1. INTRODUCCION

1.1. Los eritrocitos

Los hematies se originan a partir de células madre hematopoyéticas
pluripotentes que se comprometen a células progenitoras de linaje eritroide. En
la etapa fetal, los globulos rojos (GRs) se producen en el saco vitelino
embrionario, el higado y el bazo y en el individuo adulto se originan en la
meédula Osea. En la eritropoyesis se distinguen distintas etapas de
diferenciacion y maduracion hasta que finalmente los eritrocitos jovenes, ya sin
nucleo, abandonan la médula 6sea como reticulocitos, que se liberan en la
sangre circulante y en 1-2 dias se convierten en GRs maduros (1). En el adulto,
aproximadamente el 1% de los eritrocitos circulantes se renuevan cada dia.
Cada etapa de diferenciacion y maduracion esta regulada por citoquinas,
dando lugar a un riguroso control de la produccion de los diferentes tipos
celulares especificos (2).

La eritropoyesis (Figura 1) es estimulada por la eritropoyetina, y regulada
por el factor de transcripcion inducible por hipoxia 2. La eritropoyetina previene
la apoptosis de las células progenitoras de linaje eritroide, promueve la
formacion de eritroblastos a partir de células progenitoras eritroides e inhibe la
muerte suicida de los GRs maduros (también denominada eryptosis por Lang y
col.) (1, 3).



La regulacion de la eritropoyesis y de la eryptosis proporciona variabilidad en el
numero de eritrocitos y como consecuencia en la capacidad de transporte de

oxigeno de la sangre.
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Figura 1: Eritropoyesis. Tomada de: Stem Cell to Erythroblast: Regulation of Red Cell
Production at Multiple Levels by Multiple Hormones. Harvey Lodish, Johan Flygare and
Song Chou. Life, 62(7): 492—-496, July 2010.

En individuos sanos, el nimero de eritrocitos supera los 4x10'?/ en la
circulacién sanguinea y tienen una vida de 115 dias con una variacion entre 70
y 140 dias, y una diferencia del 15 % entre individuos (4, 5, 6). Por lo tanto en
un individuo con 5 litros de sangre, aproximadamente 10'" hematies son
formados y removidos cada dia. La vida de los eritrocitos se encuentra limitada

por la senescencia y la posterior eliminacion de los GRs envejecidos (1).



1.2. Organizacion estructural de la membrana de los glébulos rojos

La estructura de la membrana plasmatica del eritrocito es de
fundamental importancia para el intercambio gaseoso. El citoesqueleto
subyacente es también vital para la funcion del GR, manteniendo una elevada
relacion superficie/area que le permite realizar deformaciones reversibles
durante su pasaje por la vasculatura (7).

Las proteinas del citoesqueleto se encuentran fisicamente unidas a la
membrana por interacciones verticales con las proteinas integrales, que
ademas forman macrocomplejos multiproteicos por medio de interacciones
horizontales con la membrana (8). Una gran variedad de proteinas adaptadoras
estan involucradas en la formacion y mantenimiento de las mismas. Las
alteraciones de las uniones entre el citoesqueleto y las proteinas de membrana
producen modificaciones en la forma de los GRs (esferocitos, eliptocitos,
ovalocitos) indicando su importante participacion en la estructura funcional.

Las principales uniones membrana-citoesqueleto se producen en dos
sitios claves: el complejo asociado a la ankirina y el complejo de union. El
complejo asociado a la ankirina (también llamado macrocomplejo Banda 3),
une al complejo tetramérico de Banda 3, formado por Banda 3, glicoforina A
(GPA), proteina 4.2 y anhidrasa carbonica Il (ACIl) y al complejo Rh, formado
por las proteinas RhAG, RhCe, RhD, CD47, ICAM-4 y glicoforina B (GPB),
usando la asociacion directa de Banda 3 (9) con la proteina 4.2 (10) y RhAG
(11) con la ankirina (12).

La proteina 4.2, que se une a Banda 3 y ankirina, actua como un puente
entre los dos subcomplejos y los conecta al citoesqueleto mediante la
interaccidn de la ankirina con la B-espectrina (13). El complejo de unién se
forma en torno a un eje o “unidn” que surge entre las conexiones laterales entre
las proteinas 4.1R, actina y 3 espectrina (14). El citoesqueleto del eritrocito esta
formado por una red hexagonal de tetrameros de espectrina unidos por cortos

filamentos de actina (15).



1.2.1. El macrocomplejo proteico Banda 3/Rh

La glicoproteina Banda 3, conocida como el intercambiador de aniones
del GR (AE1), es la proteina eritrocitaria mas abundante, con aproximadamente
10° copias por células (16). La proteina Banda 3 eritroide esta formada por tres
dominios: 1- un dominio N-terminal citoplasmatico de 403 aminoacidos que
interactua con la ankirina y la proteina 4.2 del esqueleto submembranal y con
enzimas glicoliticas, deoxyhemoglobina y hemicromos; 2- un dominio de
membrana de 479 aminoacidos, que la atraviesa 14 veces; y 3- un dominio C-
terminal citoplasmatico de 29 aminoacidos que se une a la ACII (17) (Figura 2).
Los 21 antigenos del sistema de grupo sanguineo Diego surgen de
sustituciones de aminoacidos sobre los dominios externos de la Banda 3 (18).
Esta proteina tiene un rol importante en el transporte sanguineo eficiente de los
gases respiratorios. En los GRs, en presencia de agua (H20), la ACII hidrata el
diéxido de carbono (COy) a bicarbonato (HCO3’) y H'. La proteina Banda 3,
transfiere iones HCO3™ fuera de la célula en intercambio por cloruro (Cl 7). El
protén interactua con la hemoglobina (Hb) promoviendo la liberacion de O..
Como el HCO3;™ es mas soluble que el CO,, este proceso favorece el transporte
de CO; y la liberacion de Oz en los tejidos, mientras que en los pulmones se
produce el proceso inverso (19, 20).
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Figura 2: Diagrama que representa el macrocomplejo Banda 3/Rh en la membrana del
glébulo rojo, propuesto por Bruce y col (28) (Bruce LJ, Beckmann R, Ribeiro ML,
Peters LL, Chasis JA, Delaunay J, Mohandas N, Anstee DJ, Tanner MJA: A band 3-
based macrocomplex of integral and peripheral proteins in the RBC membrane. Blood
2003; 101:4180-4188). Muestra los tetrameros de Banda 3 funcionando como
intercambiador aniénico HCO37/CI, la familia de proteinas Rh e interaccionando con la
Hemoglobina y las moleculas de adhesion CD47 e ICAM-4. Figura tomada de:
Functions of red cell surface proteins G. Daniels Vox Sanguinis (2007) 93, 331-340.

En los GRs humanos estan presentes tres miembros de la familia de las
proteinas Rh: RhD y RhCcEe, que expresan los antigenos del sistema de
grupo sanguineo Rh, y la glicoproteina asociada RhAG. Estas proteinas
presentan dominios N- y C- terminales citoplasmaticos y 10 dominios que
atraviesan la membrana. RhAG, en asociacién trimérica o tetramérica con RhD
y RhCcEe, forma parte de un macrocomplejo con tetrameros de la proteina
Banda 3 y con las moléculas de adhesion intercelular 4 (ICAM4/LW
glicoproteina), CD47 y las glicoforinas A y B (Figura 3) (21). En el
macrocomplejo Banda 3/Rh, RhAG se encuentra en un sitio ideal para
canalizar CO; hacia y desde la ACIl y Oz hacia y desde la Hb. Ademas, las
moléculas de adhesion ICAM4 y CD47 podrian contribuir a facilitar las
interacciones adhesivas transitorias entre los GRs y el endotelio vascular para
maximizar la transferencia de gases. El macrocomplejo Banda 3/Rh también
estaria asociado en la membrana con la acuaporina 1 (AQP1), que proporciona
el H,O necesaria para la hidratacion del COs..
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Figura 3: Complejo Banda 3 en la membrana de los GRs. Tomada de: Modelling the
structure of the red cell membrane. Nicholas M. Burton and Lesley J. Bruce. Biochem.
Cell Biol. 89: 200-215 (2011).

1.2.2. Glicoforinas

Las glicoforinas denominadas también sialoglicoproteinas por su alto
contenido en acido sialico, son proteinas transmembranales. Presentan un
segmento citoplasmatico que interactua con el citoesqueleto, un segmento
hidrofébico que atraviesa la bicapa y un segmento glicosilado extracelular con
residuos de acido sialico, que confieren al eritrocito sus cargas eléctricas
negativas.

Glicoforina A: Es la principal glicoproteina de los GRs y representa el 2 al 4 %
de la masa total de las proteinas eritrocitarias. Atraviesa todo el espesor de la
bicapa y el polimorfismo de los aminoacidos en su extremo terminal determina
los antigenos eritrocitarios M y N.

Glicoforina B: Es estructuralmente muy parecida a la anterior. La variabilidad
en sus aminoacidos es responsable de los antigenos Sy s.

Las glicoforinas A y B poseen mas del 90% del acido sialico total de la
superficie del eritrocito. La homologia estructural entre estas proteinas indica
que provienen de un gen ancestral comun.

Glicoforinas C y D: Participan en la estabilidad y en el mantenimiento de las
propiedades de la membrana eritrocitaria. Son glicoproteinas estrechamente



relacionadas en las cuales se expresan los antigenos del grupo sanguineo
Gerbich. Desempenan una importante funcién en la membrana de los GRs,
debido a que su ausencia se encuentra asociada a modificaciones
morfologicas. Los eritrocitos deficientes en glicoforinas C y D (denominado
fenotipo Leach) tienen anormalidades funcionales y presentan una forma
eliptica (22, 23).

1.2.3. Lipidos de membrana

La bicapa lipidica esta compuesta por proporciones iguales de colesterol
y fosfolipidos (24, 25). El colesterol se considera distribuido en forma igualitaria
entre las 2 capas, mientras que los 4 principales fosfolipidos se encuentran
dispuestos asimétricamente. La fosfatidilcolina y la esfingomielina estan
predominantemente localizadas en la monocapa externa, mientras que la
mayoria de la fosfatidiletanolamina y toda la fosfatidilserina (PS) junto con
constituyentes fosfoinositosidos menores, se encuentran en la monocapa
interna (26, 27). Los diferentes tipos de transportadores proteicos de
fosfolipidos, dependientes y no dependientes de energia, han sido implicados
en la generacion y mantenimiento de la asimetria de los fosfolipidos (28, 29).
Las flipasas mueven fosfolipidos de la monocapa externa a la interna, mientras
que las flopasas hacen lo opuesto contra un gradiente de concentracion de una
manera energia dependiente. En contraste, las escramblasas mueven
fosfolipidos bidireccionalmente contra sus gradientes de concentracién de una
manera energia independiente (30, 31).

El mantenimiento de la distribucién asimétrica de los fosfolipidos, en
particular la localizacion exclusiva de la PS y los fosfoinositdsidos en la
monocapa interna, es importante en las funciones eritrocitarias. Debido a que
los macréfagos reconocen y fagocitan GRs que exponen PS en su superficie
externa, la ubicacion de estos lipidos en la monocapa interna es esencial para

que la célula sobreviva a sus frecuentes encuentros con los macrofagos del



sistema fagocitico mononuclear (SFM), especialmente en el bazo. La pérdida
de la asimetria de los lipidos lleva a la exposicién de la PS sobre la monocapa
externa, que podria ser importante en la destruccion prematura de los GRs en
hemoglobinopatias y en los GRs senescentes (GRSe) (32, 33, 34). Por otra
parte, la restriccién de la PS la monocapa interna, también inhibe la adhesion
de los GRs normales a las células endoteliales vasculares, garantizando asi el

transito a través de la microvasculatura (35).

1.2.4. Moléculas de adhesion eritrocitarias

Una molécula de adhesion celular (MAC) se define como un receptor de
la superficie celular capaz de unirse a otras células o a algun sustrato de la
matriz extracelular por medio de la interaccién con su ligando (36). Las MACs
pueden ser agrupadas en superfamilias, teniendo en cuenta sus estructuras
primarias (37, 38, 39). Las células eritroides, en sus diferentes estadios de
diferenciacion, expresan MACs de las superfamilias de las inmunoglobulinas
(IgSF), integrinas y sialomucinas y de las familias de la caderinas y selectinas
junto con unas MACs que tienen poca homologia estructural con otras
proteinas (40) (Figura 4). Con excepcion de CD47, el cual se expresa en 2 a
4x10* copias por GR, todas las MACs son expresadas en un nimero
relativamente bajo (41). Las moléculas IgSF sobre los GRs incluyen las
glicoproteinas Lutheran (Lu), ICAM-4, proteina de membrana asociada al
eritroblasto (ERMAP, la proteina JMH), el antigeno Scianna, basigina (CD147)
y CD47. ICAM-4 y CD47 son parte del macrocomplejo Banda 3/Rh (16).

1.2.4.1. Sialoadhesinas
Las sialoadhesinas, actualmente llamadas Siglecs son receptores de la

superficie celular que reconocen residuos de acido sialico. Pertenecen a la
IgSF con 2 a 17 dominios inmunoglobulina (Ig) y constituyen lectinas



especificas para muchas variantes del acido sialico. Las Siglecs se unen a la
mayoria de los residuos mas comunes del ac. N-acetilneuraminico uniendo por

a 2-3 6 a 2-6 a galactosa (42).

1.2.4.2. ICAM-4/Glicoproteina LW

LW es el antigeno original Rhesus y comparte una relacién fenotipica
con RhD. La parte externa de la molécula esta formado por 2 dominios Ig. La
glicoproteina LW ha sido llamada ICAM-4. Las ICAMs son los ligandos para las
integrinas; son moléculas de adhesién que consisten en heterodimeros con
varias subunidades transmembranas o y p. Aunque las otras ICAMs son
especificas para una sola integrina, ICAM-4 interactua con una amplia variedad
de integrinas: aLB2, aMB2, aXB2, allbp3, aVR1, aVB3, aVRS5 and a4p1. ICAMs
1, 2 y 3 son moléculas de adhesién de linfocitos, granulocitos y monocitos pero
ICAM-4 parece estar restringida a las células eritroides y posiblemente a la
placenta (43). La union de ICAM-4 sobre los GRs, a la integrina del
monocito/macréfago aXp2 en el bazo, podria tener una participacion en la
remocién de los GRSe (44). Como parte del macrocomplejo Banda3/Rh, ICAM-
4 facilitaria las interacciones adhesivas transitorias entre los GRs y el endotelio

vascular para maximizar la transferencia gaseosa (21).

1.2.4.3. CD47 (Proteina Asociada a Integrina)

Esta proteina presenta 5 dominios de membrana y un dominio extracelular
Ilg altamente glicosilado. Se distribuye en forma amplia en los tejidos y no
expresa antigenos de grupos sanguineos (45). Ademas participa en la
migracion transcelular y en la adhesion celular a la matriz extracelular. En
algunos tipos celulares, la molécula de CD47 esta fisica y funcionalmente
asociada con la integrina avp3 y con VLA-2 a2f1, justificando su nombre de
proteina asociada a integrina. Los dominios Igs de CD47 se unen a dominios
C-terminales de proteinas de la matriz extracelular (46).



La regulacion de la adhesion celular depende de diversos factores, que
incluyen el nivel de expresion y el estado de activacion de las moléculas de
adhesion y de sus ligandos, la accesibilidad del ligando y las fuerzas fisicas
que son aplicadas entre las células y las moléculas de adhesion. El eritrocito
maduro en la circulacibn se encuentra en un medioambiente dinamico y
sometido a fuerzas en sus pasajes por los vasos sanguineos. Aunque los
reticulocitos y los GRs maduros presentan sobre su superficie una determinada
cantidad de MAC, en condiciones normales, estas células son no-adhesivas en

la vasculatura (38, 43).

1.2.5. Proteinas reguladoras del Sistema del Complemento

Dos (glicoproteinas de la superficie de los GRs pertenecen a la
superfamilia de proteinas de control del complemento (CCP):

1- el factor acelerador de decaimiento (DAF, CD55), unido a la membrana por
medio de glicosilfosfatidilinositol (GPI), tiene 4 dominios repetidos CCP vy
expresa los 15 antigenos del sistema de grupo sanguineo Cromer

2- el receptor del complemento-1, (CR1, CD35), tiene alrededor de 30 dominios
CCP y expresa los 9 antigenos del sistema Knops.

La glicoproteina CD55 ayuda a proteger a los GRs de la lisis por
complemento autologo, un rol que comparte con CD59, otra glicoproteina unida
por GPI, que no es polimérfica y no presenta actividad de grupo sanguineo
(47). CD55 inhibe la accion de la convertasa C3, mientras que CD59 previene
el ensamble del complejo de ataque a la membrana. La principal funcién de
CR1 en los GRs es unir y procesar complejos inmunes y transportarlos al
higado y al bazo para su remocion de la circulacion (48).
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Figura 4: Representacion esquematica de proteinas de la superficie de los GRs.
Figura tomada de: Functions of red cell surface proteins G. Daniels Vox Sanguinis
(2007) 93, 331-340.
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1.3. Los eritrocitos senescentes

Los GRs han sido utilizados como un interesante y conveniente modelo
para estudiar el envejecimiento celular debido a la facilidad de su obtencién, su
constante remocion y su carencia de nucleo y de otras organelas subcelulares
(23, 49).

La palabra “senescencia”’, segun Bessis (50) no significa solamente
envejecimiento celular, es la expresion de desérdenes que conducen a una
disminucién de la capacidad de sobrevivir y a un incremento de la
susceptibilidad a las condiciones hostiles. En el caso particular de los GRs,
Aminoff (62) afirma que el término senescente se utiliza para los eritrocitos que
muestran la mayor cantidad de cambios dependientes del tiempo (52-54).
Después de una vida de aproximadamente 115 dias los eritrocitos son
eliminados de la circulacion por células del SFM. Este proceso es similar al
observado en la destruccion de los GRs sensibilizados por auto vy
aloanticuerpos en la mayoria de las Anemias Hemoliticas Inmunes (55-57).

1.3.1. Envejecimiento celular

El envejecimiento es un proceso biolégico universal inevitable, que
puede ser descripto como una disminucion general en las funciones
fisiologicas, acumulacion de cambios adversos y probabilidad de muerte
aumentada. La principal caracteristica molecular del envejecimiento es la
acumulacion progresiva de dafios en las macromoléculas (58, 59).

Entre las diferentes hipotesis, la teoria de los radicales libres y el estrés
oxidativo constituye la mejor descripcion del proceso de envejecimiento, que se
manifiesta dentro de un organismo a nivel genético, molecular, érgano celular,
y sistémico (60). Las especies reactivas del oxigeno (EROs) son producidas
por las células aerébicas como un subproducto de sus procesos metabdlicos. A
nivel celular, estas EROs se encuentran en equilibrio con moléculas
antioxidantes. El estrés oxidativo es el resultado de un desbalance debido a la
deplecion de antioxidantes, exceso de acumulacion de EROs o ambos, con
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consecuencias perjudiciales para el organismo. Segun la teoria de los radicales
libres del envejecimiento, el estrés oxidativo aumenta con la edad, dando lugar
a la acumulacién de productos de oxidaciéon de lipidos, acidos nucleicos,
proteinas, hidratos de carbono y esteroles que causan la disfuncién celular y
aumentan la susceptibilidad a los agentes nocivos externos. En el estudio de
las alteraciones bioquimicas que ocurren durante el envejecimiento y el estrés
oxidativo se han utilizado diferentes modelos. Los GRs, junto con su membrana
constituyen uno de los sistemas mas empleados por su importante papel en
procesos fisiologicos y metabdlicos (61-63). Debido a su deformabilidad, los
GRs pueden atravesar capilares mas estrechos que su diametro y recuperar
rapidamente su forma original. Considerando la ausencia de organelas
celulares particularmente nucleo y mitocondrias, los eritrocitos pierden su
capacidad para sintetizar proteinas y limitan su metabolismo para sobrevivir
hasta su eliminacion, siendo continuamente removidos de la circulacion para
mantener el numero adecuado, equilibrando la formacion en la médula ésea
con la velocidad de eliminacién por las células del SFM (64). Los eritrocitos
tienen una vida util definida en todas las especies animales, indicando que,
como en otras células, la vida y la muerte estan bien reguladas, a pesar de su
incapacidad para la sintesis de proteinas. (65).

