L-FC
1¢-B

529

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS
- PROFESOR PATROCINANTE DIRECTOR DE TESIS
DrA. CATHERINE CONNELLY A, DrR. MArRco PERRETTA P.
FACULTAD DE CIENCIAS DivisioN DE BIOQUIMICA
UNIVERSIDAD DE CHILE vy BioFisica

INsTITUTO DE NUTRICION Y
TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
UNIVERSIDAD DE CHILE

“EFECTO DE ERITROPOYETINA Y TESTOSTERONA SOBRE EL METABOLIS-
MO DE LOS ACIDOS NUCLEICOS DE FRACCIOCNES CELULARES DE MEDULA
OSEA DE RATA”

INSTITUTO DE NUTRICION Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
UNIVERSIDAD DE CHILE

TesIs PARA OPTAR AL GRADO
DE LicenciaDpo EN CIENCIAS
coN MencioN EN BIOLOGIA

MARGARITA CARU MARAMBIO
SANT1AGO-CHILE
1978



A MIS PAD




Mis més sinceros ag
A mi profesor guia Dr. Marco Pe=-
rretta por su esmerada preocupa-
cidn ¥ permanente ayuda uurante.
cli desarrollo de este trabajo.

A la Sra; Argeiia Garrido por su
constante y valiosa colaboracidn.

Catherine Connclly por sus valio-

)

308 CcONsSejos.

al Sr, José Rivera por su eficien-
te colaboracidn técnica.

A todos los integraqtes del Labo-
ratorio de Bioquimica del INTA que
de una u obra forma contribuyeron

a la realizacidn de este trabajo.

arte por el Servicio Técni-

~ 3 o P e | ] g # - - .
€0 de Desarrcollo Cientifico y Creacidn Artistica de la Uni-

-
N 3241 y 4509 ).

ol
(0]
i
)]
e
fu
£
(o7
(oA
¢l
@]
o
.
fed
{
D~
g
Lo
O
~
o
0
(e
[}
&}



La eritropoycsis es un proceso gradual de diferenciacidn
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The erytloropo iesis is a graduaal PROCCSS Ol CCal whsaoren

viation and proliforation wiich starts from pluripoicacial

b

primitive cells to a specialized cell, the erythrocyte. In

this process the liormones erythropoiectin (EP) and testostero-
ey wy e ey = wm -~ =
e (a.) participacve as rejJuiadias ~aCLCoOVS.

The objective of this work is to determinate the cytolg
gical level at which both hormones act. Using ficoll density
gradient as a method of cellular fractiomation, enriched frag
vions with certain types of erythroblasts were obvtained. The

. ! i ; i4 ., , ‘ 2
f EP and T on the incorporation of C Jormace to che

aincd from normal, ancmic and polycythemic rats was measured.

mt

Tho results indicate that a selective effect is produce

2 1wy D ~,.1 m - T . TR T = o e | y. “ o Bl e
ca wy LY and T on certain Uypes of cells of the erythroid po

puiation. LI induces preferentially RNA synthesis in morfo-
logically immature cells ideantified as proerythroblasts,effect
that diminishes while the process of differentiation proceeds.,

m

Oni the other hand T stimu

bl

ates the RNA synthesis in . termi-
aal cells of the polychromatic eryihroblasts type. It has
also been shown that EP and o on divie=
aing erythroid cells stimulating DNA synthesis.

The evidence of this study and published works suggest
vhat LP and T may act in a synergic manner on bone narrow,ac

vivating gene expression in different erythroid cells by tri

sooring a process of celiul differentiation and proiifera-
cion in order to create the biochaudcal machinery for hemoglo

win synthesis, the macromolecule that characterizes the ery-

Laropoietic phenomencn.
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fcido dexorribonucleico

dcido ribonucieico

dcido ribonucleico mensajero
Eritropoyctina

Testosterona

actividad especi;ica

&cido etilendiaminotetracético (sal
Seligmant's Balanced Salt Solution
céilula sensible a la eritropoyetina
micro curie

cuentas por minuto

disédica)
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Aunque todas las células que conforman un organis.uo po-
scen el mismo material génetico, este presenta una gran di-

versidad .de funciones celulares que se pueden explicar como
el producto de delicados y complicados mecanismnos de regula-
cifin que wmodulan la expresidn de los gencs.

Existen bastantes evidencias que las hormonas intervie-
acn en cstos procesos de resulacidn. Aunque su accidén a ni-
ve. molecular se desconoce en gran medida, muchos de los da-
cos acuwnulados sugieren que las hormonas controlan la sinte-
sis de proteinas cspecificas, mediante la regulacién decl rnic-
Cabolismo del RNA,

Para conocer los mecanismos bioquimicos del proceso de

’ . - - : -

difer CdClaClé"& se utilizan mmodelos biolbgicos S1IIPLCS. La
2
Cd

eritropoyesis nos provee de un sistema dtil para el estudio
o F £

de los eventos moleculares que provocan este fcnbieno.

T

La eritropoyesis es un proceso

s,

d
feracidn celular desde células prinitivas (Células Stecit) plu
ripotenciales hasta células altamente especializadas como son
los critrocitos (1). La diferenciacidn a este nivel recpreser

ta el comproniso que adgquiere una det

erninada linea hematopg
2o . a i “ i - Pl
yéitica al estar afectada por facltores microambientales (2).

La céiula stem al coupromneciterse con la linca eritroide prol

.
M

era eil unas pocas generaciomnes hasta transformarse en una

s 5 = e v X i f \ / %
célula que es sensible a la eritropoyetina (ZP) (3), hormona
de naturaleza mucoproteica que participa en la rcgulacidn del

procoeso eritropoydtico (4). El rifibn es el principal sitio
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frammy

vico renal (REF) imactivo, que en plaswma circulante se trans
*arma en EP activa (6)
LOria cn i acvdva Uj.

