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PREGUNTA DE INVESTIGACION. RESEARCH QUESTION.

+Existen alteraciones en el patrén de apoptosis de células
precurscras de eriirocilos en muyjenes postmenopausicas con
Edfracitesis Patoldgica de fa Alkusa?

OBJETIVOS. |_
Determinar la existencia da alteraciones en el patron de
apoptosis de células precursoras de eritrocitos en mujeres
postmenopausicas con Eritrocitosls Palolégica de la Al
DISENQ.

Corte transverssal
LUGAR.

Unidad de Bialagia Malecular Paoln Belli, lnstituta de
Genética, Facultad de Medicina, UMSA,

| POBLACION.

Dos pacientes mujeres pastmenopausicas dtamostlcaaas
' con EPA segun criferios clinico-faboratonates, sin
ni enfermedades cardiacorespiratorias, no ﬁ!madoms y que
ra recibian tratamianto hormonal, El grupoe control estuvo
conformado por 4 mujeres de iguales caracteristicas sin EPA.

| POPULATION.
| 2 postmencpausic female patients with EPA diagnosis

WETODOS. |

Las células mononucleadas de la médula ésez fueron sepa-
| radas en medio LEM cLse cultivaron en medios liquidos en |
| presencia y avsencia de Eritropoyetina. De estos cultivos se |
recupsraron 1as células a 1, 2, 7y 14 dias de cultivo, a partir
de estas células se realizaron 2 frolis para la evaluacidn de
la apoptosis por morfologia v of remanenta celular fue am-
pleado en el andlisis de la formacidn del DNA
Finalmente los resultados fueron sujefo de lest de
significancia.

RESHLTA.DDS.

La marfologia v el DNA degradado detectaran un relarda
del patran de apaptosis, de las progenilores eritroides, en
las dos pacientes con EPA estudiadas | donde &l porcentaje
do células apoptdlicas tende a manlenerse constanie en
funcidn del iempo, en lugar de incrementarse, como ocurre
en los controles {p 0,00). El pairn de apoplosis en los con-
troles as EPO dependiente, chservandose una diferencia
significativa antra los cuitivos con y sin EFO {p 0,00) ; mien-
ias gue en MW%WWQWWOE&
CONCLUSIONES.

1 El patrén de apoptosis madificado en los pacientes es indi-
J caliva de la presencia de alteraciones en la sobravivencia

celuylar y el incremento de la tasa de produccién de progeni-

tores eritroides durante la diferenciacion EPO dependiente,
| posiblemenle sean faclores etiopatogénicos de la
| erilrocitosis.

PALABRAS CLAVE,

Eritrocitosis ica de la Altura, Apoptosis, Eritropoyeting,
Eritroblasto bassfilo, Eritrablasto orlocromatico, Eritroblasts
policromatico, DNA degradado, Progenitores eritroides. J
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| indicative of the presence of alterations in the cell survible of
erythroid pm?erﬂm so is possible that by increasing the
ol hase

¢Are lhere any alterations in the apoplosis paitern of
les Precursor Celis of postmenopausic women with

High Altede Ersthrooytosis?

OBJETIVES,

Detarmine the existance of alterations in the apoplosis pattemn
of Erythrocytes Precursor Cells of postmenopausic womean |
with High Altilude Erythrocytosis (EPA). |
DESIGN.

Case and conirols.
LOCATION,

Panln Beli's Moleoudas Blology Uril, Gemelie ratitetie, We-
dicine School. UMSA

acording to iaboratory-clinic criteria, without overweight nor
cardiac-respiralory sicknassas, non smokers and non
recsivers of hormenal threatment. The control group consisted
in 4 femals women with the same characteristics but without
EPA.

WMETHODS.

The mononucleated cells of bone marrow wene saparated in
LSM medium and cullivated in fiquid medium with or without
Erythropoietin. From these cultures cells were recoverad &l
1,2, 7 and 14 days of culfure, with these cells 2 smears were
maden for the apoptosis evaluation and the cell remainin was
used for the DNA ladder foramtion. Finally the resulls were

subject of a signicancy test.

