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CAPITULO I z CONCEPTOS ACTUALES SOBRE EL MECANISMO DE
REGULACION DE LA ERITROPOYESIS

Los reticulocitos sanguíneos v los eritrocitos
maduros forman un óroano. llamado "eritrón circulante" o
"masa roja circulante" (MRC), que contribuye en oran
medida al transporte de Híqeno y de dióxido de carbono
dentro del compartimiento sanguíneo. El primero es un
eritrocito joven oue todavía contiene una oequefia cantidad
de mRNAdurante un lapso aproximado de 24 horas. Es, por
lo tanto. una celula capa: de sintetizar hemoolobina (l).

Las celulas constituventes de la MMCposeen dos
importantes características: 1) vida media limitada i120
días en el humano, 60 días en la rata), y 2) incapacidad
de auto_renovación. Autovrenovación es la capacidad de
ejecutar una intensa actividad proliferativa mediante
mitosis sin que se observen cambios aparentes en las
propiedades de las celulas.l permitiendo asi el
mantenimiento del tamaño de las poblaciones celulares
frente a las fuerzas de diferenciación y senescencia que
tienden a disminuirlo.

Por lo tanto. alrededor del 1% (o 20 m1) de la WRC
desaparece cada dia de la sangre humanapor senescenvia.
Para que se mantenga una masa eritrocitaria estable en la
circulación. las celulas que se pierden deben ser
reemplazadas a una velocidad semejante a la de su
desaparición. acción que ocurre a traves de un proceso
continuo llamado “eritropoyesis”. Esta constituye. por lo
tanto, el proceso vital durante el cual se forman
eritrocitos funcionales (eritropoyesis efectiva) o no
funcionales (eritropoyesis inefectiva) v en la que ocurren
mecanismosde diferenciación (modificación de la'expresión
oenetica), de maduración (cambioscuantitativos iniciados
en un proceso de diferenciación y que determinan una
estructura poblacional en edades), de proliferación v de
amplificación (nue implican aumento del tamaño de la
población durante la maduración).

Durante la vida postnatal, la eritropoyesis ocurre en
la cavidad medular del esqueleto. En el ratón, la cavidad
medulares insuficiente para alojar al eritrón fijo, por
lo que este se ubica también en el bazo (2). Las celulas
eritropoveticas o orecursoras forman alli una población
transitoria. unidireccional v suicida. con una estructura
en edades. en la que ocurren fenómenos simultáneos de
maduración v amplificación. Cada célula precursora inicial
(oroeritroblasto o pronormoblasto) realiza cuatro mitosis
durante su proceso madurativo, durante el cual ocurre un
incremento progresivo del contenido celular de
hemoolobina. Estas etapas de amplificación v maduración
dan luoar a la estructura en edades, representada por losdiversos eritroblastos con sus caracteristicas
tintoriales. Apartir de cada proeritroblasto se producen
16 celulas: el oroeritroblasto y su progenie forman una
"unidad eritropoyetica". La progenie pierde entonces el
nucleo y se transforma en 16 reticulocitos. que ingresan
como tales al torrente circulatorio. Lo expuesto hasta
aqui en lo relacionado con la participación de la MRC en
el aporte de oxïoeno a los tejidos y el concepto de unidad



eritropovética son mostrados en forma esquematica en las
figuras 1 y 2.

maduración
sujeto a

El mecanismo de amplificación v de
característico de la eritropoyesis esta
modificaciones:

a) bajo el stress de la hipoxia o la anemia, se forma un
número mayor de unidades eritropoyéticas. El tiempo de
maduración eritroblastica se acorta ligeramente y se
observa una liberación mas temprana de eritrocitos hacia
la sangre. Comoconsecuencia, la producción medular de
eritrocitos aumenta (3 . La primera de estas respuestas
es. con mucho, la mas importante v, como se vera mas
adelante. sujeta a regulación humoral:

h) por el contrario. la hiperoxia o la policitemia post"
transfusional o post-hipóxica deprimen la eritropoyesis
mediante un mecanismo que involucra la disminución del
número de unidades eritroooyéticas generadas. La
producción medular de eritrocitos, por lo tanto.
disminuve (4).

Las celulas eritropoyeticas o precursoras (que forman
las unidades eritropovéticas) normalmente no circulan.
constituvendo así el "eritrón fijo". Estas celulas no son
auto_renovables. por lo que desaparecen continuamente al
ser transformadas por el proceso madurativo en
eritrocitos. Otro tipo celular, 1a "celula orogenitora
eritrocítica” (ERC = ervthropoietinwresponsive cell)
ingresa al eritrón fijo comoproeritroblasto mediante un
evento de diferenciación que se encuentra bajo control
hormonal por la "eritropoyetina" (EPÜ). La ERC. a su vez,
tampoco es autonrenovable, por lo que su generación ocurre
mediante diferenciación y maduración de células basales
(stem cells) que poseen enorme capacidad de auto"
renovación, que duran durante toda la vida del animal v
son capaces de producir, a través de una primera etapa de
diferenciación posiblemente controlada por factores de
crecimiento deriVados de linfocitos v macrófaoos, varias
líneas de celulas proaenitoras. Unacelula progenitora es
un miembro de una población en transito. capaz de
proliferación pero no de auto-renovación. que presenta una
estructura en edades debido a un proceso de maduración.
Las celulas progenitoras poseen una capacidad restringida
de diferenciación, que puede traducirse en el desarrollo
de una o a lo sumodos lineas de diferenciación.

La ERC es. por lo expuesto. una celula que se
diferencia a oroeritroblasto bajo la influencia de EPÜ,la
que actuaria de—reorimiendoparte del genomio, originando
asi la última etapa de diferenciación que une a una celula
basal hematopovetica con el proeritroblasto. Esta célula
.s. por lo tanto. una celula EFG-sensible por poseer
receptores para 1a misma (5). La acción principal de la
hormona es, en consecuencia, controlar el número de
unidades eritropoveticas nue desarrollan en el eritrón
fijo mediante control de la diferenciación de la población
de ERC.

En condiciones fisiológicas, la MRCes mantenida



dentro de un tamafio óptimo para el transporte de oxigeno
mediante ajustes apropiados en la magnitud de la
eritropoyesis. Los primeros estudios sobre la forma en nue
estos ajustes son realizados fueron efectuados baio
condiciones de baja presion atmosférica (hipobaria.
hipoxia hipobarica o hipoxica). Ellos permitieron alcanzar
la conclusión de oue una disminución de la 002 arterial
estimula la eritropovesis (ó). Sin embargo. la
eritropovesis es también estimulada por anemia. a pesar de
la normalidad de la apÜ2 (7). Estas observaciones pueden
ser reronciliadas por la hipótesis que supone que la DU?
tisular. determinada por el balance entre la oferta de
oxíoeno per la sangre y su demandapor los tejidos. es la
que reoula la producción de eritrocitos. mas nue la apÜZ
per se (9).

La coneuión entre la 002 tisular v la eritropovesis
esta representada por EPD. La hormona. por un lado, y el
oxineno unido a la hemoglobina, por el otro. actúan como
mediadores en un circuito de retroalimentación nue
mantiene el volumen de la MRCen su nivel óptimo. Este
mecanismo. en breve. determina que el riñón, mediante un
sensor de oxioeno, modula la secreción de EPUque. a su
ven. ajusta la tasa eritropoyética v asi el numero de
celulas transportadoras de oxigeno en la circulación
(Fioura 3). Aunque este simple Circuito de
retroalimentación puede ser complicado. su estructura
hasi:a ha permanecido inalterable con el tiempo.

El rol de la NRCen el transporte de oxioeno desde
los pulmones hacia los tejidos es evidente. Sin embargo.
otros componentes fisiolooicos deben también operar en
Forma altamente integrada para asegurar la provisión de un
aporte de oxigeno a los tejidos adecuado. La pÜEtisular
es e] producto entre el volumenminuto circulatorio, 1a
concentracion de hemoglobina_v la saturación de oxigeno de
la hemoolobina (Sat 02). Ademas. la distribucion del fluio
sanouíneo a tejidos individuales y desplazamientos de la
curva de disociación de la hemoglobina pueden operar para
ajustar el aporte de oxigeno, especialmente cuando aumenta
la demandatisular del gas. Cada uno de los principales
componentes puede ser modificado por las necesidades de
oxioeno. Un incremento general del metabolismo tisular
estimula al volumenminuto circulatorio. 1a ventilación
pulmonar y. por su influencia sobre el pH. desplaza la
curva de disociación para liberar mas oxioeno a los
teiidos. La reduccion sostenida de la 002 tisular no solo
estimula la eritropovesis mediante EPÜ. sino pue aumenta
la ventilación alveolar minuto v la produccion
intraeritrocítica de 2.3”DPG.que disminuye la a{inidad de
la hemoglobina por el oxioeno.

En años recientes. la clonación del oene oue codiiica
para EPÜ en el hombre v el raton v la subsiguiente
produccion de EPÜ mediante la metodologia del DNA
recombinante (rHumEPÜ)ha posibilitado a los fisiólooos el
desarrollo de nuevas tecnicas experimentales y a los
clinicos la utilizacion de un aoente terapeutico muv
eficaz (9). ‘



BIOLOGIA DE LA ERITRÜPDYETINA

Varias observaciones efectuadas a comienzo del Siglo
XX llevaron a la hipótesis de que un servomecanismo
humnral estaba involucrado en el control de la
eritropovesis. Pero recién a mediados del Biolo, varios
investigadores demostraron directamente la existencia de
tal "factor eritropoyético" (b. 7, 10. ll).
Específicamente. se demostro que la .xposicion a
condiciones de hipoxia hioóxica de un miembro de ratas
narabioticas resultaba en incremento de la eritroooyesis
en el otro miembro normal y que 1a invección de grandes
volumenes de plasma obtenido de animales anemicos a
animales normales era capaz de incrementar la
concentracion de reticulocitos en sanore .o la
incorporacion de Fe59 al eritron. El {actor humoral fue
denominado"eritropoyetina", el que no parecia afectar la
producción de leucocitos v de plaquetas. Du'ante los 30
años siguientes, la bioquímica v la fisiología de EPDhan
sido estudiadas intensamente (12, 13 . Esta ahora bien
establecido que EPÜ es una alucooroteina oroducida
princioalmente por el riñón. que constituye el factor
princinal que inicia v regula la produccion de eritrocitos
en los vertebrados. Además. el gene para EPÜ ha sido
clonado (9. 14. 15), siendo 1a hormona recombinante
disoonible ahora en cantidad suiiciente para la
investigación clinica v de laboratorio. Esto ha permitido
un mejor conocimiento de varios aspectos de la biologia de
la EPÜv su uso como agente terapeutico en humanos.

A) PURIFICACION Y QUIMICA DE LA ERITRDPÜYETINA

La ouriïicación de EPÜdemostró ser Htremadamente
dificil 'dado oue cantidades muy pequefias (oicooramos)
estan nresentes en suero u orina. E1 trabajo inicial fue
realizado utilizando plasma de ovejas anemicas v lueqo de
una laroa secuencia de procedimientos se logró una
preparación con una potencia de 8250 U/mo de proteína
(lo). Sin embargo. el recobramiento fue solo del 0.4 Z. La
orina de pacientes anémicos demostro ser una fuente de
hormona con menor cantidad de oroteína contaminante (17).
La metodologia desarrollada para purificar la EPÜ de
olasma ovino fue aplicada a las preparaciones urinarias
humanas, loqrandose un material con una potencia de 70400
U/mg de proteina (9). Este material contenia 30 Z de
olúcidos. consistente en 11 Z de acido sialico. 11 Z de
heunsas totales v B Z de N-acetilglucosamina: mostro una
banda única en SDSnelectroforesis en del de poliacrilamida
v un meso molecular estimado de 34.000 daltons (18. 19).
Se hiso oronto evidente que los residuos de acido sialiro
eran necesarios para la actividad biolooica in vivo pero
no para la actividad completa in vitro (20). La forma
asialidada de la hormona, comoocurre con muchas otras
qlucooroteinas, era rapidamente removida por el hígado
debido a la interacción de los residuos de qalactosa ahora
expuestos y el hepatocito. La oxidación de estos residuos.
o la administración simultanea de asialonorosomucoide. era
cana: de reconstituir 1a actividad in vivo de 1a EPÜ
asialidada 21).



La principal dificultad para preparar grandes
cantidades de hormona pura pudo ser superada cuando fue
posible la clonación del gene para EPÜy su expresion en
celulas de ovario de hamster (celulas CHÜ)(9. 14, 15) o en
celulas de rifion de hamster (células HHK)(22). El oene,
oue aparece comocooia única, esta formado por cuatro
intrones v cinco exones. Su producto incluve una secuencia
leader hidrofóbica de 27 aminoácidos que es separada
durante la secreción hormonal y que esta unida al extremo
Nmterminal de la hormona activa. Esta última se menso
inicialmente que estaba formada por 166 aminoácidos con un
peso molecular excluyendo los glúcidos de 18.398 daltons
(23). Sin embaroo. la evidencia reciente indica due tanto
la proteina recombinante como la hormona natu'al han
oerdido la arqinina carboxi-terminal (Aro 166)
preestablecida a partir de la estructura del oene (E4).
Esta EPÜ truncada. que se piensa es el resultado de un
oroceso post_translacional debido a una carboxineptidasa
intracelular. posee una actividad especifica de ÉOÜ.ÚÚÚ
U/mn de ornteína v muy posiblemente represente la {nrma
fisiológicamente activa de la hormona. Comola natural‘ la
recombinante esta muyolicosilada. El peso molecular dn la
hormona olicosilada es de 29.900 daltons (9) con una
actividad especifica de 120.000 U/mgde hormona. siendo la
estructura olucidica indistinguible de la EPÜ urinaria
salvo por una pequeña diterencia en la sialidacion (9.
25). Por el otro lado. la hormona recombinante obtenida en
Escherichia coli no contiene olúcidos. Esta EPÜderivada
de bacterias, al ioual que la EPOnatural nue. ha sido
deolicosilada enzimáticamente, ha perdido qran parte de su
actividad in vivo, aunque su actividad in vitro esta
conservada. El mecanismo de este fenomeno es incierto oero
probablemente diferente de la captación hepática va
señalada.

B) ENSAYO DE ERITRDPÜYETINA

Varios metodos han sido utilizados nara determinar la
actividad biolooica de EPÜ. En condiciones adecuadas. la
mayoria de ellos son capaces de detectar la nresencia de
la hormonaen forma cuantitativa. lo que ha posibilitado
el control de los procesos de purificación de la hormona.
En General. los metodos o ensayos pueden ser clasiiicados
en dos amplios gruoos metodológicos, a saber bioensavos e
inmunoensavos. El primero puede ser dividido en ensayos in
vivo e in vitro. El ensayo in vivo utiliza animales
(Generalmente ratones) en los cuales la secreción de EPU
es disminuida mediante policitemia inducida por
transfusión o por exposición previa a hioobaria. EPÜo la
sustancia cuva actividad eritropovetica desea
determinarse. es entonces inyectada. cuantificándose el
porcentaje de una dosis trazadora de Fefi? incorporado al
eritrón en respuesta a la misma (26). Los ensavos in vitro
se basan usualmente en la cuantificación de un e{ecto
eritropovetico en celulas hemopoyéticas en cultivo. ¡"ara
cultivos compuestos por una mezcla de oroqenies. el efecto
medido debe .ser esoecifico para las células eritroides.
como son la incorporacion de FeS? al hem (27. 28) o la
enumeración de colonias eritroides (29). ñdemas. puede
utilizarse un efecto menosespecífico. comoel incremento
de la síntesis de DNA. en una poblacion {ormada por un



alto porcentaje de celulas eritroides (30). los
inmunoensavos pueden ser también divididos en dos orupns,
aquellos realizados con una cantidad limitada de
anticuerpo (radioinmunoensavo o RIE) v aquellos realixados
con exceso de anticuerpo (ELISA). Un RIE requiere de un
antioeno trazador altamente purificado que no es alterado
inmunológicamente por el proceso de marcación, mientras
que FLISA requiere relativamente grandes cantidades de
anticuerpo muyespecifico.