La hormona actda sobre¢ este tipo especia
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tulado la prescencia de unrg
ceplor a nivel de la membrana de CSE, que cs reconocido por la
P fornando un complcjo horaicna-receptor que estimula la acti
vidad de un factor citoplasmitico de caracter proteico,el cual

a su vez induce procesos guc en el nicleo provocan respuestas

cn la cromatina. Este niecanisno postulado es diferente al de

s hormonas peptidicas, en los cuales la accibn hormonal es

[

[Savre

=

t4 mediada por nuclebdtidos ciclicos. Muchos autores descartan

]
o

articipacién del AMPc, aungque otros estiman que el GMPc es

el mediador (9). No se conoce todavia una explicacidn clara

de estas etapas a nivel molecular.

Se¢ ha demostrado que la EP o las seiiales que provoca es
i B y

vimulan la sintesis de varios tipos de RNA en médula 6sea de

- N » : e
rata (10,11). Los resultados obtenidos son muy controversia-

les, ya que mientras Perretta y col. (12) sostienen que la EP
induce selectivamente la sintesis de RNA mensajero,Goldwasser

y col. (13) observan la aparicibén de muchos tipos de RNA y en

<

*3
o
6]

llos RNA ribosomales y de transferencia conlo ¢onsSecucn-—
cia dé la .primera accibn inducvora de la horaona.

Al parccer el efecto lLiormonal estaria nediado por caubios
ca la actividad REA polimerisica. En médula ésea de rata, Pe-

rrotta y col. (14) observaron previamente un efecto de la hoa-
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vO presenta unga Jran dacsvenccaja, ali enconiirarsc con mezclas
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sincronia en ¢l proceso de diferenciacidn. De tal modo que

cada vez que se desea cuantificar un canmbio bioguimico duran

e el desarrollo eritroide sc¢ debe extrapolar los resultados

Se ha intentado buscar sistecmas més homogéneos y sincrd

dinla, sin cmbargo cuando sc inducen ancuias hemoliticas 8ste
it E ¢ - 5 I . H o T . T L ] oy ok o f o
pasad a4 ser el sitio principal de produceidn de cdlulas rojas (41).
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ierto grado de sincro-
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fia en el procesc, en c¢l periodo imuediatamente después del
estimulo ¥y b) mayor cantidad de tejido eritropoyético. Tan

bién se han usado animales policitémicos en los cuales el pro
el vt aed A g e e - ri-t' 0 oatA vl ndiralmand o 1o
ces0o de difer CilCiaciron erivlropoyctlca esta vartuaomence dete
Y P o P | a3 - g S Y . 1 ™
NI4A0 vanco en ncdusra Collo eir DazZo. i adninistracidn de i

a estos animales policitémicos inicia rdpidamente una onda
critropoyetica, proporcionando un sistema sincrdnico de dife
A . . F - a
renciacidn celular (28

Ho obstante una mejor comprensibn de los eventos molecu

<
larcs que ocurren durante la diferenciacidén eritroide depen-

derd ¢n gran medida del desarrollo de una téenica que permi-
¢a La separacidn fisica de células ceu diferentes csta de
swaduracibn, y su consiguiente recoleccidn en cantidades sufl
cicntes para permitir una caracterizacibn bioquimica precisa.
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faachas tecnicas han sido empleadas para separar las cé-
5 - A - ' . p - 1
19197 Y - = - et — 1 -
LULas Y enure 1as mas usadas csvin las de gradientes de den-

MeCool y col. (32) han scparado las células de médula
f e T a4 iy Ve as P Ve Bl - ey '6.- PR
Gusca de rata con base a suw velocidad de sedimentacidn, cncon-
traado dos poblaciones ceiuvlares que responden a la EF. La
. o -
raccion L, que CO“T“SPOQQL a células con velocidad de sedi-
mentacidan entre 4,7 ¥y 8.1 mm/h, fué fuertemente estimulada

por LP, mientras que la fraccidn IL que contiecne célulias que

2 2 L 5 2. o & F by IR | e T 1 5
migran entre 1.3 v 2.9 mn/h cxhibe un débil c¢stimulo por par
- i

continua de sero-albimina de bovino para separar las células
de médula bsca. Las fracciones celulares fueron cultivadas
Cii presencia y ausencia de ZP y se midid la capacidad de in
corporacidn de Te al grupo heme en cada una de ellas. Los
resultados indican que Yin vitro" la EP influencia al menos
c¢os poblaciones cclulares diferentes.

2 o

- A Y
Singer y Adamson (22) han demostrado que en médula
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ia etiocolanclona (un metabolito no androgénico de T) y
"y ’ T — - 4e b
ximesterona {un androgéro sintélico) aumentan en un 07.5%6 ¥
71.4% respectivamente el nimero de colonias eritroides, en
sresencia de EP. Cuando la médula 8sea i
velocidad de scdinentacidbn, y las fraccioncs celulares fue-
ron cultivadas para medir el N° de colonias/fraccidn, cncon
traron que fluoximesterona aumcnta ¢l nimero de colonias de
aguclla fraccidén con velocidad de sedimentacién de 8,12 .4

C.32 mm/h similar a las colonias dependientes de EP, E1 in
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presentado por dos picos, con velocidad de sedimentacidén de

L - . . . R 5.5
.56 4+ 0.11 v 5.96 + 0.3 mm/a ambas estadisticamente dife-

Frentc a estas evidencias de ha creido de interéds dise-
Har experimentos para estudiar el efccto de EP v T en frac-
e d

ciones de médula Ssea de rata, usando gradientes de densidad

de ficoll como método de fraccionamiento celular, a fi de

noder determinar el sitio de aceién de BP yv T, a nivel cito«-
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légicoe. Al estudiar "in vivo a incerporacidn de un precur
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lap en presencia y ausencia de ambas hormonas sc determina-
ré como esta incorporacidn varia en el tiempo, obteniendose

asi el parametro exﬁeriwcntal para demostrar el efecto hormo

Se realizaron experimentos con animales en 3 estados fi

sioidgicos: normales, anémicos y policitémicos, con el obje

ct
o
L
i)
0
O
=

rparar el efecto de estas hormonas en cada fraccidn

lLos resultados obtenidos en este estudio ind

vy T estimulan en diferente grado la incorporacidn de formia-

14 . B .
to-C ' a los dcidos nucleicos de cada fraceidn, lo que nos

di una idea aproximada de los tipos celulares sensibles o la

accidn de ambas hormonas., Sstas evidencias experimentales

3=

SJuntc con aquellas citadas anteriormente apoyan la idea de

™Iz

gue E2 y T pueden actuar de manera sinergica tanto a nivel

=]
o

>

Lioguimico como citoldgico, y estan de acuerdo con:'el modelo
- » i 4 M -
planteado por Minguell y Perretta (34) quicenes proponcen que