RESULTS,

The DNA ladder and morphalogy detected a delayad
apoplosis pattern in the erythroid progenitors of the 2 patlents
with EPA, In these patients the percanlage of apoptotic cells
tends fa be constanf according to the lime, instead of
increasing as Ithappenshoonh’ois (po{)ﬂ) In lheoontmis
the apoptosis pattern is EPO dependent, having cative
difference between the cultures with arwm-mt E {p 0,00},
while jn the patients is not EPQ dependent (p 0,23).

CONCLUSIONS.
This modify apoptosis pattern in patients would ba an

time of life calls the erythrocites production rate
mcreases, characterist of this sickness.
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High Altitude Erythrocutosis (EPA), Apoptosis, Erythropoietin,
Basofil Erythroblast, Orlocromatic Erythroblast, Policromatic
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INTRODUCGION

La funcion principal de los eritrecitos es transpor-
Iar el oxigeno desde ios pulmanes a alros tejidas. Esta
funcion es llevada a cabo gracias a la presencia de
hemeglobina en su citoptasma, de manera que la can-
iidad de oxigeno lievada a los tejidos, en condiciones
normalas, esta contralada por el numero de erfrocilos
en circulacion y el flujo sangulneo. Sin embargo se ha
de considerar que los eritrocitos deben ser continua-
mente remplazados para mantener, la distribucion nor-
mal de oxigeno. Cuando la oxigenacidn tisular dismi-
nuye (hipoxia) o s& incrementa, en comparacion al
nivel normal, se presentan ajustes en la tasa basal de
producciéon de eritrocitos. Esta produccion de
eritrocitos esta regulada principaimente por la hormo-
na Eritropoyelina (EPQ) ; que estimula a los precur-
sores efitroides para su sobrevivencia, proliferacion y
diferenciacin  En condiciones normalee €| auments

del nivel de EPO es |a respuesia a |a hipoxia tisular.
i

Los nativos de allura sufren procesos de aclima-
tacion en respuestia a la hipoxia de altura, que
involucran un incremento en |a concentracion de EPO
serica con relacion a la concentracion presente en in-
dividuos gue viven a nivel dei mar. 2. Sin embargo en
algunos nativos de altura se presenta una
desregulacion de la eritropoyesis con eritrocitos y he-
moglobina muy altos, condicién denominada
Eritrocitosis Patologica de la Altura (EPA).

Iniciaimente conocida como enfermedad de
Monge, la Eritrocitosis Patologica de la Altura (EPA)
@3 una pérdida de adaptacion cronica a la altura, que
tiene como principal caracteristica el incremento ex-
clusivo de la serie roja, lo que lieva a un aumento de
la hemoglobina y el hematocrito; su etiopatogenia y
Ios mecanismos fisiopalologicos aln siquen siendo es-
tudiados.

Los mecanismos fisopalolégicos relacionarian al
incremento de eritrocitos con el aumento de EPO
sérica ; sin embargo, el grupo de Leon-Velarde et al.
® reportd niveles de eritropoyetina normales para pa-
clentes com EPA, que probablemente presenten me-
canismos alternativos al control de EPO para la pro-
duccion de eritrocitos. Sin embargo, en base alas ca-
racleristicas de la enfermedad es posible plantear su
refacién con: a) el desgaste de aiglin mecanismo fi-
sioldgico, b la activacion o inhibicidn de algin meca-
nismo genético, ¢ alguna alteracion genética o d)la
combinacion de estos procesos. La apoplosis es una
forma de muerte celular programada que determina

la desaparicion de la célula sin causar un proceso in-
flamalorio. Su estudio permile una evaluacion general
de la sobrevivencia, crecimiento y ciclo celular. Las
células neopldsicas, independienterante de la cousa
genética, presentan una desreguiacion en la prolifera-
cién y diferenciacion celular cuye crecimiento se refle-
ja en un retardo de [a apoplosis. Es méas se ha encon-
trado alteraciones del palrdn de apoplosis en enfer-
medades oncohematoldgicas como las leucemias y
eritrocitosis familiares @,

Segin el modelo de Koury st al. ® en la
erifropoyesis se producen células en exceso y la EPO
funciona como regulador apopliético; posiblemente la
falla de esie mecanismo sea una de las causas de la
EPA.

