LA ERITROPOYITINA EN ALGUNAS HEMOPATIAS
(TALASEMTA'Y LEUCEMIA)*

Sunio Iciny ANAGI

Desde que se demostrd que la eritropoyesis, se encuentra sujela
a conirol hormonal (1), la biusqueda del sitio de produccién de este
factor y la fuente adecuada, de la cual la hormona eritropoyéhca po-
dria szr aislada, ha sido objeto de multiples investigaciones. Aclivi-
dad eritropoyética se ha encontrado en gran variedad de fluidos orgd-
nicos incluyendo plasma, orina (2), la leche (3) y dislamiento de ma-
terial eritropoyéticamente active de la pituitaria anterior (4, 5).

Sin embargo, tal actividad demosirada en fluidos orgdnicos en for-
ma primaria, siguié a algunos procedimientos en los que se demosird
disminucién en la cupacidad de ulilizacion del oxigeno por la sangre
( Phenylhydrazine (6), sangrados (7), hipoxia, etc.). En estados palo-
logicos o luego de lo aogministracion de coballo (8); de tales entido-
des no ha sido posible aislar fracciones activas en cantidad suficiente
para ura adecuada investigacidn quimica y biologica.

En observaciones realizadas en gran numero de pacientss, con
diversos tipos de alteraciones hematoldgicas tralando de titular la eri-
tropoyetina plasmatica, se usd la incorporacién del Fe53 en hematies
cormo pruszba (9) halldndose pacientes con talasemia y en determina-
dos casos de leucemia (10), que moslraban marcada elevacién en sus
tilules. De la orina de estos pacientes se ha loarade la extraccidon de
eriiropovetina de alla potencia.

Lo anteriorments expuesto nos sirve de punio de partida para la
ejecucion del vresente trabajo que se efectud bajo la direccidn del Dr.

* Tesis presentada por el autor para optar el titulo de Bachiller en Me-

dicina, en setiembre de 1963, Facultad d¢ Medicina, Univergidad de San
Marcos.
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César Reynaiarie en el Laboratorio del Instituto de Biologia Andina de
la Facullad d= Medicina de la Universidad de San Marcos, en equipo
con olras cuatro lesis sobre esie inieresanie tema de la erilropoyeling,
cubriendo los siguientes temas.

Hipoxia aguda en altura y e] factor eritrovoyeéiico urinario (Far-
fan, A.); posibles mecanismes en la produccidn d= la policitemnia de
cobalio vy en la depresiéon medular de los nativos que son trasladados
a nivel del mar (Manrique, N.); facior eritropoyético urinario y plas-
mdtico en hipoxia créonica de altura (Pérez, J.) vy la eritropoyelina uri-
naria en anemia apldstica (Rodriguez N.).

MATERIAL Y METODOS

En la pruzba, se usaron 14 ratas blancas de ambos sexos cuyos
pesos oscilaban entre 90 y 200 gramos; dos dias antes del inicio de la

Cuadro N° 1. Determinacion de la Hemoglobina e incorporacion de
Fe59 por hematies de ralas inyectadas con extracto urinario
de sujetos de nivel del mar.

Media = E. S. Desv. St. = Coef. var. Valores

E. S. (%) extremos
Hemoglobina Gs. % 13.68 = 0.098 0.24 + 0.069 1.75 12.70-14.80

Incorporac. Fe59 % 6.08 = 1.07 2.62 = 0.75 43.09 2.4 -10.7

experimeniacion se les suscendio la alimentacion excepto el agua. Las
ratas fueron divididas =n 4 grupoes: a) el primer grupo sirvié de con-
trol v a ¢llas s2 les inyecto extracto urinario de hombres supuesiamen-
te sanos de nivel del mar; b) el segundo grupo consto de 3 ratas a las
que se les inyecid exiractos preparades a partir de osina de un pacien-
le leucémico vy c), finalmente, el tercer grupo conslituido de 4 ratas a
las gue se les adminisiré extracto de onna de ura paciente con tala-
semia.

PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS DE ORINA

Para ello se recurrié a 2 pacientes qua presentaban respectivamente:

1. Leucemia.
Paciente varén de 41 anos de edad que ingresa el 29 de Julio de 1963
al servicio de emergencia de! Hospital del Empleade por un cuadro dérmico
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y gingivorragia. Desde un mes anles refiere Jesiones cutdneag pruriginosas,
malestar general, fiebre y dolor lumbar bilateral.