(@



22 al actuar sobre las CS5IE provoca un nroceso de difercnecia-
cidn quya'caractéfistica molecular seria la induccidn de la
sintesis de pre~RNdm de alto peso molecular. Las células

mis maduras serian sensibles a la accién de la T, lo que a ni
vel molecular significa el estimulo de la sintesis de RNA ri
bosomal y el aumento de la actividad de ribonucleasas especi
ficas. El efecto combinado de EP y T provocardn los estimu-
los necesarios para desarrollar la maquinaria para la sinte-

sis de la hemoglobina.



MATERIALES Y METODD

L4l LN AAN L iDL o

1.~ Reactivos

fod
s

2

Formiato-C

s

" (actividad especifica 56 mc/ml) provenien-
te de New England Nuclear Corporation, Boston Mass.

5,9 U/mg) (Etapa 3 CMCL) proveniente de

Propionato de Testosterona y Ficoll para gradientes de
densidad fueron obtenidos de la Sigma Chemical Company, USA,

Otros reactivos utilizados fueron Merck de grado anali-

1631
o)
e
ct
+

ilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (170-210

-

X . . ~ . . .
g) las cuales fueron inyectadas con 20 uCi de formiato-C

por via intravenosa. .

Cuando se¢ ensayd con EP cada rata recibid una inyeccidn
intravenosa de 4.5 U de EP (5.9 U/ng) suspendida en sucro ho
mdlogo descomplementado. La dosis de
aplicad& de la misma manera que la EP. Después de cada pul-
s0, el animal fue sacrificado por desangrauiento. La mé&dula
dsea se extrajo del fémur y tibia con buffer SBSS (#).

Los experimentos fueron diseflados con animales normales
anémicos y policitémicos.

La policitemia fue inducida por una inyceccidn intraperi
toneal, de un volumen cquivalente al 5% del peso del animal,

51

de una suspensibn de glébulos rojos isbélogoes al 80 % (v/v)

en NaCl 0.9%. La sangre fue obtenida por puncidn car
didca, usando heparina como anticoagulante. La hemoglobina

T

(#) SBSS = Seligman's Balanced Salt Solution.
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(Hb) 1ul medida 46 h despuls de la transfusibn, como Indice

de la policitémia, por el método de Cannan (33). Se utilizag
: - - Fog g 1 )
ron las ratas cuya hemoglobina fluctuaba entre 21-23 g % Hb,

La anemia fue provocada por hembélisis con fenilhidragi
na neutralizada, Cada rata recibid 3 inyecciones subcuti
1eas de 1 mg por cada 10 g de peso del animal, cada una, el
primero, cuarto y séptino dia. La médula fue extraida el oc

-

tavo dia. El grado de andmia se determind por el porcentaje

de hemoglobina, utilizando aquelloa animales cuya hemoglobi-
na fluctuaba entre 7= o % b, En ratas normales los valores

fueron entre 14-15 g % Hb,

Se extrajo la médula dsea de fenur tibia en frio(4°C),

¥
con buffer SBSS, La suspensidén celular se filtré por gasa y

u
luego se centrifugd a 600 x g durante 10 minutos.

ELl pellet celular fue resuspendido en 2 ml de SBSS con
EDTA (2 mg/ml). EL EDTA fue usado para disminuir el efecto

del ficoll sobre la agregacidn celular, Una fraccién de esta

(23

suspensidn celular fue diluida 1:200 para conteo celular,pre

via tincidn con Azul de Metileno, ajustando la concentracién

a 2 x 107 células/ml,

4.= Separacidn Celular, =

La separacibn de las células de médul

n
}~ .
e
I.J
o
=
£
o
@
=~
El‘
o

1a

realizé: por gradientes de densidad de ficoll
todo de Cutts y col. con alsunas modificaciones (36).

Una solucidn stock de 32% (p/p) de ficoll fue preparada

en buffer SBSS y mantenida a =20°C. Por dilucidn con ol nis

mo buffer se obtuve una solucién 28% (p/p).

0



2ml Suspensicn Celular

S (2 %107 cel /mi )

/
L centrifugacion ¢ - .
58S8S Giml) [d:1.002 g/t > [
33m§n gﬁgxg -[FRACClDN 1
8% p/p Gt} |d:1060 gmi WOmin 650 xg
B = ¥ 20min 3300 xg FRACCION II

FRACCION III

32% p/p (2mil) [:11250 g/mi

c
3 ml (28% p/p); 1 ml (SBSS) y se dejb estabilizar por 60 hrs,
La médula bsea de una rata fue rcpartida en dos gradien
tes. 2 ml de suspensibén celular en SBSS con EDTA (2 ng/ml),
gue contiecne aproximadamente 4 x 107 c¢&lulas, fueron coloca-
das cuidadosamente sobre la gra

d:
fugaron en forma diferencial: 10 min. a 305 x g; 10 min - a
=3 [

-
d

050 x g; 20 min a 3300 x g. En centrifuga Sorvall modelo RC2-

C

iin

B, con rotor de &ngulo variable GSA HB-4 a 4°C. Despuls de

la centrifugacidn se observan 3 bandas celulares, las cuales

bt

se colectaron con pipeta pasteur. Luego de diluir cada

-ac
cién coen buffer SBSS se centrifugaron a 650 x g durantce 10 mi
>

nutos, El pellet celular fue lavado 1 vez con SBSS, para rc-

tirar el ficoll.

