FACTOR ERITROPOYETICO URINARIO EN ANEMIA APLASTICA *
Nicanor U. Robricuez Taria

Carnot y Deflandre, en 1906, fueron los primeros investigadores
que se ocuparon del estudio de| factor humoral, al que le Namaron he-
mopoyetina; posteriormente se hicieron trabajos experimentales en ani-
males por medio de sangria y descenso de la presion barométrica, o cual
sugiere que el estimulo se produciria por estas causas.

Mas tarde, Reissman (1), en sus experiencias encuentra que la hi-
poxia por un mecanismo humoral estimula la eritropoyesis.

Stohlman (2), y otros, en pacientes con ductus arteriosus, hicic-
ron un estudio sobre la saturacién y tension de oxigeno, apoyando el me-
canismo antes citado.

En 1953, Erslev (3) transfundié plasma anémico a receptores nor-
males obteniendo reticulocitosis (6 al 109) y una clevacion significativa
del hematocrito.

Van Dyke (8) estudio este factor en varios casos clinicos de
anemia, encontrando positivos ¢n algunos casos de anemia apldstica,

Estos hechos nos sugirieron realizar el prescnte esiudio sobre la
eritropoyetina, que por primera vez se hacen en anemia aplistica en nues-
tro medio, con el fin de contribuir al mejor conocimiento de este pro-
blema, que estd en las primeras etapas de su estudio.

El problema de eritropoyetina y algunos casos patoldgicos ha sido
estudiado en equipo por seis alumnos de la Facultad de Medicina de San
Fernando, en el Instituto de Biologia Andina, dirigidos por el Dr. Cé.
sar Reynafarje; habiéndome correspondido ocuparme sobre eritropoyctina
urinaria en Anemia Apldstica.

MATERIAL Y METODOS
El método empleado para esta investigacion ha sido el que se des-

cribe en este capitulo.

* Tesis presentada por el autor pars graduarse de Bochiller en Medicing, Universidad Na-
cional Mayor de San Morcos, en setiembre de 1963.
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1 Material humano

{o) Dos pacientes con anemia op'Gstica: Uno del Hospital del Emplesdo y otro del
Hospital ""Dos de Mayo™; se colecté lo diuresis de 24 horas y se prepard el ex-
fracto urinorio.

[b) Seis alumnos de la Facultad de Medicina de San Fernando, residentes en Lima, se
colectd el volumen total de la divresis de 24 horas, en uno cantidad de 1,000
cc. y se prepord el extracto vrinario.

2. Material animal

Rotas blancos menores de tres meses con un peso promedio de 150 gramos cada una.
Utilizomos tres grupos de rotos.
{a) Grupo de siete rotas bloncoas para el extracto urinario de nivel del mar (control).
{b) Grupo de cinco rotas bloncas pora el extracto urinario del paciente con anemio
oplastico del Hospital del Empleodo.
(¢) Grupe de cuctro ratos blencas pora el extracto urinario del paciente con enemia
opldstica del Hospital "Dos de Mayo™.

Fueron colocadas paro el ayuno de cuorentiocho horos ontes de comenzor el experi-
mento.

Instrumental

la) Jeringos hipodérmicas de 10 cc. con ogujas especioles pora la inyeccién intra-
peritonecl.

{b) Moterial para la extroczidn de songre <on jeringa heparinizodo de 5 cc. y pre-
via onlestesio de la rata con éter.

3. Métogdo de preparacién del extracto urinario

Lo orina se guarda en refrigeradora inmediatamente después de emihida.
En lo posible irabajar con centrifuga refrigerada y tener los soluciones en las mismos
condiciones.

Preparacién

A pactir de 300 cc. de orina.

Centrifugar 10 minutos. Separor el sedimento. Se puede tombién filtrar con papel de
filtro grueso.

Tomar el pH. Llevar el pH. o 4.5 con acido acético 0.5 M. [se necesitan clrededor
de 10 cc. poro 300 cc. de orina). Medir el volumen de 4cide y sumarlo a los cc. de orine,
El resultodo multiplicarlo por cuctro. Este terd el volumen de olcohol etilico a emplearse
pot ejemplo:

300 + 10 = 310 X 4 = 1,240

Agregar el olcohol etilico ogilando lentamente la orino.

Dejar reposor dos horos como minimo y hosta 20 horas como maximo en congeladora.

Aparece un precipitado blonco.

Se ogita lo orina hasta homogenizar y se centrifuga duronte 20 minutos a 3,500 r.p.m.

