DOSAJE DE LA ERITROPOYETINA EN

CULTIVO DE CELULAS ESPLENICAS

DE RATONES ANEMICOS, DESPUES
DE LA INCORPORACION DE 3H TIMIDINA

La eritropoyetina (Epo) hormona glicoproteica de 34
Kd, controla la generacién y la maduracion de los
eritrocitos a partir de los precursores hematopoyéti-
cos. La causa para el origen de la produccién de la
Epo (1) es la hipoxia tisular y los sitios de sintesis
estan localizados en las células tisulares renales (2-
3). Muy recientemente, técnicas de hibridacién in
situ han permitido en el ratén hipéxico revelar la
presencia de ARNm especifico en las células peritu-
bulares renales (3-4).

Bajo condiciones experimentales o naturales (altura)
de hipoxia, el primer mecanismo de compensacion es
manifestado por un aumento de la hemoglobina y los
eritrocitos circulantes. Este aumento constituye el
fenémeno clasico de la policitemia, que segiin Rey-
nafarge, 1966 - Carmena y Rivas, 1971 - Garruto
R.M., 1976 (5-6-7) el mecanismo que produce la po-
licitemia de altura es una elevacion de la secrecién de
Epo estimulada por la anoxia a nivel tisular que con-
cierne las variaciones hematolégicas ligadas a la alti-
tud.

Este concepto clinico ha sido descrito en detalle por
Monge C., 1929 (8) y Monge M. and Monge C.,
1966 (9). Después Shooley, Garcia, Cantor y Ha-
vins, 1968 (10) estudiaron un ratén tratado cada dia
por un anticuerpo anti-Epo y puesto durante 5 dias a
una altura de 5.400 m.. Ellos encontraron casi una
completa inhibicién de la respuesta policitémica.
Stohlmann (11) y Albrecht (12) sugirieron que la po-
licitemia de altura estaba ligada a una hipersecrecién
de Epo. Los trabajos de otros autores dieron un so-
porte suplementario a esta hipétesis observando la
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relacion que existe en los animales que sufren de hi-
poxia experimental, con las variaciones de la tasa de
Epo plasmética. Para confirmar esta hipétesis son
necesarios estudios complementarios para medir las
variaciones de la eritropoyesis y de la Epo circulante
sobre el mismo animal que sufre de hipoxia de altu-
ra.

El dosaje de la Epo en una muestra de suero, de ex-
tracto tisular o celular, o sobrenadante de medio de
cultivo ha sido realizado primero por ensayos in-
vivo, después por ensayos in-vitro, largos y delica-
dos de realizar y dificiles de interpretar.

Numerosos ensayos han sido llevados a cabo para en-
contrar una técnica rapida, especifica y sensible.

La produccién de la hormona por recombinacion de
ADN altamente purificado y disponible en gran can-
tidad va a permitir estudios precisos asi como su em-
pleo en el tratamiento de las anemias de la insufi-
ciencia renal.

La Epo se encuentra en la circulacion en concentra-
ciones de 15 a 30 mU/m! de suero (14)

Existen tres métodos de dosaje: Dosajes bioldgicos
in vivo (15-16); dosajes biolégicos in vitro (17-18)
y dosajes radioinmunolégicos (19-20).

Una de las técnicas muy sensibles para la medida de
1a Epo humana es el bioensayo que utiliza la prolife-
racién en 24 horas de células esplénicas de ratones
tratados con fenilhidracina (después de 24 horas de
cultivo). Esta tltima técnica se basa en la medida de
la sintesis de ADN. Aunque no especifica de una
linea celular, esta medida toma un interés muy
grande en presencia de suspensiones celulares e



que los eritroblastos esplénicos se encuentran en
mayoria. Nosotros hemos estudiado y profundizado
esta técnica midiendo la actividad de la Epo sobre los
eritroblastos esplénicos en cultivo segtin las respues-
tas en log-dosis.

