- VI

PARAMETROS GASOMETRICOS EN SITUACION CON ALOPURINOL (G - 111)

pH p02 pC 02 COaH

(mm Hg) (mm Hg) (mEg/1)
1e . 67 44 28.4
2% 50 5% 31.3

CASO Ne

3 59 37 23.7
4¢ . 55 48 28.9
5% 68 39 26.3
6¢ . 57 42 25,2
* 53 50 43 26




TABLA.- VII

COMPARACION DE LOS DATOS GASOMETRICOS POR EL TEST DE WILCOXON

pH

PO,

pCO2

C03H

&1 / G-11

G-1/ G-111

G-1I / G-111

0.0090***
0.0090***
0.0140**
0.0754 (NS)

0.1807 (NS)
0.1726 (NS)
0.1763 (NS)
0.5000 (NS)

0.0090***
0.0090***
0.0139**
0.0579 (NS)

(NS) = No Significativo.
* p«<€ 0.05
*» p<0.02
=t o < 0.00




TABLA.- VIil

VALORES HEMATIMETRICOS EN SITUACION SIN OXIGENO (G - I)

Hties Hb Hcto VCM CHM CHCM

e othed) e B nd)  (pg) (%)

12 5.12 14.7 45.9 89.6 28.8 3.1
2% 17.3 57.2 96.7 29.3 30.2
17.1 50.8 105.9 35.2
16.9 53.3 93.1 29.5
15.7 44.7 98.4 34,6
15.2 44.5 95.1 32.5
21.2 62.8 103.5 35.0




TABLA.- IX

VALORES HEMATIMETRICOS EN SITUACION CON OXIGENC (G - II)

Hties Hb Hcto VCM CHY CHCM
°/m’)  (ar/d) (1) gmd)  (p) (%)

1® 4.73 13.7 42.2 89.3 28.9 32.4

CASO Ne

4 6.00 18.4 56.8 94.6 30.6 32.4
3¢ 4.90 16.6 46.7 9.9 33.8 35.5
4° 5.63 17.3 52.0 92.4 30.7 23.3
Be 4.73 15.4 45.0 95.1 32.5 34.5
6° 4.81 15.1 44.1 91.7 31.4 34.2
72 5.43 20.0 56.0 103.1 36.8 35.7




TABLA.- X

VALORES HZMATIMETRICOS EN SITUACION CON ALOPURINOL (G - 111)

Hties Hb Hcto VCM CHM CHCM
106/m’)  (gr7d1) (% (un’) (pg) (%)

CASO Nf¢

1¢ 4.76 13.7 42.5 89.2 My 3
2¢ 5.90 18.2 55.5 94.0 30.8  32.8
3¢ 4.94 17.2 48.9 99.0 3.8 3.
4e 5.60 17.4 50.6 90.3 .Y A
5¢ 4.44 15.0 42.2 95.0 35.5
6° 4.84 15.4 44.5 92.0 34.6
70 5.63 19.7 55.9 99,2 35.3




TABLA.- XI

COMPARACION DE LOS VALORES HEMATIMETRICOS POR EL TEST DE WILCOXON

G-1 / G-11

0.3677 (NS)
0.1990 (NS)
0.0140**
0.009***
CHM 0.4329 (NS)
CHCM 0.0315*

_G-1/ G-111

0.1184 (NS)
0.3061 (NS)
0.0139*=
0.009***
0.3677 (NS)
0.0090***

G-1I / G-111

0.5000 (NS)
0.4583 (NS)
0.3061 (NS)
0.2495 (NS)
0.1990 (NS)
0.1990 (NS)

(NS) = No Significativo.
* €005
= p<0.02
= p € 0.01
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COMPARACION DE LAS DETERMINACIONES DE LOS METABOLITOS PURINICOS
POR EL TEST DE WILCOXON.

61 / 611 G-1 7 G-111 G-11 / G-1I1

0.3766 (NS) 0.2495 (NS) 0.1790 (NS)
0.0260* 0.0090*** 0.0140%>
0.0881 (NS) 0.3061 (NS) 0.0090***
0.2315 (NS) 0.0090*** 0.0090***
0.2315 (NS) 0.0090*** 0.0090***
0.0398* 0.0139** 0.0835 (NS)
0.2315 (NS) 0.0090*** 0.0090***
0.4583 (NS) 0.0090*** 0.0090***
0.4583 (NS) 0.0090*** 0.0090***
0.4329 (NS) G.0090*** 0.0315*

(NS) = No significativo
" p < 0.05
** p < 0.02
***x p < 0.0]




4. Estudio de los Nucledtidos Intracritrocitarios:

Los resultados correspondientes a los treg grupos y a los

distintos valores de ATP, ADP, AMP e IMP se expresan en las tablas

XVI, XVII y JVIII y el estudio estadistico comparado en la “abla
XIX.

<.- Estudio Microscbpico:

A.- Estudio Morfoldgico:

En relacion con los resultados relativos a los estudios
morfoidgicos describiremcs en primer lugar esquematicamente los tipos
eritrociticos observzZos en nuestro material en los distintos grupos
de estudio y en segundo lugar las variaciones porcentuales de dichos

elementos asi como los resultados del analisis cstadistico efectuado
sobre los mismos.

Los elementos observadns son los siguientes:

DISCOCITOS:

Microscopicamente ofrecen una forma de disco bicdncavo,

cuyas cavidades se ubican en el centro de las respectivas superficies

en las que asientan. Constituyen los elementos basicos de las muestras

estudiadas ( Figuras 7a y 8d ).
TOROCITOS:

Variedad eritrocitica muy sewejante a la previamente




TABLA.- ¥\

NIVELES INTRAERITROCITARIOS DE NUCLEQTILOS PURINICOS EN SITUACION SIN
OXIGENG (G - I).

ATP LDP AMP
CASO Ne ( mol / 10° calutas )

i 18 0.6

Z8 19 1.
o 20 0.9

4° b 19 0.8
59 23 5.3
6° 27 0
7¢ 29 2.8

TS W I I EE ..




TABLA .- XVII

NIVELES INTRAERITROCITARIOS DE NUCLEOTIDOS PURTNICOS EN SITUACION
CON OXIGENO (G - II).

ATP ADP AMP
CASO N° mmol /7 10° células )

" 19 0

i 22 0.5
3° 22 0.6
4 22 0.6
5 23 1.1
6° 24 0

7¢ 25 8.8




TABLA.- XVII1I

NIVELES INTRAERITROCITARIOS DE NUCLEOTIDOS PURINICOS EN SITUACION
CON ALOPURINOL (G - III).

ATP AMP AMP
CASO N° ( mmol 7 10° célutas )

18 0.7
2° 22 0
* 22 |
42 18 0.8
ot 27 1.2
6® 25 0
s 3




TABLA.- XIX

RESULTADOS DEL ANALISIS COMPARADO DE LOS NIVELES DE NUCLEOTIDOS
PURINICOS INTRAERITROCITARIOS EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO

POR EL TEST DE WILCOXON.

G-1 / G-11

G-1 / G-11

G-11 / G-111

0.1727 (NS)
0.5000 (NS)
0.4583 (NS)
0.1727 (NS)

0.0579 (NS)
0.2234 (NS)
0.0865 (NS)
0.3427 (NS)

0.0374*
0.3001 (NS)
0.2501 (NS)
0.0139**

(NS) = No Significativo.

= p< .05
*»* p< 0.02




descrita se caracteriza por ofrecer una imagen de anillo con una

regidn central sumamente delgada que configura unas cavidades, del

mismo modo, concéntricas pero de morfologia semicilindrica.

CODOCITOS:

Constituyen elementos caracterizados por una morfologia
en campana 0 en sombrero & iicano. El eje de esta protusién campaniforme

adopta grados de elevacidn muy variables ( Figuras 8 y 10d ).

ESTOMATOCITOS:

Le morfologia de los estomatocitos observados en nuestro
material adopta la imagen unicbncava caracteristica de estos elementos
( Figuras 7b, 9a y 9b ). Existen gradaciones morfolbgicas que conducen a
la aparicién de elementos con imagen ESFEROESTOMATOCITICA ( Figuras 8a

y 8b ).