Se descarto ¢l sobrenodonte, escurriendo bien el olechol. Se puede colocar &l tubo de
centrifuga boca abajo.
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El precipitado seco se disuelve en buffer fosfalo dcido de sodic 0.01 m. (de 10 a 20 ml.)

Centrifugar 30 minutos a 2,000 revoluciones. Separar el sobrencdamte y guordarlo on-
gelado.

Este sobrencdonte se inyecta infroperitonea:mente en rotas ayunodos los dias tercero
y cuaro, al quinto dia se inyecta ) cc. de solucidn de Fe 59 por lo misma vio. A las
24 horos se sacrifica ol onimal.

Reactivos

Alcohol etilico de 96°.
Acido acético 0.5 m.: Medir 14 ml. Qe écido acéhico glazial, completar a 500 ml. con
ogua destilada. Guarder en congeladora.

4. Método ce preparaciéon del buffer

Fosfato éado de sodio 0.1 M. Se pesan 3,560 gramos, con 12 moléculos de aguo.
Se completa a 100 ml. disolviendo con agua destilada tibia. Esta es lo solucién madre
parc usarla, disolver 1 ml. en 10 ml. de aguo destilado.

5. Determinacién de la hemoglobine

{al Se coloca 20 em. de sangre en tubos de ensayo que contengo 10 cc. de oguo
destilado.

(b) Se cgrega 1 6 2 gotas de amonioco.

(¢} Previa ogitacidon se hace la lectura en el Fotocolorimetro de Evelyn. los resulia-
dos obtenidos se convierten por medio de toblas especiales.

6. Preparacién de la solucién de Fe 59

[0} Se toma 11 cc. de oguo destiloda y se oRade 0.5 ¢c. de solucién de citrato de
Fe 59. (Tiempo de vido media 47 dios).
[b] De esta soluciéon se foma 1 cc. poro cada roto.

7 Preparacién del stondard de Fe 59

Se toma | cc. de lo solucidn del preparado anterior (N® 6} y se ogrega 100 cc. de
ugua destilodo, quedande unc solucién al 19%.

8. Lectura en el contador de Geiger Muller

Para tomar las cuentas de incorporacién del Fe 59 hemos teguido el siguiente proce
dimiento:
{o] Se toma 1 cc. de lo sangre exiraida y se coloco en tubos de Viol para efectuor
los cuentas.
(b) Se tomc la lectura del B.G. (radiooctividad del medic ambiente).
[c) Lectura de) Standard del Fe 59 {de 1 cc.}.
(d) Lecturo de los muestras.

9. Férmula para el célculo del porcentaje de incorporacién de Fe 59

Cuenlas netas por 64 = X
X — BG. = )(2
Xy X Vol. total de songre (5% del peso de coda rata) = X.
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5

St.

= % de incorporocién de Fe 59.

10. Métodes estodisticos

Férmulas empleadas para el cdleulo del porcentaje de incorporacién de Fe 59 y de-
terminocion de hemoglobina gramos por ciento.

suma de X
V!. = = Media
n
Suma de
Vo= ——— = Cuadrado de $a media
n

n? =V, — (V)12
d = Desviacién Standard

n
— = CV.%
Media

Vin—1}
Desv. St
Desv. St
Van—1y
Media + ES. = V1 =+ ES. de la Media

Desv. St = E.S. = Desv. St. == ES. de lo Desv. St

Coeficiente de Variocién

Valores extremos

= ES. de la Desv. St

Resumen de la historia clinica del pociente con anemio apldstica del Hospital del Empleada

Paciente de 20 aiios, sexo masculino, ocupocién vendedor de una zapateria, in-
gresa al hospital por los molestias principales de: petequias, hemorragias y fiebre; dos dios
ontes de su ingreso gingivorrogia, melena, visién borrosa y vértigos. Al examen clinico:
gran palidez en piel y mucosas, petequias en todo el cuerpo; no hay hepate-esplenome-
golia. Temperatura 39°, pulse 120 por minute, presién arterial 130/50. los ondlisis de lo-
borarorio: Hb. 3.2 grs. %, hematies 1°950,000; ploquetas 48,000; leucocitos 2,700; hema-
tocrito 25% .

El examen de la médula 6sec indica hipoplasia medular, Con el irotomiento a base
de transfusiones sanguineas, vitaminas, corticoides, aumentéd su nivel hemoatico.

