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:i:v. - RESU1CEN 

La Eritropoyetina (Epo> es un factor 

proceso de maduración como 

eritrocitos. 

el de 

importante tanto en 

diferenciaci~n de 

el 

los 

El factor determinante en la inducción de su sintesis la 

hipoxi"a, que puede ser inducida por diferentes causas. 

La Epo se sintetiza principalmente en el ri"Ón aunque 

existen sitios extrarenales para la sintesis de la misma. 

Al parecer la bios1ntesis de la Epo se lleva a cabo una vez 

que la hipoxia estimula el sensor renal de oxigeno desencadenando 

una serie de eventos que incluyen la transcripción y traducción 

del mRNA de la Epo incrementando con ello su concentración en el 

plasma. 

La Epo actúa a través de receptores especificos sobre las 

BF"U-E maduras, CFU-E y proeritroblastos, indui::iendo la mitosis 

sobre la célula, activando con el lo su madurac iÓn y 

diferenciación. 

Gracia9 a la ~ngenieria genética ha sido posible clonar el 

gene que codifica para la Epo, lo cual ea muy importante ya que 

antes de establecerse nu obtención y purificación a partir de 

lineas celulares, eran minimas las cantidades que 

obtener a partir de suero u orina. 

podian 

Los primeros en llevar a cabo su clonación fueron ru-Kuen 

Lin y Jacobs, quienes emplearon la técnica de nucleÓtidos 

sintéticos, usando péptidos de la molécula de Epo extra.ida de 

orina humana para crear una librarla genÓmica que mediante 

pruebas de hibridizaciÓn los llevó a la clona que codifica para 

la Epo humana, misma que fue expresada sobre las lineas celulares 

CHO, BHK y HELA obteniendo la Epo humana recombinante CrEPo). 

Seguidos a estos estudios se han implementado variaciones 

cuanto a los vectores y c~lulas empleadas para la obtención de 

rEpo. 



Una ve;: obtenido el gene que codifica para la tpo, es ahora 

posible disponer de rEp•:::i en varias presentao:iones y emplearla con 

fin es terapeÚt ic•:is, sobre todo:O pacientes transfusión 

dependiantes o::on anemia asc•c iada a falla renal. 

L•:is detalles que l levarÓn la elucidación de su 

biosintesis, mecanismo de acci~n y la obtención final de rEpo son 

descr it•:is en la presente revisi.;n. 



1. - IKTRODUCCION 

El oxigeno, elemento vital para los seres humanos, es 

captado por el cuerpo través 

trahsport~do a todo el organismo 

del 

por 

aparato respiratorio y 

los eritroi:itos; r:élulds 

importantes no sol•:i para el transporte de oxigeno, 

del CCz, producto de desecho. C25J 

sino tambi~n 

La producci~n de eritrocitos es influe,.ciada por muchos 

factores y cuando uno de estos falla,· su pr 1:->dui:r:i•;n puede verse 

alterada ya sea conduciendo 

policitemia. C25J 

estados de anemia bien de 

Uno de los factores que influyen fuertemente no solo SLt 

producci~n, sino también el pi"' oc eso de madul" ac i .;n 

liberaci~n, es la Epo, cuya estimulaciÓn se da como respuesta 

·la baja tensi~n de oxigeno en los tejidos. C22,25] 

Es una glucoproteina acidio:a que se en•:uentl"a pyesente 

y 

muy baJas concentyaciones en el plasma en o:ondiciones nol"males, 

pero cuando se dan estados de estl"es ~ an~micos incrementa tanto 

su concentrac iÓn en plasma com•:i su excrec iÓn en orina. C2:2l 

No obstante que la Epo Juega un papel importante la 

regulación de la producción de eritrocitos, el contl"ol de l~ 

regulación de lu hormona, la naturale:?a de sus receptores y 

mecanismo de acci~n 
definidos. [38l 

han sido claramente elucidados y 

En contraste con otn's reguladores endÓcr ino:is, hasta ha•:e 

algunos anos se tienian pocos reportes acerca de naturale:a; 

ésto es debido a que antes de establecerse su purificación 

partir de lineas celulares obtención resultaba bastante 

dificil. C38J 

Hasta entonces n•:i se habia logrado establecer una linea 

celular que diera alto l"endimiento en su producción y las 

purificaciones llevadas cabo orina requerian gyandes 

volúmenes de ésta para su obten•: iÓn. [4J 



Poi" las ra::ones antes mencionadas- se repol"ta.ron ~atos vagos 

sobre todo en lo referente su mecanismo de a.cciÓn en . las 

diferentes literaturas, algunos 

totalmente contradit:tor io:is. 

coinc:idian 

Va desde 1'369 tienen rep•:irtes de 

y otros eran 

pul"ifio:aciÓn y 

cal"actel"JZa.:iÓn, desde entonces se propuso la· presencia de dos 

tipos de Epo: la nativa que es a•:tiva in vivo y la forma asialo 

(carente de :v:idc• sialicc1) que es inactiva in vivo, relacionando 

a la forma sialo residuo terminal de ~cido si~lico. 

[22J 

Por otl"C• lad•:' se ha repoYtada la existencia de "dos formas, 

una a la que den•:imin~:ll"Ón a y •:otra (1 (separadas·1, idéntica 

a...:tividad bio::•lÓgt•:J 

diferente composición de carbohiclr"atos. C77J 

En human•:.s lc.t Ep•:i tiene una vida medio biolÓgi..:a de 4-6 hrs, 

y su aclaramiento rP.nal es ba;o, apYoximctd.am~nte ú.5 mU/ml. Las 

c•:incentra.ciones en el plasma son de 15 .. 30 mU/ml y su ex...:l"ec1•;n en 

orina es de 2-5 mU/:24 hrs. [251 

La Epo es liberada del rin~n en respuesta a hipoxia en los 

te.j1dos, est1muland•:> le.\ pr•.:odu•:•:i•;n de er1tr..:1citos p•:)r la médula 

.;sea. En l•::is recien na•:1d•:;,s la producción de eritr•.:u:itos es 

independiente de la Epc• renal producida, cosa que 

los adult.:.s. [22, .2'3J 

sucede 

AÚn n•:t ha sido bien definido el sitio renal de la produr:o:iÓn 

de Epo, per•:• se suy1ere que el E::>pitel1•:• renal tL1bL1lar ~sel siti•:t 

prob<o\bl~ de su ¡..>r•:•ducci.;n. [311 

Existen otrc•s sitios extrclrenales de producción de Epo, 

entra los que se encuentra pYinc1palmentu el higado. [31J 

Cuando n 1::i se habia detei:tado Epo en extrd.•.:tos de rif'k•n, 

sugiri~ que éste producia un precursor de Epo in.o1ctivo 

act ivador de en;! 1mL\S el cual é\Ctuabcl sobYe un precursoY de Epo en 

la sangre por medio de sistema al dP. la 

Yenina-angiQtensinñ, en el que la Epc• llega el producto 

activo 1.:1;.mparable a la angiotensina [J. C78l Aunque actualmente 

dicha posi~ilidi1d ha sido compleLamQnte deGcartada. 