LEPTOCITOS:

Los leptocitos presentes en nuestro material ofrecen
mor folbgicamente una imagen aplanada carente de cavidades caracteristi-
cas del discocito bicdncavo. Generalmente la superficie de estos ele-
mentos muestra un caracter relativamente rugoso a diferencia del predo-

minante liso que se aprecia en las formas discociticas.

KINIZOCITOS:

La morfologia de los elementos kinizociticos muestra la

caracteristica imagen triconcava o " en pellizco " Habitualmente exis-

ten diferencias en la profundidad de las distintas cavidades existentes

en estos elementos ( Figuras 7b, 9a y 100 ).




ELIPTOCITOS:

Elemento semejante al ' -cocito bicdbncavo Cuya 1imagen
genérica ofrece un carfcter elfptico coi. los extremos laterales discre-

tamente engrosados. Sus cavidades concéntricas, en general, muestran

una escasa profundidad.

ESFEROCITOS:

Constituyen elementos eritrociticos de forma esférica
que poseen una superficie 1isa asiento de pequefas rugosidades.
Los esferocitos ofrecen formas mixtas frecuertes desta-

cando en nuestro material la esferoestomatocitica ya descrita.
ESQUIZOCITOS:

La morfologfa de los elementos esquizociticos se caracte-
riza por ofrecer una imagen piriforme aplanada en la que se observa
una cavidad unicdncava de diametro variable y de cardcter, en general,
excéntrico ( Figura 10c).

DACRIOCITOS:

Constituyen elementos, denominados tambien " células

en raqueta de tenis " o células en gota de 1&grima “, que ofrecen

una fimagen semejante 2 los esquizocitos; presentan 2 diferencia de

estos un extremo o prolongacidn que aumenta el cardcter piriforme

y/o triangular. La cavidad unicbncava, frecuentemente excéntrica,

muestra una mayor profundidad que en los elementos anteriormente

descritos ( Figura 10a).




KERATOCITOS:

Elementos cuya morfoestructura microscbpica se caracre-

riza por presentar una imagen generalmente aplanads asiento de dos
o mas prolongaciones periféricas de escaso grosor. Los margenes de
los keratocitos ofrecen, con relativa frecuencia, un cardcter ondulado

( Figura 10b).

E1 estudio porcentual individualizado para cada paciente
en las tres situaciones descritas en el capitulo metodolégico y con

caridcter global se expresa en las tablas XX, XxI, XXI1I y XXI11.

La tabla XXIV representa los valores promedio de los elementos

eritrociticos asimismo en las tres situaciones de nuestro estudio.

Estos resultados se expresan graficamente en las figuras

1 y 12.

para estudiar la reparticidn de las formas eritrocitarias
en las distintas situaciones se aplica el test de lz para lo cual
se agrupan los tipos que tienen en conjunto menos de diez elementos
denominandolos " RESTO " La distribucidn de 1os valores' promedio
de las formas eritrociticas ordenadas por Su frecuencia tras 1a trans-

formacion efectuada se representa posteriormente ( Tablas XXV ¥

XXv1 ).




FIGURA 7: Microfotografias de M.E.B. donde mostramos:
al Diseocitos | 5,200 % 1,

b) Kinizocitos, estomatocitos y discocitos ( 5.000







FIGURA 8: Microfotografias de M.E.B. que muestran:
a) Esferoestomatocito ( 14.000 X ).
b) Esferoestomatocito ( 7.700 X ).
c¢) Codocito ( 10.000 X ).
d) Discocito y estomatocito ( 10.000 X ).







entos eritrociticos:
g 400 % ).

FIGURA 9: Microfotografias de diversos elem

Kinjzocito, estomatocitos y discocitos |
g8.000 X ).

a)
b) Estomatocitos ¥y ecferoestomatocitos |







FIGURA 10: Microfotografias de M.E.B. donde se muestran:
a) Dacriocito | 14.000 X ).
b) Kinizocito ¥y keratocito ( 5.900 X ).
¢) Esquizocito ( 14.800 X ).
d) Codocito ( 8.000 X %
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TABLA.- XX

DISTRIBUCION DE LAS FORMAS ERITROCITICAS EN CADA PACIENTE EN G - I

TIPOS 1 2 3 4 5 6 7 TOTAL

DISCOCITOS 45 59 45 54 50 60 368
"OROCITOS 2 1 3 0 0 3 £
('0COCITOS 3 5 5 10 4 9 36
ESTOMATOCITO 29 18 30 24 30 15
LEPTOCITOS 0 0

E SFERQOESTOMAT. 8 12
K ‘NIZOCITOS 1
ELIPTOCITOS

E¢FEROCITOS

D (CRIOCITOS

E3QUIZOCITOS

KERATOCITOS

“OTAL




TABLA.- XXI

DISTRIBUCION DE LAS FORMAS ERITROCITICAS EN CADA PACIENTE EN G - II

TIPOS 1 TOTAL
DISCOCITOS 61

~J
(#3 )

494
18
32

TOROCITOS 9
CODNCITOS 7
ESTOMATOCITOS 17 84
LEPTOCITOS 0 1
ESFEROESTOMAT. 5 23
KINIZOCITOS 0 4
ELIPTOCITOS 0
ESFEROCITOS

DACRIOCITOS

ESQUIZOCTTOS

o O O O o ®m® A~ O MM w O

KERATOCITOS

100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100%




TABLA.- XXII

DISTRIBUCION DE LAS FORMAS ERITROCITICAS EN CADA PACIENTE EN 6 - III

TIPOS 1 -

DISCOCITOS 55 ot
TOROCITOS 0 10
CODOCITOS 5 23
ESTOMATOCITO 15

LEPTOCITOS 0

ESFEROESTOMAT., 7

KINIZOCITOS

ELIPTOCITOS

ESFERGCITOS

DACRIOCITOS

ESQUIZOCITOS

KERATOCITOS

100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %




TABLA.- XXI11I

DISTRIBUCION DE LAS FORMAS ERITROCITICAS CON CARACTER GLOBAL EN LAS
TRES SITUACIONES EN ESTUDIO.

FORMAS

DISCOCITOS
TOROCITOS
CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS

ESFEROESTOMAT.

KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

g .} G - 111

TOTAL

368 444
9 10
36 33

1306
37

TOTAL




TABLA.- XXIV

VALORES PROMEDIO DE LOS TIPOS ERITROCITICOS EN LAS TRES SITUACIONES

T1POS G -1 G- 1 6+ ]}l
DISCOCITOS 82.57 70,57 63.43
TOROCITOS 1.29 2.57 1.43

CoDOCITOS 5.14 4.57 4.7
ESTOMATOCITOS 23.86 12.00 14.57
LEPTOCITOS 0.7 0.14 0.43
ESFEROESTOMAT. 8.57 3.29 5.57
KINIZOCITOS 4.57 5.86 4.43
ELIPTOCITOS 0.14 0.0 0.86
ESFEROCITOS 1.43 0.29 1.1
DACRIOCITOS 0.4 0.0 0.29
ESQUIZOCITOS 1.57 2.29
KERATOCITOS 0.0 0.29
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TABLA.- XXV

DTSTRIBUCION DE LAS FORMAS ERITROCITICAS CON CARACTER GLOBAL TRAS LA
TRANSFORMACION EFECTUADA EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO.

FORMAS G -1 G - II G - 111 TOTAL
DISCOCITOS 494 444 1306
ESTOMATOCITOS 84 102 353
ESFEROESTOMAT, 23 39 122
KINIZOCITOS a 31 104
£ODOCITOS 32 33
TOROCITOS 18 10
ESQUIZOCITOS 3 16
ESFEROCITOS 2 12
RESTO 3 13

TOTAL

'l-
|
i
|
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TABLA.- XXV]

DISTRIBUCION DE LOS VALORES PROMEDIO DE LOS TIPOS ERITROCITICOS TRAS
LA TRANSFORMACION EFECTUADA EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO.

G- ] e 1 G+ 1]
DISCOCITOS 52.57 70.57 63.43

ESTOMATOCITO 23.86 12.00 14.57
ESFEROESTOMAT. 8.57 3.29 5.57
Y INIZOCITOS 4.57 5.86 4.43
CODOCITOS 5.14 4.57 4.7
TOROCITOS 1.29 2.57 1.43
ESQUIZOCITOS 1.57 0.43 2.29
ESFEROCITOS 1.43 0.29 1.7
RESTO 1.00 0.43 1.86

100 % 100 % 100 %




Los resuitados obtenidos tras el analisis comparativo de

la distribucién global se expresan en la tabla XXVII.

