ERITROPOYESIS MEGALOBLASTICA Y ANHIDRASAS

CARBONICAS ERITROCITICAS!

Dr. GunrerMo Ruiz-Reves?

La determinacién de isoenzimas de anhidrasa carbénica eri-
trocitica (ACE) por electroforesis en acetato de celulosa, es un
procedimiento sencillo, que permite 1egistrar con sensibilidad ade-
cuada, eritropoyesis megaloblastica.

La enzima B es mas especifica de megaloblastosis que la C.
Durante el tratamiento de estas anemias, su descenso es lento y
progresiva normalizindose cuando los niveles de hemoglobina lo
hacen también, caracteristica que puede aplicarse al diagnéstico
retrospectivo de las anemias megaloblésticas, cuando han sido
aplicadas previamente medidas terapéuticas capaces de dificultar
el diagndstico citolégico.

En puérperas y en sujctos sometidos a terapia anticonvulsiva,
con eritropoyesis megaloblastica variable, se observé una corre-
lacién adecuada entre estos cambios y los niveles de ACE y no
asi en algunos pacientes con megaloblastosis inducida por anti-

metabolitos, ni en un caso de sindrome de Di Guglielmo.
Estos resultados alientan su aplicacién en los casos en que la
deteccién de eritrapoyesis megalobléstica se requiera. (Gac. M#p.

Mex. 99: 345, 1969).

L pracnostico de las deficiencias

de 4cido félico y de vitamina

B12, cuando han alcanzado una expre-
sién clinica y hematolégica evidente, es
relativamente ficil de establecer. La
deteccién precoz de estas deficiencias en
sus estadios iniciales ofrece, contraria-
mente, mayores dificultades. Para lo-
grar éste objetivo, se han ideado diver-

1 Trabajo de ingreso a la Academia Na-
cional de Medicina presentado en la sesién
ordinaria del 27 de noviembre de 1968.

2 Académico correspondiente, Hospital Ci-
vil de Puebla.

sos procedimientos citolégicos y bioqui-
micos, que no han logrado resolver el
problema debido a la divergencia de
opinién gque se sustenta sobre el valor
de algunos de ellos o por las limita-
ciones de aplicacién préctica que tie-
nen otros que han probado ser ttiles.
El procedimiento recomendado por
Herbert,! quien considera manifesta-
cion de la deficiencia de 4cido félico
al hallazgo de cifras mayores de 5%
de neutrdfilos con mas de cinco 16bu-
los, no ha sido aceptado por todos, aun
cuando por su simplicidad pueda ser
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atil como date de sospecha hacia este
tipo de deficiencia. El examen micros-
cépico de la capa de leucocitos que se
forma en el tubo, cuande se determina
el hematocrito,? es un método citolé-
gico considerado por algunos como sa-
tisfactorio para descubrir eritropoyesis
megaloblastica, sin recurrir a la certeza
que confiere el estudio de la médula
ésea, que lamentablemente no puede
aplicarse en forma sistematica durante
el curso de un embarazo, por ejemplo,
o en ¢l estudio de grupos de poblacién
con propdsito de encuesta,

Algunas prucbas boiquimicas, como
la medicién urinaria de éacide formi-
minoglutimico (Figlu) han provocado
desacuerdo por lo que a su valor diag-
néstico se refiere, particularmente en
el caso de las anemias megaloblasticas
del embarazo, en las que se ha encon-
trade anormal en ausencia de deficien-
cia de 4cido félico y normal en per-
sonas embarazadas con carencia de
esta substancia.s, 4