Ante la imp•:.sibilidad de pw·ifi•:dl' C<lntuJadcs sufi..:ientes 

para su estud1•:•, se empe~<trC•n il prob~"\r cultive•!> c:elularf~h para 

obtenc;-r sufi·:ientr> protc•ifli\ 1 llli•:ialmente ~e r'mplcürr.:.>n o:ultivos 



de m~dula osea, bazo y células de higado fetal, para analizar las 

interacciones de la Epo ~on las células blancos hasta que 

logrÓ clonar el gene a partir de células cancerosas. 

45, 54J 

(19, 43, 

Debido a la importar1cia de la Epo en la regulación y 

diferenciación de eritrocitos, ésta es considerada como 

reemplazador en la terapia de algunas clases de anemia y para 

esto es importante tenerla pura y en cantidades !>Uficientes. 

Una de las principales apl icüc ione~ que ha 

recientemente la Epo como terapia, es en algunos casos de anemia 

sobreºtodo en pacientes con falla renal a los que hay que estar 

dializando continuamente y debido a ello han llegado tener 

problemas de 

continuas. C2Gl 

y depend1entP.s transfus1c1nus 

Dada la impo:.•rtancía que actualmente e-,.;ta teniendo y al grarl 

nt':imero de trabajos que se han realizado en torno al estudio de su 

mecanismo de acc i•:in y la aplica..: iÓn como terap1cl de 

reemplazamiento, surgió la inquietud de reali~~r el presente 

trabaJo. 



2. - OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Real izar- una revisi.;n QLte ilustre los pasos que se siguieron 

en el estudi•::i de lo eritr•::ip•:iyetina; desde purificación, 

caracterización y mecanismo de dcciÓn, hasta la obtención de la 

eritropoyetina recombinante y la aplicación terapeÚtica que ha 

tenido esta Última 

OBJETIVOS PARTIC\Jl..tdlES 

1.- Conocer los factores que influyen en la sintesis de 

eritropoyetina. 

2.- Conocer o elucidar el mecanism•;) de accié'.in 

et"itropoyetina. 

de la 

3.- Conocer algunos mé.tod•:is para la obten.;iÓn de eYitropoyetina 

recombinante. 

4.- Describir las aplicaciones terape~ticas de la eritropoyetina 

recombinante. 



3. - GENERALIDADES 

La eritropoyesis es el pro.:eso p•:rr el cual 

los eritroi:itos CtYansportadores de o:-:1g .. ~n·:> y 

10 

carbono). Este proceso:• está med iad.:.i p•:or la Ep•:•. yegul ador 

primario de la produ•:•:iÓn de o:élulas rojas en li::•s m~mifer•:.s. [25] 

Una sústancia similcir ha sido deti;•.:tada en pe•:e;; y p.;.Jaros. 1:40] 

Los eritrocitos son requeridos pBra rt:al l.:ar el interc¿¡mbieo 

h1.1en de 

O)(igenaci~n como en la YegulaciÓn de el equil ibr~o á,:ido-bc'\St:! del 

organismo ya que es uno de los principales sistemas tamp•;n, p•:.1-

ello la concentración de eritrocitos que debe estay circ.uli\nc.k• 

debe ser la necesaria para mantener una OY.tgenaci•;n adecui\di' 

los tejidos. [22J 

Normalmente la eritropoyesis puede incrementar de 3 7 

veces en respuesta a. un estimulo cln~mi•:o, dependiendo de l,1 

duraci_;n del estimulo. [22, 26J 

En la etapa gestacional los eritrocitos son producidc..s 

inicialmente en el saco vitelino, a las 6 semanas la pr•:.duc•::iÓn 

es encomendada al higado y bazo; de los 5 meses en adelante se da 

la actividad de la. m~dula ~sea. [11, 48] 

En los recien nacidos el proce~o de de 

eritYocitos es independiP.nte de la Epo renal prodL1cida1 cosa qL1e 

no sucede en los adultos. C31l 

En expeYimentos llevados a cabo con Yatas se ha observad•:• 

que conforme aumenta la edad del animal se incrementa también la 

producci~n de Epo. [311 

Las personas noYmales pr•:.du•:en 17. de eritrocitos por dia, 

per-o cuando se estimula la Epo pueden incrementar de 2 a 3 vec.es 

y en condiciones prolongadas hasta 10 veces, continuando ést..:i 

hasta que las condiciones normales de oxigeno sean recuperadas. 

t11, 26, 48] 

Los cc•mponentes bcisicos de la eritropoyesis son: El sistema 

de células precursoras, su estimulador la eritrop•:ayetina y un 
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Bdu.:.uado apo:.•rte de hiel"rt.:.•, del cual esta hecha la hemoglobina 

(Hb) 

El pre.ceso de producción de eritrocitos puede dividirse en 

d•:•S etapas: 

1) La etapa temprana o independiente de Epo que incluye el 

paso de un sistema d" c~lulas multipotenciales a sistema de 

células que adquiere receptores para Epo. 

~) La tar di<.\ o etapa deperidiente de Epo, que incluye la 

diferencia•:iÓn hn•minal y la pr•;,liferaci.Ón del sistema de c~lulas 

eritroides a eritrot<u!>tós y p..:..steri.:.rmente 

r22, 36J 

En la fase tomprana de la diforc:m•;ia•:i•;n i;olular las c~lulas 

influencii\düs por lc•u niveles de Epo, pero son 

influenciadas por •:•tro:oo::; me•:anism•::is, pues la eritropoyesis no solo 

es estlmul ada por 1 a Epo, 

tnc.luyendc• la Itl-3, el 

sino tambi~n por 

factor estimL1lador de 

factores 

colonias de 

gram.tlocitos y macr~·fagc•s y el activador promotor del estallido 

(8PA>. C33l 

La regul.i•:iÓn por la Epo empieza en el astado de maduraci,;n 

eritroide intermE:dio entre la BFU-E <Unidad formadora del 

estal 1 ido:• er itr•:dde) y la CFU-E CUnidad f•::irmadora de colonias 

eritroidesl Fig. 1 

••• .-
BFU-E 
primitivas 

-------+ 

Epo dependiente 
ampl i f icac iÓn 

•• •• 
llf'U-E 

ma.dur u~; 