Dado que la reparticion de vormas no es similar en las
distintas situaciones, en aras de localizar el/los tipo/s celular/es

bédsico/s que condiciona/n el resultado anterior aplicamos nuevamente

el test de X2 para cada forma celular ( Tablas XXVIII, XXIX, XXX y

XXXI ).




TABLA.- XXV11

RESULTADOS DEL ANALISIS COMPARATIVO MEDIANTE EL TEST DEXEDE LA

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS FORMAS CELULARES EN LAS TRES SITUA-
CIONES EN ESTUDIO

2
X~ VALOR GRADOS LIBERTAD  SIGNIFICACION
81/ il 78.208 8 p<0.0001

G-1/ G111 30.381 8 p<0.0002
G-1I / G-111 34.514 8 p<0.0001




TABLA .- XXVIII

2
PRUEBA DE LA X APLICADA A LOS DISTINTOS TIPOS ERITROCITICOS
EN LAS SITUACIONES SIN Y CON OXIGENO ( G-I / G-II ),

2
X VALOR GRADOS LIBERTAD SIGNIFICACION

DISCOCITOS 47.927 p < 0.0001
ESTOMATOCITOS 33.442 p < 0.0001
ESFEROESTOMAT, 11,553 : p < 0.0001
KINIZOCITOS 1.1 0.2793 (NS)
CoDoCITOS 0.247 0.6190 (ﬁS)
TOROCITOS 3.059 0.0803 (NS)
ESQUIZOCITOS 4.618 0.0316*

ESFEROCITOS 5.379 0.0204*

RESTO 1.611 0.2043 (NS)




TABLA.- XIX

2
PRUEBA DE LA X APLICADA A LOS DISTINTOS TIPOS ERITROCITICOS
EN LAS SITUACIONES SIN OXIGENO Y CON ALOPURINOL ( G-I / G-1II )

DISCOCITOS
ESTOMATOCITOS

ESFEROESTOMAT.

KINIZOCITOS
CODOCITOS
TOROCITOS
ESQUIZOCITOS
ESFEROCITOS
RESTO

X vALOR

GRADOS LIBERTAD

SIGRIFICACION

16.936
19.442
4.793
0.017
0.137
0.053
0.944
0.185
1.826

p < 0.0001
p < 0.0001
0.0286*

0.8977 (NS)
0.7112 (NS)
0.8174 (NS)
0.3312 (NS)
0.6675 (NS)
0.1766 (NS)




TABLA.- XXX

2
PRUEBA DE LA X~ APLICADA A LOS DISTINTOS TIPOS ERITROCITICOS EN
LAS SITUACIONES CON OXIGENO Y CON ALOPURINOL ( G-II / G-I11 ).

2
X VALOR GRADOS LIBERTAD SIGNIFICACION

DISCOCITOS 8.076 0.0045%**
ESTOMATOCITOS 2.009 0.1564 (NS)
ESFEROESTOMAT. 4.320 0.0377*
KINIZOCITOS 1.464 0.2263 (NS)
CODOCITOS 0.016 0.8993 (Ns)
TOROCITOS 2.332 0.1276 (NS)
ESQUIZOCITOS 9.017 0.0027***
ESFEROCITOS 7.215 0.0072***
RESTO 6.322 0.0119**

* p<0.05

** p < (.02

#%%p < 0.0




TABLA.- XXXI

2
PRUEBA DE LA X~ APLICADA A LOS DISTINTOS TIPOS ERITROCITICOS
EN TODAS LAS SITUACIONES.

G-l / G-11 G-1 / G-111 G-11 / G-11{

DISCOCITOS p < 0.0001 p < 0.0001 p< 0.0
E STOMATOCITOS p< 0.0001 p < 0.0001 NS
ESFEROESTOMAT. p< 0.0001 p= 0.05 p< 0.05
KINIZOCITOS NS NS NS
€0J0CITO0S NS NS NS
TOROCITOS NS NS

l
'
*
}
!
i

ESQUIZOCITOS NS
ESFEROCITOS NS
RIISTO NS




B.- Estudio Morfométrico:

Para expresar los datos morfométricos relativos a los distin-
tos elementos eritrocitarios describiremos pormenorizadamente en
primer lugar los datos de cada uno de los pacientes en las tres situa-

ciones objeto de nuestro estudio ( Tablas XXXII a la LI1I ).

En segundo lugar y en las tablas LIII a LXIV expresaremos
el diametro medio y las desviaciones estandar de los distintos elementos
eritrocitarios de igual modo en cada uno de los sujetos y situaciones.
Dichos resultados se expresan graficamente para los discocitos y

estomatocitos en las figuras:13y 14.

Una vez descritos los valores relativos a cada caso estudiado
expondremos nuestros resultados a propdsito de una valoracién media

global \ Tabla LXV ).

Finalmente representaremos 10s resultados del estudio esta-

distico realizado aplicando a estos datos el test de Student ( Tabla

LXVI ).

14— —

i
i
£
|
i
|




TABLA.- XXXII

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO Ne¢ )
EN SITUACION SIN OXIGENO (G - 1).

DIAMETROS™

MORFOLOGIA

5.2 5 85§ B8 7
DISCOCITOS W )6 20 8

TOROCITOS
CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
£SQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XXXIII

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO Ne 2
EN SITUACION SIN OXIGENOD (G - I).

DIAMETROS"

MORFOLOGIA

5.2 5 58 8 65 7

DISCOCITOS
TOROCITOS
CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTCMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XXXIV

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTGS PRESENTES EN EL ENFERMO N® 3
EN SITUACION SIN OXIGENO (G - I).

DIAMETROS

MORFOLOGIA

8.5 & 66
DISCOCITOS s R U 3

TOROCITOS 3
CODOCITOS !
ESTOMATOCITOS i
LEPTOCITOS

ESFEROESTOMATOCITOS

KINIZOCITOS

ELIPTOCITOS

ESFEROCITOS

DACRIOCITOS

ESQUIZOCITOS

KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XXXV

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO Ne 4
EN SITUACION SIN OXIGENO (G - I).

DIAMETROS

MORFOLOGIA

4,8 5 58 & 65 1 15 &
DISCOCITOS 16 20 6 3

TOROCITOS g |
€ODOCITOS 4
ESTOMATOCITOS 14
LEPTOCITOS

ESFEROESTOMATOCITOS

KINIZOCITOS

ELIPTOCITOS

ESFEROCITOS

DACRIOCITOS

ESQUIZOCITOS

KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.-  XXXV]

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO N® §
EN SITUACION SIN OXIGENO (G - I).

DIAMETROS”

MORFOLOGIA

.5 5 558 & &5 7 J% 8
DISCOCITOS 121 ¢ §

TOROCITOS
CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XXXVII

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES Ef = ENFERMO Ne 6
EN SITUACION SIN OXIGENO (G - I).

DIAMETROS

MORFOLOGIA

2 55 § A% 1}

DISCOCITOS
TOROCITOS
CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS

KERATOCITOS

TOTAL

* Micras

o s e s S . S st e . =




TABLA.- XXXVIII

OIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO Ne 7

EN SITUACION SIN OXIGENO (G - I).

DIAMETROS
MORFOLOGIA

e 8BS ]

TOTAL

DISCOCITOS 12 32 15
TOROCITOS 2 i
Coboc1Tos

ESTOMATOCITOS

LEPTOCITOS

ESFEROESTOMATOCITOS

KINIZOCITOS

ELIPTOCITOS

ESFEROCITOS

DACRIOCITOS

ESQUIZOCITOS

KE .ATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XXXIX

OIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO N® )
EN SITUACION CON OXIGENO (G - 11).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
4.5 5 55 6 6.5 7

DISCOCITOS B

TOROCITOS g .5 2
CODOCITOS 5 1
ESTOMATOCITOS

LEPTOCITOS

ESFEROESTOMATOCITOS

KINIZOCITOS

ELIPTOCITOS

ESFEROCITOS

DACRIOCITOS

ESQUIZOCITOS

KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XL

OIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO N® 2
EN SITUACION CON OXIGENO (G - I1).

