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After both splenectomized and non-splenectomized mice had received a total amount
of five doses of Busulfan at a rate of 0.14 mg/48 h, the recovery of their erythropoietic
organs through the addition of °'JFe was investigated, after the cytostatic treatment had
been cut off.

In the non-splenectomized animals recovery was clear, keeping high *°Fe uptake
values, significantly above normal, throughout the 21 days of the experiment.

In the splenectomized mice, 3’Fe uptake reached a peak of 38 per cent three days
after the supply had been cut off, and from then on it descended to subnormal values.

Existe amplia information experimen
tal acerca de los efectos de una dosis alta
de Busulfan (BS) sobre la hematopoiesis
de pequenos roedores (2, 6, 7, 9). Se con
sider© que el estudio de los efectos de la
administracion fraccionada de esa dosis
anadiria information acerca de la cinetica
de los elementos celulares hemopoieticos.
Esta information puede ademas aportar
nuevos enfoques para la utilization tera-
peutica del citofdrmaco.

Se comunican aqui los rcsultados del
estudio de la regeneration eritropoyetica
que sigue a la administracion rcpctida de
pequenas dosis de BS en ratones.

Material y metodos

Se utilizaron ratones hembras (C3 H/
FWD) F, de 8 a 10 semanas de edad del
criadero de este Institute. El BS se admi-
nistro por sonda gastrica a razon de 0,14
mg por dia en dias alternos hasta totali-
zar cinco dosis. Los animates se separa-
ron en jaulas de cinco animales cada una
con acceso a dicta normal. Tros, 7, 15 y
21 dias despues de interrumpir la admi
nistracion de la droga se administro a
cada animal 0,15 ,uC de Fe59, sacrifican-
dosc 3 horas despues. Se hicieron las si-
guientes determinaciones: a) Dimension 
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de la poblaci6n eritroidea, medida por la
tasa de hemoglobinosintesis, evalu^ndose
esta ultima por la incorporacidn de Fe59
a los organos eritropoydticos; b) Evalua
tion de la eritropoyesis efectiva a traves
de la medida de reticulocitos circulantes
y del hematocrito; c) Cambios de la celu
laridad total y composicidn celular dife-
rencial de la medula osea; d) Concentra
tion de Stem Cells hemopoitiicas en la
medula osea y el bazo por medio del
cloning esplenico (11); e) Distribution to-
pografica del Fe59 para el calculo del in
dice de Hogdson (8).

La celularidad medular se determind
en hemocitometro y el recuento diferen-
cial mielo-eritroide se hizo en frotis rea-
lizados con el contenido medular de un
femur y coloreados con May-Griinwald-
Giemsa. Para los hematocritos se recurrio
al micrometodo y los reticulocitos se con-
taron en preparaciones humedas, colo-
reandolos con azul brillante de cresil.

Estudios similares se efectuaron en ra-
tones con esplenectomia antigua (120
dias).

Resultados

En todos los ratones no esplenectomi-
zados hay un aumento significative en el
porccntaje de incorporation de Fe59 a los
eritrocitos circulantes, asi como en las
areas esplenica y medular (fig. 1). La me
dula, a pesar de disminuir un 5 % del
valor normal en el dia 3, en las determi-
naciones posteriores aumenta a un 65, 47
y 30 % en los dias 7, 15 y 21, respectiva-
mente. Con el bazo ocurre algo similar,
pero la disminucion del 5 % se observa
en el dia 7, mientras que en las determi-
naciones siguientes aumenta a un 12, 50
y 75 %.

En los eritrocitos siempre los valores
fueron muy superiores a los normales
(2()0, 216. 233 y 250 %), en los dias ob-
servados. Estos cambios en el porccntaje
de incorporation de Fe59 indican una
activa expansion eritrobldstica en estos

Fig. 1. Incorporation de Fe” en diferentes 6r-
ganos erltropoyeticos de ratones no esplenec-

tomizados.
Cada punto marca el porcentaje de incorpora-
ci6n de Fe30, en animales que recibieron dosis
fraccionadas de Busulf&n (0,14 mg/dia), con
respecto a los valores normales representados
por la linea horizontal. MSdula (•); bazo (A);
eritrocitos (O). Valores medios de 20 determi-

naciones.

ultimos. Los valores registrados en medu
la osea son claramente superiores a los
valores normales, especialmente en el sep-
timo dia para retroceder gradualmente en
los dias sucesivos pero sin regresar a la
normalidad, ni aun en el dia 21 posterior
a la ultima administration de BS. En el
bazo ocurre un aumento similar en todos
los tiempos observados durante el periodo
experimental.

