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RESUMEN

Antecedentes experimentales y evidencias clinicas han permitido
observar que pacientes que padecen de anemia por deficiencia de hierro
pueden presentar recuentos plaquetarios elevados posiblemente por un
efecto compensatorio de la eritropoyetina. Durante el afilo de 1996 el
grupo del doctor Akins, mostré que ciertos pacientes que cursan con
anemia ferropénica y trombocitosis simultanea, sin antecedentes de
enfermedad arteriosclerética o dislipidemias, pueden desarrollar trombos
en vasos sanguineos, lo que aumenta el riesgo de desarrollar una
trombosis arterial y por consiguiente un accidente cerebro-vascular.
Basandonos en las revisiones bibliograficas nuestro estudio pretende
investigar los niveles de eritropoyetina en  pacientes con anemia
ferropénica para conocer si existe una relacién directa entre los niveles de
la hormona y el desarrollo de trombocitosis reactiva, asi como evaluar las
posibles alteraciones funcionales en las plaquetas presentes en los

pacientes incluidos en el estudio.

Los datos experimentales mostraron una relacion directa entre los niveles
de eritropoyetina y recuentos plaquetarios. Los niveles de TIBC vy

sideremia confirmaron los criterios de inclusién de la poblacion que acoge
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pacientes con diagnostico presuntivo de anemia ferropénica; se observo

alteraciones en la agregacion con epinefrina en dos pacientes del estudio.

Ademas se observa que nuestra poblacion (32 individuos) presenta
recuentos plaquetarios elevados posiblemente como consecuencia del
aumento fisiolégico de la eritropoyetina. Adicionalmente la trombocitosis
con anemia ferropénica que presentan nuestros pacientes revelan que no
hay factores de riesgo protromboticos sino mas bien alteraciones en la
agregacion plaquetaria lo que podria conducir a procesos hemorragicos a

pesar de los recuentos elevados
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1. INTRODUCCION

La anemia ferropénica es una patologia de alta incidencia a nivel mundial
que afecta principalmente a la poblacion infantil como consecuencia de
una nutricion deficiente durante el periodo de crecimiento; también se
presenta en la poblacion adulta a causa de hemorragias cronicas,
neoplasias, déficit dietario y aumento de la demanda durante el
embarazo. El establecimiento de esta patologia se da como resultado de
tres etapas consecuentes, siendo estas: Deplecion Inicial de Depdsitos de
Hierro, Eritropoyesis Ineficiente y Anemia Ferropénica Establecida.

(Gualandro, S. 2000; Oski, F. 1993; Andrews, N. 1999; Freire, W. 1998)

Estudios clinicos muestran que ademas de las alteraciones que se
presentan en la morfologia eritrocitaria, los pacientes que cursan con
anemia ferropénica pueden mostrar compromiso de los recuentos
plaguetarios que se pueden incrementar hasta 1°000.000/mm3, generando
una trombocitosis reactiva; en donde la eritropoyetina parece que juega
un papel importante en su etiologa. Este incremento de plaquetas ha
permitido observar que algunos pacientes puede desarrollar procesos
tromboticos teniendo solo de base la anemia ferropénica y trombocitosis
sin ninguna otra patologia asociada. Akins y colaboradores asi como
Seibert y su grupo presentan casos clinicos en donde mujeres sin

presencia de ateromas, que cursan con anemia por deficiencia de hierro y
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trombocitosis simultdneamente, desarrollan trombos en la arteria carétida.
(Cook, J. y cols, 1987. Borelli, G. y cols. 2001. Oyarzabal y cols. 1995,
Karpatkin, S. y cols. 1974, Fiedberg, N. y cols. 1988, Akan, H. y cols.2000;

Akins, P. y cols. 1996; Seibert, CE. 1975).

Con base en las revisiones acerca de este tema, nuestro estudio pretende
evaluar los niveles de eritropoyetina y actividad plaquetaria en pacientes
que cursan con anemia ferropénica y trombocitosis. Ya que la
eritropoyetina esta posiblemente implicada en los cambios que se
presentan en los recuentos plaquetarios; de igual manera el estudio de
actividad plaquetaria nos permite observar cualitativamente la

funcionalidad de estas células.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades

La anemia es un sindrome producido por varias causas que no solo
afectan a personas de escasos recursos como consecuencia de las
parasitosis y del estado nutricional, sino que también puede afectar
estratos econdémicos altos y compromete a todo tipo de edades. La
presencia del sindrome anémico suele ser tratado con diferentes
medicamentos dependiendo su etiologia (sulfato ferroso, vitamina B12 y/o
acido félico), que en algunos casos no permite encontrar la causa de la
enfermedad. El estado anémico corresponde a la disminucion de la
concentracion de hemoglobina en sangre y la masa eritrocitaria por lo cual
el transporte de oxigeno a los tejidos se ve afectado; este puede ser
originado por alguna patologia de base que puede ser debida a diferentes
causas; la mas comun es la anemia por deficiencia de hierro siendo muy
frecuente a nivel mundial afectando a millones de personas en el mundo.
Las anemias clinicamente pueden ser clasificadas de acuerdo a:

(Tabla 1) (Villanueva, J. 2000, Gualandro, S. 2000)

1. Morfologia eritrocitaria:
? Microciticas e hipocromicas: caracterizadas por un VCM<80f,

HCM <28 pgy CHCM <31g/dl.
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? Macrociticas, normocrémicas o hipocrémicas caracterizadas por
un VCM>100fl, HCM >32 pg y un CHCM >36g/dI.

? Normociticas, normocromicas: caracterizada por un VCM de 80
a 99 fl, HCM de 28 a 32 pg y un CHCM de 31 a 36g/dl.

(Villanueva, J. 2001; Wintrobe. 1994)

2. Etiologia:

? Eritropoyesis ineficiente: Aplasia medular la cual puede ser
adquirida (accién de agentes fisicos) o congénita (Anemia de
Fanconi)

? Carenciales: En este grupo se encuentran la anemia
ferropénica y las causadas por deficiencia de vitamina B12 y
Folatos.

? Hemoliticas: En este grupo de anemias encontramos anemias
intracorpusculares como las talasemias y hemoglobinopatias y
extracorpusculares como las causadas por anticuerpos,
parasitos y medicamentos. (Villanueva, J. 2001; Wintrobe.

1994)

3. Presentacion de sintomas:
? En las anemias cronicas se observa que el desarrollo de la
enfermedad se desencadena de una forma progresiva, lo cual
permite que el paciente que presente este tipo de anemia se

adapte a tal condicion. Esta situacibn se manifiesta en las
24



anemias carenciales como lo son la anemia por deficiencia de
hierro o la anemia por deficiencia de acido folico y vitamina B12.
? Las anemias agudas se presentan en aquellos pacientes que
desencadenan procesos hemorragicos a corto plazo
(normociticas normocromicas), en donde la presentacion de los
sintomas aparecen rapidamente. (Villanueva, J. 2001; Wintrobe.

1994)

Para el diagndstico de las anemias es Uutil la implementacién de ciertas
pruebas especiales que son realizadas de acuerdo a la sintomatologia del
paciente y a la interconsulta clinica. En las anemias carenciales es Uutil la
realizacion de un perfil de hierro, cuantificar vitamina B12 y acido fdlico,
determinar la concentracién de receptores de transferrina, determinar la
cantidad hemoglobina reticulocitaria y el hemograma convencional en el
cual podemos estudiar varios parametros que nos pueden ayudar a
determinar el estado anémico; en las anemias hemoliticas lo basico es la
realizacion de una prueba de Coombs y un hemograma y en las anemias
por falta de produccién un estudio de médula 6sea es lo indicado.

(McKenzie, 2000; Abramson, S. 1999; Gualandro, S. 2000)
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2.2 Metabolismo del Hierro

El hierro es requerido para realizar importantes funciones bioquimicas en
todas las células del organismo. El adulto normal necesita un aporte de
35 a 45 mg de hierro por kilogramo de peso corporal, aunque las mujeres
de 15 a 45 afios Yy los nifios en edad de crecimiento, necesitan mayores
cantidades de hierro para su desarrollo. (Andrews, N. 1999; Frewin, R.

1997; Oski, F. 1993).

El contenido del hierro corporal puede ser de origen endogeno
(destruccion fisiolégica de eritrocitos) o exogeno (dieta). El hierro dietario
(fuente exdgena) puede encontrarse en estado férrico o ferroso; este
ultimo es absorbido directamente por los enterocitos duodenales, mientras
qgue el hierro en estado férrico es reducido a su estado ferroso por la
accion del acido clorhidrico asi como por enzimas ferrirreductasas,
presentes en el borde apical de las células epiteliales del intestino
(duodeno y yeyuno proximal) para facilitar su absorcién; una vez el hierro
se ha absorbido por transporte pasivo (ingesta elevada de hierro) o
difusion facilitada (ingesta baja de hierro), atraviesa la célula enterocitica
ayudado por una proteina transportadora de iones denominada DMT1

(Figura 1).
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Figura 1. Absorcién intestinal de hierro. El hierro en el proceso de absorcién intestinal
atraviesa las células epiteliales con la ayuda de una poteina transportadora de iones
denominada DMT1.