MORFOLOGIA DIAMETRNS*
53 5 &5 & 6.4 3

DISCOCITOS 2 42 13 N
TOROCITOS i
CODOCITOS

ESTOMATOCITOS

LEPTOCITOS

ESFEROESTOMATOCITU>

KINIZOCITOS

ELIPTOCITOS

ESFEROCITOS

DACRIOCITOS

ESQUIZOCITOS

KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XL]

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO , ° 3
EN SITUACION CON OXIGENO (G - i),

MORFOLOGIA DIAMETROS*
4.5 & 8§85 % &5

DISCOCITOS I 3 30 13

TOROCITOS
capocITos
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATGCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XLII

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO Ne 4
EN SITUACION CON OXIGENO (G - 1I).

MORFOLOGIA CIAMETROS*
45 5§ &L & &S5 7

DISCOCITOS 18 30

TOROCITOS
CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS

ELIPTOCITOS

ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- ¥LIII

OIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO N® §
E” SITUACION CON OXIGENO (G - II).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
4.5 5 53 B . BS5 7

DISCOCITOS 7 & 20 5
TOROCITOS
coDOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XLIV

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMOD N® 6
EN SITUACION CON OXIGENO (G - II).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
4.5 § 58 & 8.5

DISCOCITOS 3 4 a0

TOROCITOS
CODOCITOS

ESTOMATOCITOS

 EPTOCITOS

t SFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
E.IPTOCITOS
ESFEROCITOS
[ACRIOCITOS
1:SQUIZOCITOS
(ERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XLV

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO Ne 7
EN SITUACION CON OXIGENO (G - I1).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
4.%. 5 .88 £ 685 3

0ISCOCITOS ! 4 M Y

TOROCITOS ]
C0DOCITOS

ESTOMATOCITOS

LEPTOCITOS

ESFEROESTOMATOCITOS

KINIZOCITOS

ELIPTOCITOS

ESFEROCITOS

DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XLVI

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO N2 1
EN SITUACION CON ALOPURINOL (G - III).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
5 8b 6 &% 7}

DISCOCITOS 2 14 27

TOROCITOS
CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XLVII

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO N 2
EN SITUACION CON ALOPURINOL (G - III).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
E B E & £5 ]

DISCOCITOS ¢ 4 1.
TOROCITOS & ]
CODOCITOS 3
ESTOMATOCITOS 10
LEPTOCITOS

ESFEROESTOMATOCITOS

KINIZOCITOS

ELIPTOCITOS

ESFEROCITOS

DACRIOCITOS

ESQUIZOCITOS

KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- XLVIII

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO Ne 3
EN SITUACION CON ALOPURINOL (G - I11).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
4.5 5§ 585 § &3

DISCOCITOS 1

TOROCITOS : )
€ODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TRBLA.- 1L

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO Ne 4
EN SITUACION CON ALOPURINOL (G - 111).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
4.6 § 8% £ 66 )

DISCOCITOS T B N W

TOROCITOS 2
CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- L

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO N §
EN SITUACION CON ALOPURINOL (G - III).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
5 58 & &% 7

D1SCOCITOS 5 & B

TOROCITOS

CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS

KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- L]

o . S g i e

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO N°
EN SITUACION CON ALOPURINOL (G - III).

MORFOLOGIA DIAMETROS*
= s B 85 |

DISCOCITOS 3 22 5
TOROCITOS

CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATOCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA.- LII

DIAMETRO Y MORFOLOGIA DE LOS ELEMENTOS PRESENTES EN EL ENFERMO Ne 7
EN SITUACION CON ALOPURINOL (G - 111},

MORFOLOGIA DIAMETROS*
£ 35 & &%

DISCOCITOS 4 22

TOROCITOS
CODOCITOS
ESTOMATOCITOS
LEPTOCITOS
ESFEROESTOMATOCITOS
KINIZOCITOS
ELIPTOCITOS
ESFEROCITOS
DACRIOCITOS
ESQUIZOCITOS
KERATGCITOS

TOTAL

* Micras




TABLA .- LIII

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE LOS DISCOCITOS EN CADA UNO DE
LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-1, G-11, G-111).

6~ G - 11 G - Il

CASO N°

0.E. X £ D.E.

1@ 0.432
2¢ 0.40€
30 0.378
4° 0.507

5o 0.289
62 0.355
70 . 0.301




TABLA.- LIV

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACICN STANDARD DE LOS TOROCITOS EN CADA UNO DE
LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-I, G-1I, G-III).

G-1 G - Il G - 111

CASO Ne®

D.E. X D.E. X D.E.

1¢ 6.500 0.353

2* 6.250 0.267 6.200 0.447
5.833 0.763
6.000 -




TABLA.- LV

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE LOS CODOCITO> EN CADA UNO DE
LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-I, G-1I, G-1I1).

CASO N® G =1 £+ 1 £- I
£ bt X D.E. X 0.E.

3 = . 6.500 0.288 6.100 0.223
£ 5.750 0.353 6.125 0.250
3¢ 6.200 0.273 6.000 0.408

4° 6.166 0.288 6.250 0.273

6.000 0.316 6.200 0.273
5.800 0.273 6.083 0.376
5.875 0.250 6.000 0.000




TABLA.- LVI

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE LOS ESTOMATOCITOS EN CADA UNO
DE LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-1,G-11,6-111).

CASO Ne el _&-1 &1
D.E. X D, X D.E.

6.323 0.430 6.600 0.338
6.375 0.482 6.125 0.428
6.35¢ 0.3 6.166 0.492
6.583 D.358 6.285 0.377
5.650 0.241 5.884 0.219
5.961 0.379 5.975 0.197
5.884 0.219 5.916 0.358




TABLA.- LVII

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE _0S LEPTOCITOS EN CADA UNO DE

LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-I, G-II, G-III).

CASO N¢

g -1

G - 11

6 - 111

1¢
2¢
30
4¢
5e
6°
70

U.E.

X

S——

D.E.

0.E.

6.5C0

0.000

0.500




¢

TABLA.- LVITI

OIAMLTRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE LOS ESFEROESTOMATOCITOS EN

CADA UNO DE LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-I,
=11, G111,

CASO i




TABLA.- LIX

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANPARD DE LOS KINIZOCITOS EN CADA UNO
DE LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-I,6-1I,G-1I1).

CASO Ne G- 1 £ =11 G- 111
D.E. X D.E. X D.E.

= 0.250
0.629
0.636
0.418
0.000
0.478
0.353




TABLA.- LX

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE LOS ELIPTOCITOS EN CADA UNQ
DE LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-1,6-11,6-111).

EASH NP G- 1 G - II G- 111

D.E.

0.280




TABLA.- LXI

OIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE LOS ESFEROCITOS EN CADA UNO
DE LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-1,6-11,6-111).

CASO N® 6~ 1 G- 11 & -1l
X D.E. X D.E. X D.E.

5.500  0.000 5.750 0.273
- - 5.000 0.000
5.000 0.000
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TRABLA.- LXI1I

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE LOS DACRIOCITOS EN CADA UNO
DE LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-1,6-11,6-111).

CASO N £ . 1 Sl
D.E. D.E. X D.E.

750 0,353




TABLA.- LXIII

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE LOS ESQUIZOCITOS EN CADA UNO
DE LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-1,6-I1,G-111).

CASO Ne®

10
20
3¢
4°
5e
62
7¢

8-

8- 1l

8 - 1l

b.E. X

D.E.

X

D.E.

4.500
5.500

5.000

0.000
0.000

0.000

6.000
5.500
5.500
6.166
6.000

0.707
0.500
0.000
0.288
0.707




TABLA.- LXIV

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACION STANDARD DE LOS KERATOCITOS EN CADA UNO
DE LOS PACIENTES EN LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO (G-1,6-11,6-111).

CASO N® 5= 1 G - 1l G - 1]
D.E. D.E. D.E.
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TABLA .- LXV

DIAMETRO MEDIO Y DESVIACIONES STANDARD DE LOS TIPOS ERITROCITICOS EN

LAS TRES SITUACIONES EN ESTUDIO.