¥

Un frotis de cada fraccibn se realizd, tiifilendo con co-
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o

leracidén May Grilinwald-Giemsa.
El pell
-
zZ0

4

ellet cela ar obtenido de cada fraccibn se homogeni
en HCL0, 0.7 N .y se extrajo el RNA y DNA de acuerdo
-técnica de Smellie y col.

la
(37), determinandose la actividad
especifica del RNA y DNA.
5=~ Determinacidn de la Actividad

La radiactividad de cada £r

us

= P e
LSDeCILL1Ca,

ccibn se midid en un
or de centelleo liguido Nucliear

conta=-
luelcar Chicago, modelo Mark I (51%
de eficiencia para Ciﬁ), usando solucidn de BRAY como mezcla
de centelleo(38), 7

La concentracidn d

TOATA
ae s

v DNA total de la cé&lulas se dg
ternind coloris

camente, usandé la reaccién del orcinol(39)
v difenilamina {4@) respectivamente.
Lo actividad especifi

ey

ica de los &

dcidos nucie cos fue ex-
presada en cpm/mg de RNA o DHA,
B ot 3L b 3
o™ LB3TAQLBSUTILCA,
La ei

gignificancia estadistica de

los valores experimenta
les fue analizada de acuerdo al Test de Slrnlflcanc1a de Fis
her entre 2 muestras promedio(49).

il,-
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Eritroblastos Policromatofilicos
g an T Ty e W T
Ericvroblastos Ortocromaticos

&
Reticulocito

E1l gran interés en la diferenciacibén celular animal, y

en particular el conocer ¢l origen de las células dec la san-

[N

clecicos, lipidos etec.., difieren sustancialmente en deansidad

o
]
[<a
*..'
o
Ci
154
6]

o]
Ly
g
b
D

a
todos de separacidn, usualmente dependen de pe

guciias variaciones en la deasidad, Normalmente el nlcleco de

o
jol
O
(]
o
o

una célula es mis denso que el Cluopma ma, de tal m



ey s A widd i T o oree P, - 3= g B B
una razén nlcleo/citopiasma alta generalmente significa mayor

densidad. A este respecto la serie eritroide presenta una
oran ventaja, pues la densidad del nficleo de los eritroblas-

tos comienza a ser mayor en el transcursoc del proceso de di-

3

¢

ferenciacidn., Esto se debe a que el nficleo sufre un proceso

paulatino de condensacidn de la cromatina, desde el proeri-

.

filamentos

¢

roblasto, cuya cromatina se presenta en forma de
delgados,formando un scudorrcticulo, hasta el eritroblasto
or;oc:omﬁﬁico qué posee en nficleo altamente heteropicendtico.

Ei diametro celular también esti afectado durante el pro
ceso de diferenciacidn, el cual digminuye desde 20-25 u en
el proeritroblasto a 7.5 u en el eritrocito,

En cuanto al citoplasma, el incremento en la cantidadde
henioglobina a medida que transcurre el deua“*ollo eritroide
también influye en la densidad ceclular,

Estos tres factores: condensacién del ndcleo, dismini-

1

cidn del diametro celular y aumento de la cantidad de hcmo=-

obina, determinan un incremento paulat

5

ino de la densidad

£4

celular a medida gue avanza el proceso de diferenciacibn ce-

lular,
De los diferentes sistemas de fraccionamiento ensayados
se adoptd la gradiente de densidad de ficoll que permitié ob

.ener 3 fracciones celulares, que aunque son heterogéneas pro,

e

A

porcionan una fraccidn casi iibre de células inmaduras

En la tabla I se muestran los porcentajes promedios dc

los diferentes tipos celulares, encontrados en las 3 fraccio
nes de médula &sea de rata normal, Sec puede obsecrvar que los

proeritroblastos representan el 10,7 % de la seorie eritroide

i



TABLA X

DISTRIBUCION DE LCS TIPCS CELULARES EN 3 FRACCIONES DE MEDULA OSEA DE RATA NORIAL

‘HMEDULA OSEA

{0 FRACCIONADA FRACCION I FRACCION IT FRACCION IIX
A,~ SERIE ERITROLDE 40,2 % 45 % 41.8 % ‘08 4 7
B,- SERIE NO ERITROIDE 59.8 % 55 % 58.2 % 76.9 %
PROERT TROBLASTOS 10.2 % 26,1 % 6.7 % 1.5 %
E. INTERMEDIARIOS 69.9 % 57.9 % 75.8 % 56,5 %
E. TERMINALES 19.4 % _ 16,0 7 17.6 & 42,0 &

Las células de médula ésea de rata se separaron por centrifugacidn diferencial
(365xg, 650xg y 3300xg) en gradientes de densidad de ficoll (32% p/p, 283 p/p, SBSS).
Se colectaron las fracciones y luego de diluir se centrifuzaron(050xg). Se prepareron
frotis siguiendo el método de May~Griinwald-Gicmsa. (El recuento diferencial de células
fue realizado por la Sra Argelia Garrido).

# Porcentaje referido al total de eélulas eritroides de esa fraccibn.
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e la méduls Ssea no-fraccionada, Cuando se Ffracciond la mé

dula 8sea, este conjuntc de células inmaduras se concentrd

eritroides de esa fraccidn,logx randose un incremento de 2,4 ve

ces con respecto al control no-fraccionado. Estas células sec

<L

ractari - 4 s s . % e s i}
caracterizan por una intensa basofilia ciltopliasmatica, un nﬁ

cleco de forma redondeada que ocupa la mayor parte del citoplas

] @ -

na con aucldolo visible y cromatina laxa. En la fracecidn II

E <.

por el contrario, los proeritroblastos estin disminuidos con

-

e

respecto al total de células eritroides de esa fraccidn en

.

canbio los eritroblastos intermediarios son los predominantes

8

aque dan cuenta del 75.8 % de la poblacidn eritroide de esa
fraccidn. Entre este tipo de células estan los eritroblastos
ba sof;lices aque son células de tamaio algo menor gue 1ios pro
eritroblastos, de bascfilia menos acentuada cuya cromatina ha
comenzado a condensarse y cuyos nucléolos son poco visibies.
£ B on
A