Luego de atravesar el enterocito el hierro pasa a circulacién porta donde
es transportado por la transferrina plasmatica para ser llevado a las
células que lo requieran. Una vez el complejo transferrina-hierro llega a
las células blanco, se une a los receptores de transferrina que se
encuentran en la superficie celular, formando un complejo que es
internalizado a la célula por un proceso de invaginacibn membranal que
resulta en la formacion de un endosoma; luego este endosoma es
sometido a una descarga de [H'] lo que permite una drastica disminucion

del pH que conduce al cambio conformacional de la transferrina,
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permitiendo la liberacién del hierro, el cual pasa al citoplasma de la célula
blanco con la ayuda de otro transportador tipo DMT1; la transferrina junto
con su receptor regresan a la superficie celular para su reutilizacion,
mientras que el hierro se desplaza hacia la mitocondria para conformar la
molécula de hemoglobina en los eritroblastos, la mioglobina en las fibras
musculares y citocromos en otras células (Figura 2), o es almacenado en
la células parénquimales del higado y el bazo. (Andrews, N.1999; Roy, C.

2000; Frewin, R. 1997).

Figura 2. Rofeocitosis. Proceso de internalizacion del hierro a las células, se realiza por
la accion de receptores de transferrina en la superficie celular, que se endocitan con el
hierro y lo llevan hasta el compartimiento mitocondrial.
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Ademas del origen exdgeno, el hierro también se puede adquirir de
reservas tisulares presentes en higado, bazo y médula ésea y de la
degradacion de la hemoglobina contenida en los eritrocitos seniles en el
sistema reticuloendotelial o que permite la reutilizacion y redistribuciéon

del hierro en los diferentes compartimentos (Figura 3). (Andrews, N. 1999;

Roy, C. 2000).

Dietary iron
Drusockarum —_—
[average, 1-2 mg | A

par day)
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i ——— ranEfErrin Ie':_ = [
) i3m S |
: fedst
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{rryoglabink Circulating +
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TR themoglobini s..
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¥
T &‘1
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1 macrophages
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DS cpudrmanion
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Ihwragu-. 1=2 mg per d:l'l,rl-l

A

Iron loss

Figura 3. Localizacién del hierro en el aganismo. El hierro es distribuido a las fibras
musculares para la formaciéon de la mioglobina, a médula ésea para la maduracion
celular eritroide y el higado donde es mantenido como depdsito. Se presentan pérdidas

fisioldgicas de hierro (1-2 mg) por descamacioén de las células mucosas y de la piel y por
la menstruacion.
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2.3 AnemiaFerropénica

La deficiencia de hierro ocurre como resultado del déficit en la ingestidon
de hierro, absorcién defectuosa o aumento de la demanda, lo que puede
ocasionar una patologia establecida y denominada como Anemia
Ferropénica, la cual se caracteriza por células pequefas (microciticas) y
con un contenido de hemoglobina bajo (hipocrémicas). (Frewin, R. 1997;

Beutler, E. 1988).

La deficiencia de hierro puede producirse por varias causas como el
aumento en la pérdida de sangre (menstruaciones abundantes, sangrado
digestivo) aumento de la demanda fisiol6gica (embarazo, lactancia y
crecimiento), disminucion en la absorcién intestinal (diarreas,
enfermedades digestivas y cirugias gastrointestinales) y alimentacion

deficiente. (Frewin, R. 1997).

La deficiencia de hierro se presenta gradualmente, reconociéndose tres

fases:

1. Deplecion Inicial de Depdsitos de Hierro.

2. Eritropoyesis Ineficiente.

3. Anemia Ferropénica Establecida. (Figura 4).
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CAMBIOS
EN LOS
ANALISIS

ESTADIOS DEL HIERRO

NIVELES ALTOS
NORMAL FASE 1 FASE 2 FASE 3

NIVELES MEDIOS | — Q
NIVELES BAJOS [ """ \

1 MES 3 MESES 6 MESES
Hemoglobina ? 12.8-16.8 g/dI <12.8 g/dl <12.8 g/dl <12.8 g/dl
Hemoglobina ? 11.7-15.3 g/dI <11.7 g/di <11.7 g/dl <11.7 g/dI
Ferritina 22-203 ug/L <22ug/L <22ug/L <22ug/L
TIBC 0.3-1.8 >1.8 >2.2 >2.8
sTIR 1.15-2.75 mg/L >2.75 mg/L >2.75 mg/L >3.6mg/LG

Figura 4. Etapas en la deficiencia de hierro. En la primera fase se disminuyen los
parametros hematicos como la hemoglobina y el hematocrito. En la segunda fase se
observa agotamiento en los depdésitos de herro y disminucion tanto en la ferritina como
del hierro sérico, provocando el aumento tanto del TIBC como del receptor soluble de

transferrina (sTfR). En la Ultima etapa se establece

la anemia encontrandose

alteraciones severas en los parametros anteriormente descritos. (Oski, F. 1993,

Suominen, P. 1998)
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2.3.1 Sintomatologia de la Anemia Ferropénica

La anemia por deficiencia de hierro es una patologia de alta prevalencia
alrededor del mundo siendo la poblacion mas comprometida los nifios con
antecedentes de nacimiento prematuro, adolescentes, mujeres en edad
reproductiva, ancianos, mujeres embarazadas y vegetarianos. (Szarfac,

S. 1997; Frewin, R.1997).

En la anemia por deficiencia de hierro se presentan diferentes
alteraciones a nivel sistémico que no son concretos para una sola

enfermedad, entre estos encontramos:

Manifestaciones generales:

? Cansancio

Manifestaciones cardio-circulatorias:
? Palpitaciones
? Fatiga tras esfuerzos
? Tension baja

? Inflamaciéon de los tobillos

Manifestaciones neurolégicas:
? Cefalea
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? Vértigo
? Somnolencia, confusion, irritabilidad

? Tinitus

Manifestaciones ginecoldgicas:

? Alteraciones menstruales

Manifestaciones en la piel:
? Palidez mucocutanea
? Alopecia
? Coiloniquia

(Frewin, R. 1997, Oski, F. 1993).

2.3.2 Diagnoéstico por Laboratorio de Anemia Ferropénica:

El diagndstico de una anemia y su etiologia se realiza con la ayuda de la
historia clinica y algunos examenes basicos de laboratorio como el
hemograma. En éste puede observarse disminucion en los valores de la
hemoglobina (<11.7 g/dl en mujeres, <12.8 g/dl en hombres y en mujeres
embarazadas <11.0 g/dl) el hematocrito y el recuento de glébulos rojos.
Adicional al hemograma, se pueden realizar pruebas complementarias
como recuentos de reticulocitos, recuentos de plaquetas, donde se puede
observar que algunos pacientes presentan recuentos elevados de estas

Ultimas, ferritina disminuida en estadios avanzados ya que el organismo
21



toma las reservas de hierro cuando se presenta su deficiencia para seguir
realizando la eritropoyesis, transferrina, indices hematicos secundarios,
como el VCM, CHCM y HCM se encuentran disminuidos reflejando
microcitosis e hipocromia. Adicional a estos examenes se pueden realizar
otros estudios mas especificos como la cuantificacion de protoporfirina
libre eritrocitaria la cual esta aumentada ya que su sintesis continda en los
precursores eritroides; la cuantificacion de receptores solubles de
transferrina que se encuentran elevados a partir del segundo estadio del
proceso de deplecion de hierro, siendo el primer indicador de la
eritropoyesis ineficiente por la deficiencia de hierro y la hemoglobina
reticulocitaria que es también un indicador temprano de eritropoyesis
restringida por hierro. (Frewin, R. 1997, Beutler, E. 1988, Suominen, P.

1998, Brugnara, C. 1999).

En el frotis de sangre periférica, es importante resaltar que al comienzo de
la anemia por deficiencia de hierro, los niveles de hematocrito y
hemoglobina disminuyen antes de presentarse manifestaciones
morfologicas en los eritrocitos, por lo cual se encuentra una anemia
normocitica; cuando la deficiencia de hierro es mas avanzada se observa

microcitosis e hipocromia. (Figura 5) (Villanueva, V. 2001).
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Figura 5. Anemia por deficiencia de
hierro. Frotis de sangre periférica. Se
observa microcitosis, hipocromia y
poiquilocitosis (células de diferentes
formas como ovalocitos,
estomatocitos, eliptocotos).