En el presente trabajo se pretende identificar alte-
raciones en el patrén de apoptosis de las céiulas pre-
cursoras de eritrocitos de pacientes con EPA que ex-
plicaria la acumulacion y sobreproduccion de eritrocitos

METODOLOGIA
DISENO DE INVESTIGACION.

Para detarminar la existencia de una alteracion
en el patron de la apoplosis en Eritrocitosis Patologica
de la Allura se asumi¢ un diseiic de corte transversal.

POBLACIYON

Para un estudio poblacional de disefio descriptivo
en la ciudad de La Paz, la obtencidn del tamaiio de
muestra se realizd en el paquete de estadistica EPI-
INFO versién 6.0 para un intervale de confianza esli-
mado del 95% una potencia estimada de la prueba
del 80%, una frecuencia esperata de §5% y un error
aceptable de 2% se determino un tamafio muestral de
6 individuas con una relacion entre casos y controles:
1:2 (2 pacientes : 4 controles).

Los casos del presente estudio fueron 2 mujeres
post menopausias de 50 afios diagnosticadas con
Eritrocitosis Patologica de la Altura primaria por clini-
ca, estudios de gabinete y de laboratorio. Los sujetos
control fueron 4 mujeres post menopausica entre 43 y
70 afios. Los sujelos de sstudio residen en la cludad
de La Paz desde, por lo menos, 5 arios atrés, A la
fecha de la toma de muestra ninguna de las pacientes
recibla tratamiento, ni presentaban cbesidad, ni en-
fermedad cardiorespiratoria o enfermedades
neoplasicas.
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MUESTRAS DE ESTUDNO

Setomaron 3 a 5 ml de aspirado medular en tubos
vacuntainer (MSB) con EDTA K3 ; las células
mononucleadas fueron separadas en medio LSM y el
numero de células viables se determiné por el méto-
do del azul tripan.

EVALUACHON DE LA APOPTOSIS

Para fa evaluacion del patrdn de apoplosis se cul-
tivaron 5-7 x 10" células mononucleadas/ml en me-
dio liquido de RPMI (70 %) con Suero Fetal Bovino
{30 %), estreptomicina (60 ug/ml) y penicilina (222,22
Uimil} a 37 °C y 5% CO2. Se sembré en 8 pocillos de
placas de cultivo CCW (Carning Cell Well) ; a 4 se
anadia EPO (la rhEPQ de Boehring Mannheim GmbH,
Almer de Noruega) a concentracion 0.5 UfmL v los 4
restantes sin EPQ . De ia fraccidn remanente de las
celulas mononucleadas se extrajo DNA cromosomal,
para control del DNA degradado a 0 horas. Alas 24 h,
48h, 7 dias y 14 dias de culivo se coleciaron ias od-
lulas de un pocilio sin EPO y otra con EPC, de esias
células para la evaluacion de la morfelogia se realiza-
ron 2 frofis que se sometieron a tincion May-Grunwald
-Giemsa, determinandose f numero de céluias
apoptoticas sobre el fotal, finaimenie, del remanente
celular se realizé extraccién del DNA (SDS 1% y
proteinasa K 200 ug/ml) para la evaluacidn del DNA
degradado.