La misma limitacién se atribuye al
aumento de otro derivado de la histi-
dina, el 4cido urocdnico,5 que es excre-
tado excesivamente, tanto en las defi-
ciencias de Acido [6lico, como en pa-
cientes con desnutricién proteinica,6
lo que obviamente resta especificidad a
la prueba. La excrecién elevada de
metilmalonato  urinario, tiene limita-
ciones de orden técnico y el inconve-
niente de ocurrir sélo en las deficien-
cias de vitamina B12.7 Los propics
descensos de folatos no son, para al-
gunos, evidencia de anemia megalo-
blastica.8 Este tipo de determinaciones
bioquimicas, asi como la depuracién de
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[clates¥,10 y la cuantificacién de B12,
son técnicamente complejas y por cllo
inadecuadas para laboratorios no espe-
cializados. Algunas clevaciones enzima-
ticas, como las de las deshidrogenasas
lacticall}2 y alfa hidroxibutirica'* en
el suero, han mostrado una correlacién
adecuada con los diversos grados de
eritropoyesis megalogléastica con los que
han sido comparadas.

En fecha
Weatherall y McYntyre,13 efectuandc
estudios electroforéticos de hemoliza-

relativamente  reciente,

dos humanos en gel de almidén, sefia-
laron que dos fracciones proteinicas no
hemoglobinicas, con actividad de anhi-
drasa carbdnica, designadas como an-
hidrasas carbénicas eritrociticas (ACE}
“B” y “C” tenian variaciones de con-
centracion en diversas edades y en al-
gunas circunstancias’ clinicas. Sefala-
ron que ambas isoenzimas disminuyen
en la infancia y alcanzan concentra-
cién de adulto en el segundo y tercer
ano de la vida. La AC “B” se observo
reducida en pacientes con tirotoxicosis
y elevada en sujetos con hipotiroidis-
retornando a

mo niveles normales

)
cuando eran tratados especificamente.
En su comunicacién indican que am-
bas enzimas se encuentran elevadas en
pacientes con anemia megaloblastica
por deficiencia de B12 y probablemen-
te en las ocasionadas por carencia de
acido félico.

Interesados por la posibilidad de
aplicar estos hallazgos a la deteccién
precoz de critropoyesis megaloblastica,
se resolvio: 1. Simplificar su técnica
de cuantificacién usando poliacetato de
celulesa como medio de soporte y 2.
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Valorar la especificidad y sensibilidad
de sus variaciones en la deteccién de
critropoyesis  megaloblastica de etiolo-
gia diversa .En esta comunicacién se
resultados
csos estucios, 15,1617,

resumen  1os obtenidos en

MATERIAL ¥ METODO

Se examinaron 63 adultos normales
de ambos sexos, veinte pacientes con
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del hematocrito y la inspeccién de fro-
tis de sangre buscando cambios mega-
loblasticos.

En todos los pacientes con anemia
megalobléstica, en las puérperas y en
los enfermos epilépticos tratados con
medicacién anticonvulsiva, se efectua-
ron estudios de médula dsea. Los re-
sultados de estos exdmenes se clasifi-
caron en cuatro grupos, de acuerdo
con el criterio adoptado por el Labo-
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Valores de ACE “B” y “C" ohservados en 63 adultos sanos y en 20 pacientes

con anemia megaloblastica,

198
entre el primero y el cuarto dia del

anemia megaloblastica, mujeres
puerperio y 149 pacientes epilépticos
sometidos a tratamientos prolongados
con drogas anticonvulsivantes.

El examen de sangre periférica in-
cluyé la estimacién de hemoglobina,

ratorio de Hematologia del Instituto
Nacional de la Nutriciénl® para gra-
duar cambios megaloblasticos.

La cuantificacién de isoenzimas de
ACE se practicé con la técnica rapida
de electroforesis en acetato de celulosa
deserita por nosotros.15
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RESULTADOS % DISCUSION