2.4  Eritropoyetina:

La eritropoyetina (EPO) es una hormona glucoproteica, encargada de la
estimulacion de la médula 6sea para desencadenar la proliferacion,
diferenciacion y sobrevivencia de los progenitores eritroides. Es producida
principalmente por las células intersticiales de la corteza renal, aunque en
la etapa prenatal es producida también por el higado, ademas se ha
encontrado que puede ser sintetizada, en pequefias cantidades por otros
organos como los pulmones, los testiculos, el bazo y el cerebro; y su
produccion esta regulada por la hipoxia tisular. (Lacombe, C. y cols. 1998,

Beguin, Y. 1999).
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2.4.1 Estructura Molecular

La eritropoyetina tiene un peso molecular aproximado de 34000 daltons,
esta compuesta por un 41% de hidratos de carbono, 11% de acido sialico
y 8% de N-acetilglucosamina. La eritropoyetina humana posee una
conformacion terciaria con estructura globular compuesta por cuatro alfa-
hélices dispuestas en posicion antiparalela con dos bucles de conexion
largos y uno corto; ademas posee cuatro cisteinas unidas entre si por
puentes disulfuro, (posicion 7-161 / 29-33) lo cual le permite mantener su

actividad bioldgica, ya que cuando estas uniones se oxidan se reduce la

actividad de la hormona. (Figura 6) (Krantz, S. 1991).

Figura 6. Estructura de la molécula de eritropoyetina (rosada) unido a su receptor
(verde).
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2.4.2 Sintesis

El gen de la eritropoyetina humana se encuentra localizado en el brazo
largo del cromosoma 7 (figura 7); existe como una sola copia en el ADN
gendmico de 5.4 kb, que contiene cuatro intrones y cinco exones para
formar un péptido de 193 aminoéacidos, de los cuales 27 aminoacidos
conforman una secuencia lider la cual es eliminada cuando ocurre la
secrecion hormonal, dejando un péptido de 166 aminoacidos con un peso

molecular de 18398 daltons. (Krantz. S, 1991).

(HIF-1a /HIF-1R)
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Figura 7. Estructura del gen de la eritropoyetina.

La produccién de la eritropoyetina esta regulada por la hipoxia, la cual
induce la transcripcion del gen por medio del aumento en el cCAMP de
las células renales, disminucién del calcio intracelular y estabilidad del
factor inducible de hipoxia (HIF-1) que favorece la formacion de la
hormona. Se ha propuesto que el “sensor’” que detecta la hipoxia y
desencadena el proceso de transcripcion del gen de eritropoyetina es

una proteina tipo “hem”, que cambia su conformacion dependiendo de
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la union al oxigeno. En condiciones de normoxia la proteina tipo “hem”
permite la oxidacion del HIF-1 para ser reconocida por la via
proteosomal y ser degradada. Mientras que en estado de hipoxia la
HIF-1la es estable y puede formar heterodimeros con la HIF-13 para
constituir la HIF-1, la cual es traslocada al nucleo para activar los
factores de transcripcion del gen de la eritropoyetina. (Figura 8).

(Lacombe, C. 1998; Krantz, S. 1991, Ebert, B. 1999).

HIF-16 HIF-1a

O, (Bajo)

—
p—— (g
E | ’HIEl ‘.h. ‘
i - ..
e »

l',.
'.,‘ PROTEINA

EEEER HEM

O, (Normal)

Proteasoma

Figura 8. Proceso de transcripcion del gen de la eritropoyetina en estado de hipoxia. En
condiciones de normoxia, la proteina hem mantiene su conformacion lo que permite que
el HIF-1a sea degradado por el proteosoma. En estado de hipoxia el HIF-1a es estable,
formando un complejo con HIF-1R, para formar HIF-1 que permite la transcripcion del
gen.
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2.4.3 Receptores de Eritropoyetinay Distribucion Celular

Existen alrededor de 1x103 receptores de eritropoyetina en células del
linaje eritroide empiezan su expresion en el estadio de UFC-E y van
aumentando a medida que evoluciona la célula, decreciendo
progresivamente al producirse la maduracion eritrocitaria. El receptor
eritropoyetico esta constituido por una cadena de 66 kDa que ke confiere
la unién con la superficie celular y presenta adicionalmente dos
moléculas, una de 85 kDa y otra de 100 kDa que le permite la unién de

la hormona. (Lacombe, C y cols,1998)

Existen receptores de alta y baja afinidad para la eritropoyetina; la
interaccion de la eritropoyetina con los receptores de alta afinidad son los
responsables del efecto biologico de la hormona frente a la hipoxia,
mientras que los receptores de baja afinidad pueden estar implicados en
el proceso de diferenciacion celular. Las Unicas células que presentan los
dos tipos de receptores son aquellas que tienen maduracion eritroide en
respuesta a la eritropoyetina. (Lacombe, C y cols, 1998, Beguin, Y.

1999.).
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2.4.4 Relacion de la Eritropoyetina con la Trombopoyesis

Estudios preliminares realizados con modelos animales han mostrado que
los megacariocitos y sus progenitores responden a la eritropoyetina,
aumentando los recuentos plaquetarios y la proliferacion celular. En
humanos la eritropoyetina promueve la formacion de colonias
megacariociticas, incrementando su tamafo, ploidia y nidmero asi como
procesos de maduracién citoplasmatica; esto se demostrd en estudios en
los que fue administrada eritropoyetina recombinante humana a pacientes
con enfermedad renal, en los cuales se observé que los recuentos
plaquetarios aumentaron significativamente. (Beguin, Y. 1999, Krantz, S.

1991)

Estos hallazgos experimentales, pueden ser consecuencia de
caracteristicas comunes entre la eritropoyetina y la trombopoyetina ya que
sus estructuras muestran secuencias homologas en el dominio N-terminal
de la trombopoyetina, donde se muestra que de un 22% a un 25% es
igual a la secuencia de amino&cidos de la eritropoyetina y tres de cuatro
de las cisteinas que presentan estas dos hormonas estan conservadas en
las moléculas. Por otro lado el receptor de la trombopoyetina (c-Mpl) y el
de la eritropoyetina, pertenecen a la familia de receptores
hematopoyéticos que tienen una homologia del 26%, ademas la

trombopoyetina y la eritropoyetina actian tanto en megacariopoyesis
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(estimulacién del crecimiento de CFU-Meg), como en la eritropoyesis
(generacion de UFC-E y UFB-E) en estudios realizados in vitro. También
se ha demostrado que la eritropoyetina estimula directamente la
megacariopoyesis porque los megacariocitos expresan sitios de alta
afinidad de wunién para la eritropoyetina, lo cual sugiere que la
eritropoyetina no solo afecta la produccion eritrocitaria, sino que
paralelamente actia en la formacion plaquetaria. (Beguin, Y. 1999;

Broundy, V.1997)

25 Trombopoyesis

2.5.1 Etapas de Desarrollo

Las células sanguineas se generan a partir de una célula pluripotencial
(Stem Cell) de la cual se desarrolla una unidad formadora de brotes
megacariociticos (BFU-MK) siendo la célula progenitora trombopoyética
mas primitiva de las plaquetas, la cual produce posteriormente numerosas
unidades formadoras de colonias megacariociticas (CUF-MK), las cuales
evolucionan a células progenitoras diferenciadas denominadas
megacariocitos, estas células sufren un proceso llamado endomitosis,
donde la replicacion del DNA se lleva a cabo en ausencia de citoquinesis
y carioquinesis. Sobre la endomitosis se han planteado varias hipotesis

como son: una fase continua S que no se detiene hasta la ploidia 2N, una
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sucesion de fases S, G1 y G2 sin entrar a la mitosis y una mitosis abortiva
sin division celular. En un estudio realizado por Vitrat y cols se comprobé
gue este proceso es debido a una mitosis abortiva, posiblemente por las
alteraciones en la regulacion de la salida de la fase mitdtca. La dltima
etapa en la formacion plaquetaria es la fragmentacion fisica de los
citoplasmas megacariociticos. La produccién plaquetaria esta regulada
por el nimero de megacariocitos producidos en médula 6sea, el tamafo
de los mismos y la trombopoyetina (Figura 9). (Vitrat. N y cols, 1998,

Gordon. My cols, 1992)