Los eritroblastos policromatofilicos representan otro tipo de

células intermediarias, con cromatina més condensada y sinny

o

cléolo visible., La policromatofilia de su citoplasma c¢s indg

i

ce de la prosencla do howoplobing, Bn Lla froacceidn IX1 ostdn

e en mayor proporcidn las c¢blulas intermcdiarias y ter

minales, que representan el 50.5% ¥ 42,0% respectivanentcejes
tas Gltimas corresponden a los eritroblastos policromatofildi

it

cos tardfos, cuyo citoplasma es ain policromatofilico, pero
su nficleo se presenta heterocromftico, En comparacién con la
lula no-fraccionada se observa un cariquecimicntoc en este

tipo celular,



fracciones celu de raba norial, =
g A s b R y " . '
Se midid la incorporacidn "in vivo" de formiato-C al

cia v ausecncia de amn-
bas hormonas. A los 30 min (Tabla II) se observa un nolo=-
rio efecto de EP en las 3 fracciones celulares siendo su ac—
cidn preferencial a nivel de la fraccidén I, donde el incre-
wentoe en la AE del RNA es del orden de 5 veces el control,
En esta fraccidn se encuentra el mayor nfuero de células in-
maduras de la serie roja, tal como se indica en la tabla I.

+ & Los 30 min, T en cambio s8lo provoca un aunento de la AE
e la fracciun‘III de un 50 %, no observindose un efecto sig
:ras 2 fracciones. En com
naracidn con el control no~fraccionado se mantiene la tenden-—

cia de EP de estvimular en mayor grado la fraccidén y T la frag

¢idn III. A este mismo ticupo el efecto més marcado de EP y
AT h | &l 3] > 3
D juntas (Fig 1) es a nivel de la fraccidén X, donde la AL es

0.7 veces el control., 8in cmbargo si comparamos la curva de

5|

1%
2P vemos gue en la fraccidén III el aumeato en la AE es mucho

mayor gque la suma de los estinulos por separado de ambas hor=-

monas, en @ﬁarqciél con las. otras 2 £racciones.

A tiempos cortos es posible observar la accibdn de las |
hormonas sobre los diferentes tipos de c8lulas, ya que a los
30 min la distribucidn celular no se encuentra alterada, * lo
jue si ﬁou:ia ocurrir a tiempos mayores de accidn de las hor-
monas, ya que en la célula se haﬁ catillado procesos nole cula
res que pueden determinar una ligera modificacibn en la dis-

tLribucidn celular. Estas modificaciones pucden no ser uorfo-
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Figura .- Efecto dn EP v T sobre la incorporacidn de formiato-C ° al RNA total de

tres fracciones celulares de médula 6sca de rata normal.

Ratas hembras normales ruerOL ir vcctadad, por via intravenosa, con T (250ug)

v/o EP (4.5 U) nés formiato-C (20 uCi). A los tiempos sefialados en el grifico los
animales fueron sacrificados, la médula sé extrajo y se fracciond en 5r9u163t0 de

~

densidad de ficoll, El1 RNA de caiﬁ fraccidn se aisld y se determind su AE, Mis deta
lles sobre 1

It

.'ﬂ

3 condiciones experimentales en materiales y mctodﬂso la)Pracecidn .

1b,Fraccidén II y 1c)Fraccidn IX1, Los resultados corresponden a un proaedio de

experinentos ¥ desviacidn standard. -
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En la figura 1 se nuestra el efecto de EP y T en el
y e £ - . ; 4 + -4
tiempo. Entre (0 - 120 min se puede observar gue esta nuy

aumentada la AE de las fracciones I y II, efecto que se pug
de deber porque en estas fracciones se encuentra concentra-
do el mayor mﬁﬁo;ﬁ de céiulas inmaduras. El efecto en la
fraccibén I1I aundguc evidente, se encuentra disminuido en rg
Eh

lacidén a las 2 primeras fracciones y puede ser el reflejo

del efecto hormonal sobre células inmaduras adn presenbes en

o

esa fraccibn., En este nismo intervalo de tiempo T no tiene
- )

atin efecto en las 2 primeras fracciones, en cambio en la fragc

cidn IIL, sc observa un estimulo de aproximadamente un 45%sg

bre el control., A los 80 min de accidn de EP+T se observa que

l,..(

no hay diferencias en las fracciones donde el estimulo de am=

bas horionas corresponde a 7 veces el control en la fraccidn
Iy Ily 6.5 veces en la fraccidén III, sin embargo si este
a bk v

efecto se coupara con la curva de LEP nuevamente se aprecia

jue en la fraccidbdn IXIXI se produce un narcado efecto sinergi-

A los 180 min de accidn de EP se observa un au de
la AE del RNA que corresponde a 8.8 veces el control en la
fraccibn I, 7.5 en ia fraceidn II yv 6.1 en la fraceidn IIIX.
L1 incremento de la AE en la fraccidn II puede estar dado por

ia presencia de eritroblaston lnuaduros vy adewfa por los erie-
troblastos internediarios, que repregentan el 704 de la pobla
cidn eritroide de esa fraccidn. Recien a este tiocmpo, la T
provoca un awiento significativo enn la fraccidén II donde se

observa un estimulo del ordeh de un 00%, no obstante su efec~



to preferencial es sobre las células de la fraccibén ILI donde

sc aprecia un ecstimulo de un 95% sobre el control. A este

mismo tiempo EP y T provocan un gran incremento en la AE del
RNA del orden de 11.2 veces el control en la fraccidn I y II
v de 14 veces en la fraccibn 11X,

Efecto de EP v idad especifica del DHA de 3

La accidn de ambas hormonas socbre el metabolismo del
DHA se prescnta on la Tabla 11X, A los 60 min la EP induce
una respucsta similar en las fracciocones I y II del orden de

0.8 veces su respectivo coutroel y de 3.5 veces en la fracecidn

LT aCm

(6]
|'"|)

ITT, El efecto estimulatorio de T es nmanifiesto en la
ciones 1 yv II v corresponde a 2.3 veces el valor control,
Cuando el efecto de ambas hormonas sc¢ coupara con aquel encon

trado en la médula dseca no-~fraccionada se pucde apreciar que

hay un estimulo prefereacial de EF y T sobre las células de

las fraceibn I induciendo en ellas la sintesis de DHA.
Zn la fismuwa 2 se nuestran los efectos provocados por

ambas hormonas, en el tiempo, sobre la sintesis de DNA de 3

g

fracciones celulares de médula bsea de rata normal. IEn - el

tiempo se aprecia que EP indice una respuesta mayor a nivel

de la fraccibén I y IXI, v este efecto se hace mis notorio a

ios 180 min donde se demuestra un estinulo de § veces el con
L

trol en las 2 primeras fracciones, en cambic en la fraccidn

Lor control, T por su partecsg

P

IIT es de sblo 3.7 veces el wva

Ty
LuLla

de la fraccibdn I, pues

O
[

timula preferencialmente las

b

a los 180 min esta fraccidn exhibe un incremento de 2,¢ veces
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fracciones celulares de médula bsca de rata norial.