Las cifras de ACE “B” y “C” en-
contradas en adultos sanos, fueron in-
feriores a 1.11 y 0.329 respectivamen-
te. La técnica empleada,!5 aplicable en
laboratorios pequefios, permite que una
persona efectile cuatro determinaciones
por duplicado en un lapso de cuatro
horas, a partir del momento en que se
extrae la sangre problema, hasta que
¢l céleulo aritmético final se realiza.
De esta manera pueden practicarse si-
multineamente tres diferentes tipos de
estudios hematolégicos: isoenzimas de
anhidrasa carbénica eritrocitica, hemo-
globina A2 y estudio de la motilidad
electroforética de la hemoglobina.
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Lin la figura 1 se observa la distribu-
cién de los valores de las isoenzimas B
y C en 63 personas sanas y 20 pacientes
con anemia megaloblastica. En éstos, se
pudo de
Weatherall y McYntyre!'® quienes se-

confirmar la observacién
nalan, que en el estudio de sus casos se
observé elevada principalmente la ban-
da B, sin excluir hiperactividad de la
fraccion C. En efecto, en todos los ca-
sos de anemia megaloblastica estudia-
dos, la concentracién de ACE “B” estu-
vo elevada y en el 80% solamente, la
ACE “C” sobrepasé los limites norma-
les. Estos hallazgos sugieren una mayor
especificidad de las modificaciones de
ACE “B” para registrar eritropoyesis
megaloblastica, cuando se emplean en
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un paciente con anemia

Descenso lento y progresivo de la iscenzima de ACE, durante el tratamiento de

megaloblédstica nutricional,
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su medicién procedimientos electrofo-
réticos.

En varios casos de anemia megalo-
blastica se efectuaron determinaciones
periddicas de ambas isoenzimas, antes y
durante el curso del tratamiento espe-
cifico. En todos ellos se aprecié un des-
censo lento v progresivo de las enzimas,
hasta alcanzar niveles normales, coinci-
diendo esto con la normalizacién de las
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La caracteristica de normalizacién en
forma lenta y progresiva, sugiere que
su cuantificacién pueda ser 1til en el
diagnéstico retrospectivo de eritropoye-
sis megalobldstica, en los casos en gue
se hayan administrados medicamentos
especificos antes de realizar los exdme-
nes de médula ésea, que como se sabe,
pueden dificultad la apreciacion de
cambios citolégicos de tipo diagnéstico,
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Fre, 3. Valores de ACE “B*

en log cuatro grados de alteraciones megaloblésticas obser-

das en 198 mujeres en periodo puerperal.

cifras de hemoglobina. En la figura 2
se muestra una tipica conducta de va-
riaciones enzimdaticas en un caso florido
de anemia megaloblastica nutricional
severa, tratada especilicamente.

al inducir en lapsos cortos la normali-
zacién de la eritropoyesis patoldgica.
En la figura 3 se muestra la distri-
bucién de los valores de ACE “B” en
198 mujeres en el perfodo inmediato
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al parto. Este tipo de pacientes fue es-
cogido, porque la frecuencia de con-
centraciones bajas de folatos asociada
a embarazo aumenta durante el periodo
puerperal,® elevando asi las posibilida-
des de observar entre ellas eritropoyesis
megaloblastica. Un adicional.
como la concurrencia al Servicio de
Gineco-obstetricia de nuestro Hospital,

factor

de personas de escasos recurses econé-
micos y por ello con limitaciones ali-
menticias importantes, contribuyd tam-
bién a que en este lote de personas, se
encontrara una elevada frecuencia de
alteraciones megaloblasticas de intensi-
dad variable, que permitiera valorar la
sensibilidad de las variaciones enzimé-
ticas en la deteccién de este tipo anor-
mal de eritropoyesis.
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En el grupo I, constituido por 112
pacientes con médula normal, sélo 7%
tuvieron niveles de AC “B” ligeramen-
te por arriba de lo normal. En los gra-
dos II y III, 87 y 97% respectivamente
fueren anormales. En el grado IV con
cambios megaloblasticos tipicos, todas
las concentraciones enzimdticas estuvie-
ron elevadas. Estos hallazgos sugieren
que las variaciones de ACE son sufi-
clentemente sensibles para ser utilizadas
en la deteccién precoz de eritropoyesis
megaloblistica del embarazo e indican
que la elevacion de AC “B” es direc-
tamente proporcional a los cambios me-
galobldsticos, coma pudo comprobarse
al obtener una curva de tipo ascenden-
te al graficar los valores promedio de
la isoenzima B, en los cuatro grades de
cambios megaloblasticos.