Los valores promedios del hematocrito
y reticulocitos registrados (tabla I) fueron
practicamente normales durante toda la
experiencia, indicando que en todo el pe
riodo de observation, la eritropoyesis fue
efectiva. En la misma tabla pueden verse
los valores de la celularidad medular total
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Tabla I. Hematocrito, recuento de reticulocl-
tos, celularidad medular y relacion mielo-erl-
trolde de animates no esplenectomizados y
esplenectomizados que recibieron dosls frac-

cionadas de Busulfan.
Valores medios ± error est&ndar. Entre par6n-

tesis, ntimero de determinaciones.

Animales no esplenectomizados (20)

Tiempo •
Dias

Hema
tocrito

%
Reticulocitos

%

Celularidad
medular

xK^/fdmur

Relacldn
mlelo-

iritroldea

* Dias despu6s de la Interrupcldn de la adminlstra-
cldn de Busulfan

3 42,74 2,12±0,28 10,6 ±2,4 100/30
7 41,94 4,95 ±0,56 9,7±0,9 100/38

15 40,40 3,74 ±0,73 8,7 ±0,4 100/17
21 41,93 1,92 ±0,26 9,4 ±1,2 100/20

Animales esplenectomizados (12)
3 40,13 1,00 ±0,40 —• —
7 36,60 7,60 ±1,96 4,4±0,6 100/16

15 29,85 1,75 ±0,45 6,7±1,0 100/15
21 37,81 2,45 ±0,17 6,7±0,5 100/19

Fig. 2. Incorporacidn de Fen en mddula de-
ratones esplenectomizados y no esplenecto
mizados que recibieron dosis fraccionadas de-

Busulfan.
Valores medios de 12 determinaciones. Esple
nectomizados (•); no esplenectomizados (O).

y de la relacion mielo-eritroide de la mis
ma. El numero total de ctiulas nucleadas
resulto disminuido en todos los tiempos
investigados. La relacion mielo-eritroide,
aunque conservandose cerca de la norma
lidad, mostr6 un valor minimo el dia 7.

La incorporation de Fe59 a medula,
despues de la administraci6n de BS re
sulto, en los ratones esplenectomizados,
aumentada en un 38 % en el dia 3, expe-
rimentando posteriormente una caida sig-
nificativa con respecto a los valores nor
males (17 %), que se mantuvo desde el
dia 7 hasta la ultima observation realiza-
da. En los ratones no esplenectomizados
los resultados mostraron ser superiorcs a
los normales durante todo el periodo ex
perimental (fig. 2). La correlation esta-
distica entre los valores de incorporation
de Fe50 a medula en ambos grupos fuc
significativa (dia 1: P<0,05, dia 7: P<
0,01, dia 15: P<0,01, dia 21: PC0.00D.

En los ratones esplenectomizados se
observo asimismo una reduction conco-
mitante de la incorporacidn de radio

hierro a los eritrocitos circulantes y de los
valores del hematocrito. Los reticulocitos
se mantuvieron durante los demas tiem
pos de la observation a niveles similares
a los encontrados en los animales no es
plenectomizados con exception del dia 7
en que se encontraron aumentados. La
celularidad medular resulto manifiesta-
mente inferior en los grupos esplenec
tomizados y la fraction eritroidea de los
mismos fuc asimismo menor (tabla I).

La reduction de los valores absolutes.
de los elementos eritroides de la medula.
osea coinciden con la caida brusca de la.
capacidad de incorporation de Fe59.

Discusion

Observacioncs previas en este laborato
rio han mostrado que una sola dosis de-
BS de 2.5 mg por animal causa en el
raton una supresion hematopoietica que
persiste durante 2 a 3 semanas. Durante
ese periodo hay ausencia en la medula
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osea y en el bazo de Stern Cell hemato-
poieticas (Celulas formadoras de colonias
o CFU). Sin embargo, la aplicacion de un
estimulo eritropoyetico adecuado a conti-
nuacidn de la intoxication, causa una res-
puesta significativa en este sector. Esta
respuesta tiene un curso abortivo y se ha
interpretado como consecuencia de la es-
timulacion de las Stem Cell eritroideas
(SCE), las cuales, a diferencia de las CFU,
persisten y retienen su aptitud funcional
a pesar de la action citotoxica del BS (2).

Los resultados de los experimentos en
que se administra el BS en forma frac-
cionada muestran que, en las tres semanas
que siguen a su administration, aparece
una ligera disminucion del hematocrito,
lo que hace razonable asumir la existen-
cia de un aumento en el estimulo endo-
geno a la eritropoiesis. La tasa de esta se
muestra francamente por encima de lo
normal, indicando la capacidad de res-
puesta a dicho estimulo. El incremento de
la actividad eritropoyetica, medida por la
incorporation de Fe39 se observa tanto
en la medula como en el sector esplenico.
Debe mencionarse el comportamiento del
area medular que difiere de lo que se ob
serva en el animal normal frente a estimu-
los de la eritropoyesis. En esta ultima
condition el aumento de la actividad se
cumple primordialmente en el bazo, la
medula no muestra cambios; eventual-
mente si ocurre alguno, este consiste en
una ligera disminucion de la capacidad
de incorporar Fe30 por debajo de los va-
lores normales (12).