MEGACARIOPOYESIS o
Endomitosis

Maduracion Nuclear -

UFB-Mk UFC-Mk UFC-Mk

Maduracion Citoplasmatica

1

Fase I Fase I Fase Il
Megacarioblastos Promegacariocito Megacariocito Maduro

Figura 9. Proceso de Trombopoyesis 30




2.5.2 Factores Solubles Estimuladores de Crecimiento Plaguetario

La endomitosis megacariocitica es el Unico proceso biolégico en el que
se involucra la duplicacion del nucleo sin division celular, dando como
resultado la formacion de células de gran tamafio (megacarioblastos). Los
megacariocitos estan localizados cerca de la membrana sinusoidal dentro
de la médula 6sea; e inician la produccion plaquetaria con el desarrollo de
extensiones citoplasmética las cuales se fragmentan para generar las
plaquetas. En el proceso de formacién plaquetaria actian factores de
crecimiento hematopoyético que promueven la produccién plaquetaria,
como ciertas citocinas que sirven como factores de proliferacion y
amplificacion de la obtencién plaguetaria y un segundo grupo que actuan
como factores de maduracién interviniendo en las células mas
diferenciadas. Entre estos factores de crecimiento encontramos citocinas
como la interleucina 3 (IL-3), interleucina 6 (IL -6), interleucina 11 (IL-11)
(tabla 2), la trombopoyetina y la eritropoyetina que junto con algunas de
las citocinas anteriormente nombradas promueve la maduracion
megacariocitica determinada por el tamafio, el nimero y la ploidia en los
megacariocitos. La trombopoyetina es el mayor regulador de la
megacariopoyesis, ayudando a la proliferacion y diferenciacion de los
progenitores megacariociticos; esta hormona es el primer ligando
identificado que se une al receptor c-Mpl sobre la superficie
megacariocitica y plaquetaria. (George, J. 2000; Broudy, V. 1997,

Takatoku, M. 1997, Gordon, M. 1992.)
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INTERLEUCINA SITIO DE EFECTOS SOBRE PRINCIPAL
PRODUCCION FUNCION
IL-11 Estroma medular Megacariocitos Produccién de
plaguetas
IL-6 Linfocitos T Linfocitos B Estimula la UFC-
ayudadores Meg
IL-3 Linfocitos T Célula basal de la Estimulador multiple
médula de la formacién de
colonias.

Tabla 2. Citocinas involucradas en la trombopoyesis.

Entre las proteinas de membrana (CD) en la superficie de megacariocitos
y plaguetas las méas comunes son la CD-41 y la CD-61 que conforman la

glicoproteina Ilb /llla implicadas en el proceso de agregacion plaquetaria.

2.5.3 Evaluacién de la Actividad Plaquetaria en el Laboratorio

La funcionabilidad plaguetaria es evaluada por medio de una prueba de
laboratorio llamada Agregometria Plaquetaria, la cual mide la velocidad y
el grado en que las plaquetas dispersas en una muestra de plasma rico
en plaqguetas forman agregados plaquetarios después de la adicion de
sustancias que estimulan la agregacion (agonistas) como epinefrina,
ADP, colageno y ristocetina. Sobre los agonistas utilizados sobre esta

prueba Se conoce:
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? Epinefrina: Activa un proceso de contractibilidad citosolica que
permite la liberacion de calcio de reticulo endoplasmico, lo que
conduce a un aumento en la expresion de la glicoproteina llb/llla

para unir fibrinogeno. (Figura 10)

(Figura 10) Epinephrine
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Abnormal Response to 10 uM Epinephrine — aggregation < 60%

? ADP: Promueve la aglutinacién plaquetaria al unirse a receptores
especificos. La exposicion de las plaquetas a este agonista
permite la liberacion del contenido de los granulos e induce la
sintesis de tromboxano A-2, permite el cambio morfol6gico de una

estructura uniforme a una esfera espiculada y activa el receptor de

fibrinogeno produciendo la agregacion plaquetaria (Figura 11).
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(Figura 11) ADP
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? Colageno: Induce la liberacion de &cido araquidonico de las
plaquetas, el cual es convertido en endopéroxidos, que inician la
liberacibn de ADP. Algunos endoperéxidos se transforman en
tromboxano A-2, el cual es un potente activador de la agregacion

plaquetaria. (Figura 12)
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Ristocetina: Permite la aglutinacion de las plaquetas al promover la
expresion de la glicoproteina Ib en presencia del factor Von

Willebrand (Figura 13). (Rao, G y cols.1997; Jin, J y cols. 1998)

Fi 13 - -
gura Ristocetin

Normal Response

La prueba de Agregometria plaquetaria se basa en los cambios de

transmision optica de un plasma rico en plaquetas en presencia de

agonistas, ya que la densidad optica del plasma decrece a medida que se

va presentando la agregacion plaquetaria.
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2.6 Relacién entre Anemia Ferropénica, Trombocitosis y Riesgo

Protrombético

En estudios anteriores se ha demostrado que la anemia ferropénica
puede presentarse acompafada de recuentos plaquetarios elevados sin
tener una explicacién clara al respecto, en 1974 Karpatkin y cols
realizaron un estudio que pretendia demostrar el papel del hierro como
regulador en la trombopoyesis; utilizando animales de experimentacion,
distribuidos en cuatro grupos (1. sangrados crénicamente 2. sangrados
con reemplazamiento de hierro 3. con dieta deficiente de hierro 4.no
sangrados) encontrando que en el grupo 1y 3 se presento un aumento de
1.4 veces en el recuento plaquetario con respecto al valor normal,
concluyendo que tanto la deficiencia de hierro como el sangrado crénico
pueden alterar el recuento plaquetario; igualmente en el grupo 2 se
encontré un aumento en el recuento plaquetario de 2.5 veces lo cual
permitidé relacionar el reemplazamiento de hierro con un aumento en el

recuento de plaquetas. (Karpatkin, Sy cols. 1974).

En la anemia por deficiencia de hierro se presenta una trombocitosis
reactiva en ausencia de enfermedades  mieloproliferativas,
diferenciandose asi de la trombocitosis clonal que se presenta secundaria
a enfermedades neoplasicas. En la anemia por deficiencia de hierro los

recuentos plaquetarios se incrementan hasta 1°000.000/ mmg,
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posiblemente por efecto compensatorio de la eritropoyetina. (Friedberg, N

y cols. 1998; Akan, H y cols. 2000).

Investigaciones realizadas recientemente muestran que la eritropoyetina
interviene en la produccion plaquetaria ademas de la produccion y
maduracion de eritrocitos, lo cual es demostrado en los estudios
realizados por Beguin y cols en 1999 donde utilizaron ratas que recibian
diariamente diferentes dosis de eritropoyetina humana recombinante
segun el grupo; encontrando que las dosis altas de eritropoyetina inducen
cambios en los recuentos plaquetarios. Esto permitio concluir que los
megacariocitos poseen sitios de alta afinidad para la eritropoyetina,
siendo importante anotar que la eritropoyetina promueve el incremento
plaguetario por un aumento en la actividad hematopoyetica. (Beguin, Y y

cols, 1999)

El efecto de la eritropoyetina sobre la trombopoyesis se atribuye a tres
aspectos:

1) Homologia entre el dominio amino terminal de la trombopoyetina y la
eritropoyetina.

2) Precursor comun de los linajes eritroides y megacariociticos

3) Receptores de alta afinidad para la eritropoyetina en los megacariocitos

La trombopoyetina ha sido reconocida como una citocina importante en la

regulacion y diferenciacién de las células progenitoras megacariociticas,
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desencadenando mecanismos de fosforilacion de las proteinas
reguladoras de la diferenciacibn megacariocitica, especialmente de las
células que expresan receptor c-mpl. (Roojnuckarin, P y cols. 1999;
Friedberg, N y cols. 1998; Jilma, P y cols. 2000; Park, H y cols. 1997

Beguin, Y y cols. 1999).

Se cree que el mecanismo por el cual la eritropoyetina afecta los
recuentos plaquetarios durante la anemia ferropénica es por el aumento
compensatorio de dicha hormona como consecuencia de la anemia, lo
cual provoca una eritropoyesis mas activa que no solo conlleva al

aumento de los indices eritrocitarios sino ademas a un aumento en el
namero de plaquetas provocando asi la generacion de una trombocitosis

reactiva. (Figura 14)

ANEMIA FERROPENICA 1

| EPO TRATAMIENTO

TROMBOCITOSIS CORRECCION DE LA ANEMIA
| EPO

RECUENTO DE PLAQUETAS NORMAL

Figura 14. Mecanismo por el cual la eritropoyetina produce trombocitosis reactiva en la
anemia ferropénica.
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En reportes internacionales realizados sobre casos clinicos se ha
observado que la trombocitosis secundaria a anemia ferropénica puede
generar complicaciones como el taponamiento de pequefios vasos
sanguineos e incluso la formacién de trombos en la arteria carétida, cuya
generacion parece no corresponder al aumento en los recuentos
plaquetarios sino mas bien a una posible activacion y funcionamiento
anormal de las plaquetas. Estos trombos al parecer tienen una resolucion
sin complicaciones, al implementarse tratamiento correctivo de la anemia
ferropénica y anticoagulacion; aunque constituye un riesgo latente para

estos individuos. (Akins, P y cols. 1996).
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3. JUSTIFICACION

Investigaciones realizadas hace algunos afios muestran diferentes
factores que pueden generar anemia ferropénica y determinar la
incidencia de la enfermedad, utilizando como variables, la edad, el sexo, y
la regidbn de donde provienen los pacientes. Sin embargo no se han
relacionado las posibles consecuencias del aumento en los recuentos

plaquetarios en la anemia ferropénica y su etiologia.