1.3.2. Modificaciones asociadas a la senescencia eritrocitaria

1.3.2.1. Deformabilidad celular

Los eritrocitos humanos deben sobrevivir a una gran variedad de
cambios fisicos y quimicos durante su vida. Los cambios fisicos de los
hematies son necesarios para que su diametro de aproximadamente 7um, se
reduzca a 1,5 um para atravesar los pequefios vasos sanguineos y los

capilares sinusoides (66). La membrana eritrocitaria mantiene su integridad
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estructural mientras esta sujeta a deformaciones y estrés, conservando su
capacidad de deformacion (67).

Los GRs normales, con el envejecimiento, experimentan un ligero
incremento en la concentracion de Hb como resultado de la pérdida de agua,
un aumento en la viscosidad intracelular y una reduccion de su superficie que
limita la extension de la deformacion (52). La deformabilidad también se
modifica en diversas patologias entre ellas algunas Anemias Hemoliticas. Los
GRs de pacientes con Esferocitosis, a y p Talasemias Hereditarias, Anemia
Drepanocitica y Esferocitosis Autoinmune, presentan una disminucion de la

deformabilidad asociada a un acortamiento de la vida de esos GRs (68, 69).
1.3.2.2. Volumen celular. Sodio y Potasio

Debido a que la Hb es el principal componente de los GRs, la densidad
celular esta primariamente determinada por la concentracién intracelular de Hb,
que depende del contenido de agua (H2O) del GR, regulada por la
concentracion de potasio (K') y de sodio (Na*). Con el envejecimiento, la
poblacion de GRSe se vuelve mas densa debido a que contienen menos
concentracion de Na” y K™ que el resto de los GRs. Estudios realizados sobre
los mecanismos de transporte de estos iones en la poblacion de GRs mas
densa, mostraron una progresiva disminucion en la concentracion de K*
mientras que el contenido de Na® permanece constante. También, se ha
demostrado un aumento de la permeabilidad al K* en la membrana de los
GRSe (70).

1.3.2.3. Calcio
Una hipétesis sobre la senescencia involucra una deplecion metabdlica
que produce el funcionamiento alterado en la bomba de Ca®*-ATP dependiente,

conduciendo a una acumulacién de calcio (Ca?*) en el interior del eritrocito

durante el envejecimiento. La deplecién de ATP conduciria al incremento de los
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niveles de Ca®" en la célula, activando a su vez, la permeabilidad al K* Ca?*
dependiente. La consecuente pérdida desbalanceada de K podria causar
deshidratacion, contraccion celular (71) e incremento en la concentracidon
intracelular de Hb. Ademas, también se postula que el efecto del Ca®* sobre la
membrana celular es contribuir a la pérdida de la deformabilidad del eritrocito a
medida que envejece (72).

1.3.2.4. Oxidacion de Proteinas

La capacidad antioxidante del plasma es la medida principal y el marcador
mas adecuado para evaluar el estado y potencial del estrés oxidativo en el
envejecimiento. Los métodos de estudio utilizados se basan principalmente en
la evaluacion de los radicales libres y la inhibicion de la peroxidacion lipidica
(73-75). Las proteinas son objetivos importantes debido a su alta concentracion
en las células, en el plasma, y la mayoria de los tejidos, y por su capacidad de
reaccionar con los radicales libres y otros oxidantes (76). Las EROs
conducirian a la oxidacion de las cadenas laterales de los residuos de
aminoacidos y a la formacion de enlaces cruzados proteina-proteina dando
lugar a la fragmentacion proteica (77). El ataque de las EROs a las proteinas
modifica los aminoacidos lisina, arginina, residuos de histidina y de prolina,
generando grupos carbonilos. Estas modificaciones estructurales serian un
marcador temprano de la oxidacion de las proteinas y es considerado como
una medida del dafo proteico (78).

1.3.2.5. Actividad enzimatica

Las variaciones quimicas potenciales que experimentan los GRs durante
su envejecimiento incluyen estrés oxidativo, deplecion metabdlica y pérdida de
su gradiente iénico (79, 80) que son mantenidos por las células mediante un
importante repertorio de mecanismos enzimaticos. Cuando el eritrocito pierde

su nucleo y ribosomas, no puede sintetizar proteinas, dependiendo de la
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glucolisis anaerdbica para obtener la energia necesaria (80-82). Durante su
vida en la circulacién, el eritrocito es capaz de sostener un nivel efectivo de
adenosina-trifosfato (ATP), nicotinamida-adenina di nucledtido (NAD®), su
forma reducida NADH y su forma fosforilada NADP y mantener su composicion
ionica (83). También puede reducir meta Hb y glutation oxidado, sintetizar
glutation y resellar su membrana.

La actividad de algunas de las enzimas eritrocitarias ha sido
determinada en las poblaciones de GR jovenes (GRJ) y GRSe. Estos estudios
han demostrado una disminucion en las actividades de enzimas como glutation
reductasa, glutation peroxidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa vy
superoxido dismutasa. Se ha observado que la actividad enzimatica disminuye
a medida que el eritrocito envejece, indicando que la destruccidon de los GRSe
podria depender de la pérdida del potencial metabdlico y de alteraciones en
algunas biomoléculas de membrana (84-89).

1.3.2.6. Proteina Banda 3

La Banda 3 eritrocitaria humana es un proteina de 92-kDa con
aproximadamente 1.2x10° copias por GR. Participa en la homeostasis del
volumen celular y en el intercambio HCO3/Cl, manteniendo la integridad
celular.

Las alteraciones en la proteina Banda 3 observadas en los GRSe son
producidas por mecanismos que involucran la desnaturalizacion de la Hb
dando lugar a la formacién de hemicromos. Como la proteina Banda 3
atraviesa la membrana 14 veces es mas vulnerable al dafio de los radicales
libres y a los hemicromos (90). Las modificaciones en la proteina Banda 3,
producidas por ruptura proteolitica o agregacion como resultado de procesos
oxidativos, dan lugar a la formacion o exposicion de un sitio antigénico,
denominado antigeno de senescencia eritrocitario (ASE), que induce la
acumulacion de 1gG autéloga en la superficie celular favoreciendo la remocién

de los GRs. Kay asignd el antigeno de senescencia eritrocitario
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especificamente a la regiéon de los aminoacidos 538-554 y 812-830 de la
proteina Banda 3 (91-94).

1.3.2.7. Glicoforinas

Los GRSe presentan una disminucién del 10-15% en el contenido de
acido sialico por célula con respecto a los GRJ. En algunos estudios el acido
sialico fue determinado como la cantidad liberada por la accion de la
neuraminidasa, dependiendo su valor de la posibilidad de obtener poblaciones
homogéneas de células jovenes y senescentes. Los contenidos totales de
acido sialico por célula, son menores en células envejecidas debido a la
pérdida de membrana que experimentan durante su vida. Sin embargo, por
diversas técnicas se ha demostrado una idéntica movilidad electroforética en
hematies de distintas edades, a pesar del menor contenido de acido sialico en
las células envejecidas. Esta discrepancia aparente podria atribuirse a la
pérdida de componentes superficiales en algunas proteinas sin cambios en la
densidad de cargas, mientras aparecen nuevos grupos carbonilos (95-98). Las
alteraciones en la carga negativa de los residuos de acido sialico en las
glicoproteinas de membrana, reduciria la repulsion entre los GRs y los
fagocitos, permitiendo asi la ingestion de los GRs envejecidos y alterados por
el SFM (99).

1.3.2.8. Exposicion de fosfatidilserina

La exposicion de PS en la capa externa de la membrana ha sido
descripta como un marcador de apoptosis en las células nucleadas (100, 101).
Aunque la apoptosis en los GRs sigue siendo discutida, los hematies muestran
sefiales de la misma, tales como la exposicion de PS y la formacion y liberacion
de vesiculas de la membrana (102). Este proceso recientemente fue
denominado eryptosis por Lang y col. (103). Un incremento intracelular de Ca**
en los GRs produciria la activacion de varios procesos importantes para la
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exposicion de PS: 1- activacion de la escramblasa e inhibicion de la flipasa
(28), 2- activacién de canales de K* activados por Ca®* llevando a una perdida
de K' y agua, dando lugar a la contraccion celular (104, 105), 3- activacion de
la Protein Kinasa C (PKC) (106) y 4- activacion de la calpaina, una cisteina
endopeptidasa que degrada proteinas del citoesqueleto favoreciendo la
formacion de microvesiculas sobre la membrana de los GRs (3, 107, 108). En
la actualidad la interconexion entre las vias no ha sido totalmente dilucidada.
Otros parametros estarian involucrados ademas en la exposicion de PS en los
GRs humanos, tal como la activacibn de caspasas, la produccion de
ceramidas, el estrés oxidativo y agotamiento de ATP (103, 107-109).

En algunas Anemias Hereditarias (32, 34, 110) y durante el
almacenamiento a largo plazo en los bancos de sangre, la disminucion en la
sobrevida de los GRs esta asociada con un incremento en la exposicion de PS
(111). Debido a que la exposicién de PS proporciona actividad procoagulante
(33, 112), en los pacientes con desdrdenes hemoliticos hereditarios estaria
aumentado el riesgo de trombosis (113).

La disminucion en la asimetria de los fosfolipidos, una de las
consecuencias del envejecimiento fisiolégico a nivel de la membrana, resulta
en la exposicion de PS, que junto con otras sefales, participan en el
reconocimiento y remocion de los GRSe via fagocitosis (Figura 5 ) (114, 115).
Por lo tanto la exposicion de PS sobre los GRs y su reconocimiento directo por
receptores fagociticos puede agregar redundancia al mecanismo de
eliminacion 'y conferile mayor eficacia en pacientes hipo vy

agamaglobulinémicos.
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Figura 5: Vias conocidas que llevan a la eryptosis. Tomado de: Stored red blood cells:
A changing universe waiting for its map(s). Niels Lion y col. Journal of Proteomics 73
(2010) 374-385

1.3.2.9. Expresion de las MACs

1.3.2.9.1. CD47 y SIRP

En humanos, la proteina CD47 esta asociada con los antigenos Rhesus
y ambos son parte del complejo macromolecular de proteinas de membrana
integrales y periféricas involucradas en el intercambio gaseoso y el transporte
de HCOs3 /CI" (21). La insercion de CD47 en la membrana de los GRs es
dependiente de la presencia de la proteina periférica Banda 4.2 que actuaria
como una chaperona en este proceso y formaria un puente entre CD47 vy la
porcion citoplasmatica de la Banda 3 (21, 115, 116, 117). CD47 inhibe la
fagocitosis de los eritrocitos por los macrofagos del SFM (118, 119) a través de
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la union a proteinas regulatorias de las sefales (SIRPa) en el macrofago que a
su vez induce la sefalizacion inhibitoria por medio de secuencias motivo
basadas en el inmunoreceptor de tirosina (ITIMs) presentes en la region
citoplasmatica de SIRPa (120, 121). La uniéon de CD47 a SIRPa activa las
fosfatasas SHP-1 y SHP-2, que regulan las vias de sefializacién y las funciones
efectoras en el macrofago.

Un modelo experimental propone que durante el envejecimiento se
induce un cambio conformacional en CD47, que le permite unirse a la
trombospondina (TSP-1) creando un nuevo sitio de union para SIRPa, que es
capaz de reconocer a CD47 como una sefal de fagocitosis en lugar de una
sefal inhibitoria de este mecanismo (Figura 6 ). Los dafos oxidativos pueden
ser un factor importante en la generacion de esta sefal de fagocitosis porque
inducen un cambio conformacional en CD47, necesario para la unién de TSP-1
(122). Ademas como CD47 se encuentra en un complejo de proteinas formado
por Banda 3, Glicoforina A y CD44, es posible un efecto indirecto sobre la
conformacion de CD47 por modificacion de estas proteinas de membrana (123,
124).

CD47

Changed CD47 hrombospondin-1
siRPa siRPa, \J
l Inhibits Promotes
phagocytosis i
Oxidation/Ageing l pragocykcsis

o e

Figura 6: Cambios oxidativos y el envejecimiento llevan a un cambio conformacional
en CD47 que llevan a la union de TSP-1. En condiciones normales, CD47 sobre los
eritrocitos inhibe la fagocitosis por medio de la interaccion con SIRPa sobre el
macrofago. Luego del cambio conformacional en CD47, TSP-1 es capaz de unirse a
CD47 y enviar una sefal de fagocitosis a los macrofagos. Tomada de CD47 in
Erythrocyte Ageing and Clearance — the Dutch Point of View. Patrick Burger y Col.
Transfus Med Hemother 2012; 39:348-352.
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1.3.2.9.2. Acido sialico y siglecs

El acido sialico y las siglecs estarian involucrados en la regulacion del
contacto célula — célula (42). Por lo tanto, los residuos de acido sialico
terminales no solamente evitan la aglutinacion debido a su carga negativa, sino
que ademas actuan como marcadores de lo propio evitando que los
macréfagos fagociten a las células portadoras de acido sialico. Los GRs
humanos se unen a las siglecs por multiples puntos de unién y el tratamiento
con sialidasas anula su unién (125). Esto permite un nuevo abordaje a una
vieja historia, explicando como la pérdida de &acido sialico puede ser el
disparador de la remocion de los GRs (126). Los GRSe pierden parte de su
superficie y con ello disminuye la expresion de las glicoforinas y en
consecuencia la uniéon a las siglecs, por lo tanto pueden volverse mas

susceptibles a la fagocitosis por los macréfagos del SFM (127).

1.3.2.10. Proteinas Reguladoras del Sistema del Complemento

Los GRs normalmente son protegidos de la lisis mediada por el
complemento por la accidén de proteinas reguladoras en la superficie celular. El
receptor del complemento CR1 (CD35) es una glicoproteina transmembrana
que previene la activacion excesiva del complemento por inhibicion de las
convertasa C3 y C5. El factor acelerador del decaimiento (CD55) inhibe la
ruptura de C3 y C5 acelerando el decaimiento de las convertasas C3 y C5
(128). El inhibidor de la lisis CD59, inhibe la formacion del complejo de ataque
a la membrana (MAC) por union a C8 y C9. La disminucion de la expresion de
las proteinas CD55 y CD59 en la superficie de los GRSe, conduce a una
susceptibilidad aumentada de lisis mediada por el Sistema del Complemento
(129, 130).
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1.4. Mecanismos de remocion eritrocitaria

Las hipdtesis relativas a la destruccién de los GRSe se basan en dos
aspectos diferentes. El primero considera que los GRs envejecidos son
removidos en forma directa por la alteracion de alguna funcién intrinseca
mientras que el segundo propone que los cambios sobre la superficie celular
pueden proporcionar una sefal para su reconocimiento por las células del
SFM. El mecanismo de remocion aceptado actualmente considera que se
produce por una combinacion de ambos eventos, unidos por alguna
comunicacion transmembranal. El reconocimiento de las modificaciones en la
superficie de los GRs puede proveer la ultima sefal para la destruccion celular,
pero estos cambios eritrocitarios estarian asociados con una alteracion de la
funcion intracelular.

En circunstancias fisiologicas, los GRSe tienen unido sobre su
membrana 1gG autdloga, que induce su reconocimiento y fagocitosis. La
acumulacion de este anticuerpo especifico durante la parte final de la vida del
hematie representa una evidencia accesible a la identificacion del antigeno al
que esta unido y al mecanismo de envejecimiento (131). El escaso numero de
IgG autdloga, encontrado in vivo indicaria que la remocion de los GRSe es un
proceso eficiente y controlado. Lutz, afirma que unos cientos de moléculas de
IgG sobre los GRSe y un tercio de este valor en los GRJ, es insuficiente para
inducir la fagocitosis mediante los receptores Fcy. Estos anticuerpos junto con
algunos componentes del Sistema del Complemento podrian ser mediadores
eficientes del reconocimiento de los GRSe por sus receptores especificos en
los macrofagos (57, 131).

La prueba de la Antiglobulina Directa (PAD) permite demostrar in vitro la
sensibilizacion de los eritrocitos, en particular con IgG y C3d . Sin embargo,
algunos autores consideran que la sensibilidad de esta técnica no seria
suficiente para detectar las minimas cantidades de anticuerpos unidos a
suspensiones de GRSe y GRJ, siendo necesario utilizar otros métodos mas
sensibles (132, 133).
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En los ultimos afos se han desarrollado ensayos funcionales que
permiten evaluar la interaccion entre GR sensibilizados por alo vy
autoanticuerpos y células efectoras del SFM. Este ensayo de monocapa de
monocitos (EMM) se podria utilizar ademas para estudiar la fagocitosis
fisiologica de GRSe. (56, 57, 134, 135).

Por otra parte, algunos autores han propuesto que una disminucion en la
carga negativa de la membrana del GR podria reducir significativamente la
repulsion interactiva con las células de SFM facilitando la fagocitosis. Los
estudios de microscopia electronica han mostrado que la densidad de carga
superficial es menor en los GRs viejos (136). Estos hallazgos, junto con la
observacién de una rapida depuracion de los GRs tratados con neuraminidasa
de la circulacion, sugieren que la pérdida de acido sialico participaria en la
remocion selectiva de los GRSe (98, 137, 138). En los ultimos afos se ha
demostrado que la eritrofagocitosis puede ocurrir aun en ausencia de
inmunoglobulinas. Estos hallazgos indican que habria al menos dos formas de
eritrofagocitosis: la via “clasica” que es inmunoglobulina dependiente y la
“alternativa” que es inmunoglobulina independiente.

El recambio diario eritrocitario en el ser humano es de aproximadamente
20 g de células, que son eliminadas como GRSe intactos, en lugar de restos de
lisis. La depuracion de los GRs dafados funcionalmente pero intactos
representa una necesidad para prevenir la exposicion de autoantigenos al
sistema inmune, evitando la autoagresion. El desarrollo de mecanismos de
eliminacién eficientes de GRSe, con danos oxidativos (52, 139, 140) 6 de
células apoptoticas (141, 142, 143, 144, 145), requiere de células fagociticas y
de la participacion del sistema inmune humoral innato, formado por
autoanticuerpos naturales de baja afinidad y por el Sistema del Complemento.
Las uniones de C3b junto con los autoanticuerpos IgG actuan como ligandos
de la unidén de las células a los fagotitos (54).
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1.4.1. Autoanticuerpos anti-Banda 3

La participacion de IgG autéloga en la remocion selectiva de los GRSe
fue reportada por primera vez por Kay (146, 147 ). La IgG autéloga aumenta in
vitro la fagocitosis de los GRSe pero no de los GRJ. Las IgG humanas
contienen diferentes tipos de autoanticuerpos naturales que reaccionan con
proteinas de la membrana eritrocitaria (148) siendo el anti-Banda 3 el
anticuerpo que se une a los GRSe (149,150). Estas IgG se unen a oligobmeros
de Banda 3 producidos por el dafio oxidativo (151, 152, 153, 154, 155), que da
lugar a la unién de hemicromos en las membranas de los GRs (90, 156, 157).
Estos oligdbmeros no constituyen los tetrameros preexistentes anclados al
citoesqueleto (158), ni los dimeros individuales que pertenecen a la fraccidn
movil de la proteina Banda 3 (159). Estas estructuras presentan una baja
afinidad para unirse al autoanticuerpo anti-Banda 3. Se postula que los
dimeros estan en forma de V de manera tal que las 2 porciones Fab de un
autoanticuerpo anti-Banda 3 no se puedan unir simultaneamente a las 2
moléculas de la proteina dentro de un dimero, pero si puede unir
bivalentemente 2 dimeros con forma de V que estan y quedan en estrecho
contacto (Figura 7).

Dimerizacién del antigeno monovalente (Banda 3)

Globulos Rojos Globulos Rojos
Jovenes Senescentes A
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Dimeros de Banda 3
Anclados al citoesqueleto

Oligomerizacion de Banda 3

B

Figura 7: Modelo propuesto de para la exposicién del antigeno de senescencia que
permite la union firme y bivalente del autoanticuerpos natural anti- Banda 3.

A) El antigeno especifico de senescencia es monomérico, pero en gran medida esta
inmovilizado por la interaccion con el citoesqueleto. El desprendimiento del
citoesqueleto permite que la proteina monomérica forme dimeros que se unen al
Autoanticuerpo natural bivalente. Tomado de: Lutz et al. Swiss Medical Weekly 1981;
111:1507-1517; 36

B) Estudios sobre la topologia de la proteina Banda 3 sugieren que Banda 3 existe
principalmente como dimeros anclados al citoesqueleto, que como tal no pueden
unirse al autoanticuerpo contra la banda 3 bivalente. Por la separacién del
citoesqueleto, se forman tetrameros u oligémeros de Banda 3 que facilitan la union
bivalente de los autoanticuerpos naturales anti-banda 3 Estos anticuerpos se unen a
una region del péptido antigénico en la proteina Banda 3, pero no se unen a los
hidratos de carbono presentes sobre la proteina (lineas finas sobre Banda 3). Tomado
de: Naturally Occurring autoantibodies in mediating clearance of senescent red blood
cells. Hans U. Lutz. Naturally Occurring Antibodies (NAbs), edited by hans U. Lutz.
©2012 Landes Bioscience and Springer Science+Business Media.