Ratas henbras nornales fucron inyectadas, por via intravenosa, con T (250 ug
y/o EP (4.5 U) mis £ riato~CL4 (20 uCi). A los tiempos sefialados en el grifico
los animales fueron sacrificados, la médula se extrajo y se fracciond en gradientes
de densidad de ficoll., EL DHA de cada rraccidn se aisld y se determind su AE, Mis
ondiciones experinentales en materiales ¥y métodos. 2a) Frac-

detalles sobre las
cién I, 2b) Fraceibn II y 2¢) Fraccibu ITLi. Los resultados corresponde a un proug
dic de 3 cxperimentos * desviacibén standard. '

Control eeeso T =w=me EP —=,=,-. EP + T,

R e ]
N
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el conbrol en cambio en las obtras 2 Ifraccionmes este efecto

neamente, sSe Ob-
erva que a los 30 min hay un estinulo de 6.9 veces el con=

g n P P . 2 - -7 y P
trol en la fraccibén I 6.5 en la fraccidn II y 4.3 en la irag

III, Sin embargo si se compara la curva de EP+T coa ia cur-
va EP se observa que a este nismo tilempo,

co de ambas hormonas se produce en la fraccidn I,

A medida que aumenta el tieupo de accibn de las hormo-
nas se comprueba gue las 3 fracciones se estinulan, sin em-
bargo la AL de cada fraccidn aumenta de manera tal que a los
= Oy i o 3 O * i o T L 5 1. .- A )
180 min en la fraccidn mis inmadura se produce el mayor esti-

mulo v el menor en la fraccidn terminal.

Por ser la médula &sea un sistema hetereogéneo y asin

que occurren a nivel cit

o
o
=i
£,
©
+
5]
0
}_}
o
=1
)
o
=
5]

no solo hay células en diferentes sstadocs
también de diferentes lincas hematopoyéticas. Por esta ra-
zén a fin de obtener poblaciones enriquecidas en determina-

-

dos tipos celulares se usaron animales en diferentes condi-
ciones fisiolbgicas. Asi, por ejemploc animales en ios cua-
les se induce una anfmia hemolitica con fenilhidrazina, Es-

iene la ventaja de aumentar considerablemnente la

ct
o
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e
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3
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poblacidn eritroide de Esta mayor ac
tividad eritropoyéitica se debe al incremento de los niveles
de EP endbgeno que.son de aproximadamente 2 a 3 veces mayor

que en el animal normal (41). Usando este sistema experimen

b2

G



tal se midid el efecto de T, el cual estd influenciado por
ia mayor cantidad de Ei

by 1 2o e RS s AR = mn s & s 2
GOSs en ei aninal andnico nuesctran que 4 esorimucd de manera

preferencial las células de la fraccidén II y IIL que es don-

de se agrupan los eritroblastos intermediarios y terminales,
de RNA. Cuando se midid la

AT s

DNA, se observé que ol esti

incorporacidén
mulo se corresponde mnuy bien con agquel encontrado en la rata

- N

normal, pues el mayor incremento en la AE se presenta ea las
- P - . = SRR SO
Un siscemna opuesto lo constituyen las ratas policitémi-
cas, por transfusidn, en las cuales los niveles de EP endoge-
na son casi nulos y por lo tanto el procesc de diferenciacidn
5 - - 4 - - DR - 6 > 2y by g
7 divisidn de la serie eritroide estd virtualmente detenido

Bn 1a médula policitémica la poblacidn eritroide estd consi-

%
1 ; - . . P " ] . - . . . :
derablemente disminuida ( tabla V ). E1 animal policiténico
constituye un sistema apropiado para ¢l estudio de wuchos as-
¥ l 2 1 A7 ~ATilas 1 1 G &) o iz nopy 3
pectos de la formacidn de células de ila serie roja, por cuan

to es muy sensible al estimulo hormonal., Con esta informacidn
resulta interesante investigar en este sistena el efecto de ET
y T sobre el métabolismo del RNA como del DHA.

Los resultados obtenidos en médula policitdmica demnucs-
tran que EP produce una activacidn preferencial por las célu
las de la fraccibn I, este efecto sc demuestra durantce los

150 midutos de estudio. Testosterona por su parte estimula
ctlulas de la fraccibn II y III donde se agrupan los eritro-

.

blastos terminales, este efecto es notorio a los 180 minutos

de accidn.

2 -



TABLA IV

DISTRIBUCION CELULAR EN - 3 FRACCIONES CELULARES DE MNEDULA OSEA DE RATA AVEMICA

FRACCION X FRACCION IT FRACCION III
A.- SERIE ERITROIDE 69.3 & 54.5 & 62,4-%
B,~ SERIE NO ERITROIDE 30.7 % 45.5 % 37.6 %
PROERITROBLASTOS 50,0 ¢ 2.3 % 0.8 %
BE. INTERMEDIARIOS 31.6 % 64.1 % 55.4 %
B, TERMINALES 18,3 % 33.6 % 43.8 &

Las condiciones experimentales fueron identicas a la de la Tabla I.