En Colombia estudios realizados en 1997 muestran que
aproximadamente una tercera parte de la poblacién presenta anemia
ferropénica con un registro aproximado de 790 casos en ocho
departamentos a nivel nacional (anexos 1y 2). A pesar que en Colombia
las condiciones nutricionales no son las mejores y esta enfermedad es
frecuente, no existen datos actualizados sobre esta patologia ni
investigaciones al respecto. (Mora y Rodriguez, 1986, Ministerio de Salud,

1997)

Varios pacientes asisten a consulta externa refiriendo debilidad general,
adinamia, letargo y otros sintomas asociados con anemia; luego se les
realiza las pruebas de laboratorio correspondientes y sus hemogramas
generalmente revelan trombocitosis (con etiologia ain no muy clara) que
pueden alcanzar recuentos de 1°000.000/mm=3, parametros que tienden a

normalizarse cuando el paciente se somete a tratamiento; ademas existen
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reportes en la literatura internacional que presentan casos de individuos
con anemia ferropénica y trombocitosis y desarrollan trombos en la arteria
carétida interna sin causa conocida. Al respecto no existen estudios por lo
menos exploratorios, que revelen las posibles causas por las cuales un
individuo sin antecedentes de ateroesclerosis y solo con anemia y

recuentos elevados de plaquetas desarrollen tal complicacién.

Nuestro estudio pretende explorar la posible etiologia de la trombocitosis
reactiva asociada a anemia ferropénica con los niveles de eritropoyetina y
aportar un nuevo conocimiento acerca de la relacion que pueda existir
entre anemia ferropénica que cursan con trombocitosis y posibles
alteraciones en la actividad plaquetaria que contribuyan al desarrollo de
trombos no asociados con ateroesclerosis, por medio de la realizacion de
pruebas de ELISA para eritropoyetina y agregometria para evaluar la

funcién plaquetaria.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

Evaluar los niveles de eritropoyetina y actividad plaquetaria en pacientes

gue cursan con anemia ferropénica y trombaocitosis.

4.2 Objetivos Especificos:

? Determinar los parametros basicos de diagnostico de anemia
ferropénica: indices hematicos primarios y secundarios, sideremia y
TIBC.

? Cuantificar los niveles de eritropoyetina en individuos que
presentan trombocitosis asociada a anemia ferropénica.

? Relacionar las concentraciones de eritropoyetina con el desarrollo
de la trombocitosis en los individuos del estudio.

? Determinar la funcionabilidad plaquetaria por medio de la prueba
de agregometria en individuos que presentan trombocitosis
asociada a anemia ferropénica.

? Determinar los niveles de colesterol de baja densidad (LDL) como
factor de riesgo en el desarrollo de procesos protrombéticos en los

individuos del estudio.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de Estudio

Observacional, Descriptivo, Prospectivo. Estudio preliminar.

5.2 Hipotesis

Los pacientes con anemia por deficiencia de hierro presentan
trombocitosis reactiva debido a la accion de la eritropoyetina sobre el
linaje megacariocitico; este aumento en los recuentos plaquetarios
predispone a los pacientes con Anemia Ferropénica al desarrollo de

procesos protromboticos.

5.3 Poblacién de Referencia

Todos los pacientes con anemia ferropénica y trombocitosis.

5.4 Poblacién de Estudio

Los pacientes incluidos en este estudio asisten al Hospital Militar Central,
al area de hematologia especial, Pontificia Universidad Javeriana e
Instituto de Seguros Sociales PAIBA, donde fueron seleccionados segun

los siguientes criterios:
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Criterios de inclusion:

? Individuos mayores de 18 afios y menores de 55 afios, sin
distincién de sexo, estrato socio-econdémico o académico.

? Individuos que presenten anemia ferropénica presuntiva o
diagnosticada en el area de hematologia especial en algunas de
las instituciones mencionadas.

? Individuos que participen voluntariamente en el estudio,
accediendo a diligenciar un formato de consentimiento informado

(anexo 3).

Criterios de exclusion:
? Mujeres en lactancia o posparto.
? Individuos con enfermedades mieloproliferativas.
? Individuos transfundidos en los ultimos tres meses.
? Cirugias mayores.

? Individuos con antecedentes de ateromas o arterioesclerosis.

Se recolectaron un total de 32 muestras de pacientes con anemia
ferropénica y recuentos elevados de plaquetas y dos muestras control.
Los pacientes diligenciaron un formato de consentimiento, previa
autorizacion, y fueron registrados sus datos personales: nombre, edad,
namero de identificaciébn, numero telefénico, antecedentes clinicos y

tratamientos recibidos; con fines logisticos en la encuesta (ver anexo 4).



5.5 Métodos

Las muestras de sangre fueron tomadas por puncion venosa Yy

distribuidas en tres tubos de la siguiente manera:

NUMERO DE TUBO CONTENIDO FINALIDAD
5 ml de sangre con Sangre total para
TUBO 1
anticoagulante EDTA cuadro hematico
TUBO 2 5 ml de sangre con | Recoleccion de plasma

anticoagulante Citrato | rico en plaquetas para

de Sodio agregometria

Obtencion de suero
TUBO 3 10 ml de sangre sin para cuantificacion de
anticoagulante eritropoyetina,

sideremiay TIBC

Tabla 3. Distribucion de la recoleccion de muestras

Las muestras de sangre con EDTA vy citrato de sodio fueron procesadas el
mismo dia de la recoleccion y los sueros obtenidos se alicuotaron y
almacenaron a una temperatura de -70°C hasta el momento de su

procesamiento (Tabla 4.).
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5.5.1 Cuadro Hematico Automatizado:

La muestra recolectada en tubo con EDTA, fue utlizada para la
realizacion del cuadro hemético en un Coulter Microdiff 18 Series de
Coulter Corporation (equipo de tercera generacion), el cual utiliza la
impedancia eléctrica para realizar la lectura. En este estudio se tuvieron
en cuenta las siguientes variables: hematocrito, hemoglobina, recuento de
glébulos rojos, VCM, HCM, CHCM, recuento plaquetario y recuento de

glébulos blancos.

5.5.2 Frotis de Sangre Periférica (FSP):

A partir de la muestra recolectada en EDTA se realizdé un extendido de
sangre teflido con Wright (previa estandarizacion del colorante).
Observando en objetivo de alta resolucion el cuerpo del extendido y
analizandose la anisocitosis, poiquilocitosis, hipocromia, recuento
indirecto de plaquetas y diferencial de leucocitos; informacion que

reportada en un formato de FSP (anexo 5).

5.5.3 Sideremia:

Los sueros almacenados fueron descongelados para la realizacion de
esta prueba, utilizdndose un kit de Sera-Pak para hierro de Bayer

Corporation. Esta técnica se basa en el principio de la liberacion del hierro
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de su proteina transportadora (transferrina) a un pH de 4.8, permitiendo la
reduccion del hierro de un estado ferrico a ferroso en presencia de acido
ascorbico. Los iones ferrosos quelan con el ferene S provocando la
formacibn de un compuesto coloreado que puede ser determinado
colorimetricamente a 570 nm en un RA-50 Technicon Emes
(espectrofotometro), del cual obtuvimos una absorbancia que es

directamente proporcional a la concentracion de la sustancia analizada

(Tabla 5)
SIDEREMIA
Blanco Blanco
de Patréon de Muestra
Reactivo Muestra
Agua Destilada Muestra
Tampon + Acido Tampon + Acido
Ascorbico Ascorbico
Ferene-S
Patréon Muestra
Ferene-S Ferene-S
I I

Incubar 5 minutos a T° ambiente

Lectura a 593 nm

Tabla 5. Protocolo de la técnica de sideremia
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5.5.4 Capacidad de Fijacién del Hierro a la Transferrina (TIBC):

Esta prueba fue realizada con un kit de Sera-Pak Capacidad de Fijacion
de Hierro de Bayer Corporation, el cual tiene como fundamento que la
proteina transportadora de hierro (transferrina) es saturada
completamente por la adicion de iones ferricos a la muestra. EI exceso de
hierro es eliminado por la adicién de carbonato de magnesio. La posterior
centrifugacién y extraccion del sobrenadante, permite la determinacion del
TIBC por medio de la técnica utilizada en sideremia (técnica
colorimetrica), realizando la lectura a 570 nm en un RA-50 Technicon

Emes (espectrofotdmetro) (Tabla 6y 7)

CAPACIDAD DE FIJACION DE HIERRO A LA TRASFERRINA

PARTE 1

50ul de muestra + 1ml acido clorhidrico + cloruro férrico
con el fin de saturar la transferrina