Lutz considera que es necesaria una alteracion topologica entre las
moléculas de Banda 3 para permitir la unién bivalente de los autoanticuerpos
anti-Banda 3 (157, 158, 160-162) (Figura 8).
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1. La desnaturalizacidon debida a dafio oxidativo de la hemoglobina lleva a la formacién de
hemicromos.

2. Los hemicromos se unen al dominio citoplasmatico de Banda 3 provocando su ruptura
oxidativa a través de puentes disulfuro y fosforilacion de residuos de tirosinas

3. Disociacion de Banda 3 de las proteinas del citoesqueleto y su agrupacion (oligomerizacion)
4. Formacion de clusters Banda 3/Hemicromos y opsonizacion con autoanticuerpos naturales y
C3b.

Figura 8: tomada de: Naturally occurring anti-band 3 antibodies and red blood cell
removal under physiological and pathological conditions. Pantaleo y col. Autoimmunity
Reviews 7 (2008) 457-462.

1.4.2. Participacion del Sistema del Complemento

Los autoanticuerpos dirigidos hacia proteinas grandes son generalmente
de baja afinidad y se encuentran en el plasma normal en concentraciones
menores de 1 ug/ml (163). Estos autoanticuerpos naturales no pueden
opsonizar eficazmente sus células blanco, dependiendo de la activacion del
sistema del complemento para inducir fagocitosis (164-166). Los
autoanticuerpos naturales activan la via clasica del Complemento que conduce
al depdsito de Csb y también pueden estimular la amplificacion del
complemento formando complejos Csbo-IgG (167, 168). El autoanticuerpo
natural anti-Banda 3 forma estos complejos con mayor afinidad por Cs que las
otras moléculas de IgG (169). Los complejos Csb,-IgG son 7 a 10 veces

mejores activadores de la amplificacion de la Cz convertasa (170), por lo tanto,
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los autoanticuerpos naturales que participan en la opzonizaciéon de los GRSe
pueden aumentan su baja afinidad amplificando la union al Complemento (167,
171, 172) (Figura 9).

Anti-banda 3

Figura 9: Union del autoanticuerpos natural Anti Banda 3 y proteinas del Sistema del
Complemento a los GRSe. Tomada de A pair of naturally occurring antibodies may
dampen complement-dependent phagocytosis of red cells with a positive antiglobulin
test in healthy blood donors. Lutz y col. Vox Sanguinis (2009) 97, 338-347.

1.4.3. Antigeno Especifico de Senescencia Eritrocitario

Actualmente se considera que la proteina Banda 3 participa en la
generacion del ASE. Esta proteina sufre cambios durante la vida del hematie
que conduce a la union de la IgG especifica.

Estas modificaciones y la identidad molecular del ASE, no han sido
totalmente identificados. Se han propuesto 2 etapas en la formacién del
neoantigeno: agregacion y ruptura de la proteina Banda 3. En la primera
hipdtesis, la union de Hb desnaturalizada al dominio citoplasmatico de la Banda
3 produce su oligomerizacion, que resulta en la formacion de un neoantigeno
que es reconocido por la IgG especifica. Esta hipotesis es sustentada por datos
experimentales que muestran una asociacion entre el incremento de la unién
de IgG y la oligomerizacion de Banda 3 in vitro e in vivo. El aumento
concomitante de hemicromos unidos a la membrana indica la participacion de
los productos de oxidacion de la Hb en este proceso (173, 174). En la segunda
hipdtesis, la ruptura o disociacion de la Banda 3 en el dominio de membrana

seria el evento central que lleva a cambios conformacionales resultando en la
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generacion del ASE. Esta hipotesis es avalada por experimentos que
demuestran una ruptura y una disminucion de la capacidad del transporte
aniénico dependiente de la edad del GR (175). Ambas teorias explican la
disminucién de la interaccidn entre la membrana y el citoesqueleto. En ambos
escenarios se considera que la oxidacion desempefa un rol central tanto en la
hipotesis de oligomerizacion o a través de un aumento de la sensibilidad de la
Banda 3 a la protedlisis en la hipotesis de la ruptura. Otras lineas de
investigacion indican que la ruptura relacionada con la edad de Banda 3 seria
causada por la activacion de proteasas sensibles al aumento de calcio

intracelular (176).

1.4.4. Envejecimiento eritrocitario y apoptosis

Durante el envejecimiento, el volumen del eritrocito decrece, con un
incremento de la densidad especialmente durante la primera parte de su vida y
una disminucion en el contenido de Hb durante el tiempo restante (177). Estos
cambios estan asociados con una disminucion del colesterol y de los
fosfolipidos y una disminucion lineal en la medida de la relacion superficie -
area del 20%, que conduce a una pérdida de la membrana durante el
envejecimiento, que podria ser explicada a través de la formacion de
microvesiculas (178). Los analisis inmunologicos de estas vesiculas por
citometria de flujo e immunoblotting revelaron que una fraccion de las mismas
contiene 1gG, productos de degradacion de la proteina Banda 3 y exponen PS.
Los estudios por HPLC, demostraron que la composicion de Hb de estas
vesiculas es semejante a la determinada en los GRSe y ademas estan
aumentados los productos de glicosilacion y carbamilacion (179). Las vesiculas
desaparecen rapidamente de la circulacion. En un modelo en ratas, se ha
observado que las células de Kupffer en el higado, responsables de la
remocion de los GRSe, eliminan estas vesiculas rapidamente, principalmente
por “receptores basureros” y siendo la PS el principal ligando (180). Después

de la esplenectomia, comienzan a acumularse vacuolas en los eritrocitos de
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todas las edades, posibles precursoras de las vesiculas. Por lo tanto, se puede
considerar que el bazo facilita el proceso de vesiculizacion de los hematies. Es
posible que los cuerpos de Heinz y otros cuerpos de inclusion conduzcan al GR
a la misma via. Puede también considerarse que el efecto benéfico de la
esplenectomia en algunos pacientes con anemia hemolitica originada por
errores congénitos en las proteinas de membrana del GR (181), puede ser
causado por la prevencion de una vesiculizacién inapropiada, que resulta en
eritrocitos mas grandes en estos pacientes.

Actualmente se esta realizando un analisis comparativo a nivel proteico
e inmunologico de las vesiculas producidas en circunstancias fisiologicas in
vivo y en fracciones de GRs de diferentes edades (182, 183). Los datos
disponibles permitirian combinar el proceso de vesiculizacion asociado con la
edad y el mecanismo inmunoldgico, en una nueva hipotesis sobre el
mecanismo de envejecimiento eritrocitario. Se propone que las modificaciones
de las proteinas por oxidacidn, glicosilacion, carbamilacion, nitrosilacién o
ubiquitinilacion ocurren en etapas tempranas de la vida del GR. Considerando
a la Hb la principal responsable en el proceso de envejecimiento, la union de
Hb desnaturalizada al dominio citoplasmatico de Banda 3 induciria la
modificacion en el dominio de membrana de esta proteina. En cambio las
alteraciones en la estructura de la proteina Banda 3 podrian inducir la union de
la Hb. Las proteasas sensibles al aumento de calcio intracelular producido por
la activacion de canales cationicos sensibles al volumen, estarian involucradas
en las modificaciones de la proteina Banda 3 (184, 185). La presencia de
productos de degradacion de la proteina Banda 3, podria también explicar la
pérdida de agua durante la primera parte de la vida del eritrocito, como una
consecuencia osmotica de la disminucion en la capacidad de transporte
anionico de la misma (177, 179). La difusion lateral de los mondémeros de
Banda 3 estaria influenciada por la unién de hemicromos y las alteraciones en
las uniones membrana-citoesqueleto en las unidades funcionales compuestas
por dimeros y tetrameros de Banda 3 podrian incrementar la curvatura de la

membrana e inducir vesiculizacién (186). Alternativamente, es posible que la
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ruptura de la Banda 3 en la membrana altere la organizacion lipidica a través
de la pérdida de lipidos anclantes alterando la movilidad de los lipidos en las
sucesivas capas. Este mecanismo induciria la formacidn de vesiculas sin
alterar el citoesqueleto (178, 187). De esta manera, las vesiculas conteniendo
Hb desnaturalizada y con alteraciones estructurales en la proteina Banda 3,
que formarian el ASE, generarian sefales para su eliminacion. A través de
este proceso, los productos no funcionales y/o tdéxicos son continuamente
removidos del eritrocito durante la mayor parte de su vida. Hacia el final, sin
embargo, las defensas celulares se agotan, saturando el sistema de formacién
de vesiculas dando lugar a la remocién de GR enteros (Figura 10).

Actualmente se considera que la muerte celular programada,
denominada apoptosis ocurre a través de una cadena de eventos disparados
por sefiales de stress intra o extracelulares (llamada fase de activacion), y
ademas:

1- los componentes proteicos de este proceso estan expresados
constitutivamente

2- la fase de ejecucion involucra una cascada proteolitica Ca-dependiente (fase
de ejecucion)

3- la activacion esta controlada por proteinas regulatorias, y

4- los remanentes son removidos por fagocitosis, sin proceso de inflamacion
(denominada fase de sepultura)

La desconexion entre el citoesqueleto y la membrana celular, da como
resultado la vesiculizacion, fragmentacion celular y la fagocitosis de los restos
celulares es disparada por “rasgos distintivos” tal como la presencia de PS en
la superficie de las membranas (114, 188). Una recopilacién de los eventos de
los mecanismos que llevan a la remocion de los GRSe de la circulacidon
descriptos anteriormente (envejecimiento, oxidacion, autoinmunidad, protedlisis
Ca dependiente, vesiculizacion, exposicion de PS, fagocitosis) muestran una
casi completa superposicion con los términos que caracterizan el proceso

apoptotico de células nucleadas (189).
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Figura 10: Imagen que muestra la formacién de microvesiculas en los eritrocitos.
Tomada de: The how and why of exocytic vesicles. Tibor J. Greenwalt.
TRANSFUSION 2006; 46:143-152.

En este contexto deberia enfatizarse que los datos obtenidos durante la
ultima década muestran que el eritrocito contiene un complejo grupo funcional
de sistemas regulatorios. El contenido de ATP, la concentracion de aniones y
cationes, el volumen celular y la forma celular no son estaticos como
consecuencia del medioambiente del eritrocito pero, como en todas las células,
son reguladas como una respuesta a la demanda de células y de 6rganos
vecinos (190, 191). Asi, varias vias de transduccion de sefial estan presente y
activas, poniendo la vida y la muerte del eritrocito una vez mas, en una posicion

central en el estudio de la homeostasis del organismo.

1.5. Separacion de Poblaciones de Eritrocitos

El método mas comunmente empleado para separar células
senescentes de las jovenes, esta basado en el aumento de la densidad que
presentan a medida que envejecen. Este aumento de la densidad (masa /
volumen) en funcion del tiempo se debe a una pérdida preferencial de los
constituyentes mas livianos de la solucion citoplasmatica que se acompafa con

una reduccién del volumen celular. Se pierde fundamentalmente agua mientras
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gue se conserva la Hb. Esta correlacion densidad - edad permite obtener por
métodos de centrifugacion a las poblaciones celulares de distintas edades. Las
primeras separaciones de GRs de distintas edades se realizaron en sangre de
sujetos humanos normales cuyos hematies habian sido marcados utilizando
hierro radioactivo. Las células marcadas tenian una baja densidad y se
concentraban cerca de la superficie de una muestra de células centrifugadas,
pero cuando progresaba el tiempo, las células eran encontradas en posiciones
correspondientes a densidades mas altas. Estos investigadores concluyeron
que los GRs humanos normales se vuelven progresivamente mas densos y
que los métodos de separacidon celular dependiente de la densidad
proporcionaban un medio efectivo de separacion de poblaciones celulares de
progresivo incremento de edad. Una critica importante a esta metodologia se
basa en el descubrimiento que la densidad de los GRs humanos no incrementa
de manera uniforme a lo largo de la vida del GR (192-194).

El aumento de susceptibilidad a la lisis osmodtica es otra de las
propiedades que se observa en el envejecimiento celular, por lo tanto puede
ser utilizada para la obtencion de GRSe. Sin embargo las fracciones obtenidas
basandose en esta caracteristica no son totalmente homogéneas respecto a la
edad (195). Se ha propuesto también la separacion por edad de las distintas
poblaciones eritrocitarias basandose en la carga superficial o el tamafio celular
(53, 196). Estos métodos emplean un campo eléctrico o meétodos de
distribucion contracorriente usando solventes inmiscibles de diferente
polaridad. Sin embargo, este modelo no ha sido ampliamente usado.

El almacenamiento de GRs in vitro podria proveer un modelo de
envejecimiento in vivo. Dado que la capacidad de sobrevida de los hematies
almacenados decrece con el tiempo, se considera que los GRs continuan
envejeciendo durante la conservacion y que las caracteristicas adquiridas
durante este periodo que limita su sobrevida podrian ser comparables con las
adquiridas durante la senescencia fisiologica. Para evaluar esta posibilidad,
células almacenadas han sido comparadas con células de alta densidad

recientemente separadas. Se han observado algunas semejanzas, incluyendo
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una disminucién de la superficie de la membrana, similares patrones de
cambios en las proteinas de membrana como las observadas por electroforesis
en gel (197), y un incremento en la union a autoanticuerpos séricos (147). En
una manera analoga, caracteristicas similares entre células densas normales y
GRs de diversas varias patologias, tal como GRs de Talasemias, Anemia
Drepanocitica o Esferocitosis Hereditaria, han llevado a sugerir que tales
patologias celulares podrian representar instancias de aceleracion del
envejecimiento. Anteriormente, la suposicion de que la destruccion de GRs
normales era analoga a la de células patologicas ha llevado a conclusiones
prematuras acerca de los mecanismos fundamentales de la senescencia
eritrocitaria. Estos modelos son a veces utiles para investigar la funcion vy
destrucciéon de los GRs con diferentes anomalias, pero las conclusiones
obtenidas deberian ser cuidadosamente evaluadas para su aplicabilidad a
GRSe normales. El cambio en la concentracidon de hemoglobina corpuscular
media (CHbCM) y del VCM en las subpoblaciones de distintas edades son
probablemente los indicadores mas utiles para evaluar la calidad de la
separacion (198). Se deberian considerar también problemas potenciales

asociados con contaminaciones por leucocitos o plaquetas (199).

1.5.1. Centrifugacioén en gradiente de densidad: Percoll

El Percoll es uno de los solutos mas empleados en la elaboracion de
gradientes de densidad. Es una suspensién de particulas (5.15 nm) de acido
silicico revestidas de un derivado de polivinilo (polivinilpirrolidona, PVP) que
protege a las células de la accion toxica de la silica coloidal, dando lugar a
soluciones isosmoticas, con pH neutro y alta densidad. (200, 201). Los
gradientes de Percoll han sido usados para fraccionar varios tipos de células
sanguineas humanas y también de otras especies; hepatocitos; macréfagos
humanos y murinos; células de otros tejidos normales y neoplasicos; organelas;

bacterias, protozoos y virus (202-204).
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El Percoll presenta ventajas como medio de formacion de gradientes de
densidad: las particulas adheridas a las especies separadas son facilmente
removidas de la superficie celular con lavados; la superficie de PVP del Percoll
puede ser marcada radiactivamente y es un compuesto estable en multiples
condiciones. Esta caracteristica permite ajustar la solucion de Percoll a la
osmolaridad de las células y particulas a separar (205, 206).

1.6. Citometria de Flujo y Senescencia Eritrocitaria

En los ultimos afios, el diagndstico clinico ha experimentado profundas
modificaciones debidas, en gran medida, a los avances producidos por los
nuevos métodos cuali y cuantitativos de analisis celular. Entre ellos se destaca
la citometria de flujo (CMF), que ha alcanzado gran relevancia en la evaluacion
médica, ademas de la obtenida en la investigacion basica.

La citometria constituye un complemento valioso de las técnicas clasicas
utilizadas para el estudio de la morfologia, biologia y bioquimica celular.
Aunque, desde el punto de vista cronolégico, la CMF es una tecnologia
relativamente reciente, sus caracteristicas especiales como técnica de analisis
celular han hecho que en la ultima década su uso se haya extendido de forma
rapida, desde los laboratorios de investigacion basica hasta los laboratorios
clinicos (207).

La CMF ha encontrado amplia utilidad en ciencias como la inmunologia,
hematologia, oncologia, anatomia patolégica y biologia celular (208). En
comparacion con los métodos bioquimicos de analisis celular, en los que se
obtiene un resultado promedio para toda la muestra, la CMF es capaz de
proporcionar una informacidén cuantitativa sobre cada célula en particular y
permite identificar en una muestra subpoblaciones de células diferentes,
incluso cuando estan presentes muy baja cantidad. La CMF es una
metodologia de analisis que permite discriminar células o particulas en

suspension de diferente tamafio, forma y caracteristicas inmunofenotipicas,
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que atraviesan una fuente de luz laser. Esta técnica es utilizada en muchos
laboratorios clinicos y de investigacion para medir y cuantificar propiedades
fenotipicas, bioquimicas y/o moleculares de células individualizadas mediante
la utilizacion de sondas fluorescentes especificas de uno o varios marcadores
celulares (209-211). El analisis se realiza a velocidades de miles de
células/segundo, permitiendo obtener datos de elevada fiabilidad estadistica e
identificar poblaciones de baja frecuencia dentro de la poblacion global.

La CMF representa un método rapido objetivo y cuantitativo de analisis
de células, nucleos, cromosomas, mitocondrias u otras particulas en
suspension. El principio que utiliza esta tecnologia es simple: pasar células u
otras particulas en suspension alineadas y de una en una por delante de un
haz luminoso. La informacion producida puede agruparse en dos tipos
fundamentales: la generada por la dispersion de la luz y la relacionada con la
emision de luz por los fluorocromos presentes en la célula o particula al ser
excitados por el rayo luminoso. Las sefiales luminosas detectadas se
transforman en impulsos eléctricos que se amplifican y se convierten en

sefiales digitales que son procesadas por una computadora (Figura 11) (211).
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Figura 11: Representacion esquematica del fundamento de la Citometria de Flujo
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1.6.1. Aplicaciones Clinicas de la Citometria de Flujo

La CMF es una técnica que permite un analisis celular multiparamétrico
de forma rapida, sensible y especifica. La disponibilidad de amplios paneles de
reactivos de gran calidad facilita la aplicacion de este método analitico en el
diagnostico, clasificacion, evaluacion prondstica y valoracion de enfermedad
minima residual. Esta metodologia permite el analisis de un gran numero de
células (habitualmente entre 10,000 células por muestra y mas de un milléon en
los estudios de enfermedad minima residual). La aplicacion de la CMF al
analisis celular permite conocer aspectos fisicos de la célula (tamafio vy
complejidad) y determinar la presencia o ausencia de determinados antigenos
(habitualmente entre 3 y 4) en los diferentes compartimentos celulares
(superficie celular, citoplasma, mitocondria y nucleo) lo que contribuye a
aumentar, tanto la especificidad como la sensibilidad de la prueba (Figura 12).
En otras areas como en el diagnostico y clasificacion de las inmunodeficiencias
primarias, en el monitoreo de enfermedades autoinmunes (esclerosis multiple
(212), lupus eritematoso sistémico (213) y artritis reumatoide (214)) la CFM ha
demostrado en numerosos trabajos su utilidad. También ha permitido realizar el
seguimiento de la recuperacion inmune después del trasplante de médula 6sea
(215), la identificacion precoz del rechazo en pacientes que han recibido un
transplante alogénico (216), o el monitoreo terapéutico de los enfermos con
anemia aplasica (217).
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Figura 12: Parametros medibles por Citometria de Flujo

1.6.2. Aplicaciones de la Citometria de Flujo a la investigacion Basica

Los aportes de la CMF a la investigacion basica son innumerables en
distintos campos: microbiologia, hematologia, inmunologia, citologia, patologia,
biologia celular y molecular, entre otros. Sin embargo, es posible intentar
clasificar dichas aplicaciones segun el area especifica en la que es posible
utilizar la CFM como herramienta de investigacion. Esta metodologia ha sido
utilizada en el monitoreo del contenido de ADN (218), expresion fenotipica,
transporte de drogas, flujo de calcio, proliferacion y apoptosis (219).
Virtualmente es posible marcar cualquier molécula que sea de interés siempre
que se disponga de un anticuerpo acoplado a un fluorocromo que pueda ser
detectado por el citdmetro de flujo, esto hace posible que sus aplicaciones se
adapten practicamente a cualquier necesidad de investigacion. Actualmente, la
relacion entre la aplicacion basica y clinica es cada vez mas estrecha dando la
oportunidad a su vez a la aplicacion diagndstica, pronostica y de tratamiento en
multiples enfermedades.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Al analizar lo expresado previamente, podemos afirmar que la
senescencia eritrocitaria es un proceso complejo afectado por varios
parametros bioquimicos e inmunoldgicos. Las distintas hipdtesis sobre los
mecanismos del envejecimiento del hematie y su eliminacion selectiva pueden
resumirse en dos puntos de vista. Uno considera que los GRSe son depurados
como resultado de alteraciones en algunas funciones intrinsecas y el otro
propone que los cambios en la superficie celular permiten su reconocimiento
por las células del SMF. Este proceso podria ser una combinaciéon de ambos
eventos. Las modificaciones en la superficie constituirian la ultima sefial para la
destruccién celular, pero estos cambios estarian asociados a un decaimiento
de las funciones intracelulares.