DISCOCITOS
ESTOMATOCITOS
ESFEROESTOMAT.
KINIZOCITOS
CODOCITOS
TOROCITOS
ESQUIZOCITOS
ESFEROCITOS




TABLA .- LXVI

RESULTADOS DEL ANALISIS COMPARADG DE LOS DIAMETROS MEDIOS DE LAS FORMAS

ERITROCITICAS EN LAS TRES SITUACIONES ESTUDIADAS MEDIANTE LA t-STUDENT

G-1 / G-11 G-1/ G-111 G-11 / G-111

DISCOCITOS NS NS NS
ESTOMATOCITOS NS NS NS
ESFEROESTOMAT. NS NS NS
KINIZOCITOS NS NS NS
CoDOCITOS NS NS NS
TOROCITOS NS NS NS
ESQUIZOCITOS NS NS

ESFEROCITOS NS NS




6.- Estudio de Correlaciggz

Los resultados hasta ahora expuestos constituyen analisis
de variables concretas relativas a la gasometria, hematimetria, metabo-
lismo purinico, nucledtidos eritrocpiticos y morfologia y morfometrfia

eritrocitaria.

En el presente apartado expresamos la correlacidn existente
para cada situacion descrita entre los valores bioanaliticos - hemo-
globina, hematocrito, nimer> de hematies, volumen corpuscular medio,
hemoglobina corpuscular media y ccncentracidn hemoglobinica corpusiulz:
media, ATP, ADP, AMP e IMP - y la media del diametro de los tipos
eritrocitarios mas significativos. Dichos resultados se representan

en las tablas LXVII, LXVIII y LXIX.




TABLA .- LXVII

ESTUDIO DE CORRELACION EN SITUACION SIN OXIGENO ( 6 - I )

Esq

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS




IMBLA .- LXVITI

ESTUDIO DE CORRELACION EN SITUACION CON OXIGENO ( G - II )

m

a
m
15
&

NS NS
NS ()
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
S NS
NS NS
NS NS

% & & & & % © & & &
aaaaaaa%aa
Z & & 6 & & & & & o




TABLA .- LXIX

ESTUDIO DE CORRELACION EN SITUACION CON ALOPURINOL ( G - 11l )

k)

& & & &
G & & & & B B & B
S & & &

?

NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS

5 & B & B B
& & & &6 & O

A
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La discusion de la presente tesis doctoral debe llevarse a
cabo a dos niveles fundamentales: en primer lugar en relacion con
la metodologia aplica¢ vy en segundo lugar en relacion con los plantea-

mientos clinicos, metabdlicos y celulares descritos en la introduccidn

de la misma.

Por 1o que se refiere a la metodologia bioquimica utilizada
para identificar y cuantificar los nucledtidos, nucledsidos y bases
purinicas es importante sefialar como afirma KEITH - 113 - en relacion

con la determinacion del metabolismo eritrocitario que las mediciones

de tales compuestos exige técnicas sumamente sensibles debido a los

rapidos cambios que pueden tener lugar en la manipulacion del material

sanguineo. En este sentido es por 1o que a nuestro juicio debe propug-

narse la utilizacion de las técnicas de Cromatografia Lfiquida de




Alta Resolucidn. Dichas técnicas revisadas recientemente por ZAKARIA

y BROWN - 213 - generan en sus aplicaciones hematolbgicas escasos
artefactos como han demostrado entre otros autores WEBSTER y WHAUN

- 201 -, BOULIEU y cols - 28 -, INGEBRETSEN y cols - 104 - y HARKNESS
y cols - 93 -,

La utilizacidn de EDTA o heparina como anticoagulante ha
sido objeto de intenso debate en relacidn con la exacta determinacidn
de compuestos metabdlicos eritrocitarios ( HARKNESS y cols - 93 -,
WEBSTER y WHAUN - 201 - ). A este respecto HARXNESS y cols - 93 -
realizan un estudio comparado con Cromatografia Liquida de Alta Resolu-
cidn tras emplear indistintamente EDTA o hep.rina en las mismas mues-
tras. Comprueban que si bien con EDTA los valores alcanzados en los
nucledtidos son mas elevados y en los metabolitos purinicos - inosina,
hipoxantina y xantina - mas reducidos en relacion con los valores
alcanzados cuando se utiliza heparina, las cifras obtenidas en el
primer caso resultan ser mas heterogéneas. Es por ello por lo que

hemos utilizado la heparina en nuestro material de estudio.

La metodologia empleada para el estudio microscopico ¥

morfométrico de 1os elementos eritrociticos debe constituir, por

otra parte, un capitulo fundamental de la presente discusion.

Los eritrocitos constituyen, en efecto, como han indicado

diferentes autores elementos de dificil preparacion para el Microscop10




Electrbnico de Barrido al ser sumamente complejo mantener durante

su preparacidon metodoldg a una estructura similar a su situacidn

“in vivo " ( BESSIS y MA... N - 24 -, BARNHART y cols - 11 - ).

Al igual que en la metodologia bioquimica &1 wuso de los
anticoagulantes ha sido objeto de especial atencidn. En general se
acepta que los distintos anticoagulantes generan modificaciones artefac-
tuales variables ( ZIPURSKY y cols - 214 -, BARNHART y cols - 11 -,
- 12 -, BESSIS y WEED - 25 -, BERGA y cols - 15 -, GREEMWALT y cols
- 89 -, GARCIA y cols - 82 -, MACIAS - 132 - ). Es por ello por lo
que hemos optado por la fijacion inmediata de las muestras en las

tres situaciones que configuran nuestro protocolo.

La fijacién que hemos utilizado ha sido glutaraldehido
al 1.25 % cifra aue postulan BERGA y cols - 15 - y que se inserta
dentro del rango del 0.5 al 6.5 % que propugnan en sus estudios los dis-

tintos autores ( BARNHART y cols - 12 - -

Los mejores resultades se obtienen alrededor del 1% observan-

dose en concentraciones mis elevadas un incremento en los elementos

kinizociticos ( ZIPURSKI y cols - 214 - ).

POLLIACK y cols - 158 -y SANDERS y cols - 172 - han 11evado

a cabo en células sanguineas el proceso de fijacién con caracter

previo al proceso de adhesibn al soporte. ALLEN y DEXTER - 4 - ¥

GAMLIEL y POLLIACK - 80 - han efectuado, por el contrario, el proceso




de fijacidon con posterioridad al de adhesién. Dicha cuestidn no es

en absoluto, un problema carente de significacion bioldgica pues

como han estudiado en nuestro laboratorio GARCIA y cols - 82 - del
uso de una u otra variedad se derivan problemas de cuantificacibn
y de evaluacion bioestructural del elemento sanguineo que pueden
en miyor o menor medida incidir en los resultados. En este sentido

deben asimismo destacarse los trabajos de DE HARVEN y cols - 50 -.

La utilizacion de 1la poli-L-lisina como adherente tras
la fijacion en suspensidn constituye el método que hemos elegido
para el desarrollo de nuestro trabajo. Dicha metodologia descrita
por MAZIA y cols - 135 -, - 136 -, resulta sumamente gtil para los
estudios de recuento y ha sido experimentada muy satisfactoriamente
en nuestro Departamento ( MACIAS y cols - 132 -, GARCIA y cols - 81 -,

=82 =},

La morfogénesis eritrocitica se ve muy afectada por el
nivel de temperatura en el que se lleva a cabo la fijacion. ZIPURSKY
y cols - 214 - afirman, en este sentido, que las muestras mantenidas
y fijadas a 37¢ C tienden a formar estructuras mas cupuliformes que

discoides. Las mantenidas y

fijadas a 42 C no ofrecen como ha indicado

BESSIS - 16 - modificaciones significativas. €] mantenimiento de

las muestras sanguineas a esta temperatura sin fijacion previa genera,

sin embargo, importantes artefactos morfoestructurales | BESSIS - 16 -,

DARDANO y KIMZEY - 47 - ).




Es evidente por tanto que la paute :eguida se ha realizado

de acuerdo con las indicaciones previamente resefadas.

La utilizacidon o no de tetrbxido de osmio se Justificaba

para BESSIS y WEED - 25 - y WHITE - 204 - por el endurecimiento de

las membranas celulares y prevencidn de la deformabilidad celular

en el primer caso y por la generaci6bn de actefactos esferoidales

en la superficie celular en el segundo ( SHELTON y MOWCZKO - 185 - ).