Los DNAs fuercn somelidos a electroforesis en
aparosa al 1% en buffer TBE 1X, 100V por 45 minu-
tos; visualizandose los productos con bromuro de elidio
aluz Uv. ®

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los datos obtenidos fueron ingresados en el pro-
grama STATA 6.0. Los valores reporfados como por-
centajes o variables continuas (Porcentaje de
apoptosis y porcentajes de eritroblastos ortocromaticos
y policromaticos) fueron sujetos de las pruebas "{" de
Student, abteniendose el "p” de significancia. Para la
variable dicotdmica (DNA degradado} se empleo el
chi2, para obiener el coeficiente p de significancia.

RESULTADOS

Las caratieristicas de 105 sujelos estudiados se
detallan en la tabla 1. El andlisis de 1 student para
las variables edad e indice de masa corporal no de-
tectd un diferencia significativa | por tanto, los grupos
son comparables.

DETERMINACION DEL PATRON DE APOPTOSIS

MORFOLOGIA DE LAS CELULAS EN CULTIVO LIQUIDO

Las placas obtenidas no muestran células
progenitoras basales, presentadndose estadios de di-
ferenciacion a partir del eritroblasto basofilo. Tanio en
los pacientes como en los coniroles los entroblastos
basdfilos se presentaron en gscaso numero, siendo (a
mayoria de las células eritroblasios policromalicos v
ortocromalicos e incluso ortocromaticos en enuclea-
cion. (Fig. 1). A pesar de las restricciones del medio
liguido algunos eritroblastos de los pacientes presen-
{aron divigidn celulas. (Fig. 2). Hedho evidenciado por
la presencia de célules mitdticas con citeplasma lige-
ramente azul y granulos rojos similares a los de los
eritroblastos policromaticos. Las celulas necroticas
se presentaron como grandes vesicufas amorfas sin
esfructuras intemas v también se observaron los nu-
cleos enucleados en el precipitado de la preparacion.

La morfologia caracterisiica de los eritroblastos
apopioticos dependid del estadio de apoptasis en el
que se hallaban. En un inicio las células se encogian
y sus membranas nucleares empezaban a desapare-
cer. Luego el nicleo se desorganizaba y la cromatina
liberada invadia el citoplasma, dando a toda la célula
una coloracion rosada a lila. Luego se ohservd la apa-
rician de grupos de citoplasma v cromalina con limites
diferenciables. Entonces se presentd la aparicion de
mernbranas que envolvian a esios grupos formando
vesicllas o cuerpos apoptélicas. Pasterrarmente {as
vesiculas de estas células se separaron y fueron libe-
radas en el medio. Algunas células en las que ya se
habia iniciado fa liberacién de los cuerpas apoptoticos,
al realizar ¢l frolis, estos cuerpos se extendian de
manera gue se observaron como grupos de vesiculas
aplanadas.{Fig.2).

El patrén de apoplosis de los controles implico la
muerte progresiva de las células, de manera que a los
14 dias de cultivo. fue muy rara ia presencia de célu-
las no apoptdticas. Patron diferente al observado en
los pacientes, en los que &l porcentaje de muarle ce-
fular se mantuvo casi constante a 1o large de los 14
dias de culiive. (Fig. 3 y Fig. 4).

En los controles, se presenté una mayor
sobreviventia celuiar en presencia te EPD gque ue-
muestra el esperado caracter EPO dependiente de la
linea eritroide ; sin embargo para los 7 dias v 14 dias
casi todas las células presentaron apoptosis ; los va-
lores de los cultives sin y con EPO son similares (96
vs. 95% 7 dias; 99 vs. 98 % & los 14 dias).
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En fos pacientes (@ muerte celular no sobrepaso
el 28% aun a los 14 dias de cultivo {Fig. 8). La pobla-
cion de eritroblastos sobrevivientes tendia a mante-
nerse constante a lo largo del tiempo y los valores de
apoptosis presentados en presencia y en ausencia de
EPO no tenian diferencias significalivas entre si.