Considerando que la principal limitacion al estudio del envejecimiento del
hematie, es la obtencion de poblaciones etareas homogéneas, evaluamos la
técnica mas adecuada. El método mas comunmente empleado para separar
los GRSe se basa en el aumento de densidad que presentan las células a
medida que envejecen. La correlacion densidad-edad permite realizar un
fraccionamiento de las poblaciones eritrocitarias de distintas edades por
métodos de centrifugacion (2,4).

Varios autores han demostrado distintas modificaciones en las
moléculas del hematie durante su envejecimiento. Debido a que los GRs

maduros son incapaces de sintetizar proteinas, se considera que alteraciones
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conformacionales y/o quimicas en las proteinas pre-existentes, producen
cambios reconocibles en la superficie de la membrana. Las modificaciones
estructurales u oxidativas de la principal proteina eritrocitaria Banda 3,
conducirian a la exposicion de un antigeno de senescencia implicado en la
remocion selectiva de los GRSe. En algunas investigaciones se han
considerado a los lipidos de la membrana eritrocitaria como un blanco oxidativo
en el proceso de senescencia, debido al incremento en la lipoperoxidacién y a
la alteracion de la asimetria de la membrana, con exposicién de FS en la capa
externa. La disminucion en la sobrevida eritrocitaria también se ha asociado
con un aumento en la exposicion de FS en los GRs de pacientes con Anemias
Hereditarias. Esta evidencia junto con el rol atribuido a la FS en el
reconocimiento y la remocion de las células apoptoéticas, indica que podria
participar en el envejecimiento normal del eritrocito.

Considerando que la membrana del hematie ejerce una fuerte
interaccidn con el ambiente extracelular, las modificaciones observadas en sus
moléculas podrian ser responsables de su remocion selectiva de la circulacion
sanguinea. La acumulacién de I1gG autdloga en la superficie celular, se produce
debido principalmente a los cambios que ocurren en la proteina Banda 3.
Aunque este mecanismo no ha sido completamente dilucidado, estudios
preliminares han sugerido que escasas moléculas de IgG son suficientes para
la fagocitosis y que la union se produce en las ultimas semanas, indicando que
la destruccion de los GRSe es un proceso eficiente y organizado. Las
modificaciones en Banda 3 debidas mayoritariamente a procesos oxidativos,
aumentarian la afinidad por los anticuerpos anti-Banda 3 que se encuentran
normalmente en circulacién. La presencia sobre la membrana eritrocitaria de
estos anticuerpos y de fragmentos del Complemento, especialmente C3, serian
reconocidos por los receptores especificos del fagocito. Para una mejor
comprension de los mecanismos biolégicos que regulan la eritrofagocitosis es
necesario implementar meticulosos ensayos in vitro que permitan una mejor

aproximacion a la eliminacion fisiologica de los GRSe.
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Otras moléculas de la superficie eritrocitaria también se modifican en el
proceso de senescencia. La glicoproteina CD47, sehal de inhibicion de la
fagocitosis en los GRs, debido a los procesos oxidativos que ocurren durante la
vida del hematie, se transforma en una sefal activadora para la remocion. Las
proteinas reguladoras de la actividad del Complemento CD55 y CD59
disminuyen su expresion en el GR, aumentando la susceptibilidad a la lisis. Por
otra parte, el proceso de vesiculacion que ocurre durante el envejecimiento
eritrocitario, conduciria a la disminucion de la expresion de las proteinas
mayoritarias (Banda 3 y Glicoforina A). Las vesiculas son rapidamente
removidas por las células del SMF en un mecanismo mediado por receptores
scavenger que unen FS y también por autoanticuerpos especificos contra el
ASE .

La Citometria de Flujo es una herramienta muy util en el analisis celular
porque permite el estudio individual de gran cantidad de células, de manera
objetiva, sensible y especifica. Una de sus aplicaciones mas conocidas
consiste en el estudio del inmunofenotipo celular que permite identificar y
caracterizar las neoplasias hematoldgicas. Aunque su empleo en la evaluacién
de la fisiologia de los GRs maduros es limitado, principalmente por los
inconvenientes en la aglutinacién y agregaciéon de los hematies, consideramos
que podria aportar nuevos enfoques al envejecimiento eritrocitario.

La Hipdtesis de este Trabajo de Tesis es que durante el proceso de
senescencia del hematie, se producen cambios en algunas moléculas de la
membrana plasmatica que actuarian como marcadores en la superficie celular,
activando la remocién selectiva de los GRSe. Por otra parte, considerando que
las preguntas sobre los mediadores que determinan la captura de los GRs por
las células del SMF y los procesos propios de la eritrofagocitosis, siguen
actualmente sin respuesta, el estudio propuesto en este Trabajo de Tesis
permitira profundizar los conocimientos sobre los mecanismos biologicos

involucrados en la senescencia celular y en la destruccidn eritrocitaria.
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2.1. Objetivos especificos

Obtener fracciones eritrocitarias homogéneas de distintas edades y
verificar la eficiencia de la separacién mediante el estudio de parametros
hematologicos (VCM y % de Reticulocitos) y bioquimico (concentracion
de creatina)

Investigar las modificaciones de las moléculas de la membrana durante
el envejecimiento del GR

* Estudiar el nivel de oxidacion de las proteinas de la membrana
eritrocitaria.

* Analizar los cambios cuali y cuantitativos de la proteina Banda 3

en las poblaciones de GRs de distintas edades.

* Cuantificar la IgG unida a la membrana en las fracciones de

hematies.

Estudiar la interaccion entre las diferentes poblaciones eritrocitarias y las
células mononucleares periféricas mediante el EMM:

* Utilizar esta prueba funcional con suspensiones de GRs de distintas
edades.

* Determinar el efecto de enzimas desialinizantes en la fagocitosis
eritrocitaria.

Evaluar la contribucion de la CMF al estudio de la expresion de los
diferentes marcadores implicados en la senescencia eritrocitaria.

* Validar los analisis por CMF en el estudio de los GRSe, sin
realizar la separacion fisica de las células, determinando la presencia
de IgG autologa en las diferentes muestras.

* Determinar del factor C3 del Sistema del Complemento y la
expresion de las proteinas reguladoras de su actividad (CD55 y CD59)
sobre la superficie del GR en las distintas poblaciones eritrocitarias.

* Estudiar la alteracion de la asimetria de la bicapa lipidica por medio de
la exposicion de FS en las distintas fracciones de GR.

* Investigar la expresion de CDA47 en los eritrocitos de diferentes edades.
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* Comparar la expresion de las proteinas mayoritarias de los hematies:
Glicoforina A y Banda 3 en las poblaciones etareas.
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3. MATERIALES y METODOS

3.1. Muestras

Se utilizaron muestras de sangre periférica de dadores voluntarios con
serologia negativa, que concurrieron al Servicio de Hemoterapia del Hospital
Provincial del Centenario. Todos los donantes pertenecian al grupo O RhD
positivo, eran de sexo masculino y tenian edades comprendidas entre 20 y 40
afnos. En todos los estudios realizados en este Trabajo de Tesis el numero
utilizado fue de 20 muestras de sangre anticoaguladas con EDTA. (n=20).

Los individuos recibieron un consentimiento escrito informado y firmaron un
certificado de aceptacion para participar en este proyecto de tesis. En este
estudio se respetaron estrictamente los estandares éticos establecidos por la
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional
de Rosario.

Aprobado por el Comité de Bioética Expediente N° 6060/089

3.2. Separacion de poblaciones eritrocitarias

Se centrifugaron 10 mL de sangre entera anticoagulada con EDTA a 1000 g

durante 5 minutos. Se separo el plasma y se realizaron 3 lavados del paquete
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globular con solucion fisiologica (NaCl 8.5 g/L) (SF). Finalmente se preparo una
suspension al 80% en SF (GR-80%).

3.2.1. Centrifugacion en gradientes de densidad de Percoll

Se prepararon soluciones constituidas por 9 partes (v/v) de Percoll (Fluka) (pH
9,0), 25 mOsm/Kg H,O (densidad: 1,130 £ 0,005 g/mL) y 1 parte de NaCl 1,5
M. Se mezclaron 10,363 mL de Percoll, 1,037 mL de NaCl 1,5 My 4,6 mL de
buffer fosfato de sodio 100 mM (pH 7,4) para lograr una osmolaridad de 310
mOsm/Kg H,O. Estas soluciones fueron empleadas para obtener gradientes
que permiten la separacion de las poblaciones eritrocitarias de diferentes
edades.

En tubos corex de fondo redondo se colocaron 12 mL de la solucion de Percoll.
Se centrifugd a 20000 g durante 20 minutos a 4°C en centrifuga SORVALL RC
5C, rotor SS-34.

Una vez obtenido el gradiente se sembraron 1,5 mL de la suspension de GR-
80% en la parte superior y se centrifugé a 1000 g durante 5 minutos a 4°C en
centrifuga SORVALL RC 5C, rotor HB-4.

Después de la centrifugaciéon se descartaron 2 mL de la parte superior para
eliminar las plaquetas. Posteriormente se realiz6 una centrifugacion a 1000 g
durante 20 minutos a 4°C.

3.2.1.1. Recoleccion de las fracciones eritrocitarias

Se recuperaron las distintas fracciones con bomba peristaltica desde la parte
superior del tubo con un flujo de 600 uL/minuto. Consideramos que la primera
fraccion obtenida, 5-10% del total, corresponde a los GRJ y la ultima a los
GRSe. Las fracciones celulares obtenidas se lavaron 3 veces con SF para la
remocion completa de Percoll.

Finalmente se preparé una suspensién al 40% con SF (GR-40%) para cada
una de las fracciones obtenidas.
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3.2.2. Parametros de control de la eficiencia de la separacion de las

fracciones eritrocitarias

3.2.2.1. Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Se determind el VCM de las suspensiones de GRSe y GRJ obtenidas (3.2) en
un contador SYSMEX SF 3000, expresando el resultado en fL (67).

3.2.2.2. Porcentaje de reticulocitos (R)

Se realizo el contaje de R en las suspensiones de GRSe y GRJ obtenidas (3.2)
utilizando la coloracion supravital con azul brillante de cresil.

En microscopio optico se contaron 1000 GR y se identificaron los R presentes,
expresando el resultado en porcentaje (66).

3.2.2.3. Determinacion de creatina eritrocitaria

En las poblaciones de GRSe y GRJ (3.2), la concentraciéon de creatina se
determind espectrofotométricamente a partir de la reaccion con diacetilo y a-
naftol (220).

Se lisaron 100 uL de GR-40% de las fracciones de GRSe y GRJ con 700 uL
H.O destilada (H>.Od). Se desproteinizé con 100 uL de Ba(OH); 47,3 g/L, luego
con 100 uL de ZnSO4 8 g/L. Se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos. Se
tomaron 300 uL del sobrenadante y se agregaron 400 uL del reactivo diacetilo-
o-naftol. Luego de incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente, se
midié la absorbancia a 520 nm utilizando como estandar una solucion de
creatina monohidrato 80 mg/L (Merck).

Se determind la concentracion de hemoglobina (Hb) en cada una de las
muestras de GR-40% en un contador SYSMEX SF 3000.

Los resultados fueron expresados en ug de creatina/mg Hb.
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3.3. Proteinas de membrana

3.3.1. Obtencidén de proteinas de membranas eritrocitarias

Se tomaron 500 uL de las suspensiones de GRSe y GRJ obtenidas (3.2) y se
agregaron 3 mL de buffer de lisis: Tris-HCI 10 mM pH 7,45; EDTA 1 mM;
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 0,1 mM (221). Se centrifugaron a 20000 g
durante 20 minutos a 4°C en centrifuga SORVALL rotor SS-34. Se eliminé el
sobrenadante y el pellet constituido por las membranas eritrocitarias, se lavo
con el buffer de lisis hasta eliminar completamente la Hb.

A las distintas muestras obtenidas se le agreg6 igual volumen de buffer Tris-
HCI 10 mM pH 6,8, EDTA 1 mM, PMSF 0,1 mM, SDS 0,1 %. Se centrifugé a
20000 g durante 15 minutos a 4° C. El sobrenadante que contiene las proteinas

de la membrana eritrocitaria se reservo a -70°C.

3.3.2. Determinaciéon de la concentracion de proteinas de membranas
eritrocitarias

La concentracion de proteinas de membrana fue determinada utilizando el
método colorimétrico de Lowry modificado por Markwell (222).

Se realizé una curva de calibracion entre 0 y 40 ug usando como estandar
albumina sérica bovina (BSA) cuya concentracion fue determinada

espectrofotométricamente a 279 nm (&' *279=6,67).

3.3.3. Oxidacién de proteinas de membranas eritrocitarias

Para la deteccion de los grupos carbonilos en las proteinas de la membrana
eritrocitaria, se utilizé un enzimoinmunoensayo (223).

En primer lugar se realiza una derivatizacién de los grupos carbonilos con 2,4-
dinitrofenilhodrazina (2,4-DNPH), dando lugar a la formacién de un producto
estable que es la dinitrofenilhidrazona (DNP) que se detecta utilizando un
anticuerpo anti-DNP.

Se realiz6 una curva de calibracion mezclando BSA completamente reducida y
completamente oxidada en un rango de 0-100% oxidacion.
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La BSA completamente reducida se prepard a partir 50 mL de una solucion 10
mg/mL BSA en buffer fosfato salino (PBS), con 50 mg de NaBH, (boro hidruro
de sodio). Se incub6 30 minutos a temperatura ambiente y luego se neutralizo
con HCI 2N. Se dializé durante toda la noche contra PBS a 4° C con agitacion.
La BSA completamente oxidada se preparo a partir de 2 mL de BSA 50 mg/mL,
se agregaron 2 mL de H»O, 25 mM, 2 mL de sulfato de vanadilo 25 mM y 4 mL
de PBS. Se mantuvo en hielo durante 5 minutos. Se dializé toda la noche
contra PBS a 4° C con agitacion.

En ambas soluciones la concentracion de proteinas, se determind
espectrofotométricamente a 279 nm.

Se prepararon soluciones estandares a partir de la mezcla de BSA reducida y
oxidada equivalentes a 0%, 20%, 40%, 60%, 80% y 100% de oxidacion.

Se realiz6 un enzimoinunoensayo (ELISA) procesando los estandares y las
muestras obtenidas segun el siguiente protocolo.

Se utilizaron policubetas de 96 pocillos Nunc MaxiSorp. En cada pocillo se
colocaron 200 uL de los estandares y de cada muestra correspondiente a una
concentracion 10 ug/mL. Se trabajé por triplicado.

Se incubaron durante toda la noche a 4° C. Se realizaron 3 lavados con 300 uL
PBS. Se agregaron 200 uL de 2,4-DNPH 0,05 mM pH 6,2 y luego se incubaron
45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se realizaron 5 lavados con
300 uL de PBS: etanol (1:1, v/v) y una vez con 300 uL de PBS.

Se bloqued con 260 uL de solucion de bloqueo (leche descremada 5% en
PBS).

Se colocaron 200 uL de la solucion del anticuerpo primario fabricado en conejo
anti-DNP (Sigma, D-9656), 1:3333 en solucién de bloqueo/Tween-20 0,1%
incubando 1 hora a 37° C. Se realizaron 5 lavados con 300 uL de PBS /Tween-
20 0,1% (T-PBS). Se colocaron 200 uL de la solucién del anticuerpo secundario
anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa de rabanito (HRP) (Sigma A 0545),
1:4000 en solucién de bloqueo, Tween-20 0,1% y se realizé una incubacion
durante 1 hora a 37° C. Se realizaron 5 lavados con 300 ulL de solucion de T-
PBS.
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Se revel6 con 100 ulL del reactivo de revelado constituido por una mezcla de
1:1:2 de H,O2 60 mM en buffer citrato 50 mM pH 3,2 (Wiener Lab),
tetrametilbencidina 0,01 M en HCI 0,1 N (Wiener Lab) y H,Od. La reaccién de
color se detuvo a los 3 minutos por el agregado de 50 uL de H2SO4 2N (Wiener
Lab). Se midi6é absorbancia a 450 nm.

Los resultados fueron expresados en nmoles de carbonilos/mg proteina.

3.3.4. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes.

3.3.4.1. Preparacioén de las muestras

Las muestras de proteinas (3.3.1) se mezclaron con buffer de siembra 6X
preparado con 3.6 mL Tris-HCI 1M (pH 6,8), 6 mL Glicerol, 1,2 g SDS, 1,2 mg
Azul de bromofenol y H20d csp 10 mL. Se desnaturalizaron por calentamiento
en bafo de agua a 100 °C durante 5 minutos y fueron centrifugadas a 12000 g.
Para electroforesis en condiciones reductoras al buffer de siembra se le agrego
-mercaptoetanol 10% (v/v).

3.3.4.2. Preparacion de geles

Se utilizaron minigeles verticales del sistema Miniprotean Ill Gel System
(BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) de 0,75 mm de espesor.

Las electroforesis se llevaron a cabo segun el sistema discontinuo de Laemmli
(224). Los geles de concentracion se prepararon al 4% y los de separacion al
8% de acrilamida. Las corridas electroforéticas se realizaron a temperatura

ambiente a 15 mA por gel en buffer de corrida.

3.3.4.3. Tincidén de proteinas en geles

Para visualizar el patron de proteinas de cada una de las muestras al finalizar
la corrida electroforética, los geles fueron tefiidos con Azul de Coomasie.

Se incubaron en solucién de tincién (0,25 g de Azul de Coomasie R-250, 500

mL metanol, H,Od csp para 1 L) durante 1 hora, a temperatura ambiente. La
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decoloracion se llevd a cabo mediante sucesivos cambios de la solucion
decolorante (100 mL HAc, 400 mL metanol y H,Od csp para 1 L). La
decoloracion se realizé hasta no observar coloracion de fondo en el gel.

3.3.4.4. Densitometria
Los geles tefiidos con el colorante azul de Coomasie fueron analizados
mediante el programa GelPro Analyzer.

3.3.5. Inmunodeteccidn de la proteina Banda 3 eritrocitaria

Las proteinas separadas por electroforesis fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa con poro de 0,2 um (Hybond, Amersham Biosciences, San
Francisco, CA, EE.UU.) utilizando el sistema Miniprotean Ill (BioRad, Hercules,
CA, EE.UU.) segun el procedimiento descrito por Towbin (225).

Al terminar la electroforesis los geles se equilibraron con buffer de transferencia
(14,41 g Glicina 192 mM, 3,02 g Tris 25 mM, 200 mL de metanol y H,Od csp 1
L) durante 15 minutos. La membrana se hidraté en las mismas condiciones. La
transferencia se realiz6 durante toda la noche a 40 mA a 4° C. Para verificar la
eficiencia de la transferencia, se tifid la membrana con Rojo Punzé. El
colorante fue eliminado mediante sucesivos lavados con H,Od. La membrana
se incubd en buffer Tris Salino (TBS) para equilibrarla. Se bloque6 con buffer
TBS, Tween-20 0,05% y leche descremada 0,75%. Se realizé un lavado con
buffer TBS.