• • ---· • CFU-E 

Flg.1.- Proc~so de maduracion de los presursores ~ritroi­
deH, qL1e indica las dos etapi\5 en lar. cuales las células son 
dependientes c.:- independientes de Epo. C2:Zl 
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Las BFU-E dan incremento a grandes colonias multiagrupadas, 

respuesta a factores de cree imiento. Este es el progenitor 

eritroide m.is primitivo que se conoee en ensayos in vitro. ['91J 

BF"U-E inmadura•es relativamente insensible a Epo in vivo, su 

poblaci~n esta d~bilmente influenciada poY perturbaciones 

eritroides y cambios en los titulos da Ep 1.:.i en el plasma, adem.is 

de no requel" ir Ep•:i para supervivencia in vitro. C31J 

La CFU-E, unidad celular de colonias eritroides m~s madura, 

es regula.da por lc•s niveles de Epo en el plasma. Cuando los 

niveles de Epo se incrementan en el plasma, hay una amplifi•:.d•:iÓn 

del número de CFU-E en la m~dula, adem~s de que puede causar 

macrocitosis salt,;ndose las divisiones celLtlares terminales, ya 

que la Epo estimula a las cEilulas de la m¿dula L"' dif9renciarse en 

pronormoblastos, disminLtyendo c:il tiempo rc-qut~r1dc1 

maduración. ['31J 

Mientras que las CFU-E requieren IGF-1 

crecimiento I parecido a la insulina) m~o Epo par~ 

para su 

(Factc•r de 

las BFU-E maduras e inmaduras requieren de Epo mas el f,)O:t•:OI' 

CBPAl. [91 J 

En los cultivos de m~dul a Ósea no pur i f icc.,dos, 1 ..:.s BF'U-E 

inmaduras proliferaban inicialmente en ausen•:ia de Epo si existia 

BPA. Sin embargo BPA nLm•:a fue completamente purificado y c•;:.n el 

advenimiento de la Itl-3 y el GM-CSF' se obsel"v/:, que e!itos 

soportaban el crecimiento de las BFU-E de manera similal" como 

lo hacia BPA, (por ello se cree que este factoY era la Itl·-3) 

peyo tambi~n actÚaban S•:>bl"e otras line.Js •:eluldYes. [·:,1 l 

El activador BPA ha sido descrito de una varieddd de 

origenes incluyendo los linfcu:itos T, monocit•:is o:élulas 

endoteliales y ciertas lineas celulares de tumor. Sin embargo BPA 

tiene actividad sobre otros factol"es y puede estimular el 

crecimiento de crU-GM y CPU-Meg. [22l 

Para el crecimiento máximo in vitro de la CPU-E es requerida 

más del doble de la concentración de Epo que la necesaria para 

las BPU-E maduras, no es afectada por el BPA y el n~mero de CPU-E 

correlaciona con la concentración de Epo en el cultivo. C22J 

Conforme se incrementa la concentYaciÓn de Epo en el cultivo 

incrementa el Y. de respuesta de CPU, ésto sucede en un rango de 

1-100 mU/ml de Epo hagta llegar a un máximo de 100, momento en el 



que se inant ienen .:•::instantes. C31 l 

La sensibilidad de los progenitores eritropoy~ticos a Epo se 

incrementa +:•:in su estado de diferen°.:ia•:iÓn. 

A~m no es detc.->l"minadc• el mecanism.;.1 QL1e !"egula. la etapa 

temprana, per•:• puede ser doµ~nrJiente de fa.ct•:.il'es de crecimiento 

equivalentes a los fa•:t•:-l'e~; qu!mit:O!i que estimulan la CFU-S 

(unidad •:elulal' formador.'). de colonias del ba:.o) .; la interleucina 

3 (ltl-3). (91J 

Una de las r a;: i:ines por 1 as que no ha estL1diado el estado 

temprano de la eritrop•::iyasis es debido a la impYesiciÓn de los 

sistemas de ensayo empleados, en tanto quC' es mLlCho lo que se 

sabe a•:eyca de los est.:ldos dependinntcs de Epo, ya que estos son 

t.icilmente estudiados po:il' in~t•:ido:is bi•.:iquimicos y citolÓgicos. 

C22l 

Secundal'iamente pueden sel' estimul""dos por Otl'O tiPC• de 

hormonas o fa.:tores de crecimiento, l·:is ·~ualeú p•:ir el 11:.is miGmos 

no son regL1ladol'es pt·imarios de la el"'itl"'r.:•poyesis. Tales cc•mo: 

Cate•:olaminas, hormona d~l Cl'ec imiento, hormona tiroidea, 

insulina y nucle¿ticlos ~1cl1cos entl'e otrog, que intel'act~an con 

los factores de 1:r"e•:1m1ent.:,. influencian la madura•:i.;n y 

preoliferaci,;n de las células tanto in vivo como in vitro. 

['31] 

Incluidos en las dos etapas anteriormente mencionadas, son 

distinguidos tres estados de maduraci~n de las c~lulas 

hematop•::iyet i+:as y _estos sr.:•n: 

a) El sistemd de c~lulas hemat•::>p•.:iylitir.:•:O pluripotencial. 

b) L•:is progenitores de las distinta:s lineas c..ilulare·s sangulneaG. 

e) cc:i1ulas difcrcn,:iada.s, pn?r.ursores r.e';lulares morfol.;gicamente 

di ferenciables. Fig. 2 

Al menos doce replicaciones celulares ocurren a lo largo de 

la ruta eritropoyética desde la r.:~lula mas primitiva hasta el 

ret icul•:ic ito. Esta pr•:•gresi.;n esta ase.e ia.da con la p~rdida del 

potencial proliferativo. t4B, 91J 

Co::imo se puede obsc?rvar en la fig. 2 1 existen dos clases de 

células BFU-E en la m~dula .;sea tanto de rat~n como de humano. 

En los ratones las BFU-E inmaduras dan varios cientos de 

eritroblastos despu~s de 8 a 10 d!a$ en cultivo, y las maduras 

(que son m~s sensibles a Epo> dan un incremento de 50 a 200 



a) 

Sistema 
de 
Células. 
Plt.triootencial 

b) 