Todos estos metodos presentan ventajas v desventajas.
El ensavo en raton policitemico detecta solo hormona
biolooicamente activa. mostrando una respuesta en un ranoo
de hasta 4D veces (26). Sin embargo. no es lo
suiicientemente sensible comopara medir la concentracion
de la hormona en suero de individuos normales. Ademas. el
ensavo es diiicultoso, caro y sujeto a resultados
oositivos falsos orioinados en otros agentes estimulantes
de la eritropovesis. como son androoenos. cobalto.
prostaglandinas v agentes que causan hemolisis. ein
embaroo. utilizando controles apropiados. es confiable v
renrnducible. convirtiendose en el patrón de referencia
nara otros ensavos nuevos v para procesos industriales de
orenaración de EPÜrecombinante. Los bioensavos in vitro
son Generalmente mas sensibles, mas ranidos y mas faciles
de realizar que el precedente. Sin embargo. detectan
asialowEPÜ. que es inactiva in vivo. siendo
particularmente sensibles a efectos de matriz debido a la
presencia en las muestras a ser ensavadas de sustancias
ajenas a EPÜ. comotimidina no radioactiva. endotoninas v
Ciertas nroteasas (31).

Los inmunoensavospresentan varias caracteristicas
atractivas. Gon lo suficientemente sensibles como para
medir los niveles de EPO en sueros normales. siendo
relativamente sencillos comopara realizar determinaciones
en un oran número de muestras al mismo tiempo. Usando erte
tipo de ensavo. varios orupos de investioadores han
encontrado nue el nivel de EPÜen el suero normal se
encuentra entre JÜ v 30 mU/ml (32. 33. 34). Ademas. se ha
demostrado due la hormona recombinante es virtualmente
identica a la EPÜurinaria humana cuando es usada como
trazador en el RIE (35. 36). La mayor desventaja de los
inmunoensavos esta relacionada con la caoacidad de
determinar la concentración de proteinas sin considerar
sus actividades biológicas. La EFD desialidada o
fraomentos de la hormona inactivos o con menor actividad
in vivo pueden ser asi detectados v confundidos con
hormona biolooicamente activa. Por ejemplo. en los
nacientes de insuficiencia renal. los niveles séricos de
EPÜ inmunolooicamente detectable (iEPÜ) son a menudo
mayores que los de la hormona bioactiva (32. 37). Por lo
tanto. la capacidad de un RIE para aportar información
consistente v clínicamente relevante deberia ser evaluada
cuidadosamente en cada caso. En el futuro. oodría Fer
posible definir anticuerpos oue fueran relativamente
especificos para EPÜbiolóoicamente activa (33). lo oue
incrementaría el valor clinico de los resultados del
ensavn.

La unidad standard de medida para EPÜ se basó



orioinalmente en el efecto eritropovético del cobalto
(39). La inveccion de cobalto a ratas avunadas induce un
incremento dosisudependiente de la eritropovesis idéntico
al producido por la EPÜcruda. Con el objeto de obtener un
standard consistente v facilmente obtenible. se definió la
unidad de EPÜ (Unidad Cobalto) como la que induce una
resnuesta ioual a la que se observa en la rata avunada
cuando recibe 5 micromoles de cobalto. Cuando se dispuso
de EPÜ ovina. un lote de ella {ue considerado como
Standard A. Una unidad del mismo oroducia una respuesta
eouivalente a una Unidad Cobalto. Cuandoeste material fue
consumido. {ue reemplazado por una preparación cruda
linfilizada de EPÜurinaria, que poseía una actividad
especifica de 1 U/1.48 mode proteina v que fue designada
comoPrimera Preparación Internacional de Referencia (40).
En 1971, una segunda preparación urinaria cruda de EPÜ{ue
cuidadosamente evaluada v se transformó en la Seounda
Preparacion Internacional de Referencia. La Unidad
Internacional (UI) nara EFÜes actualmente 0.20 mo de esta
Seounda Preparacion, que produce una resoursta
Groseramente equivalente a 1 UCo o 1 U Std A (41). Como la
secuencia aminoacidica v la estructura olucidica de la EPD
recombinante es identica o casi idéntica a la de la EPU
natural v como esta esta disponible en {orma Dura en
cantidad considerable, el logico pensar que esta inrma
recombinante se convierta en el Standard Internacional de
Referencia en el futuro inmediato. En realidad. estudios
recientes efectuados en 26 laboratorios (incluido el luqar
de realización de esta Tesis) corresoondientes a 11 oaises
han determinado la actividad especifica de varios oosihles
candidatos. acordandose desionar como preparación
internacional a la muestra denominada H en ese estudio
colaborativo dirigido por la ÜMSa traves del Laboratorv
of Biological Standards and Control (Inglaterra). El
iniorme de tal estudio aparecera publicado en el futuro
inmediato.

C) PRODUCCION DE ERITRDPÜYETINA

En 1957. se observó oue ratas con nefrectnmia
bilateral eran incapaces de responder a Flehotomia o -a
administracion de cobalto con un aumento de produccion de
EPÜ (42). Ratas con sus Uréteres ligados v que
desarrollaban iguales niveles de uremia que las
nefrectomizadas eran capaces de responder a esos estímulos
en forma normal. Resultados similares se encontraron en
ratones. conejos, monosy perros, En humanos. los nivrles
séricos de EPÜse observan bajos en nacientes anemicos con
uremia severa. incrementándose lueoo de un transplante
enitoso (43 . Ademas. fue posible detectar actividad
eritronovetica en el líquido de perfusion de riñones
aislados de conejo (44) v en el medio de cultivo de
celulas renales (45). flunoue la evidencia oue apoyaba el
orioen renal de EPÜera importante. la misma no podía ser
extraída de riñones normales o de varias Fracciones
renales.

Para exolicar esta dificultad. iueron propuestas dos
hipüiesis orincipales. La teoria "eritronénica" establecía
oue el rith. en respuesta a hipoxia‘ producía una
sustancia. llamada "eritrooenina". que enzimáticamnnte



convertía a una al{a—olobulina circulante en EPÜ activa
(46). mientras que la teoría "proeritronovetina" suoería
Que los riñones producían una molécula inactiva oue era
transformada por un factor plasmático para producir EPUacti (47). '

La evidencia actual. abrumadora. indica que ninouna
de estas teorías es correcta y que EPÜ es sinteticnda
princioalmente en el riñon V es secretada como hormona
intacta. Primero. el analisis del qene para EPÜ muestra
Que codifica sólo para una secuencia leader de 27
aminoácidos que pareciera ser importante para el" proreso
de secreción hormonal más una estructura hormonal activa
de lóó aminoácidos (15). Segundo. esta estructura
predecible a oartir de la estructura del Gene de 166
aminoácidos excepto para la aroinina terminal (24) se
relaciona exactamente con la secuencia de aminoácidos
derivada del analisis de la hormona natural. lo que
sionifica que ninquna prohormonaes sintetizada. Tercero.
aunque el mHNAno es facilmente detectable ni en el riñón
ni en ningún otro tejido en animales normales. es
ráoidamente inducido (dentro de 1 hora) en el riñon v en
menor medida en el higado luego de que los animales son
hechos anémicos o hipoxicos (48, 49. 50). Cuarto, aún en
animales extremadamente hipóxicos, ningún otro tejido.
incluvendo pulmon, cerebro, músculo esquelético. bazo v
Glandulas salivales, se ha visto contiene EPÜWmHNA(HW).
Considerado en conjunto, estos resultados aportan
importantes evidencias de que en el animal adulto EPÜ es
sintetizada principalmente en el riñon v secretada como
hormona intacta.

Aunque el riñon constituye el sitio principal de
Formación de EPÜ, la producción de la hormona continúa
despues de la nefrectomia bilateral en muchas especies.
aunoue a un nivel considerablemente reducido. Ratones y
ratas anefricas retienen el 10 Z de su capacidad orioinal
de incrementar la producción de EPÜ en presencia de
hipoxia (51. 52). mientras que pacientes anefricos que
desarrollan intensa anemia poseen algo de EPÜ en sus
plasmas (53. 54). Varias lineas de estudio señalan al
hinado como el sitio primario de producción de EPÜ
extrarenal. La hepatectomía suprime la produccion de EPÜ
inducida por hipoxia en ratas anefricas (55) pero no en
animales con riñones intactos; en ratas hepatectomieadas
narcialmente. la EPÜextrarenal en respuesta a hiooxia se
correlaciona directamente con la regeneración hepática.
siendo mayor durante el periodo de mayor proliferación
(56): v EFÜ-mRNApuede ser Hallado en el hígado, aunque en
menor cantidad que en el riñón, en ratones anemizados nor
flebotomia (49).

Durante la vida fetal. la fuente primaria de EPÜ
podria ser también hepática, por lo menos en algunas
especies. Los fetos de oveja responden a anemia con un
incremento de la EPÜ serica oue es suprimido por
hepatectomia pero no por nefrectomia (57 . Además. EPÜ
mRNA ha sido hallado en híqado fetal humano (59) v en muv
penuefias cantidades en hioado fetal murino durante la
mital del período gestante (59). Por el contrario. no se
observó mRNAen hígado fetal murino durante la gestación



:ardia cuando los fetos eran anemizados. mientras oue
I ESUEPÜ. invectada en hembras gestantes. fue transferida
al feto en cantidades aoreciables durante la oorcion media
v final de la oestacion (59). Ademas. la placenta de ratas
v ratones es el único tejido no-hematooovético que posee
receptores especificos nara EPÜ(60). Este último hallazgo
suoiere oue en el ratón la transferencia placentaria de
EPÜmaterna nodria ser una fuente de hormona fetal. Aunque
narece dificil exolicar cómola transierencia olacentaria
nor si misma podria oroveer cantidades crecientes de EPÜ
en resouesta al stress de 1a anemia tetal. es nosible due
en condiciones normales los reouerimientos fetales de EYU
Duedan ser cubiertos nor la transFerencia olacentaria de
hormona materna.

Hasta enocas muv recientes. las celulas renales
resnonsables de la producción de EPÜ no habian sido
identificadas. aunque estudios indirectos señalaban al
tubo oroximal comonarticinando en el nroceso (61. 62).
Varios exoerimentos que incluían ensavo de EP“ en varias
Fracciones tisulares. nroducción de EPÜ por lineas
celulares derivadas de tejidos renales esoecificos o
metodos de inmunofluorescencia dieron resultados
inconsistentes (63. 64). El desarrollo de sondas
esnecificas marcadas de RNAv DNApara EPÜmmRNñbrindo una
metodolooia noderosa para 1a localización in situ de la
nroduccinn de EPÜ. A1 contrario de la hormona. que es
secretada v nor lo tanto oodria estar en aoromimacion
estrecha a muchosv diferentes timos celulares. el EPU"
mHNAdeberia estar solo localieado en aouellas celulas
oroductoras de EFG. Mediante esta metodolooia. se encontró
EPüamRNAen Fracciones tisulares no olomerulares (50). Has
tarde. dos orunos indenendientes ( 5. óó). mediante el uso
de radioautnorafias. encontraron que una célula
intersticial nerituhular era 1a única celula renal oue
contenía cantidades siqniiicativas de EPUmmRNA.tanto nn
condiciones hasales comoluego de la estimulacion de la
sintesis de EPÜ nor anemia o hipoxia. Ademas. la
iniciacion del mecanismo oara la produccion de EPÜ cn
condiciones de stress involucraba nrincioalmente el
reclutamiento de celulas adicionales que transcribían EPHW
mRNAen vex de estar restringido a1 incremento de la
Droducción do EPÜmmRNHnor las celulas identificadas
inicialmente (67). El orioen preciso de esta celula
intersticial no ha sido fijado, aunqueoodria reoresentar
a una celula endotelial capilar (es). Se estimó que el 20m
30 Z de 1a nohlacion total de células intersticiales de la
corteza renal interna v menos del 10 Z de células
intersticiales de la cortes; subcaosular eran caoaces de
sintetizar EP“. Por lo tanto. la celula productora de EPÜ
nodria representar un tivo esnecializado de celula dentro
del intersticio cortical más oue un tipo celular
oeneralizado. como es la celula endotelial de los
canilares oeritubulares. Ademas, el estimulo hiPÓHiCD
uareciera no ser uniforme. alcanzandose el umbral nara
iniciar la síntesis de EPOen areas focales (óü. 69).

Mientras que la identidad precisa de ‘las celulas
nroductoras de EPÜes desconocida. ellas se aorunan en
focos intersticiales advacentes a los tubos nroximales
(70). lo que es'a de acuerdo con trabajos de Giulio y col



(61) v de Eckardt y col (71). Trabajos previos nue-señalan
a los macrofaoos como productores de EPÜ (72) no pudieron
ser coniirmados (73). mientras que un trabajo reciente
sobre produccion de EPÜpor células tubulares renales
realizado con sonda marcada con P32 dió rnsolurinn ombre
en los autoradiooramas (74).

El sitio de producción de EPÜen el higado es todavia
desconocido. aunque existen evidencias para las celulas de
HunFer y los hepatocitos (75).

Virtualmente. cualquier alteración oue resulte en una
disminución del aporte de HÏQEDDa los tejidos actúa como
estimulo para 1a produccion de EPÜ por el riñón: sin
embaroo. la señal precisa y la secuencia de eventos
resnonsables de la iniciación v modulación de esta
nroducción son desconocidos. Los nivel es séricos de EFE}
oarecieran no estar involucrados debido a que el
nrntratamiento de ratones con altas dosis de EPÜ no
bloquea ' la nroduccion renal de mRNñ inducido nor
F]ebot omía. La ausenci a de un depdisi to anrec i.abl e de [áïF'Ü
(75). e] hecho oue EPÜ no sea sintetizada como un
nrerursor activahle (23) v la relación proporcional
observada entre los niveles séricos de EPÜ v ¡a
concentración de EPÜ-mRNAluego del stress hipóxico (77)
indican que la secreción renal de EPOes reoulada por el
nivel de su sintesis.

El mecanismoexacto nara la translación de 1a hiponia
en el reclutamiento de celulas sintetizadores de EPÜ ns
todavia desconocido. La administración de ñMPca 'atones
incrementa la producción de EPÜ v la HRC í78): P051
incrementa AMPC v 1a concentracion de EPÜ en riñones
aislados de perro y perfundidos (79). mientras que PGE2
incrementa los niveles de EPÜ y la eritronoyesis en
ratones: la constriccion de la arteria renal incrementa
PGE v los niveles de EPÜen perros. mientras que la
indometacina. que inhibe la formación de PGE. previene el
incremento de EPÜen respuesta a hipoxia (80).

