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Respuesta esplénica murina a
eritropoyetina humana recombinante
en funcion de la hipoxia

Introduccion

El sistema hemopoyético responde a
la hipoxia conunaserie deacomodacio-
nes destinadas a asimilar las variacio-
nes del medio. Los niveles plasmaticos
de eritropoyetina (Epo) se elevan
rapidamente, alcanzado su maéxima
concentraciéon alrededor de las 24 hs.,
descendiendo luego a valores proxi-
mos a los basales (8). En respuesta a
estos titulos séricos, hay una explosion
esplénica (2) que transforma al bazo
murino en un 6rgano eritroideo por
excelencia. Estose debe a unareorgani-
zacion de las poblaciones celulares ca-
racterizada por proliferacion “in situ”
de los progenitores eritroides, despla-
zamiento de las poblaciones celulares
hacia las fases mas Epo sensibles del
ciclo (11) y fundamentalmente, migra-
cién de progenitores eritroides de mé-
dula 6sea a bazo (9). La magnitud del
incremento de la respuesta esplénica
no podria explicarse sin esta coloniza-
ciéon medular.

Ademas dela hipoxia, una multipli-
cidad de estimulos como el sangrado,
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tratamiento con fenilhidrazina (FHZ)
o tiamfenicol (TAP), pueden transfor-
mar el bazo en el microambiente més
apto para la proliferacién eritroide.
Sin embargo, este drasticoaumento de
la respuesta esplénica es transitorio.
Después de valores maximos de
enriqueci-miento hemopoyético alre-
dedor de los 6 u 8 dias post-estimulo,
comienza a descender su contribucién
en la produccioén total (10). Esto puede
explicarse mejor por una sensibilidad
diferencial a la hormona de las pobla-
ciones celulares a lo largo de la re-
adaptacién que por la variaciéon de los
titulos hormonales.

El objeto de nuestro estudio fue
medir la variaciéon de la sensibilidad
de células esplénicas murinas someti-
dasa hipoxia prolongada con distintas
concentraciones de eritropoyetina hu-
mana recombinante (rh Epo) por la
incorporacién de timidina tritiada CH
DTR) al ADN, asumiendo que la res-
puesta proliferativa “in vitro” es de-
pendiente del status fisiol6gico del
animal donante.

Materiales y métodos

Ratones de la cepa CF-1 (6 ejempla-
res/lote) fueron sometidos a 0, 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14 y 18 dias a hipoxia
hipobarica (HH) a 0.4 atm 22 hs./djia.
Los animales se sangraron por pun-
cién intracardiaca con jeringas hepari-

nizadas. Los hematocritos y los contajes
de reticulocitos fueron determinados
por procedimientos standares.

Losanimales fueronsacrificados por
dislocacién cervical. Células esplénicas
de lotes hipéxicos y controles fueron
pooleadas y cultivadas a una concen-
tracién final de 4,5 x 10° células/
microplaca con alfa medio libre de
ribésidos y desoxiribésidos (Sigma Co)
suplementado con 20% de suero fetal
bovino (Gibco Co), glutamina, trans-
ferrina-Fe, antibi6ticos y 2-mercapto-
etanol (Sigma Co).

Los cultivos se incubaron 22 hs en
atmosfera estéril humidificada con 5%
de CO,. Cada serie se ensay6 con dife-
rentes dosis (3,9 a 250 mU/ml) de
eritropoyetina humana recombinante
(rh-Epo) (HEMAX, BIOSIDUS).

A cada microplaca se afiadi6é 10 pl
de medio con 0,5 pCi de timidina
triatiada CH-dTR) (NEN Dupont USA)
y las mismas fueron procesadas 2 ho-
ras después segiin método standard
(3). Se realizaron tres cultivos por
cuadriplicado a cada tiempo de HH.

Los resultados se expresan como
index de estimulacion (IE):

IE = cpm con rh Epo / cpm sin
rhEpo
Anadlisis estadistico

Los resultados se expresan como
promedio + SD (desviacion standard)
utilizdndose el Student “t” test para su
analisis.
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Resultados

Efectos de la hipoxia sobre parame-
tros hematolégicos

Los hematocritos normales de los
animales de experimentacién son42.25
+ 0.87. Los mismos se incrementan
hasta un maximo de 65.75 = 0.5 %
alrededor de los 18 dias de hipoxia
continua, a partir de alli el estimulo
sostenido no modifica los valores. El
porcentaje dereticulocitosaumentade
1.25 + 0.18 % en controles hasta un
maximo de7.66 +0.43 % al sexto diade
hipoxia hipobarica, decreciendo luego
hasta 2.92 + 0.54 % al final de la expe-
riencia. Los resultados se muestran en
la Tabla 1.

Efectos de las distintas concentracio-
nes de Eposobrelas células esplénicas
normales

El bazo norméxico contribuye con
un 5% de la eritropoyesis, siendo la
concentracion fisiologica de Epo para
la cepa utilizada por nosotros estima-
da en 30 mU/ml (2).