En estos estudios se comprueba, en
cambio, que asociandose al incremento
esplenico ocurre un notable aumento en el
area medular.

Existcn comunicaciones anteriores acer-
•ca del fracaso medular on ratones esple-
nectomizados (1, 3, 4).

Para la interpretacion de la participa
tion de las dos areas, medular y esplenica
en la eritropoyesis en esta espccie, se ha
sugerido quo la amplia participation es
plenica obedcce a que en condiciones nor-
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males el ambito medular no da cabida,
por estar totalmente ocupado, a ninguna
expansion de la eritropoyesis (5).

La amplia respuesta medular encontra-
da por nosotros aparece a primera vista
como una contradiction al concept© cita-
do. Se debe, sin embargo, tener en cuenta
si las condiciones de celularidad total en
la medula no estan modificadas por el ci-
totoxico. Asi lo indican las cifras de dicha
celularidad que muestran una notable re
duction de la misma. Esta comprobacion
apareceria apoyando el concept© antes
mencionado de que normalmente falta
espacio en el ambito medular para desa-
rrollar en esa area una mayor poblacion
eritropoyetica. Al estar reducida la pobla
cion medular en lineas no eritropoyeticas,
esto crearia el espacio necesario para la
expansion observada en la medula en es
tos estudios.

Sin embargo, esta interpretacion no en-
cuentra apoyo en los resultados obtenidos
en animales esplenectomizados. En este
caso, despues de un aumento transitorio
al comienzo del periodo experimental, la
eritropoyesis medular se redujo en medi
da remarcable, cayendo a niveles subnor
males. Asociandose a esta reduction en la
incorporation de Fe59 por la medula se
comprobo valores del hematocrito y de los
reticulocitos tambien inferiores a los en-
contrados en los grupos no esplenectomi
zados. La reduction de todos estos pard-
metros se asocio ademas a una mayor
reduction en la celularidad total de la
medula. Este ultimo dato resta apoyo a
la explication adelantada en el sentido
de que el incremento franco de la tasa
eritropoyetica medular en los grupos no
esplenectomizados obedecia a que la dis-
minuida celularidad medular daba cabida
a la expansion eritropoyetica inducida por
la ligera reduction del hematocrito. En
los animales esplenectomizados esta re
duction resulto mayor; de ello podria in-
fcrirse un estimulo tambien mayor a la
eritropoyesis. Sin embargo, lo observado
cs una reduction.
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Frente a estas comprobaciones resulta
razonable suponer que el fracaso medular
observado puede estar relacionado a la
ausencia del bazo. Siguiendo esta linea de
razonamiento podria inferirse que la emi
gracion de elementos progenitores que
desde la medula son transportados al
bazo (10) encuentran, cuando este esta
presente, un area en la cual pueden desa-
rrollar una activa eritropoyesis. Al cum-
plirse esta el bazo enviaria por via humo
ral a la medula una informacion frenado-
ra de la emigracion. Al reducirse esta los
elementos evolucionarian in situ dando
lugar asi a la expansion medular.

En el animal esplenectomizado la emi
gracion de elementos celulares primitives
provenientes de medula continuaria sin
lograr el desarrollo del sector extramedu-
lar. El bazo constituiria asi parte de un
sistema espleno-medular y su ausencia
llevaria a la emigracion descontrolada
desde la medula con la consecuencia de
un vaciamiento de este sector.

Se continuan estudios encaminados a
lograr mayor informacion que de apoyo
a esta interpretation.

Resumen

Se investi6 en ratones esplenectomizados y
no esplenectomizados que recibieron un total
de cinco dosis de Busulfan a razon de 0,14 mg
por dia, la recuperation de sus organos eritro-
poydticos, medida a traves de la incorporation
de Fe4’ despufis de interrumpido el tratamien-
to citosUitico.

En los animates no esplenectomizados la re-
cuperacidn fue franca, mantenidndose con altos
valores de incorporation de Fe4’, significativa- 

mente por encima de la normalidad, durante
los 21 dias de duration de la experiencia.

Estos resultados contrastan con los hallados
en los ratones esplenectomizados, en los que
luego de alcanzar un pico que llega a 38 % de
incorporation de Fe4’ en el tercer dia despu6s
de interrumpida la administration de Busulf&n,
desciende a valores subnormales (17 %) en las
observations siguientes.
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