Sobre la base de estos experimentos. muchos de los
cuales fueron efectuados in vivo con múltiples variables.
se ha propuesto que la hinoHia renal podria resultar nn
liberación de PGE. que a su vez podria incrementar el AHPC
renal y. a su vez. la sintesis de EPÜ. AMP:podria actuar
como reductor de la concentración intracelular de Car+
dehidn a que el cobalto, oue estimula la Droducción de
FPÜ. es un inhibidor general de los canales de Ca++= la
r‘lismim.lr:ión del ("Ja-+4-del medio aumenta la oroducción de
EPÜen celulas de carcinoma renal in vitro: y el verapamil
v el diltiazen. que bloquean la entrada de Ca++, tambien
aumentan la nroduccion de EFG (81). Este mecanismo podria
anlicarse a la misma célula que produce EPÜo a celulas
advacentes que oatillan a la célula productora. En
humanos,‘ sin embargo, agentes que bloouean la sintesis de
PGE v los canales de Ca++ no producen secreción aumentada
de [Ef-"U.
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D) SITIO Y MECANISMO DE ACCION DE ERITRÜPDYETINA

EPÜ actúa a nivel de los órganos eritropoyeticos
para incrementar selectivamente a la eritropovesis sin
alterar en forma significativa la producción de leucocitos
v plaquetas. Este efecto involucra la iniciación de la
diferenciación de la progenie eritrocitica a partir de una
celula primitiva, morfológicamente indefinida.
Específicamente, la inyección de una dosis única de EPUa
ratones hipertransfundidos cuvos órganos eritropoyeticos
no contienen celulas de la progenie citada resulta en la
aparición de proeritroblastos dentro de las 24 horas.
mientras que a las 72 horas el oroceso de maduración ha
alcanzado la etapa de reticulocito (82). Cuando la
estimulaciuón con EPÜ es terminada mediante la
administración de anticueroos antiñEPO ó horas despues de
la invección hormonal. la onda de maduración
eritropovetica continúa, lo que indica que EFU no es
necesaria para la maduraciónde los eritroblastos.

En 1961 fue desarrollada una tecnica nara ensavo de
CFuws (celula formadora de colonia esolenica)(83) la que
oodria ser considerada comola celula basal hematopovetica
(stem cell). EPÜno actúa directamente sobre CFUWC. sino
sobre descendientes de la misma. denominados ERC (PPD‘
reshonsive cells)(84).

La caracterización inicial de ERCfue dificultosa por
la raeón de ser este compartimiento no identiiicable
moriolóoicamente. Estudios oosteriores fueron favorecidos
nor el desarrollo de metodos de cultivo en coagulo de
olasma (SS) o metilcelulosa (86). caoaces de Permitir el
crecimiento de colonias eritropoyeticas discretas. Con
esta metodolooia, fue posible describir dos principales
subdivisiones de ERCen ratones v humanos: CFU-E (unidad
formadnra de colonia eritroide) v HFUmE(unidad formadora
de burst eritroide). Pareciera amistir una continuidad de
celulas entre la BFU-E (celula cercana al stem rell
multipntencia] = CFUUS)v la CFU-E (celula cercana al
nroeritroblasto). Esta estructura en edades.
característica de las poblaciones celulares en maduración.
se caracteriza por un aumento nrogresivo de celulas en
ciclo v de un incremento de la sensibilidad a EPÜ. de
manera tal nue la CFU"Edepende de EPDpara su crecimiento
v diferenciación en proeritroblasto.

Esta visión de la ERC. si bien atractiva, es una
simplificación. Existe evidencia de que el efecto comoleto
de FPÜ involucra interacción de la hormona con oiros
factores de crecimiento asi comocon celulas de rtro
linaje (insulina v somatomedinaC)(87).

Gran cantidad de trabajos exnerimentales (88)
suqieren que la estimulación de la sintesis de RNA
constituve el evento clave de 1a acción molecular de EPÜ.
la que es seguida por síntesis de DNA. mitosir v
maduración (producción de hemoglobina) en la célula
sensible. Todos estos estudios fueron. sin embargo.
realizados utilizando hormona y poblaciones celulares
imnuras. 10 que abre un interrooante sobre si los camhios
cul-ictervaclos fueron inducidos por EF'Ü. Los eventos
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descriotos deoenden de la interacción de EPÜ con
receptores presentes en las células sensibles. habiéndose
descrioto dos ooblaciones de los mismos. en dependencia
con su afinidad por la hormona.

E) LA RELACION OFERTA/DEMANDA DE ÜXIGENÜ COMO BASE DE
CONTROL DE LA SECRECIÜN DE ERITROPÜYETINA

E1 modelo descrioto anteriormente sobre la
imoortancia de la relación existente entre el aoorte de
oxioeno a los tejidos v sus necesidades del nas predice
ciertas respuestas que han sido confirmadas 'por
investigadores y clinicos:

1) Una oxiuenación de los tejidos disminuida. con demanda
de oxigeno normal. induce aumento de la secreción de EPUv
mavor eritrooovesis. Esto se observa en condiciones de
hionxia: a) hioóxica (disminución de la DUEde la sanore
arterial) oor descenso de la DUE del aire inspirado
(altura. hiponresión. mezclas gaseosas con poco oxioeno).
nor hipoventilación pulmonar (obstrucción de las vias
aereas. alteraciones nulmonares. insuficiente emoansión
nulmonar). nor difusión lenta de oxineno (alteración del
endotelio caoilar o alveolar) o nor desajuste entre
ventilación alveolar v flujo sanguíneo nulmonar): b)
anómica (disminución de la capacidad de transoorte de
oxïoeno de la sangre arterial) nor hemoqlobina ocupada
{intoxicación con CU). hemnolobina ' alterada
imetahemoolobina) o hemoolobina disminuida (anemia): v c)
histoióxica (incaoacidad de utilización de oxígeno por las
celulas) nor intoxicación con acido cianhidrico v sus
sa] es) .

fi) Una oxioenación aumentada con demanda normal de oxioeno
determina disminución de la secreción de EPÜv descenso de
la eritropovesis. Esto hecho se comnrueba en la
oolicitemia por hipertransfusión (Dor administración de
eritrocitos) o postwhioóxica (nor exposición a 002
disminuida durante un tiempo y reoreso a 002 normal) o en
condiciones de hiperoxia (aumento de oresión atmoslórica
en cámaras hioerbaricas. que determina aumento de -la
cantidad de oxigeno transportado mediante disolución en
nlasma).

o) Una oxioenación normal con disminución de la demanda
tisular de ouioeno determinara menor secreción de EPÜ v
descenso de la eritrooovesis. Situaciones de este tino se
observan despues de la hioofisectomia v tiroidectomia v
durante el avuno v la privación de aoua (89, 90. 91).

4) Una omioenación normal con demanda tisular de oxíoeno
aumentada inducirá mayor secreción de EPDv aumento de la
eritrooovesis. Esto se observa durante la administración
de hormonas calorioénicas (92) v de anabólicos (93).

.r.'



CAPITULO II : OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

El efecto de la policitemia exnerimental sobre el
nivel de EPÜcirculante v la eritropoyesis es conocido
desde los trabajos del grupo de Jacobson en Chicago (4).

Como consecuencia de los mismos, el ratón con
policitemia inducida por hipertransfusión de eritrocitos
homólogos o por exposición crónica continua o discontinna
a hinobaria (en camaras de altura simulada) se convirtio
en el animal más aconsejable para ser utilizado en los
ensavns de la actividad eritropovetica oresentn en plasma
de humanos o de animales de experimentación. primero. y de
la actividad biológica de EPÜ recombinante humana. mas
reci entement e (ZZ-Él) .

Desde el momento en que ambos modelos de policitemia
anarerieron en el escenario de la Hematología Eunerimentnl
se munusn. sin la evidencia er-zner'imerrtalque lo avalar'a.
quu los mismos eran absolutamente similares v que los
resultados experimentales obtenidos en uno eran
perfectamente comparables ' aplicables al otro"

la existencia de innumerables resultados
contradictorios entre diferentes laboratorios one
estudiaron los efectos de hormonas en ratones
Dolicitemicos en dependencia con el tipo de modelo
utilizado, por un lado, y el hallazgo en nuestro
laboratorio (94) de diferencias entre ellos en lo
relacionado con la produccion de EPÜ en resnuesta al
estímulo hiooxico. nos llevo a emprender este nroyecto de
investigacion. con el objeto de determinar las similitudes
v probables diferencias que existen entre ratones con
molicitemia post-transfusional o post-hipómica en. cuanto
al mecanismode regulacion de la eritronovesis se refiere.
El hallazgo de diFerencias entre ambos tipos de animalns
poliritemicos obligaría a un renlanteo de la
internretacion de gran cantidad de datos exnerimentalns
obtenidos durante los últimos 30 a nrecisar la
utiliración de los mismos como animaleu
ÉPÜ.

binnnsavo de
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FIGURA 2 : Hünrm antacíón maqummática dm la tamría de la
FWGU18CÍÓÜ:uántica de la eritrmpoyesis. La diferenciación
dm una ERCbajo la acción de EPO indúce la gene"ación de
una unidad mritropovétíca e ingresa pmstewimr de ió
mritrocitos a la WRC. La concentraciún de EPÜdetermina,
por lo tanto. el número de unidadhs eritrnpoyéticas
generadLg v m1nivel de la graduación de eritrmcitos.
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FIGURA 3 : Renresentación esquamática dm la teoría de la
rnuulacíón hummralde la eritropoyesis. La rnlación entre
la oferta v la demanda de HÍQEHDa y por 105 tejidos
determina la tasa de secreción de EPÜa través de un
swnsmr de nuipeno renal v de Células endokrinas renales
(nnistmn también células endocrinas extrarenales CUVD
macanismo de estimulación es desconocido). EPÜdetermina
m1nivel de la eritropoyesis Bi la capacidad de respuesta
dm los Úrqanmseritropovéticos es anropiada.
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CAPITULO III : MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÜN

Todos los experimentos fueron realizados en ratones
de 1a cepa CFnl, adultos, de ambos sanos. con la excepcion
del realizado nara determinar el efecto de la nefrectomia
bilateral, oue se efectuó en ratas hembrasde la cepa
Nistar. adultas. Los primeros fueron obtenidos de la
colonia mantenida en nuestro laboratorio desde hace 17
años. mientras que las ratas fueron adouiridas en el
Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exacta: v
Nat ur a1 es UBA.

Los animales ¡ueron alimentados con dieta especial
para roedores (Purina. dieta no. 1) y aoua. AmbosFueron
ofrecidos ad lihitum. Fueron mantenidos en un hioterio con
iluminarión natural v temperatura controlada.

2. CUANTIFICACIÜN DE LA ERITRDPDYESIS

La cuantificación de 1a eritronnyesie {ue realizada
mediante la determinacion del porcentaje df una denia
traradora _- (0.2w0.5 uCi) incorporada al eritron en
desarrollo (eritroblastos. dondeel metal ee utilizado en
la sintesis de hemoglobina) y medida en el eri+rún
circulante (eritrocitos) 48-72 horae despues de e:
invecciün endovenosa (95). El metodo se baea en las
aiouientes consideraciones: e] Fefi? invertado en el
compartimiento plasmático sale del mismo para
incorporarse. en parte, a la hemoglobina que esta siendo
sintetizada en ese momento. la que sera asi “marcada”.
Cuandoel rcceso de la eritropovesie termina. al alcaizar
la; celulas eritroooyeticas la madurez suficiente nara
cumplir con sus Funciones en 1a sangre, la hemoglobina
marcada aparece en la circulacion. pudiendo su
radicactividad ser fácilmente detectada en una alícuota de
sanure. La cantidad de hemoglobina marcada cura
proporcional al número de celulas sintetizadorea de
hemnolohina presentes en el eritrón {iio en el momento de
la inveccion del Fe59. cantidad queE a su vez. sera
proporcional a 1a dosis de EPÜeuogena inyectada o de EPÜ
nndónena sintetizada por e] animal.

Para la determinación del porcentaje de incorporacion
de Fe59 a1 eritron (ïFeSQ), un ratón recibe 0.2 uCi y una
rata 0.5 uCi de Fesqncitrato (CNEA)en ROOul de solucion
iaofonica por via endovenosa (venas de la cola).
obteniéndose una muestra de sanqre por punción cardiaca,
con jeringa heparinizada y bajo anestesia eterna profunda.
48m72 horas despues de 1a administracion del isótopo.
Übtenida 1a muestra de sangre. se prepara un
microhematocrito v se determina 1a radioactividad presente
en 0.5 m1 de la misma en un contador de pozo.

El ZFeS? es calculado mediante la aplicación de la
siouiente ecuación:



volemia (ml) x ccm/ml sanore H 100
2F959 = ' _—«_

ccm invectadas

Donde:
volemia = 5 ml/lüüq de peso corporal en animales
normocitemicos v 8 ml/IDO g de peso corporal en
Delicitemicos (valor determinado mediante dilución de
eritrocitos homólogos marcados in vivo con FeS? (96))

3. INDUCCION DE HIPÜXIA HIPÜBARICA

La inducción de hipoxia hipobarica +ue realizada de
acuerdo con los lineamientos generales expuestos por
Hrinht y col (97) mediante mantenimiento de los animales
en camaras de altura simulada (hipobáricas) en las que la
presión interior es mantenida en 456 mb (0,5 atmosfera =
380 mmHq), con flujo constante de aire.

Una camara tipo es metalica. posee una capacidad de
240 dmï y es mantenida en una habitacion a 22 C. Esta
equipada con una bombapara vacío rotativa. que desplaza
SÚÜl/min de aire. con un manómetro aneroide o de Hp que
reoistra la presion en su interior y con una valvula a
resorte que ahre. dejando ingresar aire al interior de la
camara. cuando en el mismo se alcanza la presion deseada.
La cámara aloja en su interior 3 jaulas de alambre con
bandejas de acero inoxidable con capacidad nara 70 ratones
cada una. La capacidad para ratas depende del tamano de
las mismas.

4. INDUCCIDN DE POLICITEMIA POR EXPOSICION CRONICA A
HIPÜBARIA Ü POR HIPERTRANSFUSIDN

La inducción de policitemia fue realizada mediante la
exposicion de ratones o ratas a condiciones de hipobaria
en forma cronica y discontinua (animales PH = post"
hinoxicos) o mediante transfusión doble de eritrocitos
homólooos (animales HT= hinertransfundidos).

En el primer modelo (PH). la inducción del estado
policitemico fue realizada mediante estimulacion de la
secreción de EPÜ v de la eritropoyesis. siendo los
animales expuestos a 456 mb durante 18 h/dia. 5 veces por
semana (de lunes a viernes) por 3 semanhs. Este regimen
aseoura una exposicion total de 270 horas. iniciándose a
las .5 horas del lunes de la semana 1 v finalizando a las
9 horas del sabado de la semana 3.