Resumen de la historia clinica del paciente con anemia aplastica del Mospital Dos de Maye

Paciente que ingreso el 15 de mayo de 1963. Edad: 23 afos. Ocupacién: obrero. Na-
tural de Huancavelica de donde procede. Presenia gingivorragias, hemotomas a los pequeios
traumotismas; dolor intense en hipocondrio izquierdo, nota en ambos brozos sufusiones san-
guineas que se han ido extendiendo a todo el cuerpo. Micropoliodenia generalizada. Al exa-
men clinico gran palidez de piel y mucosas, manchas rojos en todo el cuerpo. Hepato-
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esplenomegolia. Anélisis de loborotorio seriados: la Hb. entre 3.8-3.2 gromos por ciento.
Hematies 1'470,000, leucocitos 2,600, hematocrito 17 %, plaguetas 50,000. El examen de
la médulo éseo: Anemia Aplastica.

Ensayos en animales de experimentacién

Experimento N? 1. Se estudié un grupo de siete ratas blancos o las cucles se les
inyecté 4 ce, intraperitoneclmente de extracto urinario de sujetos de nivel del mor, en 24
horas [2 cc. en la manana y 2 cc. en la torde). las rotos fueron ayunodas 48 horas on-
tes del inicio de Jo prueba. Lo oplicacién se hizo durante tres dios, el tercer dis por la
torde se inyecta por la misma vie ) cc. de solucién de Fe 39, 24 horas después se sacri-
ficb onestesiéndola previamente con éter; hociéndole puncién cordiaca se obtuvo un pro-
medio de 2 cc. de sangre e inmediatamente se hoce lo lectura de lo hemoglobine y la in-
corporacién de Fe 59, con los técnicas indicadas anferiormente cuyos resultados estdn refe-
tidos en la Tobla N° 1.

Experimento N° 2. Se utilizacon ratas blancos o las gue se inyecté intraperito-
nealmente 4 cc. diarios de extrocto urinario de un paciente con onemia apldstica del Hos-
pitol del Empleado (2 cc. en lo manona y 2 cc. en la tarde). El tercer dio por la tarde
se le aplica 1 ¢c. de solucién de Fe 59 por la misma via y 24 horos después se sacrificd
siguiendo el mismo procedimiento anterior, se obtuvo los resultados que se indican en la To-
bla N° 2.

Experimento N° 3. Se ensoyé con cuotro rotas bloncas inyectdndoles intraperito-
nealmente 4 cc. de extracto urinario de un pociente con onemia aplastics del Hospital Dos
de Mayo, el tercer dio por la tarde se aplica 1 cc. de solucién de Fe 59 por la misma
vio, 24 horas después se sacrifica al emimal siguiendo los procedimientos anteriores y los
resultodos se indican en fa Tobla N* 3.

Tabla N? 1. Determinaciones del porcentaje de incorporacion del Fe 59 y de hemeglobina
de las ratas que recibiaron 4 cc. de extracte urinaric de nivel del mar

Media == E.S. Desv. St. & E.S. CV. % Val. Ext.
Incorporacién Fe 59¢% 6.08 4 1.C6 261 4= 0.75 4.29 10.27 — 2.4
Hemoglobina gr. % 13.68 &+ 0.098 0.24 = 0.06% 1.75 14.80—12.70
RESULTADOS

Como resultado de las experiencias hemos obtenido un incremenio
de la incorporacion de Fe 59 en los casos estudiados:

Del Hospital del Seguro Social del Empleado, una media de 13.84
* 2.38 de ESS.; con relacion a las de control que fue una media de 6.08
* 1.06 de ES. (Ver Tabla N° 4). Hacemos notar que hay una dife-
rencia de la media de 7.76,

Los casos del Hospital Dos de Mayo con una media de 24.05 =:
5.62 de ES.; con relacion a las de control de 6.08 * 1.06. Siendo una
diferencia de la media de 17.97.
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Observamos el porcentaje de incorporacion de Fe 59 en los casos
estudiados del Hospital del Seguro Social del Empleado un 5095 mas
elevado que las de control.

En los casos del Hospital Dos de Mayo un incremento de cuatro
veces mis que las de control.

Tobla N? 2. Deferminaciones del porcentaje de incorporacién de fe 539 y de hemoglobing
de las ratas inyectados con extracto urinario del pociente con Anemia Aplastica del Hospital
del Seguro Social del Empleado

Media =+ E.S. Desv. St. = E.S. CV.% Val Ext,
Incorporacién Fe 59 13.84 + 2.38 476 - 1.68 3.44 20.50— 7.90
Hemoglobina gr. % 1536 =+ 0.77 1.54 =+ 0.54 10 17.00—12.80
DISCUSION

Con estos resultados de incremento de incorporacion de Fe 359
en los casos de Anemia Aplastica del Hospital del Seguro Social del Em-
pleado y del Hospital Dos de Mayo, con respecio a las de control, se
demuestra claramente el estimulo del factor eritropoyético urinario.