11 

MEDULA OSEA 

CFU-L-M 

F"act,,res de Cree imientc• 

Dependiente SoP,orte 

CF"U-S .______ BPA :~~~~~:;~s (31-

/ Agonistas, l 
( Ileu-3 ?) adYenerg1cos 

----- ----7------------··-----~:~=~;~l~;~!~~=~-
BFU-E 

inmaduras 

l ~Epo 
BFU-~5 --/¡ 

Andr~;genr.;is 
Ti.rox 1na 
Hormona d~l 

crecimiento 
Agonistas (ñ.­

adrenéra1.:os 
Glucocortico1des 

madira~ ~-; IGFs 

:;-----~------~-""'~-~-~~-------~---------~-------

Precursores 
Identificables 

Er i trobl astos 

l 
Reticulocito 

Fiq. 2.- Esquema de la eritropoyesis y los posibles sitiqs 
de accion de los agentes hormonalaes y neurotransmisores. C91J. 
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eritroblastos. En el humano los picc•s de crecimiento se presentan 

despu~s de 17-20 y 10-12 dias respe•:t iv-;'mente. C'31 l 

Por lo que respecta a CFU-E , ue encuentya presente los 

tejidos eritropc.yéticos y yal"a vez ~e encuentra en sangre. Esta 

c~lula requiere de pequet"ias cantidades de Epc• para su crecimientc1 

in vitro. Es una i:élula que dividE! r,,;pidamente y da un 

incremento de er itroblastos de 8 a 4'3 c~lulas en 17 dias en el 

humano. [22, 48l 

CFU-E nos va a dar origen las células eritrociticas, 

después de la transi•:iÓn de pro- a eritroblasto basÓfilo el mRNA 

de la globina llega« ser detectable, se inicia la sintesis de Hb 

a partir del proeritroblanto y continua hasta el estado de 

reti•:ul•:.cito, ent•:tn·~es las divisiones c~lulares •:esan despu~s del 

estado policromatofilo. Fig. 3 

A nivel de maduración de eritrocitos la primera célula 

observable es el proer- itY•::iblasto y aunque ésta sintetiza Hb desde 

su aparici¿n no es cdpa= de llevar 

mitÓticas por si solo. [911 

c~bo las divisiones 

Cuando se for-man lafi células multipotenc~_.~les, son 

estimuladas por la Epc• par-a iniciar la sintesis de Hb y 1:ontinuar 

las transf•:ir-mac iones. C22, 91 J 

Cuando incrementa la Epo, el periÓdo de maduraci¿n normal 

del reticulocito de aproximadamente 3 dias 

tiempo en circulación es incrementado. CL7J 

disminuido y el 

Finalmente se ha observado que durante el pr-oceso de 

madur-aciÓn de los eritr-c .. :it.::.s la célula sufr-e· los siguientes_ 

cambios1 [17J 

Ganan 

- Sistema captador de Fierro 

- Hb 

- Sistema de capta.: io;n de 

glucoaamina 

- Ag especificos de membrana 

Temporalmente: 

- Síntesis de RNA 

- Síntesis de ONA 

- Síntesis de proteínas 

Pier-den 

- Nucleolo 

- NÚcleo 

- Sintesis de DNA 

- Sintesis de RNA 

- Mito.:..coridria 

- Acido citrico, 

Ribosomas 

- Sintesis de proteinas 



Sistema de Células 
Mieloide Multipotencial -- - - - .....:;iru-E Primitivas 

... 
Bf"U-E Maduras - - - - -

---
<Proel" i tt"obl asto o rubt" ibl asto) 

NORMODLASTO BASOFILO 
<Eritroblasto .f"imitivo e• prol"t"Ubt"icito) 

• NORMOBLASTO POLICROMATOFILO 
<Eritroblasto posteriot" o rubricito) l 

~-,, .• 
+ 

!--------· 

--Tinci.;n de reticulocitos 
TinciÓn de,...... 
Wrigth 

NORMOBLASTO 
ORTOCROMATICO 

o 
ACIDOFILO 
<Nor-mobl asto o 
metarrubr ic i to) 

ERITROCITO POLICROMATfFILO O DIFUSAMENTE BASOFILO 

o 
ERITROCITO 

Fig~ 3.- Figura que muestra las secuencias de la 
maduracion eritrocitica. C25l 
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4.- EIUTROPOYETINA 

No obstante, el papel tan importante que juega la Epo en la 

producción, madura•.:iÓn y liberación de los eritrocitos la 

circulación, la natur-aleza de sus receptores ha sido poco 

estudiada, debido a la dificultad que anteriormente representaba 

el purificarla. C3BJ 

Sin embargo, una vez estableo:idos los m.;todos de obtención, 

fue posible el c;onocimientc• de var im; de sus propiedades 

fisicoqu1m1cas, as1 como la secuencia de su estructura primaria 

algo a.:erca de la estructura secundar ~a y hasta de la terciaria. 

La palabra er itropoyet ina deriva del gr lego ..cpu6poa 

(erytroB) que signi fio:a rojo y de nc.&8 Cpieth> que signifi•:a yo 

hago, de esta manera se puede decir que la Epo es 

que hace a los rojos Ó er 1 trocitos. [3l 

mot.icula 

Se han postulado varias teÓrias acerca del origen de la Epo, 

a.l parecer proviene de precursor de mayor tamarro, la 

preeritropoyetina, que seria hidrolizada en la hormona activa por 

una enzima proteolitica proveniente del rif'l'.;n, la eritrogenina, 

probablemente de naturaleza. l isosomal. C78l 

Los primeros estudios acerca de la Epo fueron llevados 

cabo por los franceses Carnet y Deflande l'30G, quienes 

encontrar.;n que la inoculaci~n de ~ueros de animales an~micos, 

causaba policitemia en animales normales y que al igual que con 

otras células se trataba de un factor estimulador, al que ellos 

llamaron hemopoietina y que a~tualmente conocemos como Epo. 

[38) 

A estos estudios continuaron otros realizados p.or Reissman 

1950, Erslev-Gordon, B·::.orsok y Stholman, cuyos estudios 

contribuyeron a descubrir la importancia de la tensi.;n de oxigeno 

en la estimulaciÓn de la Epo. C78J 

Perc• ¿ cómo es que se dec íde estudiar la Epo ? La 

respuesta es la siguiente, se contemplaron var iau posibilidades 

de que se dispara.ce la pr.~ducci,;n de eritrocitos, y f;stas eran: 
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pYoductos de desintegración de eritrocitos, viscosidad de la 

sangre, volumen de er ityoc.itos y, transporte de oxigeno. Se 

decidib estudiar el ~ltimo, ya que precisamente esa era su 

func iÓn pues se habia demostrado que al ba,jay el oxigen•;:, 1 

entonces se incrementaba la produce i;.,n de el"' itroc i tos, est•::o 

Último basado en los traba.Jos de Paul Bert, quien hace 100 af'fos 

dedicó al estudio de las diferencias en las presiones 

barométr teas. C78l 

Los pY imeYos estudios aceYca de sus propiedades 

fisicoquimicas fueron llevados a cabo en Epo pUYificada de orina, 

ya qué es muy dificil su obtenci~n y purificaci~n a partir de 

plasma • 

"-1-- Puri~icaciÓn de Eri~ropoyeLina 

Los primer•:>S intentos de pur'ifit::a•:i.Ón requiriel"on grandes 

volumenes de orina en el caso de humanos, y el sñcr1ficio de va­

rios carneros en el caso de la Epo de carnero. Cantidades muy 

bajas han sido obtenidas por extracción de plasma de borrego 

an~mico y de orina de humanos an~micos. C.4, SOl 

Por eJempl o, par a 

borregos de 75 kg de 

purificaY' Epo partir de plc:"sma de 

peso, los cuales fueron primeramente. 