Los ratones ingresan a la camara hipobarica a las
15.00 horas de cada dia (con excepcion de sabados v
dominoos), siendo retirados de la mismaa las 9.00 horas
del dia siouiente. Este tipo de exposicion recibe el
nombre de "discontinua", para oponerse a la "continua". en
la que los animales son mantenidos en hipobaria continua.
La exposicion discontinua es mas aconsejable due la
cnn+ínua. ya que durante esta los animales reducen la
inoesta de alimentos y de agua (98), con la censiouiente



pérdida de peso corporal, que no se observa en la primera.

El incremento de la masa eritrocitaria solo es
posible si los depósitos de hierro son aceptables para
satisfaúer la enagerada demandadel metal por la aumentada
sintesis de hemoglobina. Por lo tanto, cada raton recibe
una invpcción intraoeritoneal de FerraninmLompleH (hierro
elemental polimaltosado 1 q. hidrouicobalamina 1.2 mq.
acido fólico 2.4 mq/IOÚ m1, HYH Liprandi SHLI)
inmediatamente antes de su ingreso al periodo de inducción
de ooliritemia. Además, algunas ootas de suliato Ferrnso
en solución son aoregadas cada dia en el agua de bebida
durante las 3 semanas de exposicion. Este tioo de acciones
normite aseourar que la proporcion de ratones nue alcanza
un valor hematocrito aceotable para los estudios (FSSZ en
nl mnmnnto de 1a autopsia) supera el 95 E de] total de
animales que iniciaron la exposicion.

Los valores de hematocrito (40,7 +" 2.6 Z) v de ZFH59
(41.3 4" 3.2 Z) de los animales antes de su innreso a la
rámara de altura aumentan durante la exoosiciún.
alcanzando valores de 72,3 +" 4,2 Z v de 65.2 +- 3.1 Z
rpsnectivamonte. a1 finalizar la última exnosición.

La inducción de policitemia mediante hipertransfusiún
se efectúa unr medio de dos inyecciones intraperitoneaies
sucesivas (separadas por 24 horas) de 0.7 m 0.8 m1 de una
suenensión de eritrocitos homólogos con hematocrito = GO
Z.

Esta suspensión es preparada mediante obtención de
sangre de ratones "donantes" por punción cardiaca con
jerinoa heparinizada. En General. son necesarios cuairo
donantes para obtener un receptor policitémico. La sannre
obtenida es centrífuoada. separandose e] olasma. siendo
Pntnnc s los Eritrocitos lavados tres veces con solución
fisioïnoica. fijustado el hematocrito de la suspensión
dosnuo, del último lavado. la mismaesta lista nara su
administracion.

Mediante este metodo se obtienen animales con un
oradn de oolicitemia similar al obtenido mediante
exnnsición a hionbaria. fimbosmétodos diiieren en la
ausnnria de estimulación de la secreción de [FU v de la
eritrnnnvesis para la obtención de la nolicitvmia en el
modulo hioertransFundido. '

5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ERITRÜPÜYETINA EN
PLASMA MEDIANTE BIDENSAYÜ 0 RADIÜINMUNDENSAYO

la determinación de la concentracion de EVOen olasma
mediante bioensavo fue realizada en el modelo del ratón
policitémico nostwhipóxico (PH)(99).

En el modelo. 1a inducción del estado oolicitemico se
realiza mediante estimulación de la eritrnnovesis en
resnuesfa al incremento de la secreción de EPÜ. Los
animales son expuestos durante 3 semanas a 546 mb de
nresiün barnmetrica. a razón de 18 h/dia. 5 veces nor

_., .)semana. en cámaras hipobaricas (ver ¿..
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semana. en camaras hioobaricas (ver 3.)
El Deriodo de condicionamiento de los animales

finali.a a las 9 horas del tercer sabado desde la
iniciación del mismo. El olasma cuva actividad desea
determinarse o oatrones conocidos de EPÜson invectados a
las JO h del oromimo miercoles (ao. dia nostmhipoxia) por
via suhcutanea. Una dosis trazadora de FUE? (0.2 uCi) o.
invectada por via endovenosa o intraperitoneal a las 10ml
horas del proximo viernes (bo. dia postmhipoxia). Aüwhb
horas nost-inveccion de EPÜ. La determinacion de EF.H? ns
reali ada a las ? horas (90. dia nostuhipoxia. Pln'b horas
DOFl‘lHVPCCiÓHde Fe59). Üentro de los resultados. sólo
son considerados los valores de animales cuvns
humatncritos euneran el 55%en el momentode la autoosia.
Es conveniente ountualizar que este metodo mide l
fïf_‘)l"lCÏF‘f1'lTr".3CiÓr'lde EFT) biol Cioiczamente activa prevea-into en r7
nl asma .

n

HL“

La determinacion de la concentración de EPÜ mediante
NIE. due dotermina masa de la hormona circulante
indonendientemente de su actividad biolooica. fue
realizada mediante una modificacion del metodo de Garcia
v col . (¡OC!) .

Foo rocombinante humana (rHumEPÜ) altamente
nurificada (}1&0.000 U/mo) Fue obtenida de celulas de
riñon de hamster (HHHcells) transfectadas de acuerdo con
el método de Powell v col. (101) v puriticada en el
Lahoratorio do Proteinas de Bio Sidus S.fi. El oroducto {ue
marcado con 1125 mediante el metodo de cloraminawT. La
rHquPÜ {ue tambíen utilizada como inmunóoeno.
obteninndose suero antimEPÜ de conejos- El standard de EPU
(Standard WHOo BS 1/90) en diterentes concentraciones o
lüü ul de olasma Duro o diluido fueron colocados en cada
tubo. aoreoándose a los mismos el mismo volumen de suero
antquPU en diferentes diluciones de trahajo. La mezcla
{un mantenida a 4 C durante 22 horas antes de la adicjnn
de ll?” rHquPÜ. siendo mantenida en las mismas
condiciones durante las 24 horas eiouientes. La seoaracinn
del antioeno unido del libre fue realizada mediante un
seoundo anticuerpo (qammaulobulina anti_conejo). Plasma
do 'aton con alto contenido de EPÜ (ver ó.)(?2 U/ml) fue
utilizado en ol rango 1-500 mU/mlpara la nreoaracion de'
una curva standard. Los resultados Fueron analizados
mediante un oroqrama computadorizado que produce una curva
nue nermite el calculo de la concentracion de EPÜ nn
mU/ml. El limite minimo de detección es de 3 mU/ml.

ó. PREPARACION DE PLASMA CDN ELEVADA CONCENTRACION DE
ERITRÜPÜYETINA

Plasma con elevada concentracion de EPÜbioactiva fue
ohtenido de acuerdo con el método de Tambourin v col.
(102). Ratones de ambos sexos recibieron 600 r de
radiacion X: 24 h despues. recibieron óü mo/Hqde peso
corooral de fenilhidrazina (agente hemolitico. PHZ) por
via intraoeritoneal. Alrededor de 10 dias mas tarde.
cuando el valor hematocrito promedio era de 5.7 +n 0,4 Z,
los animales fueron sangrados mediante punción cardiaca.
obteniéndose plasma mediante centrifuqacion en frio. La



cnnrentración de EPÜ. medida en el binensavn del ra Ón
nestmhinúxicm. fue de 25 U/ml.

7. DETERMINACION DE LA VOLEHIA

La determinación de la volemia. v a partir de euta
del volumen total de eritrocitos circulantes (WRC). fue
rhulixada de aruerdo cun nl método de dilución. nun
esencialmente mide la dilución de eritrocitos hmmólüone
“marcados” in vivo con FeS? (95). For 10 menos 5 diam
antee del eneave. ratones "donantes" +uerun invectados cnn
7 “Li de Fefi? nor via intraneriteneal. La determinación de
la velemia fue efectuada en ratones oxoerimentalne
mediante 1a administración de 100 ul de sannre hamúlona
"marcada" con radioactivídad conmuida v nasterior
determinación de la radioactivídad nreeente en 500 u] de
eannre obtenida 10 minutos desnues de la adminietración de
aquella. El valer de la vulemia en m1 se obti?ne
dividiendo 1a 'adioactividad invenTada ner Ja
rndinactjvidad nresente en 1 m1 de sangre. La
multinlíuación de mete valor ner el hematncritü nermite “l
Cálrulü :ndirectm de la WRC.

8. DROGAS UTILIZADAS

a. Fritrnnovetinn humana recombinantn. tritronnvetina
humana recnmhinante (rHumEPÜ) altamente nurificada
(FÍhÜÚÜÜ U/mn)(HEHflX. Him SiduswElanex) fue utilizada
diluida en VHS r HSA (5 mq/ml). Fue obtenida a nartir de
unn línea anular de riñón de hamster (HHH) trans+vctada
dmanuerdn con el metndo de inell v col. (lül).

h. Üohalto. Se utilizó C1200.ó H20 obtenido de SIGMA.

u. Dwxametaeena. Se utilizó Decadron Shmck. EU mm/min
cedido Dnr Mark. Sharm & Dohme.

d. DL Isonroterennl HCI. adquiridm en SIBHÑ.

p. Proninnatm de testosternna. cedida mer Lahmratorine
(:L-¿ulnr-en scmllmídm mlensa.

9. ANALISIS ESTADISTICO

La comnaración de valnres individuales entre un:
nrunne fue realizada mediante la Drueha t de Student.
Unannn los nrunos fueron tres e más cnn una variable
ÍHdPHPHdlÉDtP. se efectuú análisis de varianza. Ruanda me
halló relatiün estadísticamente siuniiícativa‘ la
Giuniíicacinn estadíetica de las diferenciae entre 1mm
valoren rue analizada mediante el test de Newmanheuls.
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CAPITULO 4. R E S U L T A D Ü S

Experimento no. 1
Efecto de 1a oolicitemia inducida oor transfusión (raton
HT) o por exposición a hioobaria (raton PH) sobre la
eritrooovesis

Ratones HT v PH {ueron invectados con Fe en los
tiemoos desouns de efectuada la seounda transfusión {HT}o
de f 'ina) iz adn el peri odo de exposi ci on a hi pob ari a (F'll)
que fiouran en la abcisa de la Fioura 4. La determinacion
del XFoS?fue calculada 48 h desoues de su administración.

la Fioura muestra la declinación secuencial de 3a
eritrnnovesis Queocurre en los ratones HTa Dartir de la
senunda transfusión v en los ratones PH a oartir dnl
momento de su retorno a presion barométrica normal. La
fioura también muestra que en ambos modelos. el valor nn
ZFeSWes menor al 1 Z al CUthD día de la nxneriencia. lo
que suoiere que ambos métodos de inducción de nnlicitnmia
inducen una denresión similar de 1a eritrooovesis.

Experimento no. 2
Efecto de la policitemia transfusional o hioóxica sobre la
concentracion plasmática de eritropoyetina

ton el ohieto de determinar la concentracion
nlasmática de EPÜen ratones HT v PH, 10 animales de cada
oruoo Fueron sanorados mediante nunción cardiaca durante
el cuarLo dia nostmtransfusion o nostmhinoxia. Ratonns
normocitemicos fueron considerados controles normales. La
concentracion de 1a hormona en plasma obtenido mediante
centrifuoación {ue determinada mediante RIE.

Los valores oromedio hallados Fueron los siguientes:
a) Controles e 22.5 +- 0,6 (ES) mU/ml: b) HT R 9.a +r 0.5
mU/ml v c) PH = 9,3 +u 0.6 mU/ml. La diferencia entre lps
valores corresnondientes a ambosGrupos policitémicos v
los correspondientes al gruoo normocitemico rs
sinnificativa no d 0.05). La mismano es sionificativa'
cuando los valores correspondientes a ratones HTv PH son

v
CÜITII’JI-Rl’FM'JCIS en ’ÏY'G 531 .

Estos resultados demuestran que ambos tioos de
ooJicitemia inducen descensos sionificativos v similares
Hp la concentracion olasmatica de inmunonñpu. Merece
destacarse la observación de una cantidad dosahle de la
hormona en la circulación Dese a la detención casi total
de la nritronovesis (exoerimento 1).

Experimento no. 3
Respuesta eritropovetica a periodos crecientes de
exposición a hipobaria en ratones PH y HT

Tres qruoos de 30 ratones cada uno recibieron dos
invenciones intraoeritoneales de Ü,b. 0.5 o 0.7 m1de una
suenension de eritrocitos homólooos al 80 Z durante dos
dins consecuiivos. Dieciocho ratones HT v 18
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posterior a la seounda transfusión (HT) o a la
finalización del oeriodo de condicionamiento hiooxico
(PH). momentoen el cual. en un bioensavo standard. sería
inyectada EPO. Los animales permanecieron en la camara
hinoharica durante períodos de 4-24 h. Con excepcion de la
Etstitución de la inyeccion de EPÜpor la exoosicion a
hinnbaria. el ensavo de la respuesta eritropovetica siouio
los lineamientos normales. con administracion endovenosa
de FGSW48 h despues de la iniciacion de la exoosicion a
hiooharia v determinación de la incorporación del isútono
al eritrón 48 h mas tarde. Seis ratones de cada grupo no
fueron exouestos a hioobaria, siendo considerados
controles no expuestos. El volumen de la NRG fue
determinado en los restantes animales de cada Grupo en el
momentode la autopsia de los animales expuestos.

La resnuesta eritropovetica a periodos crecientes de
euoosición a hiooharia. a juzqar por la incorporacion de
F059 al eritrón. fue claramente dependiente del orado de
onlicitemia alcanïado por los animales HTen respuesta a]
volumende eritrocitos invectado (Fioura 5). Los ratones
nue recibieron 1.4 m1de eritrocitos a] 90 Z mostraron un
volumen de la HRLde 6.20 +" 0.19 ml/IÜÜ o peso Corporal v
un valor hematocrito iqual a 72.1 +_ 1.1 Z. Cuando la
Delicitemia fue inducida por exposicion crónica a
hvnnbaria. el volumen de la NRCfue 6.47 +m0.40 ml/lüü q.
nlcnnrnndo el hematocrito promedio un valor de 79.8 +“ ¡.9
Z. Por lo tanto. estos dos modelos de ratones. HT v PH.
con Grados similares de policitemia (o b 0,05) mostraron
una nrofunda v sionificativa diferencia (o fi 0.05) entre
sus resnuestas a la exposición a hioobaria. siendo el
ZFPSÜ “.42 +m 0.03 en el grupo HT v 15.51 +m ¿.1 en el
orluio FWI.

Experimento no. 4
Respuesta eritropovética a EPÜexógena en ratones con
policitemia post-transfusional o post-hipóxica

Treinta v cinco ratones PH fueron preparados de
acuerdo a lo descrinto. El mismo número de ratones HT
fue obtenido mediante administracion de 2 invecciones
in de 0.6 ml de eritrocitos al 80 Z. Ambos grupos de
ratones policitemicos fueron dividinos en S subgrupos
iduales. Tres de ellos recibieron volúmenescrecientes de
"plasma anémico“ con alto contenido en EPÜ (25 U/ml). como
se muestra en la abcisa de la Fioura a. durante el ao. dia
poetrrinr a la seounda transfusión (HT)o de finalización
del oeríodo de condicionamiento hinoxico. Ütro orupo
recibio solución fisiológica + HSA 5 mo/ml. siendo
considerado como control no invectado. El subqruoo
restante fue utilizado oara determinacion del volumen de
la HHH. Una dosis trazadora de Fe59 fue invectada oor via
iv 48 h deenues de la administración del olasma anemico.
determinandose la incorporación del isótooo al eritron 48
h más tarde.