A fin de reconocer la sensibilidad
que las células esplénicas normales
presentan a la rh Epo, fueron cultiva-
das en distintas concentraciones de la
hormona (de 0 a 250 mU/ml). No se
observé un incremento significativo
de la incorporacion del is6topo a nin-
guna de las concentraciones ensaya-

Tabla 1

Efecto de la hipoxia sobre
parametros Hematimétricos

HIPOXIA HEMATOCRITO RETICULOCITOS

(Dias) (% % SD) (% %= SD)
0 42.25 = 0.87 525£0.18
2 44.25 = 0.96 2.80 = 0.46
4 58.60 £ 129 3.58 = 0.64
6 54.00 = 2.62 7.66 = 0.43
8 5863 2.13 3:91-+-.0.52
10 61.00 = 1.29 3.06 = 0.66
12 63.00 = 1.70 3.66 = 0.32
14 64.75 = 0.96 2.08 £0.72
18 65.75 = 0.50 2.92 £ 0.54

das. Estos valores, considerados con-
trol, se grafican en todos los cuadros
de la figura 1.

Efecto de las distintas concentracio-
nes de rh-Epo sobre las células
esplénicas hipéxicas

Para evaluar si la sensibilidad celu-
lar a la rh Epo es modificada en el
curso de la hipoxia, se realizaron culti-
vos de células esplénicas de lotes
hipéxicos con diferentes concentracio-
nes de la hormona.

A los 2 dias de hipoxia la diferencia
de sensibilidad es significativa obser-
vandose una respuesta en funcién de
la dosis. El indice estimulatorio au-
ment6 hasta 12 veces el blanco (p<
0.001). (Figura 1-A).

A los 4 dias se conserva esta res-
puesta en funcion de la dosis y el indi-
ce asciende hasta 13 veces el blanco
(p< 0.001). (Figura 1-B).

A los 6 dias de hipoxia se registra la
maéaxima respuesta alcanzandose hasta
25 veces los valores control (p< 0.001).
Figura 1-C).

Este incremento de la actividad
eritroide del bazo murino es sin em-
bargo transitorio, tal como se observa
en la Figura 1-D. Al dia 8 de hipoxia la
respuesta aumentada alcanza casi 20
veces el blanco (p< 0.001).

A partir del dia 10 la sensibilidad
cae bruscamente y desciende la incor-
poracién de *H dTR (Figura 1-E).

Asimismo se observa que a los dias
12, 14 y 18 no hay respuesta proli-
ferativa significativa (Figura 1-F).

Se compararon los IE de cada una
de las concentraciones de la hormona
entre 0, considerado como control, y
los demas dias de hipoxia.

En la Figura 2 puede verse la varia-
ciéon de la respuesta proliferativa
esplénica, a dosis constante de rh Epo
(62.5mU/ml) en funciéndelosdiasde
hipoxia y en relaciéon con el aumento
del hematocrito.

Discusion

En 1970, Fried y col. sefialaron la exis-
tencia de varios fenémenos que no

podian explicarse por el concepto, que
laproducciénde Epoylaeritropoyesis
controlaban el aporte del oxigeno a los
tejidos en funcion de sus necesidades.
La declinaciéon de los titulos de Epo
durante la hipoxia sostenida podria
deberse a que los tejidos hemopo-
yéticos saturados con los primeros ni-
veles altos de Epo sérica mantienen
luego la eritropoyesis sin concentra-
ciones menores de la hormona.

Elincremento dela sensibilidad ala
Epo en funcién de los dias de hipoxia
y la saturacién de la curva dosis res-
puesta, con titulos préoximos alos fisio-
l16gicos observados en nuestros resul-
tados, son concordantes con estos da-
tos. Las conclusiones respecto a que el
incremento del hematocrito y la velo-
cidad de la eritropoyesis contribuyen,
pero no son los tnicos factores que
explican el descenso del titulo de Epo
durante la hipoxia sostenida, siguen
vigentes.

Porotrolado, elanimal policitémico
por hipoxia o hipertransfusion, cuan-
do es sometido nuevamente a hipoxia,
vuelveaelevarsus titulos de Eposérica,
lo que muestra quesi bien la hipoxia es
el estimulo mas eficaz para la secreciéon
hormonal, el sistema es incapaz de
reconocer el estado policitémico (2).

Tan compleja y con multiples regu-
laciones como la produccién de Epo es
la reorganizaciéon que muestra el teji-
do hemopoyético en respuesta a la
hipoxia.

En forma similar a lo que ocurre
durante la ontogenia de la hemopo-
yesis, donde varian los 6rganos res-
pecto a su capacidad de proliferacion
eritroide (el higado fetal cede el co-
mando ala médula 6sea neonatal) (12)
durante el stress hemopoyético, por
estimulos tan diferentes como sangra-
do, FHZ, TAP o hipoxia prolongada el
bazo se transforma transitoriamente
en el microambiente mas apto para la
proliferaciéony diferenciacion eritroide.