Como hasta el momento no se sabe la tasa de Epo
en el habitante de la altura, el objetivo del presente
trabajo es el estudio de las posibles variaciones de la
Epo sérica en la hipoxia de altura a fin de tener datos
de referencia que permitan asf la identificacién de las
poliglobulias patolégicas en medio montafioso.

MATERIAL Y METODOS

Ratones CDI de 26 y 32 g que resultaron anémicos
por dos inyecciones intraperitoneales en dos dias con-
secutivos de 70 mg/kilo de clorhidrato de fenilhidra-
zina (33). Solucién preparada a razén de 7 mg/mi de
RPMI 1640 (medio). El tercer dia después de la se-
gunda inyeccion, los ratones son matados por dislo-
cacién cervical. Se extrae el bazo que se coloca en
una pequena caja Petri que contiene RPMI, el mismo
que es disociado gracias a pinzas curvas y la separa-
cién de las células se hace con ayuda de una jeringa
estéril por aspiracién y expulsién suave durante 5
minutos con una aguja de calibre 18 y otros 5 minu-
tos con aguja de calibre 21. La suspension de célu-
las se filtré con un filtro nylon de calibre 60 um, las
células han sido lavadas tres veces con RPMI a
1.400 rpm; el paquete celular se suspendié en 10 ml
de RPMI conteniendo 2 % de Hepes. El conteo ha
sido efectuado por dilucién 1/50 con azul tripan, en
los 25 cuadrados cuadriculados de la cimara de Mala-

ssez para:

a) evaluar la concentracién celular y determinar el
volumen de la suspensién a agregar al medio de cul-
tivo (Tabla I).

b) conocer el rendimiento celular, es decir el nimero
de células por bazo.

La curva standard es preparada a partir de una solu-
¢i6n standard de Epo de cerdo de 1,6 U/ml (Actividad
especifica 1.030 U.I/mg IL.N.T.S.) calibrada frente a
una Epo humana urinaria cedida por la OMS
(Iondres). Las diluciones de la curva standard se ha-
cen en albimina bovina (BSA) 10 mg/ml; en désis
de 16, 8,4, 2 y 1 mU de Epo por pozo. La 3H
Thimidina 1 uCi/ml en agua estéril ha sido obtenida
As Amarcham CD 4.600 (TRK-61); 1a fenilhidracina

HCI (cat P 7126) y la BSA de Sigma; el suero fetal
de ternero (cat 011-06290H) de Gibco; alfa tioglice-
rol (lot 202220) de Calbichem 59525; la solucién
Instagel (6002173) de Packard Instruments; las pla-
cas Nunc (95 U) de Flow Laboratoires y los filtros
de vidrio 934-AH8X- 10 pulgadas (cat No. 1827
866) de Whatman. Preparada la suspension celular y
los standars para la curva, se depositaron en los 4
primeros pozos de la placa de microtitulacién 10ul de
BSA que sirven como testigo, en los pozos si-
guientes los standards para la curva y los sobrena-
dantes de los productos para dosar en cantidad de 10
ul por pozo. Luego se agregé en todos los pozos
200 ul de suspensién celular preparada y las células
en cultivo son incubadas a 372 C. durante 22 horas
en una atmdsfera hiimeda con 5 % de CO2. Se incor-
por6 la 3H Timidina (preparada en medio de cultivo
para dar una concentracién final de 100 uCi/ml, que
corresponde a 1 uCi/pozo en cantidad de 10 ul/pozo.
La placa es reincubada a 37° C durante dos horas. Las
células se recolectan en filtros de vidrio al mismo
que se hace el lavado con ayuda del Skatron, los fil-
tros se secan en estufa a 48 © C durante 5 horas. Los
discos que retienen la 3H timidina ligada al ADN son
colocados en tubitos de scintilacién a los que se
agregé 0,5 de Instagel con el fin de determinar la ra-
dioactividad (Contador Beta Beckman-LKB 1212

'RACKBETA).