La relacion dosisnresouesta para plasma anemico (EPU)
en ratones PH v HT se muestran en la Fioura b. El volumen
de la NRGfue ó.10 +- 0.65 ml/lÚO o y 6,36 +" 1,19 en
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valor oromedio de ZFeS? en ratones invectados con solucion
fisiolodica fue 0.99 +n 0.14 y 1,04 +m0.2 Z en ratones
HT y PH. resoectivamente. El ZFe59 fue proporcional al 10o
del volumen de plasma anémico invectado. mostrando un
ranoo entre 34.46 v 60.62 Z en ratones HTv entre 34.21 v
60.E7 Z en ratones PH. Por lo tanto. curvas de relación
dosisvrespuesta casi idénticas fueron obtenidas para ambos
drunos de ratones oolicitemicos.

Experimento no. 5
Determinación de la actividad eritropoyética presente en
el plasma de ratones PH y HTexpuestos a hipobaria

Veinte ratones PH v 20 ratones HT (0.6 m1 x 2) fueron
exnuestos a 455 mb 4 dias después de 1a finalización del
nerindo de condicionamiento hipoxico o de la seounda
transFusion durante 24 h. Los animales de ambos Grupos
fueron sandrados nor punción cardiaca inmediatamnnte
desnues de finalizada 1a exnosicion. separandose olasma
mediante centrifuuación. Los plasmas obtenidos de los
ratones pertenecientes a cada grupo fueron combinados nara
obtener asi un volumen suiiciente nara efectuar la
valoración biolooica de los mismosmediante bioensavo en
el modelo de raton exmhiponico. Los animales de bioensavo
Fueron invectados con 1.0 m1 de esos plasmas combinados.

La actividad eritroooyetica presente en el plasma de
ratones HT v PH expuestos a hipobaria durante 24 h se
nresenta en la Fioura B. El hematocrito promedio fue 65.08
l- ¡.79 Z nn donantes PH y ¿“.92 +—1.54 Z en donantes HT.
Mientras nue no se detectó actividad eritrooovética en el
ülasma de ratones HTexpuestos a hipobaria. su valor
supero las EO“ mU/ml en los ratones PH.

Experimento no. ó
Resouesta eritropoética a hipobaria en ratones post
hipóxicos, hipertransfundidos, o post-hipóxicos
hipertransfundidos

Comose muestra en la Figura 9, Fueron constituidos 4
orunos (81"84) de 22 ratones cada uno. G1 estaba formado
nor ratones PH. 82 estaba integrado por ratones HT
“aoudos”. due recibieron dos invecciones intraneritonenles
de 0.a m1 de eritrocitos a1 80 Z durante 2 dias
consecutivos. La seuunda transfusión fue realizada durante
el ultimo día de exoosicion de los ratones pertenecientes
al Hi a hinoharia. 33 estaba formado nor ratones HT
“crónicos”. que recibieron 1 inyeccion semanal por via
intranelitoneal de 0.8 ml de eritrocitos al BÚZ durante 3
semanas. La tercera transíusion fue efectuada durant? el
último dia de exposicion de los ratones oertenecientes a
Hi a hinobaria. G4 estaba integrado nor ratones PHMHT.
resultado de 1a combinacion de los tratamientos imouestos
a los ratones de GI v GS. Ocho ratones de cada oruno
fueron expuestos a hipobaria (456 mb) 4 dias desnués de la
última transfusidnv o de terminado el tieriodo de
condicionamiento hinoxico. Es ese momento. en un
hioonsavo standard. hubiera sido inyectada EPU. Los
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animales permanecieron en la camara hioobarica durante 24
horas. Con 1a excepción de la sustitución de EPO nor
hinoxia. el ensavo de la actividad eritropovetica siouio
los pasos del protocolo standard. con inveccion iv de Feñ?
48 horas despues de la iniciación de 1a exposición a
hioobaria v determinación del ZFeS? 4B horas mas tarde.
Ocho ratones de cada grupo no expuestos a hipoharia Fueron
considerados comocontroles no-expuestos para cada qrupo.
El volumen de la MRCfue determinado en los restantes b
ratones de cada orupo en el momentode 1a autoosia de los
animales emperimentales.

La respuesta eritropoyetica a 20 horas de
exnosición a 456 mb. medida como ZFeSW. en ratones PH
(GI). HT "aoudos" (G2), HT "crónicos" (GE) v ratones PHnHT
(U4). se muestra en la Fioura 10. El volumen de la HHCv
e] valor hematocrito no fueron sionificativamente
diFerentes (p b 0.05) entre ratones PH v HT (Gi vs P2 v
GF). H nesar de ello, e] ïFeS? fue aproximadamente 25
veces mavor en los ratones PH que en ambos tioos de
rainnes HT. aqudos y crónicos en respuesta a hipobaria.
{'1:";lt_-"mas,los ratones F'H--H1. que mostraron el mayor volumen
de HRC v de valor hematocrito en comparacion con los
res antes oruoos (p á 0.05) mostraron una resouesta
eritronoyetica no significativamente diferente (p k 0-05)
de la observada en los ratones PH (GI 's G4) v
aproximadamente 20 veces mayor que la corresnondientw a

-.r-¡ratones HT "aoudos" y "crónicos" (G4 vs hL v ha).

Experimento no. 7
Efecto de la duración de 1a exposición previa a hipobaria
sobre la respuesta eritropoyética a hipobaria de ratones
HT

Para el oresente experimento. fueron constituidos B
orunos (leGB) de 14 ratones cada uno. Todos los animales
recibieron dos inyecciones intraueritoneales de 0.6 m1 de
eritrocitos homolooosa1 80 Z durante 2 dias consecutivos.
Ratones pertenecientes a los grupos 63 a GBhabian sido
previamente expuestos a 45a mbdurante períodos variables.
entre ó v 216 horas. El último dia de 1a exoosicion. entodos los casos. fue el dia inmediatamente anterior a la
nrimera transfusión. Ratones de cada orupo fueron
expuestos a 455 mb durante 24 horas 4 dias desoues de la
última transfusión. Los animales fueron invectados con
FPS? 48 horas mas tarde. determinandose KFeH?48 horas
desuues. Los ratones pertenecientes a G1 no fueron
mxnuestos a hinobaria. Los ratones pertenecientes a Ü?
fueron expuestos sólo despues de haber sido transiundidos.
Fl volumen de MRC {ue determinado en los ó animales
restantes de cada grupo. en el momentode la autopsia de
lns animales experimentales.

La Finura il muestra e] efecto de la duracion de la
exnosición orevia a hioobaria sobre la respuesta
eritropovetica a 24 horas de exoosicion a 456 mb en
ratones HT. Los animales HTno expuestos oreviamentn a
hinoharia (H2) mostraron un muv pequeno incremento. aunque
sinnificativo (n i 0.05) de ZFe59en respuesta a la
hipuxia. Un proqresivo incremento de ZFeS? en respuesta a
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exnuestos previamente a hipobaria durante ¿"30 horas. No
se observaron incrementos mavores cuando la exposición
previa a hinobaria fue de 46-216 horas.

Experimento no. 8 _
Respuesta eritropoyética a estímulos que inducen secreción
de eritropoyetina endógena en ratones policitémicos
hipertransfundidos o post-hipóxicos

Ochenta ratones HTv 80 ratones PH fueron divididos
en oruoos de 10 animales cada uno. Cinco dias desoués
de la última transfusión o de la finalización del oeriodo
de condicionamiento hiooxico. qrunos de ratones HTv PH
recibieron uno de los siguientes tratamientos: (1)
exoosición a 45h mb durante 24 h; (2) inyeccion subcutanea
de 0.5 mo de dexametasona: (3) inyección subcutanea de 50
mn/Ho de oeso corporal de DL isoproterenol HCl: (4)
invección subcutanea de 2.5 mo de propionato de
testosterona. que fue repetida 24 horas desoues: v (5)
invoca-ion submitanea de 700 mUde EF'D (en 1a {orma de
plasma anemico). El exoerimento fue también realizado
comenzando los tratamientos descriotos 4 dias desoues de
la seounda transfusión o de 1a finalización del periodo de
condicionamiento hipóxico. Comolos resultados obtenidos
en ambos casos no difirieron en forma significativa.
solo seran considerados aquellos obtenidos en el primero
de ellos. Los ratones expuestos a hinobaria o tratados con
deuametasona. isoproterenol o EPUfueron inyectados por
via endovenosa con Fe59 48 horas mas tarde, determinandose
ZFeS? 48 horas despues. Los ratones tratados con
testosterona recibieron el Fe59 96 horas después de la
segunda inveccion del esteroide. determinandose KFeS?72
horas mas tarde. Se realizo la determinación de la
ferremia en plasmas de ratones HT v PH tomados al azar en
el momentode la inveccion del radiohierro. E1 volumen de
la NRGfue determinado en el momento de 1a autopsia.

El volumen de 1a MRCen ratones PH fue 5.84 4 0.6
mÏ/IÚÜ g de peso corpOral. mientras oue el valor Fue 5,72
I” 0.3 ml/IOÚ o en ratones HT (p 3 0.05). lo que indica
one ambos modelos policitemicos mostraban el mismo niVel
de policitemia. Los niveles de ferremia fueron 2,53 +w0.7
uo/m] v 2,77 +—0,8 ug/ml en ratones PH y HT,
respectivamente (p b 0.05).

El efecto de la exposición a hipobaria o de la
administracion de dexametasona. isoproterenol.
testosterona o EPÜ sobre ZFeS? (expresado en forma
relativa en relacion con el control esnecifico no tratado)
se muestra en la Figura 12. Se observaron diferencias
sionificativas (p ñ 0,05) entre los valores
correspondientes a ratones PHy HTexpuestos a hipobaria o
invectados con dexametasona, isoproterenol o testosterona.
siendo los valores siempre superiores en los primeros que
en los seonndos. Por el contrario, la respuesta a EPÜfue
similar en ambos qrupos.
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Experimento no. 9:

Producción de eritropoyetina renal y extra-renal en
respuesta a hipoxia hipobarica en ratas post-hipóxicas o
hipertransfundidas

a. Respuesta eritropovetica a la exposicion a hioobaria en
ratas oostwhioóxicas o hipertransfundidas

Siete ratas HT v 7 ratas PH fueron expuestas a 456 mb
fl días desnues de la seounda transfusión o de la
terminacion del oeríodo de condicionamiento hipoxico.
respectivamente. Un número igual de ratas normales fueron
también Houestas. La euoosicion a hioobaria duro 24
horas: dosis trazadoras de FeS? fueron invectadas a los
animales por via endovenosa 4B horas despues de la
iniciacion de la exposicion. determinandose ïFeEQ 48 horas
más tarde. Siete ratas de rada orupo no fueron expuestas a
hinoharia. siendo consideradas como controles no“
expuestos. El volumen de la NRCfue determinado en 5 raias
de cada oruno en el momentode la autopsia de los animales
empurimentales.

lo: resultados obtenidos se muestran en la Fiouralï.
Las ratas nue recibieron 5.0 ml/IÚÚ o de oeso cornoral de
unn eusnensiün de eritrocitos homolooos con hematocrito e
RU K (ratas HT) mostraron un volumen de HRC = 4.68 +—0.o
mlflÜÜ o y un valor hematocrito = 67.2 +w 2.0 ï. Cuando la
nolicitemia Fue inducida mediante exposición cronica 5
hirvoharia (ratas PH) . la MFICfue 4.322. -+'--0.15 ml-J’lüü Cl V
el valor hematocrito = 64.3 +" 2,1 Z. Estos dos tipos de
animales con Grados similares de policitemia mostraron una
diferencia sionificativa (p i 0.05) entre sus respuestas a
la exposicion a hipoxia hipobarica. siendo nl valor de
ZFPFW = 11.24 +m 3.6 Z en las ratas HT e = 6?.6 +" 3.9
en las ratas PH. Por lo tanto. los cambios inducidos en
EFGS? nor el estímulo hipoxico en ratas HT v PH fueron
2.h3 v 13.5? veces el valor de su oropio control.
resnectivamente. Ratas normocitemicas tratadas en forma
similar y expuestas a hinobaria mostraron un ïFeSQ 1.34
vetns suoerior al de su resnectivo control no expuesto.

A

h- Concentracion de eritroooyetina en extractos renales
de ratas postwhipoxicas o hipertransfundidas exouestas m
hiooharia

Cinco ratas PH y 5 HT fueron expuestas a 455 mb
durante ó horas. 4 dias despues de la seounda transiusión
(H1) o de la Finalización del periodo de condicionamiento
hIDÓHiCÜ (PH) Cinco ratas normales fueron también
ennuestas y consideradas comocontroles. El oeriodo de
ennosicion de ó horas fue elegido teniendo en cuenta el
oatron temporal de EPO renal en ratas exouestas a
hiooharia. ñl Final del periodo hipoxico. los animales
(uernn anestesiados con éter. obteniéndose la mavor
cantidad posihle de sangre por punción de la aorta
abdominal. n traves de la mismaaguja insertada en la
arteria. v orevia seccion de la vena vuoular, los
animales fueron perfundidos con solucion fisiolóoica hasta

k).



nue se produjo el cese de la actividad cardiaca. La
eficacia de la transfusión fue determinada en un grupo
separado de ratas que Fueron inyectadas con eritrocitos
marcados con F6359por via endovenosa. Todo el radiohierro
invectado fue recuperado en el liouido de perfusión. Los
rifiones de cada animal fueron extraídos v cortados en
cuartos. los oue fueron colocados en solución de buffer
FnsFatn, pH 7.3. a razón de 12 riñones/ml de liquida. El
coniuntn fue colocado sobre hielo y homooeinizado durante
TH een. La mezcla fue entonces centrituqada a 2.30Ú o
durante 3Ü min, recogiendose el sobrenadante. que fue
congelado hasta su ensavo en el raton enwhinóxico.

La concentración de EPÜen homogenatos de riñones
nrovenientee de ratas normales, PH y HT expuestas a 455 mb
durante ó horas se muestra en la Fío. 14. La concentración
de EPÜrenal en los tres grupos de animales no expuestos a
hiuobaria fue inferior al limite detectable nor el
bíoensavo (50 mU/ml). La misma aumentó en forma
significativa en los animales normocitemicos v en los
policitemices durante la exposición a hioobaria. Sin
emheroo. el valor hallado en los animales PH Eue
einnificativamente (p fi 0.05) mayor al correspondiente a
los HTv aún a los normocitemicos. Por el contrario. la
concentracion de EPÜen los homogenatos renales obtenidos
de ratas HTfue.inferior (p < 0,05) que el observado en
los corresoondientes a ratas normocitémicas.

c. Concentración de eritropoyetina en plasma de ratas
nefrectomizadae. post"hioÓHicas o hipertransfundidas.
anuestas e hionharia

Cinco ratas PH v 5 HT fueron sometidas a nefrectomia
unilateral un dia despues de la finalización del periodo
de condicionamiento hinoxico (PH) o de la segunda
transfusión (HT). El riñon restante fue extirpado 3 días
más tarde. inmediatamente antes de one las ratas +unran
exnuestas a hipnharia. Un orupo de S ratas normales v otro
de ratas nefrectomizadas no oolicitemicas {ueron también
emnuestos v considerados comocontroles. Se obtuvo sangre
mediante nunción cardiaca de los animales desnues de B
horas de exnosición. seoarandose el plasma mediante
centrifuqacion. que fue conservado a n 20 C hasta su
eneavn en el ratón exnhínóxico.