E1 empleo de la técnica de punto critico de ANDERSON rgvisada
recientemente por BOYDE y TAMARIN - 30 - ha resuelto, al menos p;';rcial-
mente, estos problemas con lo que, como indican BARNHART y cols
- 12 -, la osmificacidon no parece necesaria en el momento presente.
Resulta obvio que en nuestro material hemos seguido los criterios
metodoldgicos arriba indicados y que en consecuencia no se ha realizado
la postfijacion con tetrdxido de osmio. Las muestras han <ido, por

supuesto, desecadas por el sistema del punto critico.

Una vez discutidas las pautas metodoldgicas que hemos utili-

zado en las determinaciones bioquimicas y en la preparacion de las

muestras para 1a Microscopia Electrénica de Barrido debemos comenzar

a discutir 1os resultados obtenidos en las distintas situaciones

reflejadas en nuestro protocolo.

En este septido comenzaremos sefialando que las tres situa-




ciones analizadas se corresponden por una parte con wuna situacidn
basal de hipoxemia arterial sistémica crénica y con dos situaciones
de indole terapeltica: 1la oxigenoterabia cuya utilizacidén posee wuna
amplia base de Jjustificacidn clinica ( ANTHONISEN - § -, MITHOEFER
- 143 -, MEDICAL RESEARCH COUNCIL WORKING PARTY - 140 -, NOCTURNAL
OXYGEN THERAPY TRIAL GROUP - 148 -, FLENLEY - 69 -, PETTY y cols
- 155 -, LOWSON y cols - 129 - ) y la administracion de alopurinol

que se justificaria de acuerdo con lo establecido en la introduccidn

de la presente tesis doctoral.

E1 analisis de los resultados gasométricos pone en efecto
de relieve la existencia de diferencias significativas en los valores

del pH, presidn arterial de oxigeno ( pO2 ) y presidn arterial de dibxi-

do de carbono ( pCOz ) en relacibn, obviamente, con la administracibn

o no de oxigeno, independientemente de la administracion de alopurinol.
Es importante sefialar, en cualquier caso, que la tendencia a la acidosis
que suscita la administracion de oxigeno es secundaria a la retencion

cronica de anhidrido carbonico ( MITHOEFER - 143 -, PETTY y cols

= 58 - }.

Lo, resultados hematimétricos reflejan, por el contrario,

que existen diferencias significativas en los valores del hematocrito,

uscular
volumen corpuscula P

r medio y concentracion hemoglobinica cor




media entre la situacidn basal y la administracion tanto de oxfgeno

como de alopurinol; no objetivandose diferencias entre estos dos
ultimos grupos. Dichas variaciones que pueden originarse a partir
de la alteracidn del volumen corpuscular medio deben, en consecuencia,

relacionarse con la diferente tipologia eritrocitica que posteriormente

describiremos.

En relaciéon con la determinacién de metabolitos purinicos
los resultados obtenidos permiten comprobar la existencia de diferencias
significativas en los valores tanto en sangre como en orina de compues-
tos tales como el acido Grico, hipoxantina y xantina cuando se adminis-
tra el alopurinol con independencia del nivel de oxigeno. Es facil
comprobar de acuerdo con RUNDLES - 168 - que 1la inhibicion de 1la
xantina oxidasa condiciuna la alteracion de los citados metabolitos
tanto en sangre como en orina | HITCHINS - 102 -, ELION - 59 -, FOX

=73 -, FOX y ecls = 16 ~, KELLEY y WYNGAARDEN - 114 -

La inosina ofrece asimismo diferencias significativas entre

el grupo de cityacion basal sin oxigeno y los otros dos grupos. Dichos

resultados tienen a nuestro juicio un valor relativo pues la inosina

a 1 poseer como 12 adenosina una vida media sumamente breve y degradarse

rapidamente ( FOX ¥ euls - 71 " KLABUNDE - 118 - ) no ha podido

i inaciones efectuadas.
cer detectada en una tercera parte de las determinac




El estudio estadistico comparado de los metabolitos purinicos

entre el grupo de situacidn basal sin oxfgeno y el grupo al que se

administra oxigeno pone de relieve la existencia de diferencias signi-
ficativas respecto del &cido urico. Este aparece en los tres grupos
estudiados con valores decrecientes, es decir mis elevados en el
grupo sin oxigeno, disminuyendo en el grupo con oxigeno y alcanzando

su minimo nivel en el grupo con alopurinol.

La evaluacidon de los resultados arriba expuestos sugiere
en primer lugar constatar un hecho evidente: entre la situacion basal
sin oxigeno y la situacion con oxigeno sélo se aprecia una diferencia
de la uricemia o 1o que es lo mismo el incremento - en mayor medida
en el grupo primero respecto del segundo - del metabolito final de
la via de degradacidn de los nucledtidos purinicos. No es posible
afirmar si la no existencia de valores significativamente aumentados
de los metabolitos precedentes - hipoxantina, xantina - tiene por
base la continua produccidn y degradacion de dichos metabolitos a
lo largo del proceso metabdlico o si la génesis de la hiperuricemia
partir de otros factores ( HARTER - 99 -, ISOMAKI

se desencadenz a
y KREUS - 105 -, VALAT y cols - 195 -, KHOKHAR - 116 -, ALONSO GUTIERREZ

Neals - 7 -, -3 MORITA y cols - 145 - ).

HASDAY y GRUM - 100 - han demostrado recientemente que

; ; .
en pacientes que desarrollan hipoxemia nocturna a causa del sindrom




de apnea del suefio existen cifras incrementadas de eliminacién vens)

de acido Grico sin que se objetive, al igual que en nuestro estudio,

incremento en los metabolitos previos. LOPEZ y cols - 128 - han demos-
trado, por e! contrario, que en pacientes con obstruccidn crdnica
al flujo aéreo con grave situacién de hipoxia no sblo existen cifras
elevadas de acido urico sino que ademds es posible observar niveles

yrinarios elevados de los metabolitos precedentes al mismo.

Parece deducirse de este conjunto de trabajos una posible
relacidn entre los niveles de produccidn, acumulacion y degradacidn
de los metabolitos de 1a via de las purinas y los niveles de oxigeno
que determinan la gravedad del proceso. Ello implica la necesidad
de buscar la conexidn metabdlica adecuada entre la hipoxemia y 1la
degradacién de nucledtidos purinicos. La hemoglobina deoxiger yda
y el nivel de 2-3 difosfoglicerato pueden jugar un papel importante

en el desarrollo de este proceso ( BELL INGHAM y GRIMES - 14 - ).

La determinacidn de nucledtidos intraeritrociticos refleja

por otra parte como dato mis caracteristico de nuestros resultados

la ausencia de variaciones significativas en los niveles de ATP en

los tres grupos estudiados 1o que parece indicar que independientemente

de 1a elevacién del metabolito purinico final, la regulacidn de la

sintesis y degradacion de ATP permanece estable. Resultara, por tanto,

imprescindible en el futuro investigar acerca de aquellos substratos
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y vias metabdlicas a partir de las cuales pueden mantenerse dichos

niveles.

A nuestro juicio resulta basico en cualquier caso la reaccibn
mediada por la enzima hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa
que, entre otras acciones, transforma la hipoxantina en IMP, haciendo

posible la resintesis del ATP eritrocitario ( EDWARDS y cols - §8 -).

Si ello no ocurriere, como han sugerido YOSHINO y cols
- 212 - en la hipoxia de las alturas, la posible degradacidn de nucled-
tidos purinicos intraeritrocitarios inducida por 1a hipoxemia conduciria
mediante la activacion de la AMPdeaminasa y de la 5 nucleotidasa,
a la formacion sucesiva de hipoxantina, xantina y acido drico y en
consecuencia a la pérdida irrecuperable del nucledsido necesario

para la resintesis del ATP ( Figural5).

La administracion independiente de oxigeno y de alopurinol

podria, parece claro, favorecer aunque por diferentes vias como han

indicado COHEN - 45 -, BELL INGHAM y GRIMES - 14 -, KELLEY y WYNGAARDEN

- 114 -, EDWARDS y cols - 58 - la produccion de compuestos altamente

energéticos.