Se incubd durante 1 hora con una dilucion 1:10000 del anticuerpo primario:
Anticuerpo monoclonal de raton Anti-Banda 3 humana. Clone BIII-136 (Sigma,
B-9277). Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con buffer TBS. Se incubo
durante 1 hora con una dilucidon 1:5000 del anticuerpo secundario anti-IgG de
raton (Amersham) conjugada a la enzima peroxidasa de rabanito (HRP). Se
realizaron 3 lavados de 10 minutos con buffer TBS. Se incub6 durante 1 minuto
con diaminobencidina (DAB) y se lavo varias veces con H,Od para detener la

reaccion de revelado.
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3.3.5.1. Densitometria
La densitometria de las membranas reveladas con DAB fueron analizadas
mediante el programa GelPro Analyzer.

3.4. Determinacioén de IgG unida a la membrana de GR intactos

3.4.1. Prueba de Antiglobulina Directa

Se investigo la presencia de IgG unidas a la membrana del GR mediante la
Prueba de Antiglobulina Directa (PAD).

Se utilizaron 20 muestras de sangre para obtener las suspensiones de GRSe y
GRJ segun se describe en 3.2. Las poblaciones eritrocitarias fueron lavadas 3
veces con SF. 50 uL de las suspensiones en concentraciones entre 2 y 5% se
enfrentd con 50 yL de Antiglobulina humana (AGH) poliespecifica (anti IgG +
anti C3d/3b) (Organdn Teknika). Se centrifugo a temperatura ambiente durante
1 minuto a 1000 g y se observd aglutinacion. Se utilizaron los siguientes
controles:

Control positivo: suspensiones de GR Sensibilizados (GRS). 50 yL de GR-80 %
se incubaron con 50 yL de anticuerpo anti-D policlonal de clase 1gG obtenido
en nuestro laboratorio, convenientemente diluido, durante 60 minutos a 37°C.
Control negativo: GR normales (GRN) 50 pL de GR-80 % incubados con 50 uL
de SF.

En ambos controles se realizaron 3 lavados con SF y se evaluo la
sensibilizacion de los GR mediante la PAD (132).

3.4.2. Enzimoinmunoanalisis cuantitativo
La cantidad de IgG en la membrana eritrocitaria se cuantificé usando un test de
antiglobulina conjugada con enzima. Este método se basa en el consumo de

anti-lgG humana por células que tienen IgG unida a su superficie.
Posteriormente se determino la anti-lgG remanente (133).
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3.4.2.1. Sensibilizacién de las placas

Las policubetas de 96 pocillos (Nunc MaxiSorp) fueron sensibilizadas con 1gG
humana (10 pg/mL). La fijacion se realizé en solucion de NaHCO3 0,1M y se
bloquearon los sitios libres con una suspension de leche descremada al 5% en
PBS durante 90 minutos a 37°C y 20 horas a 4°C. Los lavados se realizaron
con el buffer de lavado (PBS y tensioactivo no iénico 0,1 g/L) diluido al 1:5.

3.4.2.2. Control de placas

Las placas sensibilizadas fueron cubiertas con anti-lgG humana de cabra
conjugada con fosfatasa alcalina (Sigma) e incubadas durante 30 minutos a
37°C. Luego de 5 lavados con buffer de lavado se agregaron 50 uL del sustrato
de la fosfatasa alcalina: paranitrofenilfosfato (p-NPP) 0,01 M en acido
clorhidrico 0,1N. Se incubaron a 37°C durante 30 minutos y se leyd
absorbancia a 405 nm.

3.4.2.3. Curva de calibracién

Se realiz6é para determinar la cantidad de IgG unida a distintas suspensiones
de GR "0O” Rh(D)+ sensibilizados con anti-Rh(D) utilizando las siguientes
diluciones de IgG anti-D en PBS : 2,03 10> mg/mL; 1,63 10° mg/mL; 1,02 10
mg/mL; 8,13 10* mg/mL; 6,5 10* mg/mL; 4,06 10 mg/mL; 2,03 10* mg/mL;
1,02 10 mg/m L.

Esta curva se utilizé para determinar posteriormente la cantidad de IgG unida a
las distintas suspensiones eritrocitarias estudiadas.

3.4.2.4. Determinacion de IgG unida a GRSe y GRJ

Las distintas suspensiones eritrocitarias (n=20) en una concentracion de 8x10°
células/mL se incubaron con anti-lgG humana de cabra conjugada con
fosfatasa alcalina durante 90 minutos a 20°C en agitacién continua.

Se transfirieron alicuotas a las placas sensibilizadas con IgG humana. Se
incubaron 30 min a 37° C. Luego de 5 lavados con solucién de lavado, para

remover las células con anticuerpos unidos, se agregd el sustrato de la
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fosfatasa (p-NPP) y se determiné la cantidad remanente de anticuerpos por
lectura de absorbancia a 405 nm.

En cada ensayo se usaron controles positivos con GRS, controles negativos
con el anticuerpo conjugado en ausencia de células y con pocillos no

sensibilizados.

3.4.3. Microscopia Confocal

Suspensiones de GRSe y GRJ obtenidas segun el item 3.2. al 0.2 % fueron
incubadas con 50 pL de anti-lgG humana marcada con Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, Invitrogen, USA) diluida 1:100, durante 60 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, se realizaron 2 lavados
con SF. Paralelamente se procesaron GRS como control positivo y GR sin
marca como control negativo.

Las células fueron observadas en un microscopio confocal Nikon C1, utilizando
laser azul 488 nm.

Las imagenes obtenidas fueron procesadas con el programa EZ.C1

Gold.Version

3.5. Eritrofagocitosis

La interaccidn entre las distintas suspensiones eritrocitarias y las células
fagociticas mononucleares se realiz6 mediante el ensayo de monocapa de
monocitos. Se determind el porcentaje de monocitos activos (MA),
considerando a todas aquellas células mononucleares que tenian GR
adheridos y/o fagocitados (226).

3.5.1. Preparacién de la monocapa de monocitos

Se colocaron 1.5 mL de sangre entera en portaobjetos y se incubaron en
camara humeda durante 60 minutos a 37°C. Después de retirar el coagulo
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formado, se lavaron las células con SF. Las mismas obtenidas por su
capacidad de adherirse al vidrio, fueron reconocidas por criterios morfologicos
en un microscopio optico, observando la presencia de monocitos en un 90 %.

La viabilidad fue determinada con Azul de Tripan y fue superior al 95 %.

3.5.2. Preparacion de GR tratados con enzimas desialinizantes

Alicuotas de cada muestra de GR-80% fueron tratadas con neuraminidasa
(0.01Ul) durante 60 minutos a 37°C (GRNe) y con tripsina (5 mg/mL) durante
30 minutos a 37°C (GRT).

3.5.3. Ensayo de eritrofagocitosis

Se incubaron los portaobjetos con monocapa de monocitos durante 3 horas a
37°C en camara humeda, con 1 mL de las siguientes suspensiones
eritrocitarias al 4 % en SF adicionada con 20 % de suero humano compatible:

- GRSe obtenidos segun 3.2.

- GRJ obtenidos segun 3.2.

- GRNe

- GRT

- Control positivo: GRS

- Control negativo: GRN

Los portaobjetos fueron lavados con SF a 37°C para eliminar los GR no unidos.
Los preparados se fijaron con metanol durante 1 minuto y se tifieron segun la
técnica de May Grunwald Giemsa.

Se realiz6 la observacion microscopica contando 200 células mononucleares y
se calculd el porcentaje MA. Todas las determinaciones se realizaron por
duplicado.
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3.6. Aplicacion de la Citometria de Flujo al estudio de la senescencia

eritrocitaria

La evaluacion de los marcadores de senescencia eritrocitaria por Citometria de
Flujo (CMF), se realiz6 mediante la informacion obtenida de los parametros de
dispersion de luz y las medidas de intensidad de fluorescencia (FL). El
parametro forward scatter (FSC) corresponde a la luz dispersada recolectada
entre 0 y 10° y esta relacionado con el tamafio de las células y el valor side
scatter (SSC) se refiere a la luz dispersada recolectada a 90° y se relaciona
con la estructura interna de las células. Teniendo en cuenta que FSC
representa el tamafio celular y SSC esta relacionado con la complejidad celular
interna, cuando se adquiere una muestra de GRs sin ningun paso previo de
separacion de poblaciones etareas, consideramos que la poblacion de GRSe
se encuentra en la zona de menor FSC y un SSC con mayor dispersion
mientras que la fraccion de GRJ estaria ubicada en la region de mayor FSC y
un SSC mas homogéneo.

La evaluacion por CFM se realizé en el citometro FACSAria |l (BD) equipado
con dos laser (488 nm y 630 nm) y cuatro canales de deteccion de
fluorescencias (FL-1: 515 - 550nm, FL-2: 575 — 620 nm, FL-3: mayor a 630 nm
y FL-4 650 — 670nm) Los muestras fueron adquiridas con el programa
FACSDiva (BDBiosciences) y analizadas con FACSDiva (BDBiosciences) y
Paint a gate (BDBiosciences).

3.6.1. Determinacion de IgG en GRSe y GRJ

La evaluacion de IgG unidad a la superficie de la membrana de los eritrocitos,
se realizé por CFM, separando las poblaciones de acuerdo a la informacién
obtenida de los parametros de dispersion de luz (FSC y SSC).

Las suspensiones eritrocitarias evaluadas fueron:

1.- Poblaciones de GRSe y GRJ obtenidas segun 3.2.

2.- GR lavados de muestras de sangre entera sin realizar previamente

separacion fisica de los mismos.
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Luego de 4 lavados con 3 ml PBS se prepararon suspensiones al 0.2% en PBS
de cada una de las distintas poblaciones de GRs.

3.6.1.1. Marcacion de los GRs

50 yL de cada suspension fueron incubaron con 50 uL de anti-IgG humana
marcada con Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Invitrogen, USA) diluida
1:100. Después de 60 minutos de incubacién en la oscuridad, las suspensiones
de GRs fueron lavadas una vez con PBS y resuspendidas en el diluyente
FACSFlow (BD Biosciences). Se utilizaron los siguientes controles:

Control positivo: GRS.

Control negativo: GR al 0.2% sin marcacion con anti-IgG humana-Alexa Fluor
448.

3.6.1.2. Analisis por Citometria de Flujo

Las poblaciones eritrocitarias fueron seleccionadas en un dot-plot FSC/SSC en
escala logaritmica y para la deteccion de IgG-Alexa 488 se evaluo la intensidad
de fluorescencia en FL-1. Se adquirieron 100.000 eventos. Las muestras fueron
evaluadas por duplicado.

Se realizé la comparacion estadistica de los resultados obtenidos para este
parametro en las subpoblaciones de GRs de diferentes edades separadas con
Percoll y en las suspensiones de GRs sin ningun paso de separacion previo.

El analisis estadistico demostro que por ambas metodologias se obtienen
valores de la variable analizada en las dos poblaciones de GRSe y GRJ, que
no difieren significativamente. La obtencion de resultados comparables en las
muestras sin separaciéon previa permitié el estudio posterior de otros
marcadores de senescencia utilizando muestras de GRs sin ningun paso previo
de separacion, evaluando cada marcador en las regiones definidas por los
parametros de dispersion de luz FSC y SSC (227, 228, 229).
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3.6.2. Estudio de marcadores de senescencia por Citometria de Flujo en

sangre entera.

3.6.2.1. Complemento C;

50 uL de cada una de las suspensiones de GRs se incubaron con 10 uL de
anti-C3b (Anti-C3b,-C3d (Bioclone. Ortho Diagnostic Systems). Luego de 30
minutos de incubacién se realizé un lavado con PBS y se agregaron 50 uL del
anticuerpo secundario anti-mouse marcado con aloficocianina (APC) (BD
Pharmingen USA). Se incubaron 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente
los GRs fueron lavados una vez con PBS y resuspendidos en el diluyente
FACSFlow.

Las poblaciones eritrocitarias fueron seleccionadas en un dot-plot FSC/SSC en
escala logaritmica y para la deteccion de C3 marcado con APC, se utilizé la
intensidad de fluorescencia en FL-4. Se adquirieron 100.000 eventos. Las

muestras fueron evaluadas por duplicado.

3.6.2.2. CD47

50 pyL de cada una de las suspensiones de GRs se incubaron con 5 pL de
CD47 anti-humano marcado con ficoeritrina (PE) (Clon B6H12. BD Pharmingen
USA). Luego de 30 minutos de incubacion se realizé un lavado con PBS y se
resuspendieron en el diluyente FACSFlow.

Las poblaciones eritrocitarias fueron seleccionadas en un dot-plot FSC/SSC en
escala logaritmica y para la deteccién de CD47 marcado con PE, se utilizo la
intensidad de fluorescencia en FL-2. Se adquirieron 100.000 eventos. Las

muestras fueron evaluadas por duplicado.

3.6.2.3. Fosfatidilserina (Anexina V)
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La evaluacion de la expresion de fosfatidilserina en la superficie externa de los
GRs, se fundamenta en su union especifica a Anexina V (230). Las
suspensiones eritrocitarias al 0.2% fueron preparadas en un buffer con calcio
(Annexin Binding Buffer). 25 pyL de cada suspension de GRs fueron incubados
con 5 yL de anexina V-PE (PE Annexin V Apotosis Detection Kit [.BD
Pharmingen USA), durante 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente se
realizé un lavado con el buffer con calcio y los GRs se resuspendieron en 0.5
mL del diluyente FACSFlow.

Control negativo: GR sin marcar resuspendidos en el buffer Ca.

Control positivo: La permeabilizacidén de los eritrocitos se realizé incubando 50
ML de GRs lavados con 50 pL de etanol al 50% en PBS, 2 minutos a 39°C. Los
GRs fueron lavados y resuspendidos en annexin Binding Buffer ( 1 yL + 0.5 mL
de buffer Ca). 25 uL de esa suspension fueron incubados con 5 pL de anexina
V-PE (PE Annexin V Apotosis Detection Kit I.BD Pharmingen USA), durante 30
minutos en la oscuridad. Posteriormente se realizé un lavado con el buffer
calcio y los GRs se resuspendieron en 0.5 mL del diluyente FACSFlow. En
estas condiciones, la anexina V se une a la fosfatidilserina expuesta en la capa
externa de la membrana asi como a la fosfatidilserina presente en la membrana

interna.

Las poblaciones eritrocitarias fueron seleccionadas en un dot-plot FSC/SSC en
escala logaritmica y para la deteccion de anexina V-PE, se utilizo la intensidad
de fluorescencia en FL-2. Se adquirieron 100.000 eventos. Las muestras fueron
evaluadas por duplicado.

Ademas se estudiaron 21 muestras de pacientes con distintas Anemias

Hemoliticas, en las mismas condiciones experimentales.

3.6.2.4. Banda 3 (CD233)

50 yL de cada suspension de GRs se incubaron con 50 pyL de anti-Banda 3
(clon 10D2, reconoce un epitope del dominio extracelular de banda 3.
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Academia de Medicina. Bs. As. ) diluido 1:2000. Luego de 30 minutos de
incubacion se realizé un lavado con PBS y se agregaron 50 pL del anticuerpo
secundario anti-mouse marcado con APC (BD Pharmingen USA). Se incubaron
30 minutos en la oscuridad. Posteriormente los GRs fueron lavados una vez
con PBS y resuspendidos en el diluyente FACSFlow.

Las poblaciones eritrocitarias fueron seleccionadas en un dot-plot FSC/SSC en
escala logaritmica y para la deteccién de Banda3 marcado con APC, se utilizé
la intensidad de fluorescencia en FL-4.

Se adquirieron 100.000 eventos. Las muestras fueron evaluadas por duplicado.

3.6.2.5 Glicoforina A (CD235a)

50 uL de cada suspensién de GRs se incubaron con 50 yL de CD235a anti-
humana marcada con isotiocinato de fluoresceina (FITC) diluido 1/1000 (clone
GA-R2(HIR2). BD Pharmingen USA). Luego de 30 minutos de incubacion se
realizé un lavado con PBS y se resuspendieron en el diluyente FACSFlow.

Las poblaciones eritrocitarias fueron seleccionadas en un dot-plot FSC/SSC en
escala logaritmica y para la deteccidn de CD235a-FITC, se utilizo la intensidad
de fluorescencia en FL-1. Se adquirieron 100.000 eventos. Las muestras fueron

evaluadas por duplicado.

3.6.2.6. CD55

50 pyL de cada suspension de GRs se incubaron con 50 pL de anti-human
CD55 anti-humano conjugado con PE (clone I1A10, 1gG2a, BD Pharmingen
USA). Luego de 30 minutos de incubacion se realizé un lavado con PBS y se
resuspendieron en el diluyente FACSFlow.

Las poblaciones eritrocitarias fueron seleccionadas en un dot-plot FSC/SSC en
escala logaritmica y para la deteccidn de la expresion de CD55-PE, se utilizo la
intensidad de fluorescencia en FL-2. Se adquirieron 100.000 eventos. Las

muestras fueron evaluadas por duplicado.
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3.6.2.7. CD59

50 pyL de cada suspension de GRs se incubaron con 50 pyL de CD59
antihumano conjugado con FITC (clone p282 (H19), IgG2a, BD Pharmingen
USA). Luego de 30 minutos de incubacion se realizé un lavado con PBS y se
resuspendieron en el diluyente FACSFlow.

Las poblaciones eritrocitarias fueron seleccionadas en un dot-plot FSC/SSC en
escala logaritmica y para la deteccion de CD55-FITC, se utilizé la intensidad de
fluorescencia en FL-1. Se adquirieron 100.000 eventos. Las muestras fueron

evaluadas por duplicado.

3.7. Analisis estadisticos

Para verificar el cumplimiento del supuesto de normalidad exigido por las
distintas técnicas estadisticas utilizadas se aplico el test de Shapiro-Wilk (231,
232).

La comparacion de los valores obtenidos en las poblaciones de GRSe y de
GRJ de las distintas variables estudiadas, se realizé aplicando el test t de
Student para muestras dependientes o apareadas o el de Wilcoxon (previa
verificacion del supuesto de normalidad).

Para analizar la variacion en los promedios del % de MA en las distintas
suspensiones de GR se empledé un Analisis de la variancia (ANOVA)
correspondiente a un disefio en bloques (muestras) y las comparaciones
multiples de Scheffé.

Para estimar el ajuste de las curvas de calibracién realizadas se utilizd
regresion lineal simple. La bondad del ajuste lineal se verificé graficamente y
mediante el calculo del coeficiente de determinacion (R?).

La comparacion estadistica de los resultados obtenidos para los distintos

parametros analizados en las poblaciones de GRSe separadas por gradientes
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preformados de Percoll y estudiadas en sangre entera sin ninguna técnica
separativa previa, se efectuo mediante el test de Wilcoxon.
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4. RESULTADOS

4.1. Parametros de control de la eficiencia de la separacién de las

fracciones eritrocitarias

4.1.1. Volumen Corpuscular Medio
Los valores promedio del VCM obtenidos en las poblaciones de GRSe y GRJ

separadas por gradiente de Percoll, se resumen en la Tabla I.

GRSe GRJ
Media 89.2 91.4
Desvio Estandard 2.9 3.3

Tabla I: VCM en las distintas suspensiones eritrocitarias.

En las poblaciones de GRSe, el valor promedio de VCM fue significativamente
menor que el observado en las suspensiones de GRJ (p < 0.0001).

4.1.2. Porcentaje de Reticulocitos (R)

Los % de R obtenidos en las poblaciones de GRSe y de GRJ se describen en
la Tabla Il.
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GRSe GRJ
Media 0.50 2.19
Desvio Estandard 0.18 0.26

Tabla ll: % R en GRSe y GRJ.

El valor promedio del % de R en las suspensiones de GRSe fue
significativamente menor que el observado en las poblaciones de GRJ (p <
0.0001).

4.1.3. Determinacion de creatina eritrocitaria
La Tabla lll muestra los valores de concentracion de creatina obtenido en las
poblaciones de GRSe y GRJ.

GRSe GRJ
Media 2.76 415
Desvio Estandard 0.76 3.3

Tabla lll: Concentracién de creatina en GRSe y GRJ.

En las suspensiones de GRSe el valor promedio de concentracion de creatina
eritrocitaria fue significativamente menor que el observado en las poblaciones
de GRJ (p < 0.0001).