La concentración de EPÜ en ratas normales v
neírectnmizadas normc«o oolicitemicas expuestas a
hinubaria se muestra en 1a Figura 15. La concentración
de EPUen plasma de ambas tinos de ratas nolicitemicas (HT
v PH) Fue significativamente menor (P í 0.05) que el valor
rnrrespondiente a ratas nefrectomizadas normocitemicas. No
en encontraron diferencias significativas entre ratas PHv
H! en lo referente a la concentracion de EPÜen olasma.

"v r.
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Experimento no. 10:
Eritropoyesis y secreción de eritropoyetina en respuesta a
la inyección de cloruro de cobalto en ratones con
policitemia hipóxica (PH) o transfusional (HT)

Con el objeto de determinar la respuesta a cobalto de
ratones PH v HT. 56 ratones de cada modelo {Heron
oreparados seoún lo exouesto. Ambosorupos de ratones
policitemicos fueron divididos en 7 subgrupos iguales.
Cuatro de ellos recibieron diferentes dosis de rHquPO
(entre 50 v 400 mU); otros 2 subqrupos {ueron inyectados
con 61200 (4 v 8 umoles): el subqrupo restante recibio
solucion fisiológica, siendo considerado comocontrol -no
invectado. Todas las invecciones fueron realizadas 4 dias
despues de la seounda transfusión en los ratones HTw de
la terminación del periodo de condicionamiento hinóxicn en
los animales .PH. La determinacion de la iasa
eritrnpovetica Fue efectuada mediante cálculo del ZFeÜÜen
la forma descrinta.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fioura ló.
Fn la parte izquierda de la mismapueden observarse las
respuestas de ambos modelos experimentales a dosis
crecientes de rHu_EPO. La reoresion de las relaciones
dosismrespuesta fue naralela . confirmando una ve: más
nue 1a resouesta a EPÜexooena es semejante en ambos tipos
de ratones policitemicos. La parte derecha de la fiuura
muestra las respuestas a 4 y 8 umoles de cobalto. Mediante
comparación con la curva dosis-resnuesta para rHumEPÜ
correspondiente a cada modelo, se determinó que las
resnuestas de los ratones PH fueron equivalente a 5 v 145
mUrHquPÜ. respectivamente. La respuesta de los ratnnes
HTa 4 umoles de cobalto no fue detectable; la respuesta a
8 umoles fue equivalente a 52 mUrHunEPÜ. Por lo tantou la
resnuesta eritropoyetica a 8 umoles de cobalto fue
sionificativamente mavor (p 4 0.05) en los ratones PH uue
en los HT.

Experimento no. 11:
Concentración plaSmatica de eritropoyetina endógena y tasa
eritropoyética en respuesta a 1a inyección de cobalto en
ratones normo- y policitémicos

Tres oruoos de 40 ratones cada uno {uernn
establecidos con animales normocitemicos v pnlicitémicos
PH 0 HT. Cada gruoo fue subdividido en 4 suborunos
iouales. 2 para la determinación de la tasa eritropovútíca
(control + experimental) y 2 para la estimación de la
concentración plasmática de EPD(control + exnerimental).
Los suborunos experimentales recibieron una invección de B
umolws de CIECo mientras oue los controles Fueron
invectados con solución {isiolooica. Un suborupo
experimental v otro control fueron sangrados mediante
nunrión cardiaca 2 h despues de la inyección de cobalto.
F1 plasma de cada animal fue separado mediante
rnntrifuoarinn y conservado a w HO C hasta la
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determinacion de la concentración de EPÜ inmuno—reactiva
mediante RIE. Los restantes subqrupos xperimental v
control recibieron una dosis trazadora de Fefi? 49 h
desnues de las invecciones de cobato o de solution
fisiológica. La determinacion del ZFeS? fue realizada 49 h
mas tarde.

La Figura 17 muestra las respuestas eritropoyeticas
corresoondientes a ratones normocitemicos v policitemicos
en su parte izquierda v las concentraciones de iEPÜ en
plasma en su parte derecha. El análisis de 1a misma indica
nue la respuesta eritronovética a cobalto en los ratones
HT¡ue extremadamente baja v significativamente diferente
de la observada en ratones PH. La comparación entre las
rennuestas a cobalto de ratones normo- v oolicitémicos fue
diFicultada por el elevado valor basal de ZFeS? presente
en los animales normocitemicos controles. La fioura
tambien muestra que los niveles en plasma de iEPÜ 1k h
desoues de la inyección de cobalto no {Heron
sionificativamnnte diferentes (p F 0.05 entre ratones
normncitemicos y PH, sugiriendo que la producción de la
hormona fue similar en ambos grupos. Por el contrario. la
resouesta a cobalto de los ratones HT fue
sioniiicatívamente inferior (o í Ü.ÜS) nue la
corresnondiente a ratones normocitemicos y PH.

Experimento no. 12:
Efecto de un estado hemolítico compensado sobre la
respuesta eritropoyéticn a hipobaria dl ratones conpolicitemia post-transfusional

El ennerimento fue realizado con el objeto de
determinar si un estado hemolitico comoensado.
caracterizado por una producción de eritrocitos aumentada
a nesar de una concentración casi normal de hemoglobina.
es capaz de modificar la respuesta eritropoyetica a
hipoharia de ratones hechos policitemicos mediante
hipertranstusión al termino del período hemolitico.
Cuarenta ratones fueron divididos en 4 gruoos de 10
animales cada uno. Dos de ellos recibieron una dosis
inicial de 4.0 mq/IOOq peso corporal de Fenilhidrazina
tamente hemoliticn, PHZ) durante el día 1 de la nrimora
semana. la que {ue seguida por dosis de 2,0 mo/IÚÚg cada
7 dias durante un total de seis semanas. Los animales
invectados con la droda más los inteorantes de los dos
nrnnos restantes, que no la recibieron. Fueron
transfundidns de acuerdo con lo explicado al termino de
las seis semanas. Un grupo de ratones no invectados más
otro de ratones invectados con PHZfueron eanuestos a !Bó
mh durante 24 h en la camara hipobarica. Los dos gruuos
restantes no fueron expuestos. La emnosicion {ue iniciada
4 dias desoues de la segunda transfusión. Los animales
recibieron una dosis trazadora de Fe59 2 dias despues de
iniciada la exposición a hinobaria, determinandose ZFe 2
dias mas tarde.

La evidencia para el establecimiento del estado
hemnliiico comoensado en los animales invectados con PHZ
se obtuvo a partir del valor hematocrito v del recuento de
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dos dias después de e!nctuada la nrimera inyección de
PHZ.E1 hematocrito alcanzó su valor prentrataminntn al
finalizar la tercera Spmanadel mismo. E] rmcunntu .9
rpticulocítns en los animales tratados con PHZ mnstró
valmre; elevados durante tado el período de tratamiento.

La Figura 18 muestra que los ratones nolicitémícna
snmmtidoa previamente a un estado hemnlíticn dnranfp ó
sumanms FFGDDHÜÍPFOHa] Putímulo hinüxicu incrpmentando nl
ZFDHQen forma significativamente mavar que rahnnes
nnllcitémicos sin estado hmmolítíco previa.
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DISCUSION

La hiooxia tisular constituye el sis alrededor del
cua] se ubica el mecanismode retroalimentación que opera
cnntrolando la producción de eritrocitos v adaptando el
volumnnde la masa roja circulante a la necesidad tisular
de oxígeno (Figura 3). La importancia homeostatica da puto
mefanismo en la corrección de 1a hipoxia anemica es
evidente. Sin embargo, esa importancia ha sido cuestionada
pa‘a la corrección de la hipoxia hipÓHica. lo nur ha
llevado a considerar comoinadecuada a esa respuesta (lflï.
1Ü4). Eaton. en un interesante articulo titulado "Low
aliitude hominids at high altitudes" (105). ha sugerido
due la Naturalosa ha disefiado este mecanismo do control
para cmntrihuir a 1a supervivencia de los hominidos
habitantes de las sabanas africanas, contribuvondo a la
r.-or'r r-r:ri r'in de la hi nan i a causada por las hemorrani as.
nrnducto de accidentes o peleas. Sin embargo. la
Naturalexa no habria tenido en cuenta los sientes de le
luiun): i a hi pc’n:i.ca c ausada por la di smi nuci ón de la presi nn
atmosffirica y nxnerimentada por los hominides due miorarnn
hacia las alluras de] Tibet o Los Andes. En estos. como en
los nacientes de enfermedades cardiopulmonares. la
oneraciún drl mecanismode control de la eritropoyesis
induce el desarrollo de policitemia, con el consiguiente
innrnmnnto de la viscosidad sanguínea. Este constituiría
un efecto que causa detrimento del transporte de DHÍÜFHUe
incrementa. mas que corrida, la hipoaia tisular.

Üuando un humano o animal de enuerimentacion won
Pxnuostns a la altura. el stress Fisiolóoicn por ella
evocadd .s semejante al causado por la anemia. E
Enninnido de oxígeno de 1a sangre desciende, como ocurre
en la anemia. v las respuestas (particularmente aumento de
la eritropovesis y disminución de la afinidad de la
hemoolobina por el Hídeno) son las mismas que las
enperimentadas por individuos anemicos a baja altura.
Estos ajustes homeostáticos estan destinados a la
corrección marcial de la capacidad disminuida del
transnnrte de oxigeno. Durante un lanso breve. la
di smi nur: i ón dv:- l a a-Fi ni dad de 1a iia-mon l rubi na n (tur r.'-l
oxinono probahlomente {unciona para incrnmentar la
cantidad de nxioeno liberado por 1a oxihemnulobina para
una un? tisular dada (1Gb). El incremento de la
critrnnoyes's eventualmente corregira al dúficit '
transporte de (Hideno al normalizar la masa
cirrulauto. Por ln tinto. el resultado noto de estas
rnsnunstas hnmenstaticas os la correccion dm la oferta
doliriente de emineno.

Sin embargo, cuando estas mismas respuestas operan en
la altura, pueden ser contraproducentes. Podria ocurrir
duo el incremento de la masa roja circulante tuviera una
utilidad minima dese a incrementar la capacidad do
transporte do oxigeno de la sangre. Esto asi 'iria pornúe
a nivnles de hematocrito por encima del valor SOHSSZ, el
benelicin del incremento de la Capacidad HPtransnorte de
oniumno sería anulado por el incremento de la viscosidad
sanouínra. Por lo tanto. a partir de un valnr dado. pl
incremento del hematocrito seria deletéreo para el
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transoorte de xigeno (107). En efecto. la actividad
eritropoyetica excesiva v la consiguiente eritrocitosis
pueden caLsar los sintomas de la enfermedad de Monde o Hal
de Montaña Crónico (1GB). De manera similar. el
hematocrito aumentado oodria también vxplicar la
duernmnensacion oradual euperimentada por los escaladhrns
dr‘ montañas nor encima crle los BÚIDCN-KAIHJ-C)m (11,)9').

La aFinidad de la hemoglobina por el oHinenD
disminuve en los nativos de o en los recien lleoados a la
altura. Esto. como ha sido ya señalado. Oturre
nrnhablemente poroue la hipoxia de altura se asemeia a la
rausada por anemia a baja altura. Este descenso ha eido
interoretado comouna respuesta adaptativa que permite una
mavor oferta de oxigeno a los tejidos. Sin embaroo. el
problema primario en la altura no es la liberación de
oxigeno por la hemoqlobina sino 1a toma del oas por el
piumento respiratorio en un ambiente con oÜE disminuida.
Podria oensarse que la disminución de la aiinidad que
ocurre es contraproducente en estas condiciones. Aun a
alturas moderadas (3000 m) ella contribuiria aldo a la
dreaturacjón de la sanqre arterial. Esta desventaja del
descens de la afinidad se apoya en observacion;s
electuadas en humanos con hemoglobioas anormales
Caracterizadas por su alta afinidad. Tales individuo: no
son afectudos nor alturas moderadas (ÍIÜ) y los animales
un los que la afinidad por el oxioeno es artiticialmwnte
aumentada muestran mavor sobrevida en la altura extrema
(lll. 117). Por lo tanto. por lo menos dos de las
respuestas oue los humanos (v los animales no adaDtadns a
la altura) exoerimentan {rente a la hiooxia de altura.
incremento de la eritropoyesis v disminución dc la
afinidad de la hemoglobina nor el oxideno w son de mecaso
hono€icio y posiblemente contraproducentes.

La determinación directa de la viscosidad ha brindado
evidencias experimentales en apovo de este comentario.
Hdvmas.si la oferta de oxigeno a los tejidos es calculada
rnmn el producto del flujo por la caoacidad de transporte
de oxigeno de la sangre, puede observarse nue la o(wrta
del gas disminuye rapidamente cuando el hematorrito
sohrepasa el valor 50 Z (107). Observaciones sobre el
flujo sanouïneo cerebral (113) han también indicado oun el
aporte de oxigeno al cerebro disminuve moderadamente a
valores de hematocrito superiores a HHZ, lo que da un
nivel de seouridad estrecho o inexistente. considerando
que el hematocrito normal en el hombre muestra un ranoo de
-lr‘)n-E ¡,3 34 .

Sin embargo, el problema no parere claro. Ji la
onlicitemia de altura fuera totalmente inapropiada
causaría mae hioouia debido al incremento de la viscos|dad
asociado, lo que induciria un circulo vicioso de
incremento de la secreción de EPÜ. aumento de la
eritropoyesis. elevación de la viscosidad e incremento de
la hinoxia tisular hasta que los individuos sucumhieran
nor enfermedad de Monge. Esto, en la mavnria de los
individuos. no ocurre. La policitemia de altura es una
rnndicion estacionaria, que puede durar toda la vida. mas
que un proceso progresivo. Por lo tanto. deberia admitirse
que. dentro de un amplio rango de hematocrito. el
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servomecanismo que controla la eritropoyesis pareciera
estabilizar el tamaño de la masa roja circulante,
manteniendo aparentemente una 002 tisular constante v a un
nivel funcional.

Además. se ha demostrado que la hipertransfusión
incrementa la 002 tisular en "bolsillcs de das"
suhcutáneos e intraperitoneales (114). indicando que la
eritrnuitosis incrementa el transporte de oxinenn a los
tejidos. Este incremento. sin embargo, Dresenta un máximo.
por lo oue la eritrocitosis inducida sobre un cierto nivel
ocasiona disminución de la DÜQen los bolsillos citadoï

Se ha demostrado exnerimentalmente que un incremento
isnvnlumetrico del hematocrito no incrementa la 002 en los
bolsillos de gas subcutaneos, pero si lo hace un
incremento hipervolemico (114). Parecie'a que el flujn de
oxiqeno esta estrechamente correlacionadn con la
hipervolemia y que existe un desplazamiento de los valores

nntimos para el {lujo de oxigeno hacia mavores valores de
hematocrito a mayores valores de volemia. Pese a la
ausencia dc incremento de la p02 tisular en respuesta a
aumento isovolemico del hematocrito, estudios eiectundos
en nuestro laboratorio han dEmostrado una disminución de
la nroducción de EPÜ durante exposicien a hipnxia
hipnbarica en ratas con policitemia hipovolemica (115). le
que sugiere etro tipo de control de la secreción hormonal
independiente de la pÜR tisular. Lo mismo ha sido
observado en "atas con policitemia inducida enr
eritrocitos incapaces de transportar oxigeno (115).