Las diferencias observadas en 1os nuclebsidos IMP y AMP

en relacién con los grupos a los que se administra oxfgend Yy alopurinol

fficil si bien creemos Qqué deben inscribirse

ofrecen una explicacidn d

uilibrio previamente expuesto. El

en el contexto de reqgulacidn y €q
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hecho de que los niveles de AMP e IMP sean significativamente mas

elevados en el grupo al que se administra alopurinol puede explicarse

sin embargo a nuestro juicio a partir de la hipdtesis antes resefiada

ya que dicho compuesto potencia la via de recuperacidon de nuclebtidos

purinicos.

Algunos de los datos bioquimicos discutidos se relacionaran
posteriormente con la morfologia y morfcmetria eritrocitica con las
que en nuestra opinidn y en la de otros autores pueden hallarse estre-

chamente relacionados ( BIRCHMEIER y SINGER - 27 -, SHEETZ - 183 - ).

Una vez discutidos 1los datos bioquimicns mas relevantes
es hora de evaluar los distintos caracteres morfoldgicos y morfométricos
que en relacidon con los primeros permitan una interpretacion de 1la
biologia celular eritrocitica en al hipoxemia arterial sistémica

cronica de los pacientes con OCFA.

En relacion con los tipos eritrocitarios cabe destacar

que desde los trabajos iniciales de BESSIS - 17 -, - 18 -, con Micros-

copia Electrdnica de Barrido el interés fundamental ha radicado basica-

mente en el analisis e interpretacion de 1las distintas variedades

morfoestructurales sin que dichos estudios 1levaran a cabo, en general,

una evaluacidn porcentual en los distintos procesos hematoldgicos.




En este sentido en Tos Gltimos afos ha comenzado a investi-
garse no sblo la tipologia eritrocitica sino la cuantificacién de
dichos tipos y la ‘nterpretacidn poblacional que ello supone ( BUNYARAT-
VEJ y cols - 38 -, ZIPURSKY y cols - 214 -, MACIAS - 130 -, MACIAS
y cols - 131 -, GARCIA y cols - 81 - ).

Fn nuestro trabajo un dato que a este respecto es sumamente
destacable 1o constituye la significativa diferencia estadistica,
en los tres grupos estudiados, de la distribucidn porcentual de los

distintos elementos formes.

Resulta evidente por tanto que el mero analisis y recuento
del sistema eritrocitario nos permitiria llevar a cabo una evaluacidn
del proceso hipdxico. ¢ Cial es la interpretacidn bioldgica que Justi-

fica la existencia de unos u otros tipos eritrociticos ?.

La respuesta no es obviamente facil si bien estadisticamente
nuestros resultados reflejan asimismo diferencias muy significativas
entre los distintos grupos a nivel fundamentalmente de los discocitos,
estomatocitos y esferoestomatocitos. En menor medida dichas diferencias

se aprecian en lo que respecta a los esquizocitos y esferocitos.

Con caracter singular debe destacarse a nuestro Jjuicio

que los estomatocitos constituyen un elemento indicador de la situacidn

basal sin oxigeno y que Su disminucidn resulta ser sumamente signifi-
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cativa en los grupos sometidos a tratamiento tanto con oxigeno como
con alopurinol entre los cuales no existen, por lo que respecta a
esta variedad eritrocitica, diferencias significativas. Dicha accibn
terapeltica, como se desprende de nuestros datos, se lleva a cabo
a expensas de una transformacidbn de estos elementos en discocitos

ortotipicos. Estos datos deben relaciorarse con las variaciones del

volumen corpuscular medio que discutimos en un apartado precedente,

La interpretacidn citofisiolégica de estas variaciones
s6lo serd posible analizando los distintos factores que influyen

sobre 1a morfologia de las diferentes variedades eritrocfticas.

DARDANO y KIMZEY indican a este respecto que la forma eritro-
citica constituye el indicador bésico que expresa la relacion homeos-

tisica entre la estructura eritrocitaria y los micromedioambientes

intracelular y extracelular - 47 -.

En este sentido, como es clasicamente reconocido, el discocito
constituye la variedad morfoldgica circulante que posee las propiedades
biomecanicas mas fluidas para adaptarse a la dindmica circulatoria

( BARNHART y conls - 12 - ). Se conforma en efecto como una estructura

estable que proporciona el miximo area posible para su volumen, corres-

pondiendose, ademés, con el tipo eritrocitico de menor carga electrds-

tatica. BARNHART y cols = 9 -, - 10 -, han demostrado que estas carac-

tef‘isticas les otorgan una deformabilidad Optima que les permite




su circulacidn por Organos de arquitectuta tan reticular como el

bazo.

Las restantes formas eritrociticas poseen, en general,
una menor deformabilidad, por 1o que es en esta propiedad donc-le radica
la diferencia substancial del discocito con las demads variedades
morfolbgicas. A pesar de que resulta obvio que de esta rigidez o
pérdida de deformabilidad han de derivarse consecuencias patolbgicas
importantes, se dispone de escasa informacion acerca de las bases
bioquimicas que Jjustifiquen dicha alteracidn. Las variaciones metodo-
16gicas preouestas por BULL y BRAILSFORD - 36 - y WHITE - 205 - hen
de aportar hallazgos notables en este campo con la Microscopia Electrd-

nica de Barrido.

Desde los trabajos clésicos de PONDER - 159 -, en este
sentido, se conoce que la adopcidbn de wuna determinada forma por un
elemento eritrocitico es debida, en gran medida, a modificaciones
en la estructura de la membrana celular. E1 descubrimiento posterior

por DEUTICKE - 5Z - de que ciertas drogas - p. €. clorpromazina -

originan traisformaciones estomateciticas y equinociticas en relacibn

con variaciones en la distribucion espacial molecular y de cargas

eléctricas de 1la membrana de los eritrocitos confirma la 4dea antes

expuesta. Por otra parte se ha puesto de relieve 12 importancia de

la organizacidn en monocapas o bicapas arcpiadas para explicar los

cambios de forma debidos a interacciones quimicas y/o eléctricas




( EVANS - 62 -, SHEETZ y SINGER - 184 - i

Un abordaje sumamente atrayente en este contexto es el
realizado por BECK - 13 - mediante una aproximacién geométrica a
los datos obtenidos a través de 1la Microscopia Electrdnica de Barrido
considerando, como hemos indicado, que modificaciones en las monocapas
de la membrana permiten interpretar los cambios de forma celulares.
Calcula por ejemplo que en un discocito de 138 ;mz y 8 pm de didmetro

la diferencia de &rea de las dos monocapas de al membrana serfa del

0.41 ymz. La existencia de cambios tan pequefios como del orden de

+ 0.01 & - 0.02 pmz en al superficie de dichas monocapas harfa que
oscilaramos entre un esferocito o un estomatocito. De este modo se
podria originar 1a transformacion de discocito en esferocito mediante
la mera insercidn de sustancias catidnicas en la monocapa mis interna.
Conviene no obstante sefialar que la extrapolacién de estos resultados
desde modelos tedricos y experimentales a la complejidad de los seres

vivos suscita amplias controversias.

La transformacidn discocito-estomatocito puesta de relieve
en diversas situaciones patoldgicas ( WEED y BESSIS - 202 -, MACIAS
- 130 - ) y fundamentalmente a nuestro juicio en la biologia eritro-

citica de las tres situaciones estudiadas creemos debe interpretarse

desde las bases arriba expuestas.

En cualquier caso el estudio de 1a Estomatocitosis Hereditaria




estd abriend. importantes caminos acerca de una mejor interpretacién

de la morfologfa estomatocitica. En este sentido WILEY y cols - 207 -

- 208 -, han podido demostrar que las variaciones en la concentracidn
da las bombas de cationes de la membrana eritrocitica permiten explicar
el incremo-to de ADP, 1la baja concentracién de 2-3 difosfoglicerato,
el aumerto del contenido 1ipidico de al membrana y la mayor afinidad

por el oxfgeno que se presentan en este sindrome.