4.2. Proteinas de membrana
4.2.1. Determinacion de la concentracion de proteinas de membranas
eritrocitarias

En la tabla IV se observan los valores de concentracion de proteinas de

membranas de las dos poblaciones de GRs.
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GRSe GRJ
Media 1,18 1072 1,10 1072
Desvio Estandard 1,56 107 1,17 10°®

Tabla IV: Concentraciones de proteinas de membrana en GRJ y GRSe.

No existen diferencias significativas en los valores promedios de las
concentraciones de proteinas de membrana en GRSe y GRJ (p>0.05)

4.2.2. Oxidacion de proteinas de membranas eritrocitarias

Los resultados obtenidos en la curva de calibracion realizada con BAS oxidada
y reducida por el enzimoinmunoensayo mostraron linealidad en el rango de
trabajo (p<0,05) y se utilizaron para el calculo de la concentracion de grupos
carbonilos en las proteinas de membrana obtenidas de las distintas
subpoblaciones eritrocitarias.

Las concentraciones de grupos carbonilos determinadas por este ensayo en

muestras de GRJ y GRSe se muestran en la Tabla V.

GRSe GRJ
Media 0.704 0.602
Desvio Estandard 0.041 0.087

Tabla V: Concentraciones de grupos carbonilos en GRSe y GRJ.
El valor promedio de la concentracion de los grupos carbonilos en las proteinas

de membrana de GRSe es significativamente mayor que el observado en los
GRJ (p<0.005).
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4.2.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes

Los resultados de la electroforesis en poliacriamida de las proteinas de

membrana de GRSe y GRJ se muestran en la Figura 1.

€— espectrinas

<— banda 3.0
&« banda 4.1
<— banda 4.2

€—banda 50

& banda 7.0

Figura 1: Gel de electroforesis de las proteinas de membrana de GRSe y GRJ. En
todas las calles se sembraron 30 mg de proteinas totales. Calles 1, 3 y 5: GRJ; calles
2,4y 6: GRSe. Las flechas sefalan las proteinas mayoritarias en la membrana de los
GR.

4.2.3.1. Densitometria

Los resultados de la densitometria realizada con el programa GelPro Analyser
en el gel de poliacrilanida tefiido con Azul de Coomasie se muestran en la
Tabla VI.
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GRSe 26,58 23,40 = 513 % 5,38 = 7,18 = 6,44 +

5,89 4,34 1,31 ifss 3,82 4,76
GRJ 26,10 = 22,20 = 5,08 = 5,07 = 575 % 7,28 =
3,62 6,22 1,75 1,83 8,58 5,19

Tabla VI: Porcentajes expresados como las medias y sus correspondientes desvios
estandares (xxsx) de las proteinas de membrana.

No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de las distintas

proteinas eritrocitarias entre GRSe y GRJ.

4.2.4. Inmunodeteccion de la proteina Banda 3 eritrocitaria

La Figura 2 corresponde al inmunoblotting para la proteina Banda 3 a partir del
gel de poliacrialamida para las membranas de GRSe y GRJ.

200 -

116 -

<— Banda 3
974 -
66.2 - .
<— productos degradacién Banda 3
45 -
KDa 1 2 3 4 5 6

Figura 2. Inmunodeteccion de la proteina Banda 3. En todas las calles se
sembraron 30 ug de proteinas. Calles 1, 3y 5: GRJ; calles 2, 4 y 6: GRSe. A la
izquierda se indican los pesos moleculares de los marcadores. Las flechas
sefalan la proteina Banda 3 y sus productos de degradacion.
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La proteina Banda 3 se ubica en un rango de pesos moleculares de 90-100
KDa, y sus productos de degradacion en un rango de 55-60 kDa. La proteina
banda 3 migra en los geles de policrialmida como una banda difusa. El ancho
de la banda se debe a la heterogeneidad del tamafio en las cadenas de

carbohidratos presente sobre las moléculas.

4.2.4.1 Densitometria

Los porcentajes de las bandas obtenidos con el programa GelPro Analyser

correspondiente al inmunoblotting se muestran en la Tabla VI

GRSe GRJ GRSe GRJ
Media 88.3 58.2 221 17.0
Desvio Estandard 154 10.2 58 53

Tabla VII: Porcentajes de Banda 3 y sus fragmentos de degradacion en GRSe
y GRJ.

Los porcentajes de las intensidades de las bandas correspondientes a la
proteina Banda 3 (90-100 KDa) y las de sus productos de degradacion (55-60
kDa) obtenidos en las poblaciones de GRSe fueron significativamente mayores
que para GRJ (p<0.05).
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4.3. Determinacion de IgG unida a la membrana de GRs intactos
4.3.1. Prueba de Antiglobulina Directa

La determinacion de inmunoglobulinas unidas al GR mediante la PAD fue
sistematicamente negativa en todas las poblaciones de GRSe y GRJ.

4.3.2. Enzimoinmunoanalisis cuantitativo

El escaso numero de inmunoglobulinas unida a los eritrocitos senescentes se
determiné mediante un enzimoinmunoanalisis cuantitativo. Se realizé una curva
de calibracion con IgG en distintas concentraciones para luego calcular el
contenido de IgG en los GRSe y GRJ.

Los resultados se muestran en la Figura 3.

Curva de calibracion con IgG

04 -
0354 ¢
03 1
025 -

("]
S 02-
0.15 -
011
0,05 -
0 . . : : .
0,0000 0,0005 0,0010 00015 0,0020 0,0025

. y =-130,05x + 0,3521
o R? = 0,9565

cc (mg/mlL)

Figura 3: Representacion grafica de la curva de calibracién con IgG para el
enzimoinmunoensayo. Los valores de absorbancia obtenidos para el intervalo
establecido de concentraciones de IgG cumple el supuesto de linealidad de la recta.
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4.3.2.1. Aplicacion del método en GRSe y GRJ
Las concentraciones de IgG unidas a la superficie del eritrocito en las distintas

suspensiones se calcularon a partir de la curva de calibracion anterior y se

muestran en la Tabla VIII.

GRSe GRJ
Media 13.31x10™ 3.35x10™
Desvio Estandard 1.57x10™ 1.39x10™

Tabla VIII: Concentraciones de IgG en GRSe y GRJ.

Las valores de IgG unida a los GRSe son significativamente mayores que las

correspondientes a los GRJ (p< 0.0001).

4.3.3. Microscopia Confocal

En la figura 4 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia confocal,

de las poblaciones de GRs de distintas edades, separadas por gradientes de

Percoll.
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GRSensibilizados GRSenescentes GRJévenes

Figura 4: Imagenes obtenidas con microscopio confocal de GRSensibilizados como
control positivo (izquierda), GRSe (centro) y GRJ (derecha).

4.4. Eritrofagocitosis

En este analisis hemos considerado como MA a las células mononucleares que
tienen adheridos y/o fagocitados GR. Esta consideracién se debe a que en
estudios previos realizados con camara de video se ha observado que antes de
la fagocitosis de los GRS (control positivo) se produce la adherencia de los
mismos a las células mononucleares. El valor inferior de corte de MA en los
GRN (control negativo) fue establecido en < 4 % debido a artificios técnicos. En
los preparados los hematies pueden presentarse en distintos planos y ser

considerados como GR adheridos o fagocitados por los monocitos.
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GR adheridos GR fagocitado

Figura 5: Imagenes del EMM donde pueden distinguirse GR adheridos y fagocitados
por MA.

4.4.1. Interaccion entre GRSe y monocitos de sangre periférica

Los valores de CFA obtenidos con las distintas suspensiones eritrocitarias se

muestran en la Figura 6.

GRS
32,1+3.76
30 -
X GRSe
T
o 20 - 17,3+ 2.21
[ 3
T
X 10 - GRJ GRN
4,0+0.82 2,7+0.48
0 [ ] - |

Figura 6: % de CFA expresados como medias y desvios estandar para GRSe, GRJ,
GRS (control positivo), GRN (control negativo).

Los valores promedios del % de CFA en las 4 poblaciones de GR no son
iguales (p<0.0000). Los valores promedios del % de CFA son
significativamente mayores en los GRS que en los GRSe, GRJ y GRN. Los
valores promedios del % de CFA son significativamente mayores en los GRSe
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que en los GRJ y GRN. No existen diferencias significativas en el % promedio
de CFA entre los GRJ y GRN (p<0.0000).

4.4.2. Interaccion entre células del SFM y GRs tratados con enzimas

desialinizantes

Los valores de % CFA obtenidos con GR tratados con neuraminidasa o tripsina

se muestran en la Figura 7.

GRSe
. 173+2.21
16 -
14
g GRneuram
3 N 10,72 £ 1.41
*
. GRJ GRtripsina
. 4.0+ 0.82 372118

Figura 7: % de CFA expresados como medias y desvios estandar en GR
tratados con neuraminidasa, GR tratados con tripsina, GRSe y GRJ.

Se concluye que existen diferencias en los valores del % CFA en GRs tratados
con neuraminidasa, con tripsina, GRSe y GRJ.

Las comparaciones multiples permiten concluir que los valores promedios de %
CFA de GRs tratados con neuraminidasa son marginalmente inferiores a los %
CFA de GRSe y mayores que para los GR tratados con tripsina y los GRJ
(p<0,05).

Los % de CFA obtenidos con GRs tratados con tripsina fueron similares a los

observados con GRJ. Estos resultados indican que la accién de la
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neuraminidasa aumenta la interaccion entre GRs y células del SFM. La
actividad desialinizante de la tripsina no es suficiente para producir variaciones
en los % de CFA.

4.5. Aplicacién de la Citometria de Flujo al estudio de la senescencia

eritrocitaria
4.5.1. Determinacién de IgG en GRSe y GRJ

Las suspensiones eritrocitarias evaluadas fueron:

1.- GRSe y GRJ obtenidas segun 3.2.

2.- GRs lavados de muestras de sangre entera sin realizar previamente
ninguna separacion fisica.

Los valores promedios de los porcentajes de células positivas para IgG en las
distintas suspensiones de GR se muestran en la Tabla IX:

GRSe GRJ
Suspension 1 2.6%%1.25% 0.4%%0.25%
Suspensién 2 2.3%+1.4% 0.4%20.25%

Tabla IX: Porcentajes de células IgG+ en muestras de GRs separados por
gradientes de Percoll (suspensidn 1) y en sangre entera (suspension 2).

En las suspensiones de GRSe los valores promedios de los porcentajes para
IgG fueron significativamente mayores que los observados en GRJ (p = 0.0019
0 p<0.002) cuando se estudian las poblaciones eritrocitarias obtenidas por

ambos métodos.
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El analisis estadistico (Test de Wilconxon para muestras apareadas) demostro
que por ambas metodologias se obtienen valores de porcentajes de células
positivas para IgG en las poblaciones de GRSe y GRJ, que no difieren
significativamente. La obtencion de resultados comparables en las muestras sin
separacion previa permitié el estudio posterior de otros marcadores de
senescencia en muestras de GRs sin ningun paso de separacion, evaluando
cada marcador en las regiones definidas por los parametros de dispersion de
luz (FSC Y SSC).

A contimuacion se detallan la estrategia de analisis utilizada (Figura 8), los
resultados para las muestras separadas con gradientes de Percoll y de sangre
entera (Figura 9) y los controles utilizados (Figura 10).

Poblaciones de GRs
“a GRs
“a GRSenesc
{. R
O /.
U)m ol A |
% GRJdvenes
Tube: GR
Population #Events %Parent %Total
M All Events 100.000 #ase 100,0
-l GRs 91.112 91,1 91,1
-] GRJovenes 76.989 84,5 770
: .GRSenescentes 11.388 12,5 114

Figura 8: Grafico de puntos (dot-plot) con la estrategia de analisis utilizada para la
evaluacion de las poblaciones de GRs de distintas edades utilizando sangre entera.
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Analisis en GRSe en muestras separadas con gradientes de Percoll
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Evaluacion de GRSe y GRJ en muestras de sangre entera.

Figura 9: Histogramas de % de GRIgG+ en poblaciones de GRs separadas
con gradientes de Percoll y en muestras de sangre entera basados en las
diferencias de los parametros de dispersion de luz (FSC y SSC) de ambas

poblaciones.
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Figura 10: Histogramas con los resultados obtenidos para los controles positivos: GR
“O” Rh(D) Positivos sensibilizados con Anti-D de clase IgG, marcados con Anti-IgG
humana conjugada con FITC.
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4.5.2. Estudio de marcadores de senescencia por Citometria de Flujo en

sangre entera
4.5.2.1. Complemento C;
En la Tabla X se describen las medianas de los porcentajes de GRs con C3

unido sobre su membrana para las poblaciones de GRs estudiadas si separar

fisicamente los eritrocitos.

GRSe GRJ
Mediana 2.2 0.2
Rango Intercuartil 1.4 0.55

Tabla X: Porcentaje de GRs C3 positivos en las regiones asignadas a GRSe y GRJ.

Los datos obtenidos se analizaron aplicando el test de Wilcoxon.

El valor de la mediana del porcentaje de células C3 positivas en GRSe es
significativamente mayor que en los GRJ (p=0.00005 6 p<0.0001).

En la Figura 11 se observa un ejemplo de una muestra de GRs marcada con
anti-C3.

77



Sample 2_001

Count

Tube: Sample 2_001

>t 0 o Population #Events %Parent %Tatal
165 i
' C2ing APC-A W il Events 100,000  #4%% 100,0
~ P 88.630 886 886
] [ 6R Jivenes 78.1690 0 785
. Sample 2_001 IPs 101 m 0.4
- - [l GR Senescomes 8.102 : B,1
: (1 pe i1 C9) 02
5 [Ipg 335 0,3
2 2 “ 1]
0o Ny 0 c
= C3ind APC-A

Figura 11: Histogramas con el analisis de muestras de sangre entera marcada anti-C3

humana marcada indirectamente con APC.

4.5.2.2. CD47

Los valores promedios de las media y mediana de la intensidad de

fluorescencia (IFM) de CD47 son significativamente menores en GRSe que en

GRJ (p=0.0000 6 p < 0.001), como se observa en la Tabla XI.

GRSe GRJ GRSe GRJ
Media 11839.2 129707 4445400  11965.0

Desvio Estandard 1043.85 1117.92 882.98 9457

Tabla XI: Comparacién de los valores de media y mediana de la intensidad de

fluorescencia de CD47 para ambas poblaciones de GR (Senescentes y Jovenes).
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En los histogramas obtenidos se observd una redistribucion en los porcentajes
de células y en las intensidades de fluorescencia de CD47 entre la regidn
asignada a GRSe y la poblacion donde se ubican los GRJ, como se puede ver
en la figura 12:

= REC:Samplo 1 ‘ Specimen Name: RBC

- @@J T-4al Tube Name: Sample 1
: B CD47 PE-A  CD47 PE-A
B GRIR3| @ p',}:f.- R Population fEvents wParent Mean Median
o . B e 49,124 54,1 13100 11951
B P " ML P Giu 56,221 45,1 13.030 11943

0 0 0 o b

047 PE-A [ Grr 1oeat 46.193 aun_ (13046 11943
E GILI iR 4,416 nrs 2550109 FER
[ 6RIR2 51.168 91,0 11.869 11.729
] [ 6ra 89 0.2 1.612 1339
o RBC-Samale 1 B Grse 1.764 70 11.467 10.728
. = [ GRSe Total 1.797 985 [11.644 10.775
S 3 [< GRSe R1 110 6.2 14.225 24.115
il E RSe R [ 6RSe R2 1.486 84,2 10.070 10.807
B [ 6RSe RJ 144 8.0 1172 830
RERALLE FREALLL L R L - [ GRs Total 50.068 00,0 13.192 11.954
0 0w 0 [ 6Rs R1 583 0.9 25831 23.079
CD47PE-A [ GRs R2 52.006 80,6 11.852 11712
[*] GRs R3 230 04 1.302 051

Figura 12: Histogramas de la Intensidad de Fluorescencia para GRs marcados con
CD47PE, donde puede observarse una redistribucion entre los porcentajes de células
con diferentes intensidades de expresion de CD47 para las dos poblaciones de
hematies de diferentes edades.

El porcentaje de células positivas para CD47 fue analizado en regiones con
diferente intensidad de fluorescencia: GRSe R1, GRSe R2, GRSe R3 para los
GRSey GRJ R1, GRJ R2 y GRJ R3 para GRJ, donde R1 representa la mayor
expresion de CD47, R2 una expresion intermedia y R3 menor expresion de IF
para CD47.

La siguiente tabla muestra la informacion del porcentaje de células con
diferente intensidad de expresion de CD47 en media y mediana como medidas
de posicidn y sus respectivas medidas de dispersion: desviacion estandar (DE)
y rango intercuartil (RI), para cada una de las regiones analizadas:
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GRJR1 GRJR2 GRJR3 GRSeR1 GRSeR2 GRSeR3

_ Media 8.21(3.65) 91.66(3.64) 0.1(0.13) 6.30(3.52) 91.65(4.23) 1.76(1.70)
aritmetica (DE)

Mediana (Rl)  7.55(4.95) 92.35(5.05) 0.05(0.15) 5.75(5.5) 92.7(7.4)  1.3(0.95)

TablaXIll: Porcentaje de GRs en regiones con diferentes nivel de expresién de CD47.

Se comparan GRJR1 con GRSeR1, GRJR2 con GRSeR2 y GRJR3 con
GRSeR3.

El porcentaje promedio de células positivas para CD47 en la R1 de GRJ es
significativamente mayor que para R1 de GRSe (p=0.02 6 p<0.05). EI
porcentaje promedio de células positivas para CD47 en la R2 de GRJ no difiere
significativamente de los correspondientes en la R2 de GRSe (p=0.49 ¢
p>0.40). Como las distribuciones de la variable porcentaje de células positivas
para CD47 en las poblaciones R3 de GRJ y la R3 de GRSe son asimétricas a
la derecha y no se verifica el supuesto de normalidad de la variable diferencia
para comparar promedios de muestras dependientes, se comparan las
medianas poblacionales y debe informarse la mediana y el rango intercuartil
como medidas de posicion y dispersion de los datos muestrales. La mediana
del porcentaje de células positivas para CD47 en las poblaciones R3 de GRJ
es significativamente menor que en la R3 de GRSe (p=0.0000 6 p<0.0001).
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4.5.2.3. Fosfatidilserina (Unién de Anexina V)

4.5.2.3.1.Porcentaje de células Anexina V+ en GRSe y GRJ

En la Tabla XIlII se observan los porcentajes de células con aumento de PS en
la cara externa de la membrana, basado en la afinidad de unién a la Anexina V.

GRSe GRJ
Mediana 1.1 0.15
Rango Intercuartil 0.5 0.1

Tabla XIllI: Porcentaje de GRs AV+ en las poblaciones de eritrocitos de distintas
edades, evaluados a través de la afinidad de unién de la PS a la anexina V.

El valor de la mediana del porcentaje de células Anexina V positivas (AV+) en
cada region, en GRSe es significativamente mayor que en GRJ (p=0.0005 6 p
<0.001).

En la Figua 13 puede observarse la diferencia de expresion de la PS en las
regiones estudiadas con el programa de analisis Paint a Gate y las imagenes

obtenidas para el control positivo.
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Figura 13: A: Graficos de puntos que muestran las diferencias obtenidas en el
porcentaje de GRs AV+ entre las regiones asignadas a GRSe (puntos rojos) y GRJ
(puntos azules). B: Histogramas de la expresion de Anexina V para el control positivo,
donde se midié la expresion de Anexina V en GRs permeabilizados con etanol.
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4.5.2.3.2. Porcentajes de células AV+ en pacientes con Anemias
Hemoliticas

En la tabla XIV se muestran los porcentajes de GRs AV+ en las poblaciones de
GRSe, GRJ y en la poblacion total de eritrocitos (GR).