Este comando eritroide esplénico
estd incluso descripto en leucemias
experimentales como la de Rauscher
(4) o en ratones f3 talasémicos (5).
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Normalmente la médula 6sea tiene
el 95% de la actividad eritroide y esto
es suficiente para mantener una pro-
duccién normal de glébulos rojos. So-
metido el animal a hipoxia, hay una
migracion de progenitores desde la
médula 6sea a sangre circulante (9) y
una subsecuente colonizacién esplé-
nica.

Este fendmeno se visualiza a través
de un cambio significativo de la masa
esplénica, de su composicion celular
(6) y en nuestra experiencia, por la
variacién de la dosis respuesta a la rh
Epo en funcién de los dias de hipoxia.

En el bazo normoxico, no se detecta
una dosis respuesta a la Epo. La capa-
cidad del bazo hipéxico para respon-
der a la rh Epo es explicable por una
reorganizacion de las poblaciones “in
situ”, donde juega un papel funda-
mental la colonizacién por los proge-
nitores eritroides medulares y (si se
verifica) la produccién esplénica de
Epo (10).

A los 2 dias de hipoxia se observa
una respuesta significativa para las
distintas concentraciones de rh Epo,
presentando un plateau con valores
préximos a los fisiolégicos (Figura 1-
A).

Entre los 4 y 6 dias la respuesta se
incrementa, llegando a un maximo de
25 veces el control. La curva muestra
siempre el mismo perfil de respuesta a
concentraciones fisiolégicas o leve-
mente superiores (Figura 1-B y 1-O).

Este fendmeno de saturacién a con-
centraciones fisiolégicas de rh Epo co-
incide conlos resultados obtenidos por
Dunn (7), quien observé que ratones
sometidos a 4 dias de hipoxia no au-
mentaban su respuesta ante la admi-
nistracion de Epo exégena. Este autor
postulé que ademads del aumento de
las células respondedoras a Epo (ERC)
existiria un incremento de la sensibili-
dad de las mismas, por lo que la pro-
duccién endégena de la hormona era
suficiente para obtener una maxima
respuesta del sistema eritropoysético.

Al octavo dia de hipoxia la respues-
ta comienza a decrecer y a partir del

Figura 1

Index estimulatorio de células esplénicas murinas cultivadas con rh Epo (0-250 mU/ml) () a 2
(A),4 (B), 6 (C), 8(D) y 10 (E) dias de hipoxia hipobdrica. Los index correspondientes a 12, 14
v 18 dias se ilustran en (F). En todos ellos se representan los index estimulatorios de cultivos

esplénicos normdxicos ().
Los valores representan la media + SD, con la siguiente significacion estadistica:
% (p<0.001), ** (p<0.01) y * (p<0.5).
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dia 10 solo se evidencia proliferaciéon
conlas mayores concentraciones, como
si las células esplénicas hubieran per-
dido sensibilidad a la hormona. Lo
mismo se observaalosdias 12,14y 18,
a medida que comienza a establecerse
un nuevo estado estacionario.

De estos estudios se concluye que
pasado el stress y estabilizandose el
sistema hemopoyético en un nuevo
estado de equilibrio, la participacion
del bazo en la eritropoyesis vuelve a
ser minima y el comando de la produc-
cién eritroide es retomado por la mé-
dula 6sea.

Resumen

La hipoxia es un estimulo que pertur-
ba el equilibrio hemopoyético, parti-
cularmente el compartimiento eritroi-
deo. Ante esta situacion el sistema se
acomoda para asimilar las variaciones
del medio estableciendo un nuevo es-
tado de equilibrio. Este trabajo se dise-
N6 para analizar la variacién de sensi-

Figura 2

bilidad de las células esplénicas a dis-
tintas concentraciones de eritropo-
yetina humana recombinante (rh Epo),
sometiendo al animal donante a dife-
rentes tiempos de hipoxia y midiendo
la respuesta proliferativa por la incor-
poraciéon de timidina triatiada (CH-
dTR).

Los progenitores esplénicos mues-
tran indices de estimulacién crecien-
tes en funcién de la hipoxia con un
maximo entre los 6 y 8 dias. A partir de
alli desciende la capacidad prolifera-
tiva eritroide del bazo. La actividad
maéxima se verifica con 32.5 y 62.5 rh-
Epo mU/ml.

Lahipoxia cambia el comportamien-
to eritroideo esplénico con una activi-
dad maxima entrelos 6 y 8 dias, expre-
sado entre otras variables por un au-
mento dela proliferacién delos proge-
nitores eritroides hasta 25 veces los
valores control.

Estos resultados sugieren que bajo
stress hemopoyético (hipoxia) las cé-
lulas esplénicas exhiben un incremen-

Index estimulatorio de células esplénicas murinas cultivadas con 62.5 mU/ml de rh Epo,
sometidas a hipoxia hipobdrica (0-18 dias) (—a—) en relacion con el aumento del hematocrito
(—3—). Estos 1iltimos se representan como promedio + SD con p<0.001.

-§ 30 70 g
] S
= S
]
25 65 £
7]
= =
20 60
—4—62,5mU/mlrh Epo
15 . 1.
—O—Hematocrito
10 50
5 45
0 40

10 12 14 18

Dias de hipoxia

to de sensibilidad a la rh Epo en forma
transitoria.
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