Tanlo en los pacientes como en los controles los
eritroblastos policromaticos constituyeron del 9 al 27
% de la poblacion en las primeras 24 horas de cultivo;
en las contrales a mayar liempa de cultiva este por-
centaje fue disminuyendo debido a la muerte por
apoptosis de estas células ; mientras que en los pa-
cientes se mantenian constantes, En los controles los
ortacromaticos a las 24 horas de cullivo eran def 40 al
57% y en los pacientes 67%, presentando una ten-
dencia similar a los eritroblastos policroraticos.

DNA DEGRADADO

En el patrdn de apoptosis de los controles, en au-
sencia de EPO el barrido de DNA se presenia desde
las 24 horas de cultivo y en presencia de EPO a partir
de las 48 horas ; en ambos casos el tamafio de la
mayoria de los fragmentos degradados superaba las
BU0 pares de bases, a parir de este valer se observa-
ron bandas de menor nitidez de hasla 200 pares de
bases. (Fig. 7: A). En los pacientes |a degradacion del
DNA fue muy baja y no se pudo delectar con |z tincion
bromuro de etidio. (Fig. 7: B, C y D). La comparacion
estadistica enlre control y los pacientes, consideran-
dose como valor 0 el pafrén normal y 1 al patron mo-
dificado, fue p= 0,014,

DISCUSION

£l presente trabajo se llevd a cabo sobre una po-
blacidn femenina post menopausica, para evilar la in-
fluencia hormonal (progestercna y estragenos) que
podria influir en la ertropayesis, por e mecanismo de
la hiperventilacion y 2 nivel molecular inhibiendo el

factor de transcripcion GATA 1 que promueve la mito-
sig (A8}

El patrén normal de apoptosis observado 2 las 24
horas comprende la muerte del 16,83 % de |as célu-
las en prasencia de EPO y la muerte de 32,46% en
ausencia de EPO. Las células que sobreviven hasta
las primeras 24 horas corresponden a las progenitoras
y precursoras activadas por EPO en la médula; v en
el caso de los cultivos con EPQ se incluyen a las célu-
las activas por fa hormona en el medio. En los cuttivos
sin EPO a 48 horas, 7 y 14 dias la ausencia de la
hormona determina que las células pasan a un esla-
do inactivo en el que nc se expresan las proteinas de

CUADERNOS DEL HOSPTTAL DE CLINICAS » Volumen 46 Nimero 2 « 2060 « La Paz - Bolivia

sobrevivencia celular, de manera que las células mue-
ren por apoptosis. Presentdndose casi una totalidad
de células apoptoticas en el cultivo de 14 dias sin EPO,
datos que coinciden con lo ohservadn por Yu et al. (@),
En el caso de los culfivos con EPO el mayor tiempo de
cultivo disminuye la concantracién de EPO, esto por
que una fraccién es consumida por las células y por
que la EPD no es sstable en el medio v se va degra-
dando. Entonces es normal el incremento del porcen-
taje de apoplosis a las 48 horas que se acentia a los
7 y 14 dias de culfivo. Estos Ultimos valores son simi-
\ares alos valores del culfivo sin EPO, probablemente
debido a la degradacion de la hormona. Por tanto, en
los controles se detecta una diferencia estadistica a
las 24 y 48 horas entre [os cultivos sin y con EPO (P>t
0,0002 y P>|l] 0,0000 respectivamente); mientras que
a los 7 y 14 dias de cultive la diferencia no es
estadisticamente significativa (P>]t| 0,6634 y P>|t]
0.5802 respectivamanta).