Paciente Diagnéstico GR GRJ GRSe
1 Anemia Hemolitica HbA/C 0.32 0.25 4.35
2 Anemia Hemolitica HbA/C 029 0.30 3.45
3 Anemia Hemolitica HbS/C 0.30 040 1.05
4 Anemia Hemolitica HbA/S 0.32 0.30 1.15
5 ADA 0.45 0.20 2.80
6 Anemia Hemolitica Deficiencia de G6PD 0.30 0.10 0.90
7 Anemia Hemolitica HbH 0.15 0.35 0.65
8 Anemia Hemolitica a°. Med 0.25 0.10 1.90
9 Control Normal 0.70 0.20 1.40
10 Anemia Hemolitica a°. Med 0.40 0.30 3.55
11 Anemia Hemolitica Hb A/C "2"e™ 0.30 0.15 1.90
12 Anemia Hemolitica Hb A/C "™ 0.20 0.10 1.15
13 Anemia Hemolitica (Esplenectomizado) 0.30 0.20 0.50
14 Anemia Hemolitica (Esferosictosis Hereditaria) 0.10 0.10 0.40
15 Anemia Hemolitica (Esferosictosis Hereditaria) 0.20 0.15 0.35
16 Anemia Hemolitica Deficiencia de G6PD 0.10 0.10 0.65
17 Anemia Hemolitica Hb Lepore 0.55 0.10 3.55
18 Anemia Hemolitica (Esferosictosis Hereditaria) 0.15 0.10 2.00
19 Anemia Hemolitica a Talasemia®’/ HbS 0.10 0.10 0.90
21 Anemia Hemolitica (Esferosictosis Hereditaria) 0.85 0.60 1.95

Tabla XIV: Porcentajes de GRsAV+ evaluados a través del aumento la expresién de
PS en la superficie de los eritrocitos en muestras de pacientes con diferentes Anemias
Hemoliticas Hereditarias.
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4.5.2.4. Proteina Banda 3 (CD233)

En la tabla XV se muestran los resultados obtenidos para los valores de media
y mediana de la intensidad de fluorescencia para la expresion de CD233 en las

poblaciones de GRs de diferentes edades.

GRSe GRJ GRSe GRJ

Rango Intercuartil 4198.0 5878.0 3712.0 4864.0

Tabla XV: Comparacion de los valores de media y mediana de la intensidad de
fluorescencia de CD233 (Banda 3) para ambas poblaciones de GR (Senescentes y
Jovenes).

Para comparar los valores de medias aritméticas y de medianas de la
Intensidad de Fluorescencia (IF) de Banda 3 en globulos rojos jovenes y
senescentes se aplico el test de Wilcoxon.

Los valores de las medias aritméticas de la IF de Banda 3 son
significativamente mas elevados para los GRJo respecto de los GRSe
(p<0.005). Los valores de las medianas de IF de Banda 3 son
significativamente mayores en los GRJo respecto de los GRSe (p<0.005). En la
Figura 14 se muestra una ejemplo del analisis de la la expresién de CD233
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Figura 14: Histograma, grafico de puntos y estadisticas de la expresion de CD233 en
GRSe (azul) y GRJ (verde).

4.5.2.5. Glicoforina A (CD235a)

En la tabla XVI se muestran los resultados obtenidos para los valores de media
y mediana de la intensidad de fluorescencia para la expresion de CD233 en las
poblaciones de GRs de diferentes edades.

GRSe GRJ GRSe GRJ
Mediana 7516.0 8420.5  6601.5 7745.5
Rango Intercuartil 4806.5 5307.0 4500.0 4555.5

Tabla XVI: Comparacion de los valores de media y mediana de la intensidad
de fluorescencia de CD235a (Glicoforina A) para ambas poblaciones de GR
(Senescentes y Jovenes).
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Para comparar los valores de medias aritméticas y de medianas de la IF
CD235 a en globulos rojos jévenes y senescentes se aplico el test de Wilcoxon.
Los valores de las medias aritméticas de CD235a son significativamente mas
elevados para los GRJo respecto de los GRSe (p<0.01). Los valores de las
medianas de IF de CD235a son significativamente mayores en los GRJ
respecto de los GRSe (p<0.01). En la Figura 15 se observan las estadisticas y
grafico de puntos de la evaluacidn de la expresion de CD235a.

Experiment Name: CD23%5a
Tube Name: Sample 2

CDZ35aHTCH-A COZ235 HITCHL1-A
Population TEvents wParent Mcan Mcdian
B r1 9217 421 5
[ 6racvenes 8.310 ap.2 | 9.268 8.960
ps B8.307 100.0 9.271 8.960
B GRSenescentes GGO 72 7.714 6.784
[ P6 650 008 er—uwr ;
i 22 0.213 1000 9.112 8.960

101
Ll

ib— LU I
100 10" 102 103 104
CD235a FITC ->

SAMPLE 10.011

Figura 15: grafico de puntos y estadisticas de la expresion de CD233 en GRSe (azul)
y GRJ (verde).
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4.5.2.6. CD55

En la tabla XVII se muestran los resultados obtenidos para los valores de
media y mediana de la intensidad de fluorescencia para la expresion de CD55

en las poblaciones de GRs de diferentes edades.

GRSe GRJ GRSe GRJ

Media Aritmética 12110 13954 4ggq 4 11474

Desviacion estandar 274.3 342.2 228.8 284 .2

Tabla XVII: Comparacion de los valores de media y mediana de la intensidad
de fluorescencia de CD55 para ambas poblaciones de GR (Senescentes y
Jovenes).

Se concluye que los valores promedios de la expresion de CD55, cuando se
considera como variable aleatoria la media aritmética de la intensidad de
fluorescencia de CD55 en la poblacion de GRSe son significativamente
menores que en los GRJ (p<0.001).

Los valores promedios de la expresion de CD55, cuando se considera como
variable aleatoria la mediana de la intensidad de fluorescencia de CD55 en la
poblacién de GRSe son significativamente menores que en los GRJ (p<0.001).

4.5.2.7. CD59
En la tabla XVIII se muestran los resultados obtenidos para los valores de

media y mediana de la intensidad de fluorescencia para la expresion de CD59
en las poblaciones de eritrocitos de diferentes edades
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GRSe GRJ GRSe GRJ

Media Aritmética 19616 17424 44675 16491

Desviacion estandar 415.0 469.9 379.9 439.6

Tabla XVIII: Comparacion de los valores de media y mediana de la intensidad
de fluorescencia de CD59 para GRSe y GRJ.

Los valores promedios de la expresion de CD59, cuando se considera como
variable aleatoria la media aritmética de la intensidad de fluorescencia de CD59
en la poblacion de GRSe son significativamente menores que en los GRJ
(p<0.001) y los valores promedios de la expresion de CD59, cuando se
considera como variable aleatoria la mediana de la intensidad de fluorescencia
de CD39 en la poblacion de GRSe son significativamente menores que en los
GRJ (p<0.001). En la figura 16 se muestran los histogramas y grafico de puntos
de la expresion de las proteinas reguladoras de la actividad del complemento:
CD55y CD59.
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Figura 16: A: Histogramas de la expresién de CD55 y CD59 para GRSe (azul)
y GRJ (verde) analizados con el programa Paint a Gate. B: Grafico de puntos
(dot plot) CD59 vs CD55 en las dos poblaciones de eritrocitos en estudio,
analizados con el programa Paint a Gate.
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5. DISCUSION

Después de una vida de aproximadamente 115 dias, los hematies son
eliminados de la circulacion, por un proceso complejo afectado por varios
parametros bioquimicos e inmunolégicos (4, 23, 54). Los mecanismos que
determinan la senescencia eritrocitaria han sido extensamente estudiados,
debido a que podrian aportar algunos nuevos enfoques sobre el envejecimiento
y los factores involucrados en la eliminacion de las células senescentes (42,
59). Los GRs se consideran un modelo experimental adecuado, debido a la
disponibilidad de las muestras y a la carencia de organelas intracelulares, que
permiten obtener las membranas plasmaticas sin necesidad de un
fraccionamiento subcelular.

La separacién de las distintas poblaciones eritrocitarias etareas se
realiza generalmente, utilizando métodos fisicos basados en las modificaciones
dependientes de la edad que presenta el hematie, principalmente la densidad o
el volumen (82, 193, 195). El principio basico de la separacion de las células
senescentes de las jovenes, se basa en el aumento de la densidad que
exhiben los GRs a medida que envejecen, debido a la pérdida progresiva de
agua, durante un proceso estocastico en el cual no todas los eritrocitos
aumentan su densidad en un mismo grado (23, 66, 79). En una etapa inicial de

este Trabajo de Tesis utilizamos la centrifugacion en gradientes de Percoll,
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porque este compuesto es ampliamente utilizado en la obtencién de células,
organismos y particulas subcelulares (200, 201, 202). El uso de estos
gradientes preformados nos permitio realizar una adecuada separacion de las
poblaciones eritrocitarias de distintas edades, con un minimo dafo en sus
parametros fisiologicos (203, 204). Posteriormente, evaluamos la eficiencia de
la técnica empleada, mediante el estudio de los parametros VCM y % de R,
que se encuentran entre las variables hematolégicas mas utilizadas por los
investigadores que trabajan en senescencia eritrocitaria (52, 66). Los valores
del VCM de las poblaciones de GRSe, determinados en un contador
hematologico, fueron significativamente menores que los observados en las
suspensiones de GRJ. Estos resultados deben atribuirse a que durante el
proceso de envejecimiento, los eritrocitos pierden parte de la membrana en
forma de microvesiculas, liberan iones y agua, y en consecuencia se vuelven
mas pequefios y densos, como ha sido establecido por numerosos autores. La
variable % de R, estudiada por la técnica de coloracion supravital, mostré un
aumento significativo en las suspensiones de GRJ, un hallazgo esperable
debido a que esta fraccion representa los hematies de menor edad, entre los
que se encuentran mayoritariamente estas células (23, 49, 52).

Entre las numerosas hipdtesis propuestas para explicar el proceso de
envejecimiento del GR, se ha considerado que una de las principales causas
del decaimiento de la funcionalidad celular, puede atribuirse a una disminucién
en la capacidad de respuesta al estrés oxidativo y a un creciente desbalance
homeostatico (52, 136). Por lo tanto, como la concentracion de creatina
eritrocitaria ha sido reportada como un marcador asociado a la edad del GR
(77, 233), hemos determinado espectrofotométricamente este parametro,
mediante la reaccion con diacetilo y a-naftol (220), en las suspensiones de
eritrocitos de distintas edades, separadas por gradientes de Percoll. Los
valores promedios de concentracion de creatina en las poblaciones de GRSe
fueron significativamente menores que los observados en los GRJ. Estos
hallazgos se deben a una disminucion en los intermediarios fosforilados del

metabolismo energético observada durante el envejecimiento celular (71, 81,
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82). Los resultados obtenidos en los parametros hematoloégicos y bioquimico
estudiados, subrayan la eficiencia de la centrifugacion en gradientes
preformados de Percoll, la técnica preparativa utilizada en este Trabajo de
Tesis, para realizar la separacion fisica de las distintas poblaciones
eritrocitarias etareas.

Varios autores han considerado que durante la senescencia del hematie,
se producen modificaciones en las moléculas de la membrana, principalmente
en sus proteinas. (49, 51). Debido a que los GRs no tienen nucleo y no pueden
sintetizar nuevas proteinas, las alteraciones en estas estructuras participaria en
los cambios fenotipicos que presentan los eritrocitos envejecidos. Por ello,
realizamos la cuantificacion de las proteinas de membrana en las suspensiones
de GRSe y GRJ, sin hallar diferencias significativas respecto a la edad del
hematie, en la concentracion de las proteinas totales. Nuestros resultados son
coincidentes con los encontrados en la literatura, donde la mayoria de los
investigadores consideran que las principales modificaciones que ocurren en el
proceso de envejecimiento del GR, no involucran importantes cambios
cuantitativos en las proteinas eritrocitarias (23, 52, 53).

Por otra parte, en trabajos recientes se ha postulado que el proceso de
oxidacion de las proteinas de membrana, tendria un rol central en las
modificaciones que se producen durante la senescencia eritrocitaria (64, 175,
234), debido a que los GRs son especialmente susceptibles a la injuria por
oxidacion, al estar expuestos constantemente a altas concentraciones de O
(235, 236). En este Trabajo de Tesis, determinamos la presencia de grupos
carbonilos en las distintas poblaciones eritrocitarias, como marcadores de
estrés oxidativo, debido a su formacion relativamente temprana y la estabilidad
de las proteinas carboniladas. El grado de oxidacién fue evaluado mediante la
cuantificacion de grupos carbonilos a través de un enzimoinmunoanalisis,
debido a que este método requiere minimas cantidades de proteinas (223,
237). Los resultados obtenidos revelaron que el contenido de grupos carbonilos
es significativamente mayor en los GRSe, indicando un incremento durante el

envejecimiento, del nivel de oxidacion de las proteinas de membrana.
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Considerando que la identidad molecular del ASE y la naturaleza de los
cambios que inducen su expresion no estan totalmente identificados, estos
hallazgos confirman la participacion del proceso oxidativo en la generacion del
neoantigeno, como ha sido propuesto por Kay (92, 146, 147) y destacan la
relevancia de los cambios oxidativos en las proteinas de la membrana
eritrocitaria, iniciando el proceso de reconocimiento y remocién selectiva de los
GRSe de la circulacion sanguinea.

Debido a que en distintas investigaciones, se ha reportado que durante
el proceso de senescencia eritrocitaria se producen modificaciones en la
proteina Banda 3, que conducirian al desarrollo del ASE (93, 175, 238),
continuamos este Trabajo de Tesis profundizando el estudio de esta proteina.
En primer lugar, determinamos la relacion existente entre la proteina Banda 3 y
el resto de las proteinas de membrana, a través de electroforesis en geles de
poliacrilamida, sin observar diferencias significativas en los porcentajes de las
distintas bandas entre las poblaciones de GRSe y GRJ. Por el contrario, en el
analisis del inmunoblotting utilizando anticuerpos especificos contra el dominio
citoplasmatico de la proteina Banda 3, se observd en las membranas de los
GRSe, una mayor intensidad en las regiones de menor peso molecular
atribuidas a los productos de degradacién, indicando que en el envejecimiento
eritrocitario se producen cambios estructurales/conformacionales en la Banda
3. Ademas, debemos considerar que los resultados obtenidos en el analisis del
immunobloting, no dependen solamente del uso de las condiciones
desnaturalizantes y de los geles apropiados para separar los complejos
proteicos de alto peso molecular, sino también de la especificidad de los
anticuerpos empleados. El anticuerpo anti Banda 3 utilizado en este Trabajo de
Tesis (clon BIIl 136) reconoce la proteina Banda 3 (90-100 KDa) y diferentes
péptidos de menor masa molecular que migran en los geles de poliacrilamida
en las regiones de 60, 40 y 20 KDa. Las multiples bandas de diferente peso
molecular detectadas, podrian ser el resultado de las modificaciones que se
producen en esta proteina, durante el envejecimiento de los hematies. El

anticuerpo usado reconoce un epitope localizado en la regién citoplasmatica de
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la molécula de Banda 3, situado aproximadamente a 20 KDa del extremo N-
terminal. El incremento observado en los productos de degradacion, puede ser
correlacionado con los eritrocitos envejecidos. Sin embargo, debemos tener en
cuenta que el immunoblotting no es un método cuantitativo y la intensidad
relativa de las bandas de menor masa molecular, es usualmente mas alta que
en el caso de los polipéptidos grandes. Algunos autores han explicado de
diferente forma estas discrepancias, debido a que no se ha dilucidado si los
complejos que contienen Banda 3, estan formados por Banda 3 intacta junto
con otras proteinas que perduraron en el proceso de desnaturalizacion o si son
agregados de los productos de degradacion de esta proteina. Por ello, los
valores obtenidos podrian no reflejar los valores reales y el grado de
degradacion fisiologico de Banda 3, podria ser menor que el encontrado en
nuestros estudios, realizados in vitro. Sin embargo, esta metodologia resulta
util para fines comparativos y los resultados obtenidos, demostraron una mayor
formaciéon de fragmentos de Banda 3 en los GRSe, evidenciando las
modificaciones de esta proteina durante el envejecimiento eritrocitario (52, 93,
94, 239).

En la ultima década, se ha establecido un consenso general sobre los
mecanismos implicados en la remocion de los GRSe de la circulacidon
sanguinea. Se ha postulado que la formacion de neoantigenos expresados en
la proteina Banda 3 de la membrana eritrocitaria, conduciria a la acumulacién
de IgG autologa y a su posterior fagocitosis por las células del SFM (57, 234,
240, 241). Para aplicar esta teoria a nuestro trabajo, comenzamos realizando la
PAD con un anticuerpo anti-lgG + anti C3d, que permite identificar GRS in vitro
e in vivo. La cantidad de IgG unida a la membrana eritrocitaria en los GRSe no
fue suficiente para obtener resultados positivos en esta prueba, que requiere al
menos 500 moléculas de IgG por célula, como ha sido demostrado por otros
autores (12, 94, 132). Considerando que el parametro fisiolégico mas
importante del envejecimiento eritrocitario es la presencia de IgG autdloga,
continuamos nuestra investigacion determinando la concentracion de IgG en

los GRs intactos usando una metodologia mas sensible. Desarrollamos una
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técnica que mide el consumo de anti-lgG humana marcada con una enzima,
por células que contienen IgG unida a su superficie, realizando posteriormente
la cuantificacion de los anticuerpos anti-IgG no unidos. En estudios
preliminares se probaron distintas condiciones de trabajo, que demostraron la
validez de este enzimoinmunoanalisis, para cuantificar pequenas cantidades de
IgG unida a la membrana eritrocitaria. Los resultados obtenidos mostraron un
aumento significativo en el contenido de IgG en las suspensiones de GRSe con
respecto a los valores observados en los GRJ. Ademas, confirmamos el
incremento de IgG autdloga sobre la membrana eritrocitaria en las poblaciones
de GRSe, mediante imagenes obtenidas por microscopia confocal, que nos
permitio visualizar en forma directa la cantidad superior de anticuerpos unidos a
las células de mayor edad. En opinién de Lutz, el rol funcional de los
anticuerpos que se encuentran naturalmente asociados a los GRSe, aun no ha
sido aclarado debido al bajo numero de moléculas de IgG unidas. Este autor
considera que la presencia de unos pocos cientos de moléculas de IgG sobre
los GRSe y menos de un tercio de este valor para los GRJ, seria insuficiente
para inducir una fagocitosis eficiente mediante unicamente los receptores Fc.
Estos anticuerpos podrian ser mediadores eficientes de la fagocitosis, a través
de receptores en los macrofagos, que favorecerian este mecanismo. (54, 57).
El escaso numero de moléculas de IgG eritrocito especifico, hallado en
condiciones fisiolégicas, indica que la remocién de los GRSe es un proceso
eficiente y muy bien regulado.

Debido a que se ha planteado que la acumulacién de IgG provee un
mecanismo directo, para la remocion selectiva de los GRSe mediante la unién
a receptores especificos sobre las células del SFM (56, 57, 134, 135),
utilizamos un ensayo funcional de monocapa de monocitos (EMM) como
parametro evaluador de los fendbmenos que ocurren in vivo. La simplicidad de
esta metodologia permite obtener los monocitos de sangre periférica, con un
alto porcentaje de viabilidad y disminuir la contaminacion con otras células
mononucleares observada en algunas técnicas. La mayor desventaja del

meétodo, consiste en la lectura microscépica de los preparados y el tiempo
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requerido para realizarlo. Esta prueba desarrollada por nuestro grupo de
investigacion, fue utilizada en trabajos anteriores para investigar la interaccion
de los monocitos con los GRS, demostrando su valor como indicador de la
destruccion eritrocitaria por auto y aloanticuerpos. (226). Hemos realizado el
ensayo de eritrofagocitosis con las poblaciones de GRSe y GRJ para
determinar su interaccion con los monocitos. Se obtuvieron porcentajes de MA
con las poblaciones de GRSe significativamente mayores a los observados con
las suspensiones de GRJ y GRN (testigo negativo). Los valores de MA en los
GRSe fueron estadisticamente menores a los observados con los GRS (testigo
positivo), debido al reducido numero de moléculas de anticuerpos unidas a la
membrana eritrocitaria, como demostramos en los estudios anteriores
utilizando la PAD. Los resultados obtenidos en esta prueba funcional,
confirman el incremento en la fagocitosis de los GRSe, que ha sido demostrada
por otros autores utilizando técnicas mas laboriosas y de mayor costo (57,
135).