iY'radiados con rayos y posteriormente se les aplicaron tY'es dosis 

de fenilhidrazina de 1.0 gr cada una por via subcut~nea (para 

inducir anemia> los di.as 2, 4 y & después de ser irradiados, 

espero ~ que el hematocrito ba.Jara a 10 r. ~ meno.,;, ent•:tno:es 

sangrar~n los animales, obteni~ndose 2.0 lts de plasma por 

borrego con ti.tul os de 3.5 U et& Epo/ml. [Al 

PaY'~ fraccionar el suero se hizo di~lisis con agua 

deionizada hasta que la conductividad especifica fueY'a menor de 

250 1-amho/cm, se ajustó a pH 4.'5 y se pasó a trav.;s de una columna 

compuesta por ltl Cw/wl de una mezcla de dietildiaminoetil 

celulosa CDEAE> y fosfocelulosa CPC>, suspendida en agua y 

ajustados con ~cido hasta pH 4.5, despu~s se corrió el pla~ma y 

fue lavado con agua. La columna f"Ue entonces eluida con 0.4 M de 

Na2HP04 , 0.5 M de NaCl, la fracción eluida fue dializada y 

liofilizada. Esta forma de prepararla 

aproximadamente 0.5 U/mg de prote1na y el 

diÓ una potencia 

rendimiento fue 

de 

de 
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75-100%. (4 l 

Partiendo de la fraccién obtenida en el corrimiento en la 

columna d·e PC, los métodos pnra purificarla fueron los 

si9uientes1 

Paso J.- La fracci~n obtenida es disuelta en 10 volumenes. 

de 0.02 M NaH2PO• 0.18M de NaCl a pH 6.0 y pasada a través de una 

columna IRC-50 equilibrada al mismo pH, la columna es lavada con 

el buffer hasta que el eluyente tenga una absorbancia 

insignificante a 280 nm. [4) 

La fracci~n total del efluente Cpaso 11) ·es llevada a pH 5.0 

y pasada a través de una columna IRC-50 equilibrada al mismo pH y 

eluida con buffer a pH 6.0 corriendo a trav~g de la columna hasta 

que ya no sea elu1da m~s proteina. El eluato es dializado y 

l iofil izad•:i, Cpas•:i 1I1 > dando una frac e iÓn de Epo con una 

potencia de 3 U/mg de proteina. •:on rendimiento de 

aproximadamente 35X. C4J 

La Epeo del paso 111 es trace ionada con sulfato de amonio. La 

fracción precipitada entre 0.~3 de saturación a pH G.3 y O.G7 de 

saturaci~n a pH 3.3 es disuelta, neutralizada, dializada y 

liofilizada y eGto d~ la Epo del paso IV una potencia 

aproximada de 15-30 U/mg de prot. 

de 20'l.. C4J 

rendimiento aproximado 

La Epo del paso IV puede ser aun mas purificada pag~ndola 
trav.is de una columna de sul foet i 1 sephadex .CSE) pon i~ndola en 

buffer de c"lcetato o. OOSM a pH 4. 5 y el uycmdo 1 a columna con 

buffer incrementc:ind•:i 1.-i o:•:ino:entrar.:iÓn de ar.:etato y el pH para la 

segunda eluci.;n •:on ai::etato 0.015M y pH s.o, obteni~ndose la 

trace i~n SE-5 cr..on una potencia apro.,,imada de l 30-140 U/mg de 

proteina y un rendimiento de aproximadamente 10X. [4J 

Después de r.:-btener SE-5 ésta frac e iÓn es fijada por 

a~sorci~n sobre gel fosfato de calcio y dializada contra agua 

destilada hasta qu~ la •:onductividad ser'l men•:>l" de 100 ·µmho/cm, 

después del paso de absorc iÓn, el gel es eluid•:t dos. ve..:es r.:•.:in 

fosfat•:i 5 x 10-• M y dos veces o:on fosfato 10 -a M ambos a pH 7.4. 

La segunda fra•:ci.;n con ul buffer m,;,s diluido es lo que da 

la fra•:C i.;n Cap-2B con un.:i po:iteno: ia de 6500 U/mg de proteina y un 

rendimiento apri.:. .... im<1do del 2'l., lo quc.s represent .. J una purifica•.:i.;n 

de '330,001) veo:es S•:ibrc l?l plasma ori9inal del borrego anémico. 

Fl9. "t 1 Tabla L 



Plasma de borrego an~mico Cdializado a pH 4.5) 
DEAE-Celulosa fosfato pH 4.5 

Descartar 
Eluyente 

O. 4 M Na2HPO• -
Q,5 M NaCI, 

Eluato Cpaso ll 

/al Izado a pH=G.O 
/ U•• IRC-50 

Descarto 
Eluyente 

Sulfato de amonio 
0.53 sat. pH 6.3-
0.67 sat. pH 3.3 

Eluyo~::_50 C::s:.~IJ 

Eluato CPaso IIIJ 

trace Iones 
con alguna 
actividad 

Precipitado CPaao IVJ 

0~~~~o~t!!;::~~a~~x4·~ 
Descarto eluyente 

0.015 M acetato 
Eluato CSE-Sl 

i:Hal izar 

pH 5.0 
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gel fosfato de calcio pH 7.4 
fosfato 0.001 M pH 7.4 

otros eluatos 
con alguna actividad Eluato Ccap-28J 

F~g. ¿. Purificacion de Epo. Se obtiene CSe SJ y Cap-28 
con una potencia de 9,200 U/mg de protelna y con un rendimiento 
muy baJo del 2-Sh. C4l 



f'"racc iÓn 

Plasma de 
borregc• 
Paso I 
Paso 111 
Paso IV 
SE-5 
Cap-2B 

Tabla-1'. - Pur i ~ icaé iÓn de E'po 

Potencio 
CU/mp proteina> 

0.007 

o.5 
3 

15-30 
130-140 

G500 

Rendimiento 
(l\) 

tt)O 

75-100 
35 
20 
10 

2 

Pur i f iCac iÓn 

17< 
430x 

2150-430ÚY. 
18G00-20000x 

930000Y. 

---=r:ibi·~ que muestra la potencia, rendímiento y purifio;acion 
obtenidos en cada uno de l•:is pas•:::is para la purifica.cion de 
Epo. t4J 
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En 1972, Espada purificó Epo empleando filtraci~n en 

sephade~ G-100, electroforesis gel de poliacrilamida y \.lna 

doble inmunodi fusión en gel d~? agaY. 