En los pacientes estudiados se observa una dimi-
nvcion def porcentaje de célufas apoptélicas que se
hace evidente a las 48 horas, 7 y 14 dias de cultivo.
En ambos pacientes no existié una diferencia signifi-
caliva entre los cultivos con y sin EPO (P>{1] 0,2267;
P>(t| 0,8860; P=|t] 0,0677 y P>|| 0,7867 para 1,2, 7y
14 dias de cultivo respectivamente). Esto indicaria
gue en la linea eritroide de estos pacientes, la EPQ no
desempefia un rol significativo para la sobrevivencia
celular. Sin embargo se debe seialar que el suero fe-
tal bovino {FBS) empleado para los cultivos sin EPO
contiene EPO, que impide determinar si las células
de lgs pacientes con un retardo en la apopiosis son
totalmente independientes a EPO. 1"

En la médula es probable gue Ia poblacién de cé-
lulas con refardo en |la apoptosis esté compartiendo
residencia con las células normales. Entonces se es-
peraba observar una diferencia enfre los cuitivos con
¥ sin EPQ, debide = \a responsividad de las céhtas
normales a la EPQ ; el no observar esta diferencia
probablemente sea debido a que la poblacion de célu-
las de |a linea raja hiper-responsivas a EPO sean pre-
dominantes en fa poblacién medular.

Durante los diferentes tiempos de cultivo el por-
centaje de celulas apoptoticas se mantuvo constante.
Entonces el tiempo de activacién y sobrevivencia de
las células hiper-responsivas o Independientes a la
EPO se prolonga mas alla de los 14 dias ; in viva esta
determinaria un aumento de eritrocitos de modo
exponencial que seria incompatible con la vida ; en-
tonces, es probable que in vivo se presenten meca-
TiSTOS que determinen 1a apoplosts por vias diteren-
tes a la EPO "' El DNA degradado de los pacientes

e
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también presentd un retardo del patron de apoplosis
con -relacién a los controles (DNA degradado p =
0,014). La presencia del DNA de alto peso molecular
alos 7 y 14 dias en los controles, que por morfologia
presentaban solamente células apoploticas, se expli-
ca con la presencia de nucleos enteros, enucleados
por los eritroblastos ortocromaticos.

De acuerdo al modelo de heterogeneidad de res-
puesla de Koury ™, cada ceélula responde de forma
diferente a la EPD para evilar la apoplosis, enlonces
las células con potencial para causar la enfermedad
padrian requerir menos EPO para sobrevivir. Por tan-
to estas células sobrevivirdn en mayor nimero gue el
resto de las precursoras eritroides, aumentandose tam-
bién el tiempo en el cual pueden generar nuevas cé-
lulas. Entonces las progenitoras entroides, con un
patrén de apoptosis alterado predominan en ia
médula.

Se cbservd en ambos pacientes eritroblastos en
mitosis, a pesar gue las condiclones del medioliquido
de cultivo no permiten {a proliferacion celular. Por atro
lado la presencia de granulaciones hemogliobinicas y
basofilas en estas células indican un avanzado nivel
de diferenciacion celular donde la mitosis es poco
frecuente.

El haber determinado la existencia de una rela-
cion del patron de apoptosis con la EPA no solamente
brinda una via de investigacion del origen de la enfer-
medad, sinoc gue también provee de una potente
metodologia de ensayo "in vitro™. (02,

Esia oitima posibilidad esta apovada en el hecho
que en los pacientes se chservaron algunas células
de la linea eritroide en division celular, reconocidos
par la granulacién citeplasmatica.

CONCLUSIONES

El cultiva liguido de progenitores eritroides permi-
te el andlisis dela sobrevivencia celuler, cbiteniéndose
estadios de diferenciacion desde e eritroblasto basdfilo
hasta el ortocromatice en enucleacion. Para los pa-
cientes estudiados la merfologia vy el DMA degradado
evidenciaron la presencia de un patrén retardado en
la apoptosis, significativamente diferente del presen-
tado en los controles, lo gue evidencia que en la linea
eritroide de los pacientes existe una alteracion en al-
gun regulador de la scbrevivencia celular. En los pa-
cientes el retardo de la apoptosis na es EPO depen-
diente ni se incrementa con relacion al tiempo, que
podria ser factor etiopatogénics de la EPA.
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TABLAN®1
CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE ESTUDIO