De lo DHpueStDsurge que la policitcmia hipervolemica
mnderada (hematocrito = 50-55 ï) incrementa la 002
tisular. mientras que niveles superiores causan aparente
hipnuia tisular. ñ pesar de esta. a niveles extremos de
eritrocitosie. ratones con valores de hematocrito entre 55
v 75 Z muestran una sunresinn de la erifrnpovnsis similar
o aún maver que ratones con hematocrito entre 55 v ¿ü Z.
ista supresión de la eritronoyesis mediante un mecanismo
aparentemente "todo o nada" por encima .de un valor
hematocritm sunerior a 53 Z sugiere la existencia de una
influencia del mismo sobre el mecanismo de control de la
secreción de EPÜ. aparentemente oxioenowindependiente.
Éste mecanismo. sin embargo. no ha sido todavia explorado
en profundidad. por lo que la teoria ofertafdemanda de
('U-tll'If-PHDamare-ce como la mejor conocida |'.¡c'-|"E\r.-=7:-:nlicar' el
cnnirnl de la secreción de EFG.

En el estudio presente, el estado de hioervolemia
policitemica ha sido inducido mediante dos mecanicmos
totalmente diferentes, dando lugar a la obtención de los
dos modelos de ratones utilizados, el "hinertransfundido"
(HT) v Pl “post-hipóxico" (PH).

Fn el ratón HT. la hipervolemia policitemica se lnnró
mediante dos transfusiones sucesivas de una stsnensiún de
eritrocitos homólonos en solucion {isinlúdira. Por lo
tanto. la masa roja circulante Fue artificialmente
incrementada mediante el aporte de eritrocitos "exóqenne".
Fn el ratón PH. por el contrario. la hipervolrmia
noiiritrmica fue inducida mediante eetimulaciún crónica



del mecanismo secretor de EPÜpor hipoxia de altura
xsimulada). En este caso, por lo tanto. la masa roja
circulante fue incrementada mediante un mecanisme
fisiológico que se tradujo en el aporte de eritrouitos
"endógenne“.

Pese al distinto origen de los eritrnnitec
reannnsablns del estado policitemico. se whwerv.
di"minuciún de la eritronovesis (medida come ZFeñ?‘ en
nmhns modelns experimentales en función del tiemüe host“
lrnnsfusión (ratones HT) o nostwhinoxia (ratones
PH) (Figura 4). La sunresión de la eritrennyesis fue
cnmnarable en ambos grupos a partir del 4o. dia
rxnerimenta]. Otros estudios han demostrado nue tal estado
.in sunresi c'rn de la eritropoyesis se extiende. por lo
menos. hasta el dia 100. (99). Los resultados ohtenidus en

l experimento ne. 2 muestran que la principal causa de la
üumresión de la eritrepovesis citada seria la disminución
de la producción de EPÜ. revelada en este case por una
disminución de la concentración de la hormonacirculante.
Les valores de EPÜplasmática most-ados son coincidnntes
rnn los nbtenidhs por ancia v cel. en otra cena de
"afanes hinertransíundidos (117). E de destacar la falta
de supuesta correlación entre el prado de supresión de la
eritronovesis, que nuede ser completa cuando el valor
hematocrito es elevado, y el de la producción de EPÜ. cuyo
nivel Dlasmáticn en los ratones policitemicos muestra una
disminución de aproximadamente un óü Z en relación cun r1
valor correspondiente a animales controles normocitemicns.
Este aparentemente diferente grado de supresión no nuede
ser exnlicado satisfactoriamente. Podria existir una tasa
"constitucional" de secreción de EPÜ. cuyo nivel
nlasmático sería así mantenido en niveles subnormales. que
no serian suficientes para inicial el proceso de la
eritronoyesis. En este caso, existiría un nivel "umhral"
de concentración hormonal en plasma para inicia] la
producción de eritrocitos. Sin embarqo. no existe prueba
alumna para explicar esta observacion. por lo que la
explicación sugerida es sólo especuiativa v considerada
comofutura hipótesis de trabajo.

q
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Del análisis de los resultados presentados en la
Figura 5, nue muestra el efecto del grado de Dolicitemia
snhre la respuesta eritropoyetica a la exposiciün a
hip Mia hipobárica en ratones HT v PH. surpen dos
nhservacienes de enorme importancia: 1) la respuesta de
rnlnnes HT a períodos crecientes de hinexia esta
inversamente relacionada con el prado de nolicitemia
alcanzado por los animales en respuesta al volumen de
eritrocitos transfundido, v 2) ratones HTv PHcon prados
comparables de policitemia difieren marcadamenteen sus
respuestas eritropoyeticas a la hipoxia hipobarica. siendo
la respuesta en los últimos significativamente mavor que
en les primeros.

La primera observación podria ser explicada de
acuerdo con la observación original de Fried y col. (118)
nue sugiere que la producción de EPÜesta reoulada por la
n03 titular. En los ratones HT. el incremento de la
capacidad de transporte de oxigeno de la sangre. en
relación con el velumen de eritrocitos transfundido.



nooria moderar el qrado de hiponia tisular causado por la
exposición a hioobaria. Por lo tanto. podría esperarse que
la oroduccion de EPÜ v la respuesta eritropovetica
estuvieran relacionadas negativamente con el estado
policitemico de los animales.

La significativamente mayorrespuesta eritrooovetica
observada en los ratones PH en relacion con los HTdurante
la exoosicion a hioobaria. amboscon niveles similares de
nolicitemia. nodria teóricamente ser el resultado de un
aumento de la resouesta eritroide a EPÜendúoena o a una
mavor produccion de la misma en los ratones PH..

La resouesta a EPÜ {ue determinada en ratones HT v PH
4 dias despues de la segunda transfusión o de la
terminación del período de condicionamiento hiooxico
{Fioura a). El estado oolicitémico {ue de maonitud similar
en ambos tipos de animales. ademas, el grado de supresión
eritrooovetica en el momentode la inyeccion de EFH. a
juzoar por el ZFeS9 en los controles invectados con
so]ución fisiolóoica, no fue signiiicativamente diierente
entre ratones PH y HT, lo que sugiere oue las
concentraciones de EPÜendógena eran similares en ambos
modelos. La invección de EPÜexooena permitió la inducción
de niveles de EPÜsimilares sobre un amplio rannn de
concentraciones. En cada nivel inducido. el EFeS‘ en las
ratones PH Fue casi idéntico con el corresoondiente a los
HT. Hi valores similares de ZFeS9oueden ser interoretados
como respuestas eritroooyeticas tambien similares. es
posible postular que en las dosis de EPÜusadas en este
experimento las respuestas eritroooyeticas ie ratones HTv
PH a la hormona fueron similares.

La actividad eritrooovetica presente en el plasma de
ratones PH y HTcon grados similares de nolicitemia en
respuesta a la exposicion a hipoxia hipoharica mostro una
marcada diferencia entre ambos tipos de animales
nolicitemicos. siendo el nivel de EPÜencontrado superior
a C-z‘CHL)mUIml en los ratones F'H v no detectable (41 5C) mIJ/ml)
en los HT (Fioura ?).

Estos resultados brindan evidencia de nue los ratones
Ht no responden a la hipoxia hioobarica cuando 1a
nolicitemia es lo suficientemente intensa, mientras que
los ratones PH. con un grado de policitemia similar,
responden a ella en forma casi semejante a la observada en
ratones normocitemicos. El hallazgo de niveles elevados de
FPDen el nlasma de los ratones PH en respuesta a hiooxia
hinobarica v su ausencia En los ratones HTsuniere nue el
incremento de la produccion de EPÜes la causa de la mavor
respuesta eritropoyética observada en los ratones PH que
en los HT.

Esta sugerencia requiere una explicación. La
concentración de EPÜen plasma, como la de cualquier otra
hormona, depende del balance entre las tasas de ingreso al
v egreso del compartimiento plasmáticn. La extranolación
de los datos de concentracion olasmatica a la tasa de
secreción hormonal se basó en los siouientes hallaznos: 1)
resultados obtenidos en nuestro laboratorio en 1966 i130)
han demostrado que la sobrevida de FPD exooena en el
comnartimiento plasmático de perros es independiente de la
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¿Ctividad eritrooovética de la médula ósea. resultados
confirmados v amoliados recientemente nor Piroso v col.
(119): y H) se ha observado una excelente correlación
entre la concentracion de EPÜen el nlasma de ratones
anemicos v la concentracion de celulas sintetizadores de
EP“ en el mismo Óroano. Por lo tanto. la suoerencia de oue
una concentracion olasmatica de EPÜ elevada sioniíica
nroduccion aumentada de la hormona tiene un solido aonvo
exnerimental.

La o las razones oue determinan mavor produccion de
EPÜ en resnuesta a hiDÜHia hioobárica en los ratones PH
oue en los HT no son evidentes. Ambosoresentan el mismo
nivel de onlicitemia. muestran idéntica 050 (120) v el
mismo arado de suoresión de la eritrooovesis en el momento
en nue son sometidos al estimulo hiooxico. ñdemás. v como
resultado de las tres semanas de exposición orevia a
hinoharia. el ratón PHha desarrollado otros mecanismos
comoensatorios a la hinoxia que obviamente no oosee el
raton HT. comoson ajustes hemodinamicos v respiratorios
(121) v modificaciones metabólicas a nivel tisular (122).
Estos mecanismos de comoensación desarrollados deberían
determinar Que el raton PH fuera "menos hiDÓHICU"oue el
ratón HT {nue sólo posee policitemia como supuesto
mecanismo de aclimatizacion) cuando ambos son sometidos al
estimulo hiooxico. En este caso. y si no evistieran otras
razones. el raton HT deberia oroducir mas EPÜoue el "atún
PH nor exoerimentar mayor grado de hiDDHia. Üue las Cosas
ocurran realmente en forma opuesta constituve un hecho
conflictivo. Cual es la causa oue determina oue la
nolicitemia sea caoaz de anular la secreción de EPÜcuando
Ds inducida nor transfusion de eritrocitos “enóqenos” y
one sea tota] o oarcialmente ineficaz cuando es inducida
nor formacion de eritrocitos "endóqenos"?

La diferencia Drobahlemente radica en la Forma de
inducción de la policitemia. La oolicitemia oor
transFusiÓn suorime la formacion de EPÜ endooena v la
eritronovesis mediante la inveccion de eritrocitos
enoocnos. La oolicitemia a traves de la exposicion
discontinua a hioobaria ocurre a traves de un mecanismo
totalmente oouesto. Los ratones son estimulados nara
incrementar la Droducción de eritrocitos endógenos en
resouesta a niveles aumentados de EPÜ endóoena. que
ocurren como resultado de 1a exposicion a hioobaria.
Cuando estos animales concluven su oeriodo de exnosicion v
son retornados a 002 atmosférica normal. la eritropnvesis
se detiene has:a que la masa roja circulante disminuva
hasta alcanzar un nivel comnatible con o“? normal. Por lo
tanto. 1a transfusión resulta en suoresión de la
eritronoyesis. mientras que la hiD_Hia causa orimero una
estimulación eritroooyetica seguida oor una supresión al
trrmino de la exoosicion a hipobaria. Este período de
hinersecrecion de EPÜDodría determinar un incremento de
la sensibilidad del sistema operativo que conduce a la
sintesis v secreción de EPÜ. lo que exolicaria la mavor
formación de EPÜ en los ratones PH nue en los HT.

Por lo exouesto, en cuanto al desarrollo de 'la
nolicitemia sn refiere. es obvio que los ratones PH v HT
difieren en por lo menos dos caracteristicas en el momento



en nue son expuestos a hinobaria durante el cuarta día
nnetwhinoxia 0 Dost_transfusión: 1) los ratones PH han
sida nolicitemicne durante un tiempo mas nrmlnnqadn nue
lne. ratones HT. Si bien el desarrollo de 1a Dolicitemia
durante ln exnesición a hinobaria es nradual. al cahü de
una semana los animales muestran va un hematmcríto
sumerior a 55 Z. Suponiendu que el estado policitemicu se
iniciara en ese mnmentn (fin de 1a nrimera semana de
condicionamientn hinóxico) v considerando que el período
de condicimnamiento hinóxica dura tree semanas v que e]
estímulo hio'xico es anlicado cuatro días desnue: de
Finalizada. se Dndria concluir nue la duración dr la
nmlicitemia en los ratones PH es de. nor 10 menos 1? días.
En los ratones HT. en cambia, la nolicitemia se inicia
hnrae demnueede 1a nrimera transfusión. 10 nue :Jniere
que durac1nn de la misma fiera de anrüximadamante h dias:
v P) 105 ratones PH han sido expucstes a una marcada
eetimulación de 1a eritronoveeis en reenueeta a la
híeersocreciún de EPÜ durante las tree semanas de
munoeición a hinobaria. cosa que no ha ocurrido ‘h los
ratones HT. Una 0 ambas diferencias entre ambas modela;
nndría ser resonnsable de 1a diferente nrodurciún de EPÜ
nheervada en ellos durante la estimulacián hindxica.

Los resultadca obtenidos en el exnerimento no. H v
nreeentadom en la Figura 10 indican Que la duración del
eeradn noIICifómico no exnlica el fenómenn en estudio.
dndn nue lus ratones HT "agudoe" v “crónico?” reeoonfien a
la ewnosiciún a hinobaria con similaree v muv peqnmhc;
Rumwnuuede la eritrnpnvveis. Por el cnntrarnn. ratonvfi H1
nrühicne, mantenidos bajo el mnemn rrnimwn dm
condicinnamientn hinóxíro nue los rafünas PH. reenmndnn a
Jn re :Hnneiciün a hiumbaria elevando lu ..itrüncvneie
haefa un nivel comnarable con el de los ratones PH a negar
de nrnwentar mavmrgrado de policitemia que eetns. Por lo
+antn. estas renultadüs eucieren que la exnnsición nrnvin

F-‘H v H l n | 1ea hinuharia me la diferencia entre los ratunzz
dr ter mI.na max/mr prrnduCCi (fin de EF‘Ü en .1me pri meros m mnrirx)
son euuueeto: a hiuobaria. E1 prnqresivo aumento de la
rennuesta eritrnnnvetica en reenuesta al estimulo hinóxico
observado en ratones HTnreviamente exnuestms a hinnu'a
hinnharica entre á v 30 horas (Finura 113 anova egin
eummrencia.