La purificaci~n fue hecha de orina de pacientes anémicos, 

llevando a cabo lc•s siguiente~ pasos: 

1 > Primero una adsorc té'in con ácido benzoico. 

2) Tratamiento con calor 

3'1 CYomatogrelfia de int~rCi\mbio iÓnico cm DEAE-celulo:•sa, 

4) Cromatografia sobre hidroxilapatita 

5) Cromatografia sobre DEAE-celulo~a empleando pH diferencial 

de eluc i,;n 

6) riltraci~n en gel con columna de sephadex. 

7) Eleo:troforesis de poliacrilamida con buffer tris-glicina, para 

revelar las electroforesis se empleo negro de amido. 

Para la identificai::i•;n de la Epo empleo: 

1) Determinación de proteinas por el m~todo de Lowry, empleando 

albÚmina s~rica bovina (A59) como est~ndar. 
2) Hexosas por el método de Roe, con cst.indar da gala.;tosa 

3) HeY.osaminas por el 

glucosamina-HCl 

m~todo de Reissing, con est.indaY' de 

4) Acido siál ico, por medio de hidYol isis de la muestra en 0.05 M 
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de H2SO• durante 1 hr a 80 •C ,por el métc•do de Warren, 

empleando .i.:ido:i N-acetilneuyam!nii:o .:•:imo est~ndar. 

5) La i:omposici.;n de aminoa•.::id•:is fue llevada 

autoanalizador Becman 120. Fig. 5 [.27J 

Por otro lado se ha reportado que la Epo de orina humana con 

una actividad de 14 UI /mg de proteína al eluida en una 

columna inmunoabsorbente Ccon anticuerpos monoclonales anti-Ep~ 

fijados) con buffer de a<:etato ~ pH 2.s, se •:ibtiene a la Epo con 

una· activ.idad de 59,000 UI/mg de proteína, que al set" filtrad~ en 

gel sobre sephadex G-100 prc•porciona Epo con Bl,600 UI/mu de 

proteína. C4J 

Dando de esta manera un paso para obtenc-?.- Epo pura en 

gr .. J.ndes r:antidades y que pueda ser dpl icable para fines clinico~ 

y de laboratorio. C4J 

Ha sido tambi~n reportado un m~todo de un solo paso para la 

purificaci~n de Epo y es por medio de r:r•:rmat•.:igrafia con a:!ul 

cibacr.;n F"3GA-agarosa carbc•:dmet i 1 ada lCM-affi-gelblu), 

obteniendo una actividad especifi•:a de 200 UI/mg de prote;na y 

aparentemente libre de tóxinas y otros factores de crecimiento 

hematopoy(;ticos dif~rentes a lñ Epo. t4J 

Otros procesos de purificao::i.-;n parcial incluyen: 

Electroforesis, el ectroen foque, isota•:hophores is, cro.:imatogra f id 

de interacción hidrofÓbica sobre fenil sefarosa CL4B, y 

cromatografía de líquidos de alta resolucibn CHPLC). C8,91J 

La HPLC permite la separcion alta eficieni:ia y 

resoluci.-;n, pudiendo emplear tres tipos de cr•:)matografia; medidc'l. 

de esclusi.;n o permeacibn en gel, fase reversa y columnas de 

intecambio iÓnico con diferentes solventes; siendo medida de 

esr:lusiÓn e intercambio i.;nico muy reproducibles, pero fase 

reversa da una exelente resolución. [21, 52l 

Para manejar pequeNas cantidades de Epo se emplea 

cromatografía con lactinas enlazadas sobre agaroüit. [91J 

La cromatogrñfia sobre enzimas inmovilizadas puede servir 

para remover la toxicidad de la hormona extraida de orina. 

[40J 

La obsorciÓn sobre lisado de Ltmulus remueve las endotoxinas 

de la Epo cruda. C91J 

La Epo enlazada a fitohemaglutinina y aglutinina de germen 



Orina de Pacientes Anémicos 

Ad .. oYclÓn con tcldo benzÓlco 

calor 

Croma~ograf 1~ de 
intercambio ionico DEAE-celulosa 

l 
Cromatogrdf1a con hidroxilapatita 

1 
Cromatografia con DEAE-celulosa 

a pH d!It<enclal 

Filtración en gel con 
columna de sephadex 

l 
PAGE 

l 
f Determina.e i~n des 

PYot~ Hexlsas ~~xosamln~s 
Acido siAlico Secuencia de aminoacidos 
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Fig B.-M~todo empleado por Espada para la purificaciÓn y 
caracterizacion de la Epo. C27l 



de trigo puede ser liberada con N-acetilgalactosamina 

sialico y N,N-diacetilcitobiosa, de hecho estas 

24 

.icido 

fueron 

inicialmente empleadas para la purificaci~n directa de Epo de 

orina. C40] 

Cromatografia sobre Rtcinus c'WM\unts fue usada para liberar 

Epo sialada de desialada, porque la Última se enlaza a la lei:tina 

a través de residuos galactosil libres. C91J 

Para purificar la Epo, al igual que sucede con todos los 

pro"cenos de purificación, se buscaba una t~cnica simple, 

relativamente econ~mica, eficiente paYa procesar volumenes 

pequenos y grandes y que diera un buen rendimiento y recuperación 

de la hormona, al parecer la pul"ifi.caciÓn de Epo sobre vidrio c•:in 

poro controlado y ~cido sialico reune éstas caracteristicas. 

['35] 

¿.2.- Propiedades tisicoqu1ndcas 

La Epo es una glucoproteina de ba.io peso molecular 34000 

daltons. Esta compuesta por cuatro difet"entes carbohidr'atos 

CCHOS); cuatr'o complejos sacaridos tett"aantarnarios, las 

posiciones 24, 38, 83 y 123. La importancia de estos sitio:•s viene 

dada por la conservac i.;n en las Epos de rat.;n, mono y human•:.. 

C24l 

Desde los primeros repot"tes acerca de esta pr•:iteina en 19€.'3 

se propuso la presencia de dos tipos de Epo, una con residuos de 

~cido sialico, y otra carente de ~ste la pt"imet"a activa in vivo, 

y la segunda no. t22l 

La Epo es una a -globulina relativamente estable al calor y 

al pH. La Epo humana en gel de poliacrilamida revela varios 

componentes de la proteina con pesos moleculares y propiedades 

antig~nicas similares. eso, 86] 

Se ha observado que Epo ge encuentra entre las hor'monas que 

presenta microheterogeneidad, sobre todo en el contenido dP. 