Variable Paciente | | Pacicnte 2 | Control 1| ControlZ | Control 3| Control 4
EPA Enfenio | Enfermo Sanc Sano Sano Sano
Sexo Femenino | Femenino | Femenino | Femenino | Femenino | Femenino
Hematucrito Fo 1. AT 43,20 38,080 44 0 44,50
Hematobina 23.00 18.88 13,80 12,80 12,90 15.30

dl

Edad anos 50 50 43 57 70 49
Fdad intervalo de 50
confionza al 95%
Edad P>t ] 1,6437
Bdud No significativo
Significances
IMC 2442 | 2539 23t 2393| 2078] 2032
IMC intervalo de 18,74 - 31,07 1928 - 24.34
confianza al 95%
IMC P>[ t] (LOGSK
IMC No significativo
Significancis

IMC= fodive de Mass Corporal.

TABLAN"2

“7” DE STUDENT PARA LAS VARIABLES CONTROL

Variabl EPA  |Observa-| Media | Error [Desviaciol Intervalode | P>[t]| Signifi-
ciones estandar | estandar |confianza al 95% cancia
Fdad Eafermos| 2 50 ¢ d 50 0,6437 [No
afios significativo
Sanos 4 545 6,01 12,02 35,38 0,0658
13,62
MC Enfermos 2 2491 048 0,69 18,74 No
31,07 significativo
Sanos 4 21,81 0,80 1.59 19,28
24,34

IMC= fndicy de masa coronal
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Fig. 1. Células aisladas del cultivo en medio liguido de progenitoras eritroides. A: Eritroblasto policromatico; B:
Eritroblasto ortocromatico: C: Eritroblasto orfocromético en enucleacion: D:Células en mitasis. Tincion May-
Grunwald, X 1000

Fig. 2. Células apoptéticas aisladas del cultivo en medic liquido de progenitoras eritroides. A: Eritroblasto con
inicic de desaparicion de la membrana nuclear; B: Célula apoptdtica en la que la cromatina ha invadido el
citoptasma;, C:: Célula apoptotica en la que va se han formado los cuerpos apoptoticos; D: Célula apoptatica en
la que se ha iniciado la liberacién de los cuerpos apoptoticos. Tincidén May-Grunwald, X 1000.

[37)
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Fig. 3. Porcentaie de apopiosie de céiulas ertropoyiticas aisiadas de médula Gsea de jos dos pacientes y 12
media de los controles a diferentes tiempos de cultivo sin EPO. El p de significancia se presenta en cada
punta,
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Fig. 4. Porcentaje de apoplosis de células eritropoyéticas aisladas de médula ésea de los dos pacientes y 1a
media de los controles a diferentes tiempos de cultive con EPO. El p de significangia se presenta en cada
punto.
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Fig. 5. Porcentaje de apoptosis de células eritropoyéticas aisladas de médula sea de los controles a dife-
rentes tiempos de cultivo en presencia de EPD y en ausencia de la hormona. El p de significancia se presen-

ta en cada punto.

Fig. 6. Porcentaje de apoptosis de células eritropoyéticas aisladas de médula dsea de los pacientes a diferen-
tes tiempos de cultivo en presencia de EPO y en ausencia de la hormona. El p de significancia se presenta en

cada punto.
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Fig. 7. Electroforesis de DNA de progenitoras erftroldes cultivadas en medio liquido en presencia y ausencia de
EPO. Distribucién en log carriles 1: marcador Vil de peso molecular; 2- Control de DNA extralde a [as 0 horas:
3,4, 5y 6 DNA extraido de los cultivos con EPO a las 24 horas, 48 horas, 7 y 14 dias respectivamente; 7, 8, 9
y 10 DNA extraido de los cultivos sin EPO a las 24 horas, 48 horas, 7 y 14 dias respectivamente. A: Patron de
apoptosis de los controles; B: Patron de apoptosis del paciente 1, el patrén de apoptosis del paciente 2 es

simtar. ¥=1114 pb.