RESULTADOS
19 En funcién de la dosis de fenﬂhidracina

Los ratones han sido inyectados con soluciones de fe-
nilhidracina de 60, 70 y 80 mg/kg. los bazos de los
ratones fueron sacados el,3er. dia que sigui6 este tra-
tamiento para determmaf/l;a dosis apropiada. Noso-
tros hemos comparado la sens1b111dad de la Epo para
1a formacién de células eritroides irimaduras del bazo
de ratén. Se ha observado que las curvas de respuesta
a las dosis obenidas para la curva standard de Epo
mostraban inclinacién linear de 1 mU/ml a 16 mU/
ml con 70 mg/kg que con 60 mg/kg. La dosis de 80
mg/kg era demasiado fuerte para los ratones. (Tabla

1.
29) En funcién del nimero de inyecciones

Se ha inyectado fenilhidracina (70 mg/kg) en ratones
durante 2 o durante 3 dias consecutivos. En los dos
casos, los ratones han sido sacrificados 3 dias des-
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pués de la segunda inyeccién. Se ha podido constatar
que con dos inyecciones la relacién de CPM en pre-
sencia y ausencia de Epo (+Epo/-Epo) expresa una
curva conveniente en respuesta a ia dosis de Epo. En
cambio con 3 inyecciones de fenilhidracina (70 mg/
kg) la relacién de CPM es menos satisfactoria, po-
siblemente debida a la produccién de Epo enddgena
muy aumentada. Con el protocolo de dos dias de in-
yeccion de fenilhidracina, el nimero de células es-
plénicas aumenta de 2x10 8 células/bazo en un ratén
normal a 700 x 10 6 células/bazo.

3%) En funcién de la duracién de la experiencia

Los ratones fueron inyectados con 70 mg/kg de fenil-
hidracina durante dos dias consecutivos. Sus bazos
sacados en distintos dias que seguian al tratamiento
para determinar el dia en el cual las células daban una
mejor respuesta in vitro por célula a la Epo. La fi-
gura 1 muestra que la mayor incorporacién de 3H
timidina por célula en respuesta a la Epo ocurre el
3er. dia que sigue a la segunda inyeccién de fenilhi-
dracina. La relacién de CPM en presencia y ausencia
de Epo (+Epo/-Epo) es también mostrada en esta fi-
gura y revela la inclinacién 6ptima de la curva en
respuesta a la dosis de Epo. Las flechas muestran
los dos dias consecutivos de inyeccién de fenilhidra-
cina. Los nimeros sobre los puntos de la curva
+Epo representan la relacion +Epo/-Epo.

Nosotros hemos hecho el estudio histoquimico de las
células esplénicas y de acuerdo con Krystal (21) he-
mos encontrado 90 % pertenecientes a la linea eri-
troide, con una mayoria de proeritroblastos y eritro-
blastos basofilos.

OPTIMIZACION
DE CULTIVO

DE LAS CONDICIONES

Estudios de concentracién celular con células del 3er.
dia después de la segunda inyeccién de fenilhidracina
han mostrado una relacién linear con la tasa de Epo,
rraducida por la incorporacién de Timidina Tritiada
obtenida en presencia de 2.25 x 10 6, 2.35 x 10 6,
2.50 x 10 6 células/ml. Nosotros hemos escogido la
concentracién final de 2.50 x 10 6 células/ml. Esta
ha dado lugar segiin las experiencias realizadas de
2.000 a 30.000 CPM en ausencia de Epo y de 3.000
a 140.000 CPM en presencia de 16 mU de Epo/ml
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(Figura 2). Los ndmeros sobre los puntos de la cur-
va +Epo representan la relacion +Epo/-Epo.