CHOS, dependiendo de las preparacioneg. CGOJ 

La heterogeneidad ha sido demostrada en diferentes sueros, 

encontrandose ésta no Bolo eri su contenido de CHOS, 9ino también 

en la carga. CSG,BBl 

La heter-ogeneidad de carga ha sido estudiada por motilidad 



Tabla 2.- Composici~n de la Epo 

Carbohidr-atos 

Acido Sialico 

Manos a 
Galactosa 
Gluo:osa 

N-acetilglucosamina 

Proteinas 
Cls 
Met 
Arg 
Tlr 
Val 
Aap 
Tre 
Ser 
Giu 
Pro 
Gil 
Ala 
lle 
Leu 
f"en 
Hia 
Lis 

a a residuos por mol 

Plasma de Cal"nero 
11 

24 

16-19 Ca) [1011J 

11-12 [4 llJ 
IB [6 llJ 
6 [2 llJ 

11-12 [4 llJ 

76 
No detectada Cb> 
No detectada Cb) 

3 Cal 
5 
B 

b = menos de 2 residuos por mol 
e ª moles I 100 moles recuperados 

Or-ina Humana 
)( 

30 

7.5 

13 
total de 
hexosas 

B.9 

66 

l. 4 Ce> 
3.6 
3.0 
5.8. 
9.5 
6.9 
6.4 

12.5 
11.1 
6.2 
7.2 
5.4 

12.5 
2.9 
2.0 
3.6 

Notas Esta cal"acterizaciÓn fue lograda por Espada en 1972 
C27J 



electroforética sobre geles de agarosn , demostrandosa que en un 

individuo pueden existir de.20 a 30 formas, lo cual es similar 

las hormonas luteinizante, fol iculo estimulante y gonadotropin.:is. 

[883 

Una de las razones las cuales se ha atribuido esta 

heterogeneidad es que sea producida por sitios extrarenales. 

En 1972 se llevó a cabo la primera 'caracterización par.:i.il 

de la Epo obteniendose los resultados mostrados en la Tabla 2. 

· En 1?77 se llevó a cabo su purificaci.;n partir de 255(• 

litros de orina de pacientes con anemia aplásica obteniendc•se 10 

mg de"proteina con una potencia de 70,400 Ul/mg de proteina en un 

rendimiento del 21?.. [60] 

El proce~o de purificaci~n incluy~: cromatografia de 

intercambio ionice, precipitación con etanol, filtraci~n en gel y 

cromatografia de adsorci~n. [60l 

El material purificado produjo 

electroforesis en gel con tr itÓn X-100 

mercaptoetanol a pH 7. [GOJ 

una sola banda 

pH G, y c·~n SOS y 

Despu~s del fraccionamiento final con hldroxilapatita se 

obtuvierÓn dos fracciones la " y la (1 da peso )' 

potencia similaY pero ligeYamente diferente en su motilidad a pH 

9, toda la composici~n de aminoácidos de a y ~es similar, sin 

embaYgo difieren en la composici~n de carbohidratos, Tabla. 3 

CGO, 77J 

Tab1a No. 3.- Carbohidratos para Epo a y ~ 

Carboh ldrato Epo a Epo (1 

Fucosa 4 4 
Manos a 9 B 
Galactosa 11 11 
N-acetilglucosamina 12 9 
Ac ido g.ial ico 16 12 

Composicion de c~rbohidratos paya las Epos alfa y beta, 
obtenidas por el metodo de Hiyake et al. E77l 
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Acerca de las estYu•:turas a y P al ha..:sr corrimiento 

electroforético, se observa que a migra m~s r~pidamenta que ~ en 

gel de pol iacr i lamida a pH 9. [963 

Algunas de las propiedades de la Epo estan resumictas en la 

Tabla 4. 

Tabl~ No. •·- Caracterizaci~n de la Epo 

Prote1na 
ar:idica 

Punto isoa1ectico 
Paso molecular 

Estabilidad 

Actividad especifica 
Coefic lente de sed imentac i~n 
Absorbancia máKima 
Radio frac e ion al 

[27, 91J 

70'l. proteina 

30Y. carbohidrato& 
3.5 - 4.5 
34000 dal tons (el e·ctrofo­
resis en gel SOS> 
pH estable (rango de 

3.0 - '3.Q) 
Termoestable Cse puede 

hervir durante S minutos) 
70400 Ul/mg de proteina 
2.63 g 

27'fJ nm 
1.58 

Como se puede observar la sialo Epo tiene un punto 

iso.;lectr ico de 3.'5 a 4.0 en t·anto «;lue el de la desialada es de 

s.o a G.O.r91J 

La activdad biol~gica in vivo es des~ruida por un amplio 

rango de enzimas proteoliticas incluyendot pepsina, tripsina, 

papainat quimiotripsina A, elastasa, bromelina y una proteasa de 

Styeptomyces gr i~eu~. C40J 

La actividad de la Epo in vivo es perdida cuando los 

residuos de ácido sialico son removidos 

hidr~lisls ~cida. C39J 

con neur aminidasas o 

Las enzimas tripsina y sialidasa causan completa 

inactivaciÓn de la Epo, indicando que la molécula contiene ..;,cido 

sial ico con un minimo residuo de arginina o l isina. [38] 



El tratamiento de la Epo con sial idasa, la cual 

residuos de ~e ido N-acetilneuraminico terminal 
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remueve 

de la 

glucoprote1na ocasiona la pérdida de la actividad biolÓgica in 

vivo con actividad t-otal medible in vitro. [24l 

Cuando se ensayo Epo desialada en cultivos c·titulares de 

médula Ósea se encontró que tenia completa actividad, lo cual 

idica que la Epo con o sin ~cido siálico puede actuar sobre las 

células blanco. t91J 

La oxidación de la asialo Epo con galactosa oxidasa restaura 

la ativia~ biolÓgica in vivo. C40l 

607. de los residuos de Epo urinaria ocuren como NeuAca2 3 

grupo galactosa y tos otros ocurren como NeuAca2 6 galactosa 
ligados, siendo el ácido sialico no solo importante para su 

aclaramiento, sino que tambi~n contribuye a la estabiliza~iÓn 

conformacional, ya que la asialo-Epo llega a ser sensible la 

desnaturalización por calor y a la digestión por tripsina. 
[81J 

Al ser deglucosilada la mol~cula con fluoruro de hidrÓgeno 

son removidos 75% de los carbohidratos. t38J 

En presencia de 6-M-guanidina Ó 2Y. de SOS no puede ser 

incorporada a Epo NEM <N-etil-2-mielamina) marcada, indicando que 

no tiene grupos sulfhidrilo libres, cuando se reducen los grupos 

sufhidrilo ~e puede incorporar un poco de 6-H-guanidina. 

t3BJ 

Los enlaces sulfhidrilo son importantes para el correcto 

funcionamiento de la molécula. C:38J 

Existe una pequefta regiÓn en la cadena polipeptidica 

susceptible a digesti~n por tripsina, 

proteasa y endoproteincisa. [38J 

quimiotr ipsi.na, v-B 

Tiene dOG regiones fuertemente enlazadas o protegidan por 

cadenas de oligosacáridos, que son resistentes a proteolisis. 

t3Bl 

Al ~er cortada con tripsina, la molécula da origen a dos 

polipéptidos Tl y T2, con peso molecular aproximado de 16000, 

determinado en gel SOS, 91endo el contenido de carbohldratos do 

T1 aproximada~nte 3 veces mayor que el de T2; a pH 4 con pepsina 

se obtienen los mismos patrones. [963 

T1 y T2 no sufren proteolisls, lo que indica que amba~ son 
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cadenas polipept!dicas solas y no contienen enlaces disulfuro. 