Como antecedente, en 1961 refiere un cuadro de toxicodermia tratado
con antihistaminico.

El examen clinico reveld, pacicnte con palidez intensa de piel y muco-
sas, maculas papulas generalizadas, hepato y esplenomegalia accntuados. ade-
nopatiag axilares, aumento de volumen de pierna derccha con edema maleo-
lar y pretibial.

Examen de laboratorio.

Hematies 1'950.000 Hb. 7.309% Hematocrito 19%.

Leucocitos 69,000 con 60% de blastos. Plaquectopenia.

Fallecio al 14° dia de su internamiento por hemorragia intestinal; en
este lapso se le transfundid sangre y administré corticoides.

2. Talasemia

Paciente de 8 anos, de sexo femenino, en Julio de 1961 se le diagnosti-
c¢6 talasemia.

Inicia su enfermedad a los 4 anos de edad con dolores articulares en
miembros inferiores que le impedia caminar; recibié tratamiento mejorando.

Cuadro N¢ 2. Determinacion de la Hemoglobina e incorporacion de
Te59 por hematies de ratas inyectadas eon extracto urinario
de un paciente con leucemia

Media = E. S. Desv. St. = Coef. var. Valores

E. S. (%) extremos
Hemoglobina Gs. % 12.03 # 2.39 3.38 = 1.69 28.09 9.4-13.5

Incorporac. Fe 59 % 422 + 3.05 431 = 2.16 102 2.2-11.4

A los 5 anos de edad emite orinas como te cargado catalogandose como he-
patitis, remitié el cuadro con tratamiento. En Abril de 1961 presenta aste-
nia, palidez de piel y mucosas. Al examen hematologico se encuentra 4.5
gs. de Hb.%. Mejoré con transfusion sanguinca. Desde esa fecha a la ac-
tualidad ha presentado c¢risis cada 3 a 4 mcseg recuperandose tan sélo con
transfusiones.

Como antecedentes importantes el padre presenta Hb. fetal. la madre
Hb. S. Una prima y una hermana del padre fueron diagnosticadas de ta-
lasemia.

Esta paciente fue ambulatoria por lo que no se reportan otrog datos.

PREPARACION DE EXTRACTOS URINARIOS

Las muestras obtenidas se preparan siguiendo el método de Hodgson y
col. que consiste en lo siguiente:

1. Se colecta 1,000 c.c. de cada muestra y se filtra con papel de filtro
grueso.
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2. Se acidifica con acido acético 0.5 M. para llevar el pH a 4.5.

3. Se anade alcohol etilico de 90” en cantidad que represente 4 veces
el volumen de orina mas el acido acético usado. Se agita y se conserva en
refrigeradora entre 12 y 20 horas.

4. Se reparte en frascos de tamano uniforme y se centrifuga durante
20 minutog a 3,000 min.; se elimina el liquido sobrenadante y el sedimento
se disuelve con 10 c.c. de fosfato acido de sodio 0.0l M.; acto seguido esta
mezcla se vuelve a centrifugar por 30 minutos a 1,500 min.

5. EI sobrenadante representa el extracto urinario alcohdlico que debe
guardarse herméticamente cerrado en congeladora.

PREPARACION DEL Fe 59

Se empled el Citrato Ferroso radioactivo diluyente 1 microcurie del mis-
mo por c¢.c. de agua destilada. Hay que tener en cuenta gue la solucién co-
mercial de este producto tiene 30 micro-curies por c.c. y que la vida me-
dia de este elemento en estas condiciones es de 47 dias.

Cuadro N? 3. Determinacion de la Hemoglobina e incorporacion de
Fe59 por hematies de ratas inyectadas con extracto urinario
de una paciente con talasemia

Media + E. S. Desv. St. = Coef. var. Valores

E. S. (%) extremos
Hemoglobina Gs. % 14.45 = 0.25 043 = 0.18 2.97 12.1-15.%

Incorporac. Fe 59 % 16. 7 £ 2.37 4.11 = 1.68 23.35 9.8-23.9

TECNICA DE ADMINISTRACION DE LAS SUSTANCIAS

Se usé la via intraperitoneal inyectando 2 c.c. del extracto urinario co-
rrespondiente tanto en la mafiana como en la tarde durante 2 dias, al ter-
cer dia se inyectd el extracto en la mafiana v en la tarde se le puso 1 c.c.
de Fe 59.

OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Veinticuatro horas después de aplicado el Fe 59:

1. Anestesia de las ratas con algodones embebidos de éter.

2. Se sujetan firmemente en tablillas de diseccidn,

3. Se localiza el corazon y se procede a extraer sangre con jeringa pre-
viamente humedecida con liquemine (anticoagulante).

4. Se extrae apropiadamente 2 c.c. de sangre, se toma 1 ¢c.c, para lec-
tura de la radicactividad con el contador nuclear.



FACULTAD DE MEDICINA 143

DOSAJE DE LA HEMOGLORINA

1. Se coloca 20 ecmm. de sangre en tubos de ensayo que contengan
10 c¢.c. de agua destilada.

2. Se agrega 1 o 2 gotas de amoniaco.

3. Previa agitacion se hace la lectura en el fotocolorimetiro de Evelyn.
Los resultados obtenidos se convierten por medio de tablas.

RESULTADOS

Las determinaciones de Hb. y la incorporacion de Fe 59 en 7 ra-
tas inyeciadas con exiracto urinario de nivel del mar fueron respecti-
vamente 13.68+ 0.098 y 6.085 *=1.07 lo cual representamos en el cua-
dro 1.

Dosajes semejantes con extractos urinarios c¢e un enfermo leuce-
mico que se aplicaron a 3 ratas nos dieron: 12.03+ 2.39 y 4.22% 3.05,
io que es expuesio en el cuadro II.

B (?lladro 4._Cuac;11£grﬂgarativo de Eﬁi?g?rrp_o[:}q\idn de Ft_a_ ?9%
Media = E. S. Desv. St. = Coef. var. Valores
E. S. (%) exiremos
Normal 6.0851.07 2.62 = 0.75 43.09 2.4-10.7
Leucemia 4.22 = 3.05 4.31 = 2.16 102 2.2-11.4

Talasemia 16. 7 = 2.37 411 + 1.68 23.35 9.8-23.9

Finalmente los valores medios de Hb en FeS9, en 4 ratas a las que
se aplicd extracto urinario de una paciente con talasemia nos presen-
té como cifras finales: 14.45%+ 0.25 y 16.7% 2.37 resuliado quz se sin-
tetiza en el cuadro IIT.

Las ratas con extractos leucémicos tuvieron en comparacion con
las inyectadas de extractos de nivel del mar disminuciones de 1.65 con
respecio a la Hb y de 1.865 en rzlacidn a la incorporaciéon de FeS59.

En cuanio al extracto urinario de la enferma de talasemia tuvimos:
en relacién a la gque se usd como comparacién aumenios de 0.77 con
Ja Hb v de 3.715 con el Fed9.
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DISCUSION

Las experizncias realizadas, utilizando como materiales de prueba
orina de sujetos normales y de otros con alieraciocnes hematoldgicas
en el estudio de la captacién de Fe 59 por ratas blancas adultas, nos
permiten mostrar el aumento habido en uno de ellos, con respecio a
los valores de los otros dos grupos. De estas muestras problemas la
que resultd positiva, es decir, con aumento de la captaciéon de Fe 53 co-
rrespondia a una enferma talasémica y las otras dos indiferentes, a un
enfermo leucémico y ¢ sujetos supuestamente sanos del nivel del mar.

Sz ha reportado por Van Dyke et al. (8), que en algunos pa-
cientes con elsvada actividad en el plasma se encuentran tasas eleva-
das de la sustancia eritropoyética en la orina. Se informa, también,
gue cuando se administra orina de tales enfermos a ratas adultos
por un lapso determinado, se produce policitemia; asi Medici et al. han
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halledo experimentalmente que en el plasma de pacienles con anemia
de Cooley la orina era no sdlo electiva en aumaniar la incorporacién
de Fe 59, sino que la inyeccidn prolongada de la misma devenia en la
produccién de una policitemia.

En nuestro estudic usamos raias ayunadas 48 horas antes de la ex-
periencia, asi como ciertas técnicas basadas en un trabajo hecho so-
bre el aumento de la incorporacién del Fe 59 en ratas sometdas a al-
titud simulada (11).