Variae dramas y hormonas poseen la nroniedad de
eetimular la eritrnnnvesis en varios medeloe
ewnnrimentalee. Entre ellae. glucocorticnidee (123. ITG).
nndrónhnoe (lML. 126) v un agonista beta adrnnerqinn {|37)
eeilmulan la nroducción de eritrocitne en forma indirenfa.
[nnrementandn la nroducción de EPÜ. Pur 10 tanto, ei ¡la
hinnteeie desarrollada en la presente diecueión nue eunonn
nun la enmnsiríón a hipnxia hipobarica mndíiicm el eietema
de Honhrol de la secreción de EPUee válida. la reenuweta
nritronovetica de ratones PH a aquello? estimulLe
eritronovéfícee deberia ser superior a la mbservadü en
r r:tunes: HT.

En el estudio efectuado (Exoerimento no- 9? se nbuwrvó
nun las reenueetas de ratones HT v PH a YÜÜmU de EPÜ (en
ln forma de "Dlasma anómico") eran similares. Entnn
reeultndoe sugieren nue el tamaño del comnartimiento de



celulas oroqenitoras eritrociticas EPÜïsensibles era
similar en ambos tipos de animales policitemicos. Por lo
tanto, fue posible considerar comoválido que la resouesta
a EPÜendógena seria tambien similar. Comoen exoerimentos
Drevios va citados se habia demostrado la existencia de
correlación entre el contenido de EPÜen olasma y el nivel
de ZFeSQ, fue posible también considerar como valido Due
la resouesta eritropovetica estaba relacionada con la
producción de EPÜ.

En el presente estudio, se observo diferencia
sioniticativa entre las resnuestas de ratones PHy HTa la
invoccion de testosterona. dexametasonae isooroterenol.
e] ZFeS? siendo siemnre muy suDErior en los ratones PH que
en los HT, lo que sugiere mavor producción de EPD en los
orimeros que en los últimos.

Los resultados suqiereh nuevamente que los ratones PH
han sido condicionados nor 1a exposicion a hipobaria en
una forma tal oue los hace mas sensibles a oor lo menos
alounos tinos de estímulos eritronoveticos. Como los
estímulos utilizados incrementan la producción de EPD
ondooena, la sensibilidad incrementada debe ocurrir a
nivel del mecanismoque reoula la sintesis v/o secreción
de la hormona. '

EPÜ es sintetizada en celulas endocrinas renales v
entranrenales. Uno o ambostipos celulares nodrian haber
mido condicionados oor la ewnosicion a hioobaria v
volverse más sensibles a la accion de estímulos
rritropoveticos conocidos nor su capacidad de incrementar
la nroducción de la hormona. El estudio siouiente. por lo
tanto. Fue realizado con el objeto de determinar si la
eunosicion a hiooxia hipobarica sensibiliza a uno o a
ambos sitios de oroduccion de EPÜ. La Droducción de EPÜ
renal Fue investigada midiendo los niveles hormonales en
extractos de tejido renal. La produccion extramrenal {ue
estudiada midiendo la concentración de EPÜ_on olasma de
animales netrectomizados lueoo de la exnosicion al
estimulo hinoxico.

Como se utilizaron ratas como animales
ennerimentales. Fue necesario conocer orimero si el
fenomeno observado en ratones era extraoolable a la rata.
Los resultados mostrados en la Figura 13 indican que la
resouesta al estimulo hiooxico fue ó veces suoerior en
ratas PHque en ratas HT, extendiéndose así la observacion
hecha en ratones a ratas.

Considerando oue EPÜes sintetixada de nuvo frentw al
estímulo hiooxico (128) v que la concentracion renal de
EPU alcanïa un máximo entre ó v 7 horas desnues de su
iniciacion i129). puede inferirse que la determinación de
la concentracion de EPÜen homooenatos renales ó horas
nostniniciación del estimulo hiooxico constituve una
medida real de la magnitud de síntesis de la hormnna.
Cuando ratas PH v HT. asi como ratas normocitémivas.
íueron exvtestas durante ó horas a 45s mb. dos
observaciones deben destacarse: 1) la concentración de EPÜ
en homogenatos renales de ratas PHFue sioniíicativamente
mavor nue la observada en homogenatos renales de ratas HT.



ambas mostrando el mismo nivel de oolicitemia, v 2) la
concentracion de EPÜen homogenatos renales de ratas PH
Fue aun mavor que el correspondiente de ratas
normocitemicas. Estos resultados sugieren sensibilización
oor hiooxia hioobarica del mecanismorenal involucrado en
la secreción de EPÜ.

Por el contrario. los niveles plasmáticos de EPÜ en
ratas PHv HTnefrectomizadas expuestas durante 8 horas al
estimulo hiooxico no mostraron diferencia eioniticativa.
hecho que sugiere oue el mecanismo extraerenal de
produccion de EPÜno fue condicionado como el renal onr la
exnosición a hioobaria.

En conclusión. los resultados obtenidos suoieren oue
la Hnosicion a hip xia hinobarica induce sensibilización
del mecanismo renal, aunque no del extrawrenal.
involucrado en la sintesis v/o secreción de EPÜ.

La exposicion a hiooxia hipobarica induce secreción
aumentada de EPD. resoonsable del desarrollo de
oolicitemia. La administración crónica de PHZ. drona
hemolítica. permitió incrementar la secreciOn de EPÜcon
el objeto de mantener el volumen de la masa roja
circulante dentro de limites aproximadamentenormales a
nesar de la disminución de tiempo de vida eritrocitaria.
Cuando ratones mantenidos durante ó semanas en estado
hemolitico fueron hipertransfundidos para convertirlos en
Dolicitémicos v. cuatro dias despues exouestos al estimulo
hioüxico. la resouesta eritrooovetica fue
sinnificativamente mavor oue la observada en ratones
hioertransïundidos no sometidos oreVJamente al esiado
hemolitico. Estos resultados demostraron claramente oue la
mavor secreción observada en el ratón PH en relacion al HT
esta relacionada con el oeriodo de condicionamiento
hiooxico a traves de la hioersecrecion de EPÜque ocurre
durante el mismo. con el incremento sostenido de la
eritronoyesis, v/o con la hiooxia per se.

Habiendo establecido 1a hioe‘sensibilidad del
mecanismo secretor de EPUal estimulo hiooxico en el ratón
PH. Fue imoortante establecer si esa hipersensibilidad se
manifestaba frente a otro tipo de estimulo. El cobalto
(Co) constituve un bien estudiado estimulante de la
eritrnnoyesis (131, 132). Aunque su mecanismo de accion a
nivel celular no ha sido precisado con exactitud. se ha
demostrado nue Co incrementa el EPO—mRNAa nivel renal
(48) v la concentración plasmática de EPÜ '

Los exoerimentos realizados en el oresente estudio
demostraron que la produccion de EPÜes similar en ratones
normocitemicos v policitemicos PH. siendo ambos valores
sinniFicativamente mayores oue los observados en ratones
HT. cuando los animales fueron inyectados con 4 v E umoles
de cloruro de cobalto heuahidratado.

Furst v col. (134) observaron que los niveles séricos
de EPÜ 12 horas despues de la administracion de Co en
ratones normales era similar a los observados en ratones
oolicitemicns que habian sido oreviamente expuestos
durante 15 días a hiooxia normobarica. Estos resultados.
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oue concuerdan Drefectamente con los nuestros en relacion
con ratones normocitemicos v PH, llevaron a esos autores a
sugerir que el Co. contrariamente a la hiooxia. oodria
actuar sobre un sitio distal al mecanismoque monitorea la
002 renal. considerando que el etecto del Co no {ue
inhibido nor el incremento de 1a caoacidad'de transporte
de oxigeno de la sangre. Nuestros hallazoos que señalan
oue el aumento de 1a capacidad traneoortadora de oxíoeno
de la sangre. cuando es inducida mediante hipertransfusión
en ve: de exposición crónica a hioobaria. efectivamente
denrime la nroducción de EPÜen resouesta a Co. hacen que
aouella suoerencia sea invalida. Los mismos también
sugieren que hiooxia v Co probablemente estimulen la
secreción de EPÜa traves de un mecanismo. por lo menos
oarcialmente. común.

E1 hallazgo de hiposecreción de EFÜen resouesta a Co
en ratones oolicitemicos cuando la policitemia es inducida
mediante transfusión pero no cuando es inducida nor
¿woosición a hioobaria es tan conflictivo como la
diferencia observada a1 estimulo hiooxico. No puede s;
Facilmente explicada sobre la base de dos reciente
nronuestas sobre el mecanismo de accion de Uo. como
blonueo del influjo de calcio en las celulas productora
de EPÜ (134) o la transformación de una oroteina hemi
due oosiblemente actuara como sensor de oxioeno en
¡(“"ma ¿”chiva (135).

.TJ'J
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Ha sido demostrado previamente oue la exposicion a
hinnbaria. la anemia o la administracion de Lo inducer
incremento significativo de la concentracion renal de EPÜ“
mRNÑ.así como reclutamiento de celulas oroductoras de EPÜ
(138). De acuerdo con eeto. mavor número de celulas
oroductoras de EPÜ a nivel renal deberia haber sido
reclutado en ratones PHque en ratones HTen respuesta a
una dosis similar de Co o a la exoosicion a un estímulo
hinúxico de ioual intensidad. por lo que la producción de
FPÜ deberia tambien haber sido mavor en los Drimeros oue
en Jos seoundos. Los resultados presentados en el oresente
estudio demuestran que. efectivamente, Joe ratonee PH
secretan mavor cantidad de EPÜoue los ratones HT Frente a
estímulos iouales. Mayor información. oue indudablemente
enarerera en el futuro inmediato, sobre los mecanismosde
monitoreo de la 002 renal y 1a subsiguiente transcriociún
Genetica v modulación de la sintesis v secreción de EPO.
es necesaria nara exolicar la naturaleza del efecto
condicionante de la hiooxia hipÓHica o anemica oue hace
oue un animal se vuelva hioersensible a estímulos oue
inducen secreción de EPÜ.

Hasta oue ese momentollegue. queda descrioto ¡un
fenomeno de enorme interes e importancia nue esta en
onosición aoarente con aluunos princioios aceptados. Su
exolicacion tal vez permita conocer los mecanismos que
conducen a oolicitemia excesiva frente a desaturación
intermitente de la hemoglobina y a los que inducen la
aoarición del Mal de Montaña Cronico o enfermedad de
Honoe.



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante el desarrollo do los
distintos exoerimentos que inteoran el nresente trabajo
ind“)can o snoieren que:

1) La policitemia endóqena, inducida en ratones nor
euoosición intermitente (18 h/día) v cronica (3 semanas' a
hinobaria. v la policitemia .xóoena. inducida nor
administracion de una suspension de eritrocitos homólogos
al 90 Z. producen un descenso nrooresivo de la
eritronoyesis (medida como incorooración de Fefi? al
Prilrón}. la que alcanxa su minimovalor a nartir del
Cuartn dia desde la finalización del período de exposirión
a hinobaria o de la seounda transfusión. La dmnrmsion do
la eritronnvesis observada. similar nara ambos modelos
onliritemirrr es causada Drincioalmente nor hiposecrerion
fill? "ri 't.r Opa! wei: i Fl¡a.

T) La resnnnsta eritrnooyética de ratones HT con
holícitemin exnoena a periodos crecientes de euoosición a
hinnharia está inversamente relacionada con el valor
hemntocrito. que reoresenta el grado de Dolicitemia
n|ran2ado nor los animales en resounsta al distinto
volumende suspension de eritrocitos inyectado.

a, La rusouesta eritrooovética de ratones PH con
pnliritemia endooena de ioua] grado que la presente en
ratones HTcon policítemia exoqena es significativamente
mavnr en los primeros que en los segundos.

4» Considerando nue las respuestas de ambos mndnlos
policitemicos a EPÜ exooena son similares v que la
concentracion de EPÜen plasma en resouesta al estímulo
hinnuiro es significativamente mayor en los ratones PHcon
nnlicitemia endoqena que en los HT con policitrmia
quúoona. se concluve que la mayor respuesta eritropovóticn
al estimulo hipoxico observada en los nrimoros PF el
rmsultado do una mavor tasa de secrecion de EPU.

5) Ratones HT con policitemia suooena Pxnunstos a
hinnharia durante tres semanas. en un regimen idéntico'al
soon 1'.do oor' los ratones F'H con eo 1.i.ci temi ¿a endouruna .
roarcinnan a estimulo hipdxico posterior en {orma similar
a ostcs últimos. Este hallaxoo siqniiica nue la euoosicion
a hioobaria transforma a un raton HÏ en otro PH. no
imnorta el arado de policitemia alcanxado. ln que Dodría
intornretarflo comosi la exnosición a hinoharia modi{icnra
.a sensibilidad del mecanismo secretnr de LPÜ. que se
haria más sensible al esimulo hiooxico. El umbral del
{nnhmonose ubica alrededor de las ¿J horas de exposición.

a) la sensibilización del mecanismo secretor de EPU por
ownnsirión a hipobaria se maniliesta al observarse una
mavnr resnuesta eritronovetica en los “atunes PH con
nnlicitemia endooena que en los HTcon poliCitemia Lxóoena
a la administracion de dexametasona. testosterona e
isnnroterennl. agentes canaces de estimúlar la
mritropovesis mediante inducción de secreción de EPÜ
(“I3(_|("1CIF?I"IEI .



7) La sensibilización oor exposición a hioobaria del
mecanismo secretor de EPO se manifiesta a nivel del
mecanismo renal v no del extra-renal de producción de la
hormona.

8) La sensibilización por exposición a hipobaria del
mecanismosecretor de EPÜno sólo se manifiesta frente al
estimulo hioóxico sino que también lo hace frente a sales
de cobalto. que ooseen la capacidad de estimularlo.

9) La sensibilización del mecanismo secretor de EPÜocurre
no sólo en respuesta r hipoxia hipobárica. sino que
también se desarrolla en respuesta a hipomia anemica.

1M) Los resultados obtenidos sugieren oue la hiooxia
sostenida es cana: de condicionar al mecanismosecretor de
EPÜ de manera tal que reaccionara con mavor secreción
hormonal frente a un nuevo estímulo eficaz. Tal
condicionamiento. teóricamente. podria efectuarse sobre el
hiootetico sensor de oxígeno renal, sobre 1a relación
entre el sensor de oxígeno y el proceso de transcripción
que induce acumulación de EPÜmmRNA o mediante
modificaciones del reclutamiento de células sintetizadoras
de EPÜ. El avance incesante del conocimiento oermitira.
sin luoar a dudas, que resultados de futuros estudios
arrojen luz sobre la naturaleza del fenómenodescripto en
el presente trabajo.
11) La sensibilización del sistema secretor de EPÜoue se
observa en el ratón PH determina oue su especificidad como
animal de bioensavo de EPÜsea menor que 1a oresente en el
ra.ón HT, nor lo que este último debera ser considerado a
nartir de ahora comoel animal de elección para ese
nrocedimiento. Se sugiere. ademas. oue el ratón HTsea
utilizado para 1a valoración de la actividad
eritropoyetica de liouidos, comoel plasma. que pueden
contener sustancias que induzcan secreción de EPÜpor el
animal invectado. Sin embargo. el ratón PH. lo mismo que
el HT. conserva su utilidad como animal de bioensavo de
muestras de EPÜrecombinante oara determinar la actividad
biológica del producto final y/o monitorear los diversos
oasns de su purificación.

Pfá zo
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