TABLA V

DISTRIBUCION CELULAR DE 3 TFRACCIONES CELULARES DE MEDULA OSEA DE RATA POLICITEMICA

FRACCION I FRACCION II FRACCION IXIX
A,~ SERTE ERITROIDE 32.6 % 23.1 94 - 22.3 %
B, - SERIE NO BRITROIDE 67.4 % 76.9 % e P A
PROERITROBLASTOS 38.9 % 6.5 % ' 1.5 %
B, INTERMEDIARIOS 46,6 4 38,0 2 25.0 %
E, TERMINALES 14.4 & 55.5 % 73.5 %

Las conciciones experimentales fueron identices a las de las Tablas 1 y IX
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T oo « . - e “ ey - e o -
La mnédula &sea de retas es un sistema ci

T e - P . 4 mnfand Fum PO DN T~ ~ .3 s ~ g
neverogeneo ¥y asindcronico de Lal manera que una descri
7 :

precisa de los eventos bioguinicos que ocurren a nivel morfo
1 A4 i_’fr' 3 1 T . hav cdlunlas an
1bgico, es difiecil de realizar ya gue no solo hay células en

lar hasta ahora utilizados permiten obtener fracciones enri-
guecidas en algin tipo celular, sin embargo las poblaciones

= &

n son heterogéneas. En el caso particular del método uti-

o
(928

v

izado en este uwaajo, donde se ha logrado un {raccionamien
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Yo alin grueso de la mddula, cxist
£

te sistema sca rcfinado a través de una segunda ctapa de se-

cibn para obtener fracciones mis homogéneas., No obstan-

(o)
0D
e
0

tejido hematopoyé

tice mas limpio, lo que pernite entregar informacidn valiosa
2 3

w

referente al efecto de EP y

U
EX

e

n las células eritroides

Existen bastantes evidencias que tanto EP como T actdan
directamente sobre las células de m&dula ésea de rata. El
efecto primario de la EP parcce ser la induccidn de la sinte

ie

H

sis de RNA en células inmaduras comprometidas con la se

ja, proceso que inicia la diferenciacidn v proliferacidn
de éstas hasta el eritrocito. La fraccidén I que contiene

r

proporcionalmente el mayor ndmoro de células morfoldpicamen~

¢ inmaduras muestra una respuesta a la EP de 5 veces el va-

ct

lor control en el animal normal (Tabla II), comparadas con

las otras 2 fracciones en las cuales el estimulo es menor,
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Esta fraccidn al presentar la mayor actividad indica que pa=
rece muy probable que 1 rincipal célula blanco para la EI
re oy prodasle guce la princlpal ceilra pianc z a4 ik

sea alm una del conjunto de los proeritroblastos, Estas evi-

policitémica y estan de acuerdo con los resultados de Cantor
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v col. (42) quienes trabajando con células eritroides inmadu
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"as de aigaco Letal de LiZ-13 dlaos gue regpondian a i, con-

olégicamnente indistinguibles de
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cluyeron quec las CSE
una clase de células identificadas como proeritroblastos.
Estudios autorradiogrificos, en cultivo, rcalizados por Chui

v col, (43) desaestian que ¢l efecto de la hormona es selec—

tivo ¥y que estd restringido a una estimulacidn de la veloci
dad de sintesis del RNA en la mayoria de las células eritroi-

des inmaduras que también llamaron proeritroblastos.,
En la tabla I se observa gue la proporcién de células
intermediarias es aproximadamente igual en la fraccibén I y

III, si suponemos que no hay cfecto de EP sobre los eritro

-

.

terminales, se puede concluir que los proeritroblas-
tos son respounsables de las diferencias observadas entre es-—
tas ffacbioncs. Sin embargo si la EP actlia sélo a nivel de
las células immaduras exclusivamente la AE de la fraccién
IXI (Tabla II) deberia ser mucho menor pues las células eri-
troides precursoras representan solo un 1.5 % del total de
la poblacidén de la serie roja de esa fraccidn, por lo que

ado por el efecto de

fu

este incrementoc en la AE puede estar

a

EP sobre células eritroides mis desarrolladas (eritroblastos
basocfilicos y policromatofilicos). Al parecer la accidn de

la BP no esti limitada a células eritroides inmaduras (pro-—
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eritroblastos) sino que su cfecto continta sobre células més
maduras de la serie reoja. Estos da e acuerdo con

d
rupo de McCool (32) quienes de-

mostraron que hay un efecto de EP sobre c¢élulas rojas nis mg

i) 1 e £ " TIATA e
4) demostrd gue el RNim se.

acunula en el estadio de eritr

llegaron a conclilusione
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macduras (80-90% proeritroblastos) de higado fetal aisladas por

procedimientos de inmuno-lisis contienen cantidades insigni
7‘11"}0 -

cantes de RNAm, Despuds de cultivar tales células por 10 h

A,

la cantidad de RNAm de sglobina aumenta unas 0-10 veces. Du=-

rante este tiempo la mayoria de las células se diferenciaron

cr

2 eritroblastos basofflicos comenzando a sintetizar hemoglo-

bina. Si este efecto prolongado de la hormona cstd represen=
tado por la sintesis de RNA, los resultados presentados en eg

te trabajo apoyan esta obscrvacibn por cuanto en las fraccio-
nes II v III se demuestran estimulos significativos por par-
te de la hormona desde los primeros 30 minutos de accidn.

EP también tiene efecto sobre la sintesis de DNA aumen

tado la AE del DNA a partir de los 30 min de accidn en las
3 fracciones celulares, no obstante el mayor estimulo se con-

contbra en las 2 primeras fracciones, por lo gue parece Ly
probable que las células inmaduras o intermediarias de la se-

rie roja scan suceptibles de aumentar su sintesis de DNA en

{5,

presencia de EP, En la fraccidén III donde estén casi ausen-

0]

tes las células inmaduras, se observa un estimulo manifiesto



que las células terminales no sintetizan DNA, ni se dividen.