Se sabe que la esiimulacion zn el aumento de Fe 59 se debs o la
presencia de una susiancia hormonal, la eritropovetina (7). La eritro-
poyetina fue vrevista desde 1906 por Carnot y Deflandre, recibiendo
tan sélo en los ultimos tiempos confirmacidn d= su existencia por ex-
periencias hechas; tanto en el plasma como en crina de sujelos que
suben a la aliura (12), en algunas alteracicnes hemctoldgicas (13),
asl como en animales de labo:atorio puestos en altitud simulada (11),
sometidos a sengrados (2, 8), hipofiseciomizados (4), con la phenylhy-
drazine (6) y a inyecciones prolongadas de cobalio (14). Esta sustan-
cia hormonal se supone sea producida a nivel renal (1) y gue la hi-
poxia tisular sza la causa inductora de su produccidn y libsramiento
(4). Respecto a su constitucion guimica, la cpinidn de los inveslga-
dores estd inclinada hacia la posibilidad de que s2a una glucopro-
feina (6).

El hecho que nos movic a efectuar el siguieate trabmo, fueren los
informes de algunos experimentadcres que al estudiar paciznt2s ané-
micos encontraban actividad eritropoyética tan o en el plasma como en
la orina de los mismos (8); sin embargo ro referen esto como couns-
tante, habiendc al parzcer clertas combinaciones en su presentacién:
en la anemia hemolitica con baja de Hb e hiperactividad medular vy
en lo anemia hipoplasica con médula hipoactiva vy tasas disminuidas
de Hb sorian constontes estos hallazgos; en oiros. por el contra.io, ten-
driamos en unos cosos aumento de erifropoyetina tanto en el plosma
como en la oring, en unos terceros lan solo en el plecma y en unss
ultimos {an solo en la crina.

Nuestros resuitados nos llevan a las disquisiciones siguien'ss: en
la talasemia hay cumento evidznte en el estimulo de la produccién he-
mdtica, pues hoy incremento en la caplacidon de Fe S8 que depende a
su vez de la cantidad de eritropoyetina hobida en la oring, refiziéndo-
se también constaiacion s:zmesjente en el plasma (11).

Nuestras experiencias hechas con orina de una enferma leuzgmica
dio captecionzs de Fe 59 bajas, lo cual indica ausencia d= esiimulo eri-
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tropoyético en tales muestras, -esto concuerda con reportes hechos de
pacientes con anemia severa en cuyas orinas no se evidenciaba nin-
guna actividad eritropoyética. Van Dyke (10), establece las tres si-
guierntes categorias con respecto o la orina de enfermos anémicos: 1)
aquellos sin aclividad, aun cuando se extracten grandes cantidades de
este elemento; 2) las que la poseen en pequena cantidad pero en for-
ma definida; 3) las que tienen titulos elevados. Investigaciones reali-
zadas con orinas de esle ultimo grupo informan que cuando se aso-
cian al cuadro anémico principal algunos disturbios tales como: anor-
malidades congénitas, hipogamaglobulinemia o bien tianstornos en el
metabolismo del triptofano, se presentarian titulos elevados de eritropo-
yelina en la orina por existencia de f{alla en la remocién de la hormona
de la circulacion.

En nuestro caso podriamos explicar, en base o lo expuesio dicien-
do que la qusencia de respuesta eritropoyética luego de inyeclar la o-
rina de la enferma leucémica sea probablemente debida al normal fun-
cionamizsnio en el metabolismo de la hormona, a pesar de que el estimu-
lo onémico induce elevacion de la eritropoyetina en el plasma.

CONCLUSIONES

En nuestras experiencias, realizadas con 14 ratas inyectadas con
extractos urinarios de hombres del nivel del mar, de una talasémica
v un leucémico respectivamente; nos permiten llegar a las siguientes
conclusiones:

(1) La inyeccion de exiracto urinario de la enferma con talase-
mia, produce aumento en la incorporacién de FeS9, indican-
do la existencia del factor eritropoyético urinario.

(2) En el caso presente de leucemia no se encontrd aumento de
la captacién de Fe58 luego de administrar exiracto urinario
de los mismos, se discuten las causas.
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