PACIENTES TRATADOS CON DROGAS ANTICONVULSIVANTES
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Fic. 4. Valores de ACE “B” en sujetos sometidos a terapia anticonvulsiva prolongada,
mostrando una correlacién adecuada entre los niveles de la izoenzima y el grado de altera
ctén megaloblastica.
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La deteccién precoz de eritropoyesis
megaloblastica ofrece tedricamente en
el campo de la obstetricia, una de sus
mejores aplicaciones. La determinacién
de estas isoenzimas durante el curso del
embarazo, particularmente en las perso-
nas con anemia, debe esperarse atil pa-
ra establecer tratamientos adecuados y
hacer con ello la mejor profilaxia de los
accidentes que se han atribuido a las
deficiencias de folatos durante la ges-
tacién.

Una correlacién semejante a la ob-
servada en puérperas se observé en el
estudio’™ de un grupo de pacientes so-
metidos a tratamiento con drogas
anticonvulsivantes, capaces, particular-
mente cuando se usan en forma pro-
longada, de inducir eritropoyesis mega-
loblastica. En  éstos,
puérperas, se obtuve también una co-
rrelacién adecuada entre los cambios
citoldgicos en médula ésea y los niveles
de AC “B” (Fig. 4). En un estudio
semejante de Reynolds y col2® en el
que fueron medidos, entre otros pari-
metros, la actividad del DHL del suero,
no se observaron modificaciones de esta

como en las

enzima en los enfermos con eritropoye-
sis megalobléstica inducida por terapia
anticonvulsiva, contrariamente a lo que
accntece en la secundaria a las defi-
ciencias de B12 o de dcido félico. Esto
sugiere que la deteccién de este tipo
particular de eritropoyesis patolégica
pueda lograrse también con la medi-
cién de las isoenzimas de ACE.

En cuatro pacientes con eritropoyesis
megalobldstica secundaria al uso de
antimetabolitos v en un enfermo con
sindrome de Di Guglielno, que presen-
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taba, como habitualmente ocurre en
cstos casos, cambios megaloblsticos, no
se observaron elevaciones de ACE. Esto
sugiere, atn cuando constituye una ex-
periencia muy reducida, que en estos
tipos especiales de eritropoyesis megalo-
blastica, no ocurren elevaciones de es-
tas isoenzimas y su medicién es por lo
tanto inefectiva para detectarlas.
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COMENTARIO OFICIAL

Dxr. Lurs Sincrez-MEepar!

A IDENTIFICACION de la eritropoyesis me-
Lga_l:)hléstica tiene especial importancia
en encuestas sobre el estado nutricional de
la poblacién, Fn efecto, entre las carencias
nutritivas més comunes estén la de vitamina
Byz y la de dcido fdlico, nutrientes indis-
pensables para que el tejide eritroblastico
madure en forma normal. Al igual que las
carencias en diversos nutrientes, la de vita-
mina Bia y la de acido félico son particu-
larmente frecuentes en la mujer embarazada
en quien los requerimientos en algunos ele-
mentos nutritivos aumentan extraordinaria-

1 Académico numerario, Instituto Nacio-
nal de la Nutricién.

mente, Asi se estima que en el tercer tri-
mestre del embarazo el requerimiento diario
en Acido [6lico es 6 a 8 veces superior al de
la mujer no embarazada. Como consecuen-
cia de lo anterior, en el curso del embarazo
los niveles séricos de folato disminuyen en
forma progresiva y al final del mismo una
proporcién elevada de embarazadas tienen
niveles de folato séricos francamente anor-
males. La determinacién del folato sérico y
eritrocitico es ciertamente muy 1til en este
tipo de estudios, pero por razones técnicas
su realizacién estd limitada a un escaso ni-
mero de laboratorios y, ademés, no puede
usarse como substituto de la investigacion