Incubacién a T° ambiente

Agregar 80mg de hidréxido de carbonato de magnesio
para eliminar el hierro no fijado a la transferrina

Periodo de Incubacién 10-20 minutos a T°ambiente

Centrifugar a 3000rpm durante 10 minutos

Separar el sobrenadante

Tabla 6. Protocolo de la técnica de capacidad de fijacion de hierro parte 1.
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CAPACIDAD DE FIJACION DE HIERRO A LA TRANSFERRINA

Blanco

de

Reactivo

Ascorbico
Ferene-S

Agua Destilada

Tampon + Acido

PARTE 2
Blanco
Patron de Muestra
Muestra
Muestra
Tampon + Acido
Ascorbico
Patréon Muestra
Ferene-S Ferene-S

Incubar 5 minutos a T° ambiente

Lectura a 593 nm

Tabla 7. Protocolo de la técnica de capacidad de fijacion de hierro parte 2.
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5.5.5 Agregometria Plaguetaria:

Las muestras recolectadas en citrato de sodio fueron utilizadas para la

prueba de agregometria plaquetaria la cual se basa en la disminucion de

la densidad 6ptica de un plasma rico en plaguetas expuesto a diferentes

agonistas (epinefrina, ADP, colageno y Ristocetina) (Tabla 8); reactivos

provenientes de Helena Laboratories. Dicha prueba fue realizada en un

equipo analizador multifuncional de la agregacién plaquetaria, Platelets

Aggregation Chromogenic Kinetics System-4 (PACKS-4) de Helena

Laboratories (Figura 15).

AGREGOMETRIA PLAQUETARIA

1

2 MUESTRAS CON CITRATO 2

CENTRIFUGAR A 500 RPM
10 MINUTOS

CENTRIFUGAR A 2500RPM
10 MINUTOS

PLASMA RICO EN
PLAQUETAS

PLASMA POBRE EN
PLAQUETAS

4 CELDAS DISPENSAR
450UL DE PRP EN PACKS-4

INCUBAR A 37°C

1 CELDA CON 500UL DE PPP
BLANCO

ADICIONAR 50UL DE
CADA AGONISTA (ADP,
EPINEFRINA, COLAGENO,
RISTOCETINA) VOLUMEN
FINAL 500UL

INCUBAR A 37°C

INICIO DE LA REACCION Y
REPORTE GRAFICO.

Tabla 8 Protocolo de Agregometria Plaquetaria
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Figura 15. Platelets Aggregation Chromogenic Kinetics System-4 (PACKS-4)

5.5.6 ELISA para la Cuantificacion de Eritropoyetina

Las muestras de suero de los individuos de estudio, fueron utilizadas para
la realizacion de un ELISA tipo sandwich en donde se determinaron los
niveles de eritropoyetina (cadena de 165 aminoacidos biolégicamente
activa), mediante la utilizacion estreptavidina (fase soélida) que es una
proteina de 60 kDa procedente de Streptomyces avidinii, tetramérica, con
alta afinidad por la biotina. La biotina es una proteina soluble en agua
(vitamina H) de peso molecular bajo (244 Da). Presenta un grupo
carboxilico que permite su unién a los restos amino de las proteinas. La
biotinilizacion es una reaccion bioquimica que permite unir biotina a una

gran variedad de moléculas como enzimas, lectinas, anticuerpo, acidos
52



nucleicos, etc. La caracteristica principal es que el anticuerpo biotinilado
puede Vvisualizarse mediante el complejo estreptavidina-biotina-
peroxidasa, (sistema ABC). El método ABC es el mas utilizado ya que
tiene la maxima sensibilidad. La peroxidasa actla sobre el sustrato
tetrametilbencidina (TMB) oxidandolo, provocando la formacion de color el
cual es directamente proporcional a la concentracion de eritropoyetina de
cada muestra (Tabla 9); esta prueba fue registrada en un sistema
fotbmetro designado para leer y calcular los resultados de ensayos
colorimetricos de punto fina en un lector de microELISA Stat Fax 303 Plus

(Figura 16).

(Figura 16) Lector de microELISA Stat Fax 303 Plus.
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ERITROPOYETINA

FASE SOLIDA: 200ul de calibradores, controles y muestras

Adicién de 25 ul Ac Biotinilado dirigido contra la EPO humana

Adicion de 25ul de enzima (peroxidasa)

Periodo de incubaciéon de 16-20 horas a 22-28 °C

Lavar 5 veces con solucidn salina surfactante y ciprofloxacin

hidroclorhidro como preservativo

Adicionar 150ul de sustrato (tetrametilbenzidina)

Periodo de incubacién de 45-50 minutos a 22-28°C

Detener la reaccién adicionando 100ul de &cido sulfurico 1N

Lectura a 450nm frente a 250ul de agua destilada

Realizar nueva lectura a 405nm

Tabla 9 Protocolo para eritropoyetina




5.5.7 Determinaciéon de Colesterol de Baja Densidad (LDL)

Esta prueba fue realizada con un Kit marca BioSystems el cual tiene
como fundamento que las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se
precipitan en presencia de polvinil sulfato. El colesterol (LDL) se calcula
por diferencia entre los valores de colesterol en el suero y en el
sobrenadante tras la precipitacion, (técnica colorimetrica) (Tabla 10),
realizando la lectura a 500 nm en un RA-50 Technicon Emes

(espectrofotémetro)

Tabla 10 Protocolo para LDL

COLESTEROL DE BAJA DENSIDAD LDL

20ul de muestra + 100 ul de polvinil sulfato como reactivo
precipitante

Mezclar e incubacion a T° ambiente 15 minutos

Centrifugar 15 minutos a 4000 rpm

Separa el sobrenadante

Tomar 200ul de sobrenadante + 100ul de reactivo de colesterol

Periodo de incubacién 30 minutos a T° ambiente

Leer abssorbancia de la muestra, del patrén frente al blanco a 500 nm
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6. RESULTADOS

6.1 Analisis Estadistico

El estudio es observacional, descriptivo, prospectivo; de caracter
preliminar, al cual se le aplicé una estadistica correlacional con base en el
calculo del coeficiente de correlacion, el cual mide la relacion existente
entre dos variables numéricas en forma porcentual. Su calculo es dado
por la expresion:
COV (X,Y)
o =
Sx * Sy
Donde:
COV(X,Y): Es la covarianza calculada entre X y Y, esta se define como la
relacidn existente entre las dos variables estudiadas, se interpreta como:

a. Si la covarianza es positiva, la relacion entre las variables
estudiadas es una relacion directa. Si una variable aumenta la otra
también.

b. Si la covarianza es negativa, la relacibn entre las variables
estudiadas es una relacién inversa. Si una variable aumenta la otra
disminuye.

c. Sila covarianza es cero, la relacion entre las variables estudiadas

no se puede establecer.

n

gl[(Xa—i)*(Yi—_m

Se calcula por COV = —----mmmmmmmm oo
n

56



Cuando se aplica el coeficiente de correlacion para los datos de
SIDEREMIA Y TIBC obtenidos de la poblacién de estudio se obtiene una
covarianza negativa, lo que muestra una relacion inversa entre las
variables estudiadas; mientras que para los datos de PLAQUETAS Y
TIBC se observa una covarianza positiva, indicando una relacion directa
entre las variables. Sobre la correlacion entre los datos obtenidos de
ERITROPOYETINA Y PLAQUETAS no se pudo aplicar tal inferencia ya
que el tamafio de la poblacion fue insuficiente, sin embargo, el analisis
descriptivo de nuestra poblacidén presenta variaciones importantes segun

lo presentado en los resultados.

El analisis inferencial por medio del calculo del valor p con base a

hipotesis nula y alterna no es aplicable por el tamafio de la muestra.