En el estudio realizado, el tiempo de 3 horas es corto para
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un efecto directo de la EP sobre las células eritroides capa

¢

e

ces de dividirse. Hegeman y col. (46), usando un método cuan

sitativo de autorradiogsrafia encontraron un incremnento signiw-

s s 4 . ; TNYY L A
ficativo en la incorporacidn de timidina-C cn todos los es-—

tados de maduracibdn, identificados como proeritroblastos,eri-
troblastos basofflicos y eritroblastos policromatofilicos,lo

gue concuerda con los resultados mostrados. Ademés

col., (47) han demostrado que la EP nrovoca un aumento en la
k| i

sintesis de DNA desde los primeros 20 minutos de accién, ob=-
servandose tanto sintesis de DNA como mitosis en los proeri-

troblastos, eritroblastos basofilicos y policromatofilicos,
Los androgenos son otros de los factores que influyen

en el control de la eritropoyésis, ya sea directa o indirec-

tamente. Al estudiar el efecto de T a tiempos cortos los re

b | W

sultados pueden atribuirse a una aceidn directa de T sobrela
biosintesis de los dcidos nucleicos de médula Ssea, y no una
indirecta que se manifiesta solo a partir de la 24 h en que

se ha detectado un aumento on la tasa de EP endbgeno (20).
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a T, el andrdgeno estudiado, a
blemente del tipo de los eritroblastos terminales,ya que e

9

raceidn III (Tabla II) se ouscrvé una mayor sintesis  de

I—ﬂl
h

a

tuarfa sobre c¢é&lulas proba-.



WA, Estudios morfoldrsicos realizados

L T

(34) demuestran que efectivamnente hay un efecto selectivo

[ &1

de la hormona sobre determinados /tipos de cé&lulas de la po-

én eritroide.

T estimla preferentemente la sintesis de molé

S (48). Es probable que estos correspondan a las especies ri

Losomales 28 S y 18 S descritas para los eucariotes. También

se ha demostrado que T modunla actividad de endonucleasas es—

necificas (26)., Estos 2 eventos bioguimicos son necesarios

*

para conpletar la maquinaria biosintética para las globinas,
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-t

proteinas que comienzan a sintetizarse en los eritroblastos

*

intermediarios donde puede esperarse que T tenga efecto a ese

nivel celular, El estimulo de T sobre los eritroblas
minales puede estar dirigido tanto a gatillar la sintesis de

RWNAs ribosomales, como hacia el pro
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cursores sintetizados en respuesta a ambas hormonas. Se ha

I

descrito que el mificleo de los eritroblastos terminales es ina

-

tivo en sintesis de DNA ya que estas células han dejado de di

vidirse, pero estin en activa sintesis de hemoglobina. Adew-
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mis la sintesis de RNA total Ltambidén se veria disminuida
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que la cromatina se encuentra condensada, aungue se ha danog=~
trado que este nicleo es capaz de reactivarse bajo circunstan

i) 1

cias especiales, ya que si es introducideo en fibroblastos de

una variedad de especies, se reanuda la sintesis de &cidos nu

.
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hormona., bBste efecto prolongado
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aue carece de células

—

y sus metaboli=-

ia divisidn pluripo-

ales proporcionan una tfpaceibn de crecimien

1a cual pucde actuar la BD, Adﬁdéw Ming

-

adicibn de T a una suspensidn
&

traron que la

oveniente de ratas policitémicas provoca un

pie de los eritroblastos basofilicos y poli-

Paralelo a esto se observd que in vive hay



una alteracidn importante de la razdn nieloide/eritroide, la
- O T T n médula &=ca Pk o B K 5 3
gque va ia de LL en Hme ula SCca F(J.A.._A..C:L sémica a 4 en ued Sea

policitémica a 2 en médula dsca policitémica sometida a tratg
micinto con el andrdreno. Esta variacidn se debe fundamental-
nente a un auwmento de las células de la serie roja ¥y no a una
disminueidn de elementos miecloides. En base a las evidencias

presentadas se puede sugerir el siguiente miecanismo para ex-

plicar el efecto sinérgico de ambas hormonas en el proceso

critropoybticos EP actuarifa sobre los btipos celularces inds din
maduros sobre una clase especial/de células, el D?OmeL?OJlaﬁ

to, el cual se ha diferenciado de la célula progenitora plur
potencial, donde se produce el mayor efecto de la hormona.
te proeritroblasto llamado CSE esta programado para reconocer
la EP y poder diferehnciarse hacia células capace s de sinteti=-

zor hemoglobina., Esta .célula sensible a EP tena‘* un sitio

recepbor para la EP, posiblemente sobre la membrana, cono ha

Ul

ido descrito por Goldwasser y col. (8). EL evento molecu-

o
i

iar fundamental de la hormona es la inducciln de la sintesis
de RNA, especificamente pre~RNAm, Siguiendo este proceso de
diferenciacibn esti el de proliferacién el cual se demuestra
con un aumento de la sintesis de DHA bajo la accidn hormonal.
Las formas precursoras del RNAm para la globina presen
te en. los eritroblastos intermediarios, sufrirfan un proceso
de maduracidn hasta su forma funcional, el cual estaria me-

diado por las endonucleasas especificas estimuladas por T.

’)

A su vez esta hormona cmpezarfa a estimular las sintesis de
RIA ribosomales, ya que en cestas células seo ha detectado sin

tesis de homoglobina. Las células del préximo estadio respog



lad de procesgar los
RiAs inducidos por EP y los RIA ribosomales para aumentar la
a de la maquinaria biosintética para las globinas,
De los resultados se desprende gue EP aln actua a este nivel
celular, donde se producirifisz un real efecto combinado dc es—
tas dos hormonas

En conclusidn, el efecto de EP se hace cada vez nenor a

medida que avanza el procesc de diferenciacidn, porque el pro

—

grama celular por ella gatilliado se esté desarrollando. En

esta evolucidn entra a2 a

0
C_"f‘
i

ar la T cuyo efecto mayor se ejer

ce a nivel de los eritroblastos terminales.

A medida que se perfeccionen los métodos de fraccionamnien
to celular se ird resolviende eventualmente la identificacidn
de estos tipos celulares, proporcionande asi un sistema mis
refinado que contribuiri a clarificar los eventos moleculares

gue expliquen el fendiueno eritropoyético, en lo especifico, ¥

el de diferenciacidén celular en lo general,
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