Si como hemos tenido ocasibn de sefalar previamente modifica-
ciones catibnicas y lipidicas pueden generar variaciones morfolbgicas
( BECK - 13 - ) y si, por otra parte, la hipoxemia puede generar
trastornos en la carga energética del hematie ( nuclebtidos purinicos,
2-3 difosfoglicerato, ... ) ( YOSHINO y cols - 212 -,LOPEZ - 128 -,
BELLINGHAM y GRIMES - 14 - ), no debe resultar sorprendente que en
la situacidn sin oxigeno, que requiere especial afinidad por el mismo
por parte de los hematies, la transformacion estomatocitica sea signifi-

cativa y revierta con la oxigenoterapia y con el alopurinol.

Un dato gue no debemos olvidar en relacion con la morfologfa
eritrocitica es la influencia que, como hemos expuesto con anterio-

ridad , poseen ciertas drogas en la génesis de la misma ( WEED y

BESSIS - 202 -, SCHRIER y JUNGER - 181 -, LIEBER y cols - 126 -,

GREEMWALT y cols - 89 -, GIGLIO y BOZZINI - 8 -, IGISU ¥ MAWATARI

- 103 - ). Hemos de sefalar que dichas drogas no han sido utilizadas

en nuestro estudio.




La morfometria de las células eritrociticas ha sido investi-
gada por VOMEL - 198 - en relacion con la morfologia celular caracte-

rizando a los elementos con diametro menor de 7 micras como 105 mas

viejos del sistema.

LEBLOND y SHOUCRI - 123 - establecen, por otra parte que

el didmetro promedio de los hematies oscila en torno a 7.49 micras.

Al igual que GARCIA y cols - 81 - y MACIAS - 130 - en nuestro
laboratorio los diametros promedio que obtenemos en nuestro material
no alcanzan dichas cifras. Las mediciones obtenidas en nuestro caso
deben interpretarse en relacion con el sistema de punto critico utili-
sado en la metodologia. Si como han demostrado COHEN - 43 -, COHEN
y cols - 44 -, BOYDE - 29 -y DEBAULT - 49 - existe retraccibn de
las muestras bioldgicas con este método la utilizacidn sistematica
del mismo debe permitir el establecimiento de imagenes, estructuras
y diametros equivalentes que en el sentir de LEBLOND y SHOUCRI - 123 -

justificarian cualquier estudio en este campo.

Nuestros resultados en 1o que a la morfometria atafie no

ofrecen diferencias significativas entre los tres grupos a excepcidn

de los referentes a 10s esquizociL.. Ccuya interpretacion debido a

sy escaso numero no resulta relevante. Si constituye un motivo de

especial interés por el contrario la correlacidn existente entre

los diametros de distintas variedades eritrociticas tales como los




discocitos y estomatocitos con los resultados hematimétricos - nGmero

de hematfes, hematocrito, volumen corpuscular medio, hemoglobina

corpuscular media,... - y con los niveles de los nuclebtidcs intraeri-
trocitarios - ATP, ADP, AMP e IMP - 1o qv2 en O1tima instancia refuerza
la argumentacidn previamente expuesta que relaciona la forma y didmetro
celulares con 1los requerimientos energéticos eritrociticos y con

Su expresibn analitica.

La identificacidn morfoestructural con Microscopia Electrénica
de Barrido asociada a la investigacién bioquimica eritrocitaria en
distintos procesos clinicos y experimentales deberd permitir a nuestro
Jjuicio, en el futuro, una mejor ccmprensidn de algunos de los interro-

gantes suscitados en la presente discusibn.




CONCLUSIONES




1.- La utilizacidn conjunta de 1la Microscopfa Electrdnica
de Barrido ( M.E.B. ) para la determinacibn de la tipologfa y morfo-
metrfa eritrocitica y de la Cromatografia Lfiquida de Alta Resolucidn
( H.P.L.C. ) para la determinacién de la bioquimica intraeritrocitaria
permite evaluar, al establecer indicadores estructurales y metabdlicos,
la biologia y biopatologia del sistema eritrocitico en los pacientes

con Obstruccidn Crénica al Flujo Aéreo ( 0.C.F.A. ) generando escasos

resultados artefactuales.

2.- E1 estudio del metabolismo purinico en las tres situa-

ciones analizadas en los pacientes con 0.C.F.A. - grupo sin oxfgeno,

grupo con oxfgeno, grupo con alopurinol - pone de relieve la existencia

e uratos

de diferencias significativas en la concentracién sérica d




s1 bien a nivel de los metaboli’os previos - hipoxantina, xantina -

s6lo se han objetivado diferencias significativas cuandc se administra
alopurinol con independencia de la administracidn de oxigeno. Los
niveles de uricemia, en cualquier caso, no son homogéreos en las
tres situaciones estudiadas. La variabilidad establecida debe relacio-
narse con la influencia que sobre los mecanismos reguladores de 1la
via de los metabolitos purinicos poseen las dos variedades terapeiuticas

utilizadas.

3.- El estudio de los nuclebtidos intraeritrociticos en
las tres situaciones analizadas en los pacientes con 0.C.F.A. - grupo
sin oxigeno, grupo con oxigeno, grupo con alopurinol - permite esta-
blecer que no existen diferencias significativas en los niveles intra-
eritrocit.arios de ATP 1o que, independientemente de 1las variaciones
observadas en el metabolito purinico final, debe relacionarse en
las tres situaciones estudiadas con los mecanismos que regulan la
sintesis y degradacion del ATP. La existencia de variaciones signifi-
cativas en los niveles de AMP e IMP entre los grupos a los que se

administra oxigeno 0 alopurinol pone de relieve la singularidad que

sobre el sistema de regulacion energética ejercen ambas situaciones

terapedticas.

4.- E1 estudio con M.E.B. de la citologia eritrocitica

en las tres situaciones analizadas en 10s pacientes con 0.C.F.A.

T I




= grupo sin oxigeno, grupo con oxfgeno, grupo con alopurino) - permite
establecer una distribucidn, estadisticamente significativa, de 1o
distintos elementos eritrocitarios entre cada una de dichas situaciones.
Las diferencias fundamentales atafien a los discocitos, estomatocttos
y esferoestomatocitos y en menor grado a los esquizocitos y esferocitos.
El estudio morfométrico de 1los elementos eritrociticos no revela,
por el contrario, diferencias significativas en las tres situaciones

estudiadas.

5.- E1 estudio con M.E.B. de la citologia eritrocitica
en las tres situaciones analizadas en los pacientes con 0.C.F.A.
- grupo sin oxigeno, grupo con oxigeno, grupo con alopurinol - permite
establecer que el estomatocito constituye el indicador eritrocitico
de la situacidn sin oxigeno. Dicho elemento disminuye significativamente
con las dos variedades terapelticas aplicadas sin que exista diferencia
en la reducccidén originada & partir de la administracion de oxigeno
o de alopurinol. La transformacidn estomatocito-discocito puede postu-
larse, basicamente, como eje de 1la accion de ambas variedades tera-

peiticas y evaluarse hematimétricamente mediante las variaciones
del volumen corpuscular medio que ofrece diferencias significativas

en nuestro estudio entre el grupo sin oxfgeno y los grupos sometidos

a tratamiento.

6.- E1 estudio de 12 hematimetria, de los nucledtidos puri-




nicos intraeritrocitarios con H.P.L.C. y de 1la citologia eritrocitica

con M.E.B. en las tres situaciones analizadas en los pacientes con
0.C.F.A. - grupo sin oxigeno, grupo con oxigeno, grupo con alopurinol -
permite postular una correlacién directa entre el didmetro celular
de los discocitos y estomatocitos fundamentalmente con los niveles
de ATP y ADP intraeritrocfticos Yy con diversos findices hematimétricos.
Dicha correlacion debe inscribirse en 1la biopatologia eritrocitaria

de la Hipoxemia Arterial Sistémica Crbnica de los pacientes con

0.C.F.A..

7.- E) estudio conjunto hematimétrico, de los metabolitos
purinicos, de 1los nuclebtidos intraeritrocitarios con H.P.L.C. y
de la morfologfa y morfometria eritrocitica con M.E.B. pueden contri-
buir, desde las conclusiones antes expuestas, a la evaluacibn del
diagnbstico, prondstico y tratamiento de 1a Hipoxemia Arterial Sistémica

Crdénica en la Obstruccidn Crdnica al Flujo Aéreo.
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