Ademas del mecanismo de destruccion de los GRSe analizado
previamente, se ha propuesto otra via alternativa 1gG independiente. Se ha
demostrado que los GRSe tienen un menor contenido de acido sialico por
célula y que esta pérdida produce una disminucién de la carga superficial que
podria favorecer la interaccion con las células del SFM (23, 96, 98). Para
estudiar este mecanismo hemos desarrollado un modelo in vitro de GR
envejecidos, modificando el contenido del acido sialico de la membrana. Se
utilizaron dos enzimas que producen desianilizacidn eritrocitaria por distintos
mecanismos. La enzima neuraminidasa actua en forma especifica, eliminando
aproximadamente un 80% de los residuos de acido sialico. En cambio, la
enzima tripsina produce solamente un 30% de desianilizacion, actuando de
manera indirecta por su actividad proteolitica. Analizamos este mecanismo
utilizando la prueba funcional de eritrofagocitosis discutida anteriormente. Los
valores de MA obtenidos con los eritrocitos tratados con neuraminidasa, fueron
inferiores a los obtenidos con las poblaciones de GRSe, pero significativamente
superiores a los hallados con los GRJ. En cambio, los % de MA obtenidos con
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los hematies tratados con tripsina, fueron similares a los observados con las
suspensiones de GRJ. Estos resultados indican que la acciéon de la
neuraminidasa aumenta la interaccion entre los GRs y las células del SFM. Por
otra parte, la actividad desialinizante de la tripsina no fue suficiente para
producir variaciones en los % de MA. Por lo tanto, los hallazgos obtenidos en
este modelo in vitro, indican que la pérdida de acido sialico participa en la
destruccion eritrocitaria fisiolégica. La importancia de la desialinizacion en la
remociéon de los GRSe, ha sido estudiada en modelos de animales
agammaglobulinémicos, concluyendo que esta via alternativa constituye un
mecanismo adaptativo o potenciador del principal proceso de reconocimiento y
fagocitosis selectiva de los GRs envejecidos, que requiere la acumulacién de
IgG autdloga (23,135).

En la ultima etapa de esta Tesis, considerando las ventajas que presenta
la CMF, aplicamos esta metodologia al estudio de distintos parametros
implicados en la senescencia eritrocitaria. Con el objetivo de validar la
utilizacién de esta tecnologia en nuestro modelo experimental, identificamos la
presencia de IgG autdloga sobre las poblaciones eritrocitarias de distintas
edades, fraccionadas por el método de gradientes preformados de Percoll y en
sangre entera, sin realizar previamente la separacion fisica de los hematies. La
obtencién de valores similares en los porcentajes de células con IgG unida, en
las muestras sin separacion previa, nos permitio posteriormente estudiar otros
marcadores de senescencia en sangre entera. La evaluacion de las
poblaciones de diferentes edades, se efectuo en las regiones definidas por los
parametros de dispersion de luz (FSC y SSC) y utilizando una estrategia de
analisis definida. Este hallazgo experimental fue de gran importancia en la
realizacion de esta Tesis, porque nos permitié investigar con la misma
precision, las modificaciones que se producen durante el envejecimiento del
GR, empleando menor cantidad de muestra, evitando las manipulaciones del
meétodo separativo y disminuyendo el tiempo requerido para obtener eritrocitos
de distintas edades. Ademas, la estrategia de analisis utilizada en la evaluacién
de los resultados y la gran cantidad de células que nos permite estudiar,
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confirmaron la ventaja de continuar la investigacion de la expresion de
marcadores de senescencia eritrocitaria, empleando esta metodologia.
Teniendo en cuenta que varios autores, principalmente Lutz (54, 57, 93),
han considerado la participacion del Sistema del Complemento en la remocion
de los hematies, evaluamos el depdsito de C3 sobre la membrana eritrocitaria.
Demostramos que el porcentaje de células C3 positivas en la regién asignada a
los GRSe, es significativamente mayor al observado en la zona
correspondiente a los GRJ. Estos hallazgos son coincidentes con los
reportados por algunos investigadores, que demostraron un incremento de C3
en la superficie de los eritrocitos envejecidos, utilizando otras metodologias
(169, 172). Golan y colaboradores (173), al realizar estudios sobre la estructura
de la membrana de los GRs, plantearon que el deposito aumentado de C3
sobre la superficie de la membrana del hematie, produce una redistribucién en
las proporciones de los dimeros y los tetrameros de Banda 3, modificando las
interacciones de esta proteina con el citoesqueleto, aumentado la rigidez de la
membrana y en consecuencia, favoreciendo el reconocimiento por parte de los
macréfagos de los eritrocitos menos deformables. EI aumento de C3 en la
region asignada a los GRSe, ejerce una accion sinérgica en la fagocitosis de
los GRs con IgG unida, como se ha observado en las Anemias Hemodliticas
Inmunoldgicas. La presencia incrementada de C3 en los GRs envejecidos,
confirma el rol central del sistema inmune en la remocidn selectiva de estos
hematies de la circulacion sanguinea, contribuyendo al mantenimiento de la
homeostasis tisular. Aunque generalmente los autoanticuerpos naturales han
sido considerados irrelevantes en el repertorio de las moléculas de Igs,
intervienen en la eliminacién de las células apoptdticas, de los GRSe y sus
residuos. La union firme bivalente de autoanticuerpos naturales anti-Banda 3,
requiere la presentacion de la proteina en forma de oligbmeros. Estos
autoanticuerpos naturales activan la via clasica del Complemento y algunos de
ellos son capaces de estimularla favoreciendo la opsonizaciéon. De esta

manera, los autoanticuerpos naturales participan en la homeostasis de los
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tejidos, amplificando su baja afinidad mediante la movilizacion de todas las
etapas que comprenden la cascada del Sistema del Complemento (160, 142).

Algunas investigaciones actuales consideran que durante el
envejecimiento, se produce un cambio conformacional en la glicoproteina CD47
que la transforma en una sefal de fagocitosis para los macrofagos. Los
cambios oxidativos en el eritrocito, inducen las modificaciones requeridas en
CD47 para la union de TSP-1, indicando que el dafo oxidativo es un factor
importante en la generacion de sefales estimuladoras de la fagocitosis para los
macrofagos (122-124). La evaluacion de la expresion de CD47 utilizando CMF,
demostrd una redistribucion en los % de las células con diferente intensidad de
expresion del marcador estudiado en las muestras de sangre analizadas. Se
observé un aumento de las células con menor intensidad de expresién de
CD47 en la region asignada a los GRSe. Considerando que CD47 forma parte
del macrocomplejo Banda 3, las modificaciones en las proteinas,
principalmente en Banda 3, tendrian un efecto indirecto en la conformacién de
CD47, transformando a esta glicoproteina en una sefial de fagocitosis en lugar
de ejercer un efecto inhibitorio.

Los fosfolipidos estan distribuidos asimétricamente en la membrana
plasmatica de la mayoria de las células. La exposicion de FS en la capa
externa de la membrana, se describe como un marcador de apoptosis en las
células nucleadas (24, 100, 108). Aunque la apoptosis en los GRs, denominada
eryptosis por Lang y col. (245) aun es discutida, presenta algunas
caracteristicas similares: aumento de calcio intracelular, exposicién de PS y
formacion de vesiculas durante el envejecimiento de los GRs. El analisis de la
expresion de FS en la membrana eritrocitaria, evaluada por su afinidad de
union con la anexina V a través de CMF, mostrd valores significativamente
mayores en los porcentaje de las células que expresan FS en su superficie, en
la region asignada a los GRSe. Este incremento de la expresion de FS,
favoreceria el reconocimiento de estos eritrocitos por los macrofagos, a través
de receptores scavenger, contribuyendo a su eliminacion. Ademas,

investigamos el porcentaje de células que expresan FS en su superficie, en
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muestras de pacientes con Anemias Hemoliticas Hereditarias, observando en
algunos casos, un mayor porcentaje de células con FS. Este hallazgo coincide
con los datos encontrados en la bibliografia, donde se ha considerado que en
estas patologias, se produce una aceleracion del proceso del envejecimiento
eritrocitario, similar al mecanismo que ocurre durante la senescencia fisioldgica
(27, 32-34, 110).

La proteina Banda 3 desempefa un rol central en la morfologia y en la
deformabilidad eritrocitaria. Durante el envejecimiento del hematie, las
alteraciones morfolégicas se asocian con una disminucion de la deformabilidad,
con cambios fenotipicos en las membranas y en la estructura de Banda 3 (82,
139,146). La pérdida de union entre Banda 3 y el citoesqueleto puede ser
responsable del incremento de la oligomerizacion y/o agregacion de Banda 3
durante el envejecimiento y ademas del aumento de la susceptibilidad a la
ruptura (94, 95, 151). La disminucion en la union entre Banda 3 y la bicapa
lipidica podria ser la causa necesaria para la formacion y liberacién de
vesiculas. Por lo tanto, los cambios en la estructura de Banda 3 no son
solamente responsables del reconocimiento por autoanticuerpos naturales, sino
que también participan en la formacién de las vesiculas. La vesiculizacion in
vivo, es considerada una parte integral del proceso de envejecimiento
fisiologico, permitiendo la eliminacion de las regiones dahadas de la
membrana, pero conservando la integridad funcional del eritrocito (178, 180).
Esta teoria es avalada por los estudios realizados en las bolsas de GRs,
durante su almacenamiento en los Bancos de Sangre, que muestran un
incremento en la formacion de vesiculas con el tiempo, que las vesiculas
contienen mas Banda 3 agregada y degradada que los eritrocitos con el mismo
tiempo de depdsito y que presentan varias sefiales de remocion de los
hematies envejecidos (FS, IgG y proteinas del Sistema del Complemento)
(178, 179). La disminucion en la region asignada a los GRSe, en la expresion
de las proteinas Banda 3 (CD233) y Glicoforina A (CD235a) evaluadas por
CMF, puede explicarse por la formacion de microvesiculas. Ademas, la

disminucién en los niveles de expresion de Glicoforina A , presenta una buena
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correlacion con la pérdida de acido sialico que sufren los eritrocitos a lo largo
de su vida, favoreciendo la interaccion de los GRSe con los macrdfagos del
SMF. (243, 246)

Los GRs son protegidos de la lisis mediada por el Sistema del
Complemento, por la presencia en la superficie de proteinas que regulan su
actividad. La glicoproteina CD55 inhibe la ruptura de C3 y C5 acelerando el
decaimiento de las convertasas y CD59 impide la formacion del complejo de
ataque a la membrana por union a C8 y C9. Las proteinas CD55 y CD59 han
sido extensamente estudiadas en la Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna,
demostrando que sus deficiencias conducen a hemdlisis mediadas por el
Sistema del Complemento. En este Trabajo de Tesis, evaluamos las
glicoproteinas CD55 y CD59 por CMF, evidenciando una disminucion en el
nivel de expresiéon de ambas proteinas en la zona asignada a los GRSe. Estos
resultados concuerdan con la formacién de microvesiculas que ocurre durante
el envejecimiento de los hematies, indicando que la disminucion en la
expresion de estas proteinas reguladoras de la actividad del Complemento,
podria explicarse a través de la pérdida de superficie. Ademas, estos hallazgos
son coincidentes con el aumento de fragilidad osmdtica de los GRSe, que ha
sido evaluada por otras metodologias (178-180).

Finalmente, realizamos una comparacion estadistica de la media y la
mediana de la IF y sus respectivas medidas de dispersidon, obtenidas en los
estudios de los niveles de expresion de CD233, CD235a, CD55 y CD59 en las
poblaciones de GRs evaluadas en este Trabajo de Tesis por CMF. Los
resultados obtenidos en estos analisis, no mostraron diferencias significativas,
indicando la validez de informar la expresion de los marcadores estudiados con
ambas medidas estadisticas (244).

Como en muchos fendbmenos biolégicos complejos, la remocion selectiva
de los hematies de mayor edad, es un mecanismo individual de reconocimiento
y destruccion de células. La eliminacidon de los GRSe esta regulada de manera
positiva y negativa. El aumento de algunas moléculas en la superficie
eritrocitaria (IgG autdloga, C3 y PS), constituyen sefnales positivas que inducen
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la remocion de los eritrocitos envejecidos. En cambio, la presencia de
marcadores de lo propio (CD47 y acido sialico) sobre los hematies, transmiten
sefales de regulacion negativa a los fagocitos. Estas moléculas ahorran la
eliminacién de células propias, mientras que modificaciones en la superficie
celular, actuan como sefiales que son reconocidas por los macrofagos para
iniciar la fagocitosis. En la homeostasis de los tejidos de organismos
multicelulares, es necesaria la participacion de diversos sistemas de
reconocimiento independientes, pero finalmente convergentes.

El proceso de envejecimiento eritrocitario estudiado en este Trabajo de
Tesis, considerando al hematie como una célula especializada con su propia
homeostasis y maquinaria de transduccion de sefales, indica que el GR puede
constituir un valioso modelo, para el estudio del estadio final de la apoptosis
incluyendo la vesiculizacion de membranas - formacion de vesiculas, el
reconocimiento inmune y la fagocitosis. Este aporte puede acelerar el
conocimiento sobre el envejecimiento celular, permitiendo hallar las claves
desconocidas en la fase de ejecucion de un programa de apoptosis.

Ademas, una descripcidn inequivoca de la via fisiolégica del
envejecimiento eritrocitario seria de gran importancia para una mejor
comprension del destino de los GRs en circunstancias patologicas,
contribuyendo a aumentar el conocimiento de la etiologia y desarrollo de las
eritropatias y a realizar un diagndstico mas precoz y certero, mejorando el
pronostico de las Anemias Hemoliticas.

Finalmente, teniendo en cuenta que se ha postulado que en los GRs
conservados en los Servicios de Hemoterapia, se producen modificaciones
similares a las observadas durante el envejecimiento eritrocitario in vivo, que
podrian contribuir a los efectos adversos de las transfusiones, la identificacion
de los cambios en los GR envejecidos, aportara nuevos enfoques que permitan
mejorar el mantenimiento metabdlico y la integridad celular de los eritrocitos
transfundidos. La correcta descripcion del proceso del envejecimiento
eritrocitario, permitira acrecentar la eficacia transfusional y optimizar la

conservacion de las fracciones eritrocitarias en los Bancos de Sangre.
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6. CONCLUSIONES

En la evaluacidn de las fracciones eritrocitarias de distintas edades,
obtenidas mediante la separacion por gradientes de densidad de Percoll,
los valores de los parametros hematologicos (VCM y % de Reticulocitos)
y bioquimico (concentracion de creatina) fueron significativamente
menores en las suspensiones de GRSe. Estos hallazgos verifican la
eficacia en la obtencion de poblaciones eritrocitarias etareas

homogeneas.

La cuantificacion de las proteinas de membrana en las suspensiones de
GRSe y GRJ, no mostro diferencias significativas respecto a la edad del
hematie. Nuestros resultados verifican que durante el proceso de
envejecimiento del GR, no se producen cambios cuantitativos

importantes en la concentracion de las proteinas eritrocitarias.

La determinacion de los grupos carbonilos en las poblaciones de GRs de
distintas edades, indicé un incremento en el nivel de oxidacién de las
proteinas de membrana en los GRSe, demostrando la participacion de

los cambios oxidativos en el envejecimiento fisiologico de los hematies.
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Aunque las modificaciones en la proteina Banda 3, conducirian al
desarrollo del ASE, no obtuvimos diferencias significativas en los
porcentajes de las distintas bandas de proteinas entre las poblaciones
eritrocitarias de distintas edades. En cambio, en la inmunodeteccion
utilizando el anticuerpo anti-Banda 3 humana (Clone BIlI-136),
especifico contra el dominio citoplasmatico de la proteina Banda 3, se
observo en las membranas de GRSe, una mayor intensidad en las
regiones atribuidas a los productos de degradacién, indicando que
durante el envejecimiento se producen cambios estructurales/

conformacionales en esta proteina.

En la determinacion de la concentraciéon de IgG y en las imagenes
obtenidas por microscopia confocal, hallamos un aumento significativo
en el contenido de IgG en las suspensiones de GRSe. La unién de IgG
autoléga al hematie envejecido constituye una demostraciéon de la
funcion fisiologica del sistema inmune en el mantenimiento de la

homeostasis celular.

En el EMM, se obtuvieron porcentajes de MA en las poblaciones de
GRSe significativamente mayores a los observados con los GRJ y
estadisticamente menores a los obtenidos con los GRS (control
positivo), debido al menor numero de moléculas de anticuerpos unidas a
la membrana eritrocitaria, como se demostr6 con la PAD. Estos
hallazgos confirman el incremento en la fagocitosis de GRSe,
demostrada por otros autores utilizando técnicas mas laboriosas y de
mayor costo. Los valores de MA obtenidos con los GRs tratados con
neuraminidasa, fueron inferiores a los observados con los GRSe pero
significativamente mayores a los hallados con los GRJ, indicando que
esta enzima aumenta la interaccion entre los eritrocitos y las células del
SFM. En cambio, los % de MA obtenidos con los GRs tratados con
tripsina fueron similares a los observados con los GRJ, sefialando que la
actividad desialinizante de la tripsina no fue suficiente para producir
variaciones en la fagocitosis. Estos hallazgos confirman que la pérdida
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de acido sialico participa en la destruccion eritrocitaria. Esta via
alternativa constituye un mecanismo adaptativo o potenciador del
principal proceso de reconocimiento y fagocitosis selectiva de los GRSe
por acumulacion de IgG autologa.

Evaluamos la utilidad de la CMF en el estudio de la senescencia
eritrocitaria, comparando los porcentajes de células con IgG unida en
muestras de GRSe y GRJ separados con Percoll y en las muestras sin
separacion previa. La obtencion de valores comparables, nos permitio
investigar las modificaciones que se producen durante el envejecimiento
del hematie, empleando menor cantidad de muestra, evitando las
manipulaciones del método separativo y disminuyendo el tiempo
requerido para obtener eritrocitos de distintas edades. Ademas, la
estrategia de analisis utilizada en la evaluacion de los resultados vy la
gran cantidad de células que nos permite evaluar, confirmaron la ventaja
de continuar el estudio de la expresién de marcadores de senescencia

eritrocitaria empleando esta metodologia.

Al analizar la participacion del Sistema del Complemento en la remocion
de los eritrocitos, demostramos que el porcentaje de células C3 positivas
en la region asignada a los GRSe es significativamente mayor que en la
zona correspondiente a los GRJ. Estos resultados confirman el rol
central del sistema inmune en la remocién selectiva de los hematies
envejecidos de la circulacion sanguinea, contribuyendo a mantener la

homeostasis tisular.

La evaluacion de las glicoproteinas CD55 y CD59 por CMF, evidencid
una disminucion en el nivel de expresion de ambas proteinas en la zona
asignada a los GRSe. Estos hallazgos concuerdan con la formacion de
microvesiculas durante el envejecimiento de los GRs, indicando que la
disminucién en la expresidon de estas proteinas reguladoras de la
actividad del Complemento podria explicarse por la pérdida de

superficie.
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En la investigacion de la expresion de CD47 utilizando CMF, se observo
un aumento de células con menor intensidad de expresién de CD47 en
la region asignada a los GRSe. Considerando que CD47 forma parte del
macrocomplejo Banda 3, las modificaciones en las proteinas,
principalmente en Banda 3, tendrian un efecto indirecto en la
conformacion de CD47, actuando como una sefial de fagocitosis en

lugar de una sefal inhibitoria.

El analisis de la expresion de FS en la membrana eritrocitaria, evaluada
por su afinidad de union con la anexina V, mostré un aumento en el
porcentaje de células que expresan FS en su superficie,
significativamente mayor en la region asignada a los GRSe. Este
incremento de expresion de FS en la superficie, favoreceria su

reconocimiento por los macréfagos, contribuyendo a su eliminacion.

Los mayores porcentajes de células que expresan FS en su superficie
en muestras de pacientes con Anemias Hemoliticas Hereditarias son
similares a los datos encontrados en la bibliografia, donde se considera
que en estos desordenes hereditarios se produciria un proceso de

envejecimiento acelerado, similar al de la senescencia fisiologica.

La disminucion en la expresion de la proteina Banda 3 (CD233) y de
Glicoforina A (CD235a) evaluada por CMF, en la poblacién asignada a
los GRSe, se explicaria por la pérdida de membrana durante el
envejecimiento eritrocitario mediante la formacion de microvesiculas,
Ademas la disminucion en los niveles de expresion de Glicoforina A ,
confirmaria la pérdida de acido sialico que sufren los eritrocitos a lo largo
de su vida, favoreciendo la interaccién de los GRs con los macrofagos
del SMF.

Los avances obtenidos permitiran establecer la participacion de los
componentes intracelulares en los diferentes cambios en la superficie

eritrocitaria, que determinan su reconocimiento especifico y los
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mediadores inmunoldgicos que conducen a la remocion selectiva de los
GRSe.

La correcta descripcion del proceso de senescencia eritrocitaria, sera de
gran importancia para una mejor comprension del destino de los GRs en
circunstancias patoldgicas y la sobrevida de los hematies después de la
transfusidn, permitiendo optimizar el empleo de los procedimientos mas

racionales en los Bancos de Sangre.
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