6.2 Niveles de Hematocrito y Hemoglobina

Los datos del cuadro hemético automatizado, fueron recolectados a partir
de un Coulter Microdiff 18 Series de Coulter Corporation. En la figura
namero 17 podemos observar los niveles de hematocrito y hemoglobina
de cada uno de los individuos en estudio; encontrandose que el 78.1% de
la poblacion presenta un hematocrito menor del 39%. Mientras un 75% de
la poblacién muestra niveles inferiores a 11 g/dl de hemoglobina, lo cual
indica que la mayoria de los individuos cumplen con los criterios de

inclusion.
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NIVELES DE HEMATOCRITO Y HEMOGLOBINA EN LA
POBLACION DE ESTUDIO

HEMATOCRITO (%)

123456 7 8 910111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
PACIENTES

HEMOGLOBINA (g/dl)

Figura 17 Distribucion de la poblacion de estudio para hematocrito y hemoglobina

6.3 Frotis de Sangre Periférica (FSP)

En las lecturas de los extendidos de sangre periférica se encontré que el
96.9% de la poblacion de estudio presenta anisocitosis con presencia de
eritrocitos microciticos e hipocromicos. La poiquilocitosis de los pacientes

del estudio, revel6 la presencia de un 54% de ovalocitos (Figuras 18 y 19)

DISTRIBUCION DE LA ANISOCITOSIS EN LA POBLACION
DE ESTUDIO

3%

MICROCITICOS
NORMOCITICOS

97%

Figura 18 Anisocitosis en la poblacion de estudio 58




DISTRIBUCION DE LA POIQUILOCITOSIS EN LA
POBLACION DE ESTUDIO

6%

B ESQUISTOCITOS

0
S4% 19% O OVALOCITOS

OELIPTOCITOS

6% 0 DACRIOCITOS

15%

O ACANTOCITOS

Figura 19 Poiquilocitosis en la poblacion de estudio

6.4 Evaluacion de los Niveles de Hierro Séricoy TIBC

Como se menciond anteriormente esta prueba fue realizada en un RA 50
Technicon Emes (espectofotometro), el cual mostré que un 62.5% de la
poblacion presentd niveles séricos bajos de hierro, un 25% niveles
normales y un 12.5% niveles altos debido a que son pacientes en
tratamiento con sales ferrosas (valores de referencia de 59 ug/dl a 158
ug/dl). En la prueba de capacidad de fijacién de hierro de la transferrina,
se encontré que un 53.1% de la poblacion presenta niveles normales de
éste parametro, mientras que un 31.3% tiene niveles aumentados.

(valores de referencia de 259 ug/dl a 388 ug/dl). (Figura 20)
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NIVELES DE SIDEREMIA Y TIBC EN LA POBLACION DE ESTUDIO
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Figura 20. Niveles de sideremia y TIBC en la poblacién de estudio

6.5 Agregometria Plaquetaria

Los datos observados en la prueba de agregometria plaquetaria fueron

obtenidos de un analizador multifuncional de la agregacion plaquetaria,

Platelets Aggregation Chromogenic Kinetics System-4 (PACKS-4) de

Helena Laboratories; se encontré que un 93.75% de la poblacion presentd

agregacion normal al ser sometido a los cuatro agonistas, mientras un

6.25% presenté deficiencia en la agregacion con epinefrina. La

distribucion de los porcentajes de agregacion se observa en las figuras 21

y 22.
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PORCENTAJE DE AGREGACION PLAQUETARIA CON ADP Y
COLAGENO EN LA POBLACION DE ESTUDIO

S
. 80 80 <
S * o
o 60 60 &
a) O
< 40 40 5
@]
20 20 O
123456 7 8 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
PACIENTES
Figura 21 Agregacion plaquetaria con ADP y colageno en los individuos de estudio.
*Segln Helena Laboratories se considera una agregacion normal cuando el porcentaje
es mayor al 50%
PORCENTAJE DE AGREGACION PLAQUETARIA CON
EPINEFRINA Y RISTOCETINA EN LA POBLACION DE ESTUDIO
100 A 100
S 80 80 S
< <
=z
Z 60 60 =
o L
5 @)
) 40 O
< =
o %
L 20 20 @

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

PACIENTES

Figura 22. Agregacion plaquetaria con epinefrina y Ristocetina en los indivi duos de

estudio.

*Segln Helena Laboratories se considera una agregacion normal cuando el porcentaje

es mayor al 50%
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6.6 Niveles Séricos de Eritropoyetina

El 65.7% de la poblacion de estudio presenta niveles de eritropoyetina

superiores a los valores de referencia (hasta 19 mU/ml). (Figura 23)

NIVELES SERICOS DE ERITROPOYETINA EN LA
POBLACION DE ESTUDIO

300
?
< 250 /\
Z
EQZOO /\
E
Q 5150
E A
= 100
; , ]
” ‘\’/W A
0 lI2I3I4I5I6I7IBI9‘10‘11‘12‘13‘14‘15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
PACIENTES

Figura 23. Niveles séricos de eritropoyetina en los individuos de estudio

6.6.1 Niveles Séricos de Eritropoyetinay Recuentos Plaquetarios

En la figura 24 podemos observar el comportamiento de los niveles de
eritropoyetina y recuentos plaquetarios en cada uno de los individuos de
estudio. Los niveles mas altos de eritropoyetina corresponden a los
pacientes numero 3, 14, 15, 16, 19, 30 y 32 que presentan los niveles
mas bajos de hematocrito y hemoglobina y recuentos plaquetarios

superiores a 500000/mm?.
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NIVELES SERICO DE ERITROPOYETINA Y RECUENTOS
PLAQUETARIOS EN LA POBLACION DE ESTUDIO

70 120
60 ﬂ 1 100
50 1

(mU/ml)

ERITROPOYETINA

) \?\ /\/-40

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1B 19 20 24 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

PACIENTES

PLAQUETAS (x10'/mm3)

Figura 24 Niveles séricos de eritropoyetina y recuentos plaquetarios en la poblacion de
estudio

*El paciente No. 15 no se encuentra en la grafica ya que el valor de eritropoyetina
excede los valores de la escala.

6.7 COLESTEROL DE BAJA DENSIDAD (LDL)

La realizacion de esta prueba indica que el 96.8% de los pacientes

presenta niveles de colesterol LDL bajos (Figura 25).

NIVELES DE LDL EN LOS PACIENTES EN ESTUDIO
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4

LDL (mg/dl)

*Paciente N° 8 muestra postprandial.
Figura. 25 Niveles de LDL en los pacientes en estudio
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Todas las pruebas fueron procesadas junto con dos pacientes control los
cuales estuvieron dentro de los valores de referencia de cada prueba

comportandose como se esperaba.



7. DISCUSION

En estudios realizados por Beguin se proponen tres mecanismos por
medio de los cuales puede interactuar la eritropoyetina con la
trombopoyesis asi: 1) Un efecto directo de la eritropoyetina sobre los
megacariocitos, con base en su homologia estructural con la
trombopoyetina y con los receptores de estas hormonas, 2) La respuesta
global de la médula 6sea, en donde se ha observado que en pacientes
con enfermedad renal tratados con eritropoyetina humana recombinante
no solo se aumentan las células eritroides si no que también ocurre un
incremento en la CFU-Meg y la CFU-GM, lo que estimula la
trombopoyesis y 3) La elevacion de la eritropoyetina como compensacion
fisiologica de pacientes con anemia ferropénica, lo que conduce a la
generacion de una trombocitosis reactiva. En nuestra poblacion de
estudio se observé que la mayoria de los pacientes que presentaban
recuentos plaquetarios altos, también mostraban niveles elevados de
eritropoyetina, lo que indica posiblemente que el mecanismo que provoca
el desarrollo de la trombocitosis reactiva en nuestros pacientes con
anemia ferropénica es consecuencia de la accion compensatoria de la
hormona que no solo conlleva al aumento de los indices eritrocitarios sino
gue también actua sobre la produccién plaquetaria, lo cual se correlaciona

con el estudio realizado por Beguin.
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En la poblacién de estudio encontramos que trece de los individuos de
estudio tienen niveles normales de eritropoyetina con recuentos
plaguetarios aumentados, lo que nos lleva a pensar que el mecanismo de
compensacion de la eritropoyetina enddégena no es el Unico proceso que

actua sobre éste fenédmeno.

Adicionalmente a los hallazgos encontrados en nuestro estudio sobre la
relacion de los niveles de eritropoyetina y los recuentos plaquetarios, se
plantea desde un principio en los objetivos especificos, explorar el
comportamiento plaquetario en los pacientes con anemia ferropénica y
trombocitosis con base en los indicios clinicos encontrados por el doctor
Akins, que revelan que pacientes con anemia ferropénica y trombocitosis
sin antecedentes de arteriosclerosis presentan trombos en la arteria
carétida, lo que en su momento se postulé como una posible alteracién
cualitativa plaquetaria, tal vez algun fendmeno de hipercoagulabilidad. En
nuestro estudio exploramos ésta posibilidad y encontramos que algunos
pacientes presentan alteraciones de las plaquetas en la agregacion frente
a epinefrina, contrario a lo que se postula como un fenémeno de
hipercoagulabilidad. En esta parte debemos puntualizar que las
conclusiones obtenidas por el doctor Akins son teorias basadas en

observaciones clinicas sin tener un fundamento experimental.
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En la prueba de agregometria plaquetaria se registré6 que dos individuos
del estudio no presentaron agregacion satisfactoria frente a epinefrina, lo
cual posiblemente indica que no se llevo a cabo adecuadamente el
proceso de agregacion plaquetaria, bien sea por el mecanismo de
contractibilidad plaquetaria que no permite la liberacion de calcio o no se
facilita la sobre expresion de la glicoproteina llb/llla inhibiendo la unién al

fibrindgeno.
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8. CONCLUSIONES

Gracias a los datos obtenidos en nuestra poblacién podemos concluir

que:

a.