CALCULO DE LA CURVA DE RES-
PUESTA A LA DOSIS

Las curvas de respuesta a la dosis de los standards y
de las muestras, se representan en funcién de los
CPM. Las células testigo representan el 100 % de
incorporacién de 3H Timidina. Los valores de CPM
varian de una experiencia a otra pero la inclinacién de
la curva queda constante en las mismas condiciones
de trabajo. (Figura 3).

DISCUSION

Este estudio basado en la incorporacién de la 3H
Timidina en cultivo de 24 horas de eritroblastos es-
plénicos de ratones anémicos, es muy sensible a la
Epo. De acuerdo con otros autores (21-22) la
mayoria de las células parecen ser proeritroblastos y
eritroblastos y por esto pueden contener un gran
nimero de "cluster forming cells” descritas por Mo-
nette et al (23-24), lo que puede explicar la gran sen-
sibilidad de este ensayo, ya que estos autores han re-
portado que las custer forming cells son mucho més
sensibles a la Epo que las menos diferenciadas CFUe
(23).

Con el presente ensayo s¢ pueden medir con bastante
exactitud tasas de Epo en una gama situada entre 1 y
300 mU. Si se admite que las células no estimula-
das corresponden a un porcentaje de CPM de 100 %
la escala de variacién de la respuesta de los eritroblas-
tos a la Epo standard puede alcanzar de 400 a 600 %
lo que permite obtener resultados precisos. Esta va-
riacién de CPM da como resultado una curva més in-
clinada con la 3H Timidina que con el Fe 59. Por
esta razon, la gran reproductibilidad de la incorpora-
cién de 3H Timidina como punto final de la técnica
ofrece una gran sensibilidad para la medida de 1a Epo.
Este método por la abundancia de eritroblastos es-
plénicos y el empleo de 10 ul a 40 ul por pozo en
las placas de microtitulacién, tiene la ventaja de ana-
lizar un gran nimero de muestras por ensayo.

La incorporacién de 3H Timidina menos especifica
que el empleo de Fe 59 para medir la sintesis de he-
moglobina, constituye un método de facil ejecucion
en presencia de la gran riqueza en eritroblastos de las



TABLAI

REACTIVOS PARA 40 mi DE MEDIO DE CULTIVO DE
ERITROBLASTOS ESPLENICOS DE RATONES ANEMICOS

REACTIVOS CANTIDAD (ml)
Suero de ternero fetal inactivado 30' a 56° C 2,8
Vitaminas GIBCO 04
Gentamicina EUROBIO 10 mg/ml 04
MEN PIRUBATO (100 ml) GIBCO 0.8
GLUTAMINA (200 ml) GIBCO 0,76
TRANSFERRINA HUMANA PURIFICADA 0,26
(4 mg/ml) CALBIOCHEM BEHRING
ALBUMINA BOVINA (22 mg/ml) SIGMA 10,00
ALFA THIGLICEROL EN RPMI (10 -2 M) CALBIOCHEM BEHRING 0.4
RPMI 1640 GIBCO qsp 40,00

TABLAII

DIFERENCIACION ERITROBLASTICA EN FUNCION
DE LA DOSIS DE FENILHIDRACINA

Dosis Fenilhidracina N2 de células % eritroblastos
mg/kg
60 14.969 87
70 107.861 90
80 - 90
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Figuré 1
EVOLUCION DEL CRECIMIENTO ERITROBLASTICO *
EN FUNCION DEL TIEMPO
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Figura 2

EFECTO DE LA EPO SOBRE LA MULTIPLICACION DE
LOS ERITROBLASTOS EN FUNCION DE LA CONCENTRACION CELULAR
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Figura 3
DOSAJE DE LA ERITROPOYETINA

Fig 3.- DOSAGE DE L'ERYTHROPOIETINE
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suspensiones celulares esplénicas. Este método que-
da sometido al efecto de los inhibidores presentes en
el suero total, lo que exige una purificacién previa de
la Epo antes de su dosaje.
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