Hacemos notar que los resultados de la hemoglobina anotados en
Jas tablas 1, 2 y 3 las tomamos tan solo como referencia, ya que esta
dosificacion fue hecha hace tres dias, después de la inyeccion de extracto
urinario; periodo de tiempo muy corto para pensar que la sintesis de he-
moglobina haya sido incrementada.

Tabla N¥ 3, Determinaciones del porcentaje de incorporacion de Fe 59 y de hemoglobina
de las ratas inyectadas ¢on extracto urinorio del paciente con Anemia Apléstica del Hospital

Dos de Mayo
Media -+~ ES. Desv. St. = E.S. CV.% Val. Ext.
Incorporocién Fe 59 24.05 £ 5.62 9.73 + 3.99 4.05 38.30—11.70
Hemoglobsina grs. % 15.25 -+ 0.68 199 4- 0.48 7.78 17.30—14.40

Gurney (4) y sus colaboradores estudiaron tres casos, dos con
hipoplasia idiopdtica y uno con hipoplasia producida por medicamentos,
encontraron aumentada la eritropoyetina, observando un aumento en la
incorporacién de Fe 59 y presumiblemente un aumento de la sintesis de
hemoglobina en las ratas que rccibian extractos alcohslicos o desnatu-
realizados por el calor, de pacientes con sintomas clinicos diversos inclu-
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yendo la anemia perniciosa, la pérdida’ de sangre o la anemia hemolitica
y anemia aplastica.

Rambach (5) en su conclusiones refiere que algunos pacientes con
anemia aplastica excepcionalmente presentan niveles elevados de actividad
eritropoyética en el plasma. La orina de los mismos fue ensayada y en
algunos casos la potencia fue equivalente a la de] plasma.

Reynafarje (6) sugiere que en los mecanismos reguladores de la
absorcién de fierro debe tomar un lugar de intima relacion con el me-
canismo similar que controla la eritropoyesis.

Tabla N® 4. Cuadre Comparative del porcentoje de Incorporacion de Fe 59 de: extracte
urinario o nivel del mar (control), de Anemia Aplastica del Hospital del Empleado y Dos

de Mayo, respectivomente

Media = E.S. Desv. St. == E.S. CV. % Val .Extremos
Control 6.085 -+ 1.06 2.6y + 0.75 4.29 10.70 — 2.40
AAHE 13.84 + 2.38 A76 + 1.68 3.44 20.50 — 7.90
AA. DM, 24.05 - 5.62 9.73 + 3.99 4.05 38.30 — 11.70

Stohlman (2) Linman (7) en animales anémicos e hipixicos con
hipoplasia medular inducida por radiacion, encuentran altos titulos de
eritropoyetina y la mis lenta desaparicion de la misma. Estas experien-
cias nos demuestran que |a actividad eritropoyética se encuentra aumen-
tada cuando la médula Gsea estia hipoplastica, La eliminacion de eritro-
poyetina urinaria de pacientes y de animales con anemias intensas lo
han demostrado varios autores, Van Dyke (8), Winkert (9).

Van Dyke (8) en sus experiencias en normales y variedad de pa-
cientes con alteraciones hematoldgicas (anemia aplistica) ensayd la ac-
tividad eritropoyética plasmatica, encontrando una diferencia del porcen-
taje de incorporacion de Fe 59 de cuatro a cinco veces mas que los nor-
males, con esta elevacion en plasma fue lo que decidid para el ensayo 2n
orina. Un milimetro de extracto urinario cra tan alta la actividad eritro-
poyética e incremento de la incorporacion de Fe 59 como la de 1 mili-
metro de plasma en 16 horas. Encontraron similares resultados que son
comparativamente a los que hemos hallado nosotros. Refiere que en cierto
grupo de pacientes con anemia aplistica producen y eliminan gran can-
tidad de sustancia eritropoyética porque la médula dsea se halla alterada.
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CONCLUSIONES

Los pacientes de Anemia Aplistica estudiados presentaron un incre-
mento apreciable del factor critropoyético en orina.

Estos hallazgos confirman las investigaciones anteriores que revela-
ron la presencia de este factor en la orina.

Parece haber relacién etnre el grado de anemia y el factor eritropo-
yético urinario.

Los métodos para la obtencion del extracto urinario y de la incor-
poracién de Fe 59 fueron satisfactorios.
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