La eritropoyetina juega un papel importante en la
megacariopoyesis debido a un proceso compensatorio en
presencia de anemia por deficiencia de hierro, dando como
resultado la elevacién en los recuentos plaquetarios (trombocitosis
reactiva); sin embargo en esta investigaciéon algunos de los
pacientes que presentan trombocitosis reactiva no muestran
niveles séricos aumentados de eritropoyetina, lo que sugiere que
este no es el Unico mecanismo por el cual se eleva la produccion
plaquetaria asociada a este tipo de anemia.

Nuestro estudio muestra que algunos de los individuos que
participaron en esta investigacién, presentaron alteraciones
cualitativas en las plaquetas frente a epinefrina lo cual no
corresponden a factores de riesgo protrombotico, sino mas bien a
una alteracion hemostéatica.

Existe algun proceso desconocido por el cual algunos de los
pacientes del estudio presentan alteraciones en la agregaciéon

plaquetaria frente a epinefrina no superando el 50% de agregacion.
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9. RECOMENDACIONES

a. El nimero de muestras obtenidas en esta investigacion no permitio
la aplicacién de un estudio inferencial, lo cual revela la importancia
de un tamafo de muestra adecuado; por lo tanto es recomendable
gue para obtener un estudio de este tipo se aumente el tamafio de
muestra que permitird generalizar las conclusiones obtenidas en la
investigacion.

b. Para la continuacion de este estudio es recomendable seguir
utilizando el protocolo de manejo y procesamiento de muestras, ya
gue en esta investigacion se logré cubrir todos los aspectos que se
querian observar.

c. Explorar con técnicas especiales de agregometria sindromes de

plagueta pegajosa y estados hipercoagulables.
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ANEXO 1
TABLA 1.

POBLACION SEGUN NIVELES DE SATURACION DE LA

TRANSFERRINA SERICA, POR EDAD, COLOMBIA 1977-1980

GRUPO NIVELES DEFICIENTES

DE

EDAD NIVEL NORMAL LEVES MODERADOS A
(ANOS) SAT. SEVEROS

TRANFERRINA

Poblacion |% Poblacion |% Poblacion |%

0.5-4 1.040.108 |69.6 [214.630 14.4 |238.847 16.0

5-14 1.151.304 |53.2 |[1.191.766 |20.1 [1.579.415 |26.7

15-44 6.848.758 |72.0 |[1.226.995 129 |1.433.921 [15.1

45-mas |2.501.447 |69.3 |602.245 16.7 [503.249 14.0

Total 13.541.617 |66.0 |3.235.636 15.8 |3.755.432 [18.2

(Estudio Nacional de Salud, Anemias Nutricionales, Mora y Rodriguez,1986)
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ANEXO 2

TABLA 2

DEFICIENCIA DE HIERRO POR EDAD Y SEXO. TOTAL PAIS

COLOMBIA 1977-1980

GRUPO
HOMBRES MUJERES

DE EDAD

. % Poblacion | %
(ANOS) |Poblacion

0.5-4 284.232 34.4 169.245 25.3

5-14 1.490.722 a7.7 1.280.459 45.7

15-44 1.119.415 23.6 1.541.501 32.3

45-méas |421.531 24.3 683.963 36.6

Total 3.315.900 31.8 3.675.168 36.4

(Estudio Nacional de Salud, Anemias Nutricionales, Mora y Rodriguez, 1986)



ANEXO 3

INFORME DE CONSENTIMIENTO

Fecha
Yo , identificado con la cédula de
ciudadania No. de declaro que he sido

informado de los siguientes aspectos concernientes al estudio sobre ANEMIA
FERROPENICA Y TROMBOCITOSIS en el que participaré voluntariamente

como sujeto:

1. Me sera realizada una toma de muestra de sangre venosa, la cual no
representa ningun riesgo para mi integridad fisica segun se me explicé antes
de ejecutar el procedimiento.

2. La sangre sera utilizada para la obtencion de plasma y posterior medicién de
citocinas, asi como para realizar estudios sobre plaquetas. Esta muestra no
sera utilizada para ningun otro estudio sin mi consentimiento. Una fraccion de
la muestra del plasma sera criopreservada por lafio después de finalizado el
estudio, posterior sera destruida.

3. Los resultados personales me seran entregados y no podaran ser divulgados
a mi nombre sin una autorizacién escrita de mi parte.

4. Los resultados del proyecto seran utilizados en estudios sobre ANEMIA
FERROPENICA del laboratorio de Hematologia del Departamento de
Microbiologia, Facultad de Ciencias (Pontificia Universidad Javeriana) y
como datos para las publicaciones que de ella surjan en un medio de difusion
estrictamente académico, conservandome en anonimato.

5. Los investigadores no obtendran ninguin beneficio econdmico de este
proyecto sin mi consentimiento.

6. Que se me ha informado y estoy de acuerdo con los demés parametros
registrados en Articulo 15 de la resolucién No. 008430 de 1993 (4 de
Octubre de 1993) del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia.

Yo , como sujeto del estudio me

comprometo a que toda la informacién que brinde sera ajustada a la verdad.

Declaro que estoy de acuerdo con lo anterior y que participo voluntariamente y
no he sido sometido a ninguna intervencion que coaccione fisica 0 moralmente
esta decision.

Firma Testigo 1 Testigo 2

C.C. C.C. C.C.

HUELLA DIGITAL INDICE DERECHO
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ANEXO 4

ENCUESTA PARA INCORPORACION DE PACIENTES AL ESTUDIO

FECHA:

CONSECUTIVO:

DATOS
PERSONALES

Nombres:
Apellidos:
Edad:

Sexo:

Telefono:

FC) M()

DATOS CLINICOS

Tratamiento actual

Medicamentos

Transfusiones

Si() No()

Cirugias Si() No()

Embarazo Si() No( )

Lactancia Si() No()

Posparto Si() No()
INSTITUCION
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ANEXO 5

FROTIS DE SANGRE PERIFERICA

Nombre: Consecutivo:

Recuento Diferencial de Leucocitos:

Neutrofilos: Linfocitos: Basofilos:
Monocitos: Eosinofilos:

Recuento Indirecto Plaquetario:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total recuento

- r 1 1 1 [ [ | [X 21000 |

Xmm3

Morfologia Eritrocitaria

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 promedio

Anisocitosis

Poiquilocitosi s

Hipocromia

FSP:
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CONSECUTIVO: No.36

ANEXO 6

CENTRO JAVERIANO DE ONCOLOGIA

FECHA: MAYO 14 DE 2002

SEXO: FEMENINO

MEDICAMENTOS: NINGUNO

EDAD: 23ANOS

PLAQUETAS: 627.000/mm?3

CH NO. REAG LOT# REAG CONC

Ch.1
Ch.2
Ch.3
Ch.4

T L A e L T S i
""" R r“.t"...; . A TR USEC SR g gy L
______ s mfdﬂﬁ 1qdﬁiﬁ o |1 ;ﬂ[ "y qﬂ? J- ot
i - (il i ] 1 )
_____ ‘_____ __________f__'_________________
A
L T R R
— n". — o — - == = - — — T T e m—— — - —— o —
___________ el L S e e e R i e e PR W T g e e Tl Ot LI, e, . PP SR IO
b
S Il N S R I D R
0 60 120 180 240 300 360 420 480
UNIT PPP PRP MAX % MAX TIME SLP1 SLP2
ADP uM 0.076 0.766 98.2 364 sec 85.2 N/A
EPN uM 0.073 0.551 95.0 530 sec 60.5 N/A
COLL ug/ml 0.083 0.534 102.7 545 sec 130.0 N/A
RIST ug/ml 0.067 0.722 95.9 586 sec 99.7 N/A
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ANEXO 7

CENTRO JAVERIANO DE ONCOLOGIA

CONSECUTIVO: No.35 EDAD: 23ANOS

FECHA: MAYO 6 DE 2002 PLAQUETAS: 907.000/mm?3
SEXO: FEMENINO

MEDICAMENTOS: NINGUNO

100
90
80
70
60
50

30
20
10

-10

0 60 120 180 240 300 360 420 480

CH NO. REAGLOT# REAG CONC  UNIT PPP PRP  MAX% MAX TIME SLP1  SLP2 LAG

Ch.l ADP uMm 0.063 0.939 92.3 216 sec 93.4 N/A 4sec
Ch.2 EPN uM 0.068 0.803 26.4 808 sec 14.9 N/A 10sec
Ch.3 CoLL ug/ml 0.056 0.747 97.7 270 sec 122.6 N/A 25sec
Ch4 RIST ug/m 0.031 0.793 81.8 255 sec 63.0 N/A 4sec
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