CBGl 

Se dice que contiene también residuos de iodotirosina y que 

e& probablemente ésta regiÓn la del receptor a la& cál~las blanco 

ya que tambi~n es el sitio en donde se sabe tiene actividad 

inmunolÓgica. C91J 

La actividad biol~gica de la Epo no es alterada por hervirla 

val" los minutos a pH neutro, pero su actividad in .vivo es 

r~pidamante reducida en condiciones fuertemente ácidas Ó básicas. 

[381 

La reducción en condiciones de desnaturalizacion • proyocan 

pérdida total de la actividad. t3Bl 

La actividad de la Epo es usualmente reportada en unidades 

internacionales CUI>. una UI fue definida inicialmen,te como la· 

cantidad con la cual se produce 
eritropoyes¡is que :S µmol da· cobalto. 

el 

['31 l 

mismo estimulo de 

En ensayos in vitro la potencia de la Epo.~s medida por la 

incorporación da fierro ~arcado las nuevas células roJas 

formadas. [91 J 

Como aa ha mencionado anteriormente ha sido identificada la 

estructura pri~•ri• d•'la Epo, oncontrandosa que la9 estructuras 

primar iaa de ratón,. mono y humano son al tamante homÓloga9 Centre · 

humano y mono•• tiltf1• un 901. da.homologia>. C21, 75J 

Se aabe que la molécula con9ta de 166 amino~cidos y contiene 

dos puentes disul furo F"ig. &. [39] 

Parece ser que en las regiones 102 y 10~ ~e localizan dos 

zonas hidrofÓbicas y que en la regi~n 126 posee un oligosacarido 

0-1 igado. t45J 

En 1906 se presentó un reporte de como se llevó acabo la 

secuenciaci~n de la Epo. Para determinar la secuencia completa de 

la estructura primaria de la Epo se ampleraron 565 mg de Epo. en­

contrando lo siguiente: 

Los Yesiduos cargados const i tuian 27'l. del total y so(l 

irregularmente distribuidos, excepto que no hay residuos car9ados 

en las regiones 77-88 y ambas regiones, la amino y carboxi 

terminal es tan relativamente cargadas4 C46J 

Es interesante notar que aunque los residuos de p-rolina y 

glicina, los cuales se conoce que son altamente receptores de la 
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Sil 10 
ala-pro-pro-arg-leu-ileu-cia-aup-Der-arg-val-leu-olu-arg-tir-leu-

20 • SH30 
leu-gl~-ala-lia-glu-ala-glu-asn-ile-ila-tre-tre-oli-cis-ala-glu-

SH • ~ 
hts-cis-.er-leu-asn-glu-asn-lleu-ile-tre-val-pro-•ep-tre-lis-val-

50 60 
••n-fen-tir-•la-trip-lis-arg-mat-glu-val-gli-gln-gln-ala-val-glu-

. 70 
val-triP- gln-Qly-leu-ala-leu-leu-ser-glu-ala-val-leu-arg-gli-gln 

00 . • ~ 
ala-lmu-leu-val-aan-ser-ser-gln-pro-trip-glu-pro-leu-gln-gln-leu-

100 
his-val-asp-lis-ala-val-sar-gli-lau-arg-ser-leu-tre-tre-leu-leu-

lW 1ro 
arg-ala-leu-gli-ala-gln-lia-glu-ala-11•-eer-pro-pro-asp-ala-~la-

• l~ ~ 
ser-ala-ala-pro-leu-arg-tre-ile-tre-ala-asp-tre-fen-arg-lis-leu-

150 
fen-arg-val-tri-ser-asn-fen-leu-arg-gli-lis-leu-lis-leu-tir-tre 

160 SH 166 
gl i-glu-ala-1;: is-al"9_-tre-gl i-a.sp-arg .. 

F~g.n.• E9tructura primaria de la Epo que 
puentes diwulfuro e SH >, lo& sitios de enlace da 
( * ) .. N-1 igados y C &e ) 0-1 igados asi como la 
aminoacidms .. t39J 

indica: Los 
carbohidratos 
secuencia de 
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estrw:tura a-hel ice y lámina-p, están fortuitamente distribuidos 

a través de toda l" molÓcula, estos residuos no ocurren en laG 

regiones 4-7 y 30-150 de lo que se deduce que un alto grado de la 

hel ice-a pur.de ser posible en estas regiones. t46J 

Se reportan tres p•:-sibles sitios de N-glucosilaciÓn, en las 

posiciones 24, 38 y 83 de acuerde• a la presencia de asn-~-ser/thr 

y un sitio O-ligad.;. en la ser 126. (24, 811 

Los c.il igosacar idos N-1 igados fueron identificados por la 

conversión de la. Epo por la. end•:•glu.:·~•!.>idasd F. (especifica para el 

complejo de ol igosaC<!r idos asp.:u-gina 1 igados de una 

glucoproteina con peso mole•:ular de 341)00 a una proteina. con peso 

molécular de· 22000 •. [38, 81 J 

Se ha puesto espe•:iol atenci,;n a los CHOS, dado que ha 

visto son importantes para la bioninteis y/o madura~i~n de la 

Epo. C55, 61, 77J 

La secuencia de amino~cidos de la cadena polipeptidica es 

importante, porque al pare.::er ésta controla la sintesis de las 

cadenas de az1J.car. C75, 81 J 

Como se puede observar, la Epo contiene cuatro residuos de 

cisteina (c1s), asignando cis en las ROsiciones 7, 29, 33 y 161, 

de aqui se deduce que la Epo ~ cont iem·~ dos puentes disul furo 

formados entre cis 7 y c_is 161, y el ot'ro entre cis 29 y cis 33. 

C38, 4GJ 

Es interesante notar que el segu"r1do puente disul furo, esta 

sandwichead·::o Pntre dos si t i·::is de (Jl ucosi la.e i.;n cercanos 

aspargina 29 y c1spargina 38. L4E.J 

Al parecer la estructura secunc;tar- ia esta compuesta por una 

buenu p~:irte de la hel ii:e a y •:otr•-::o tont•::o de la 1-imin<l (1, aunque 

dependiendc• del m~todo empleado para evaluarla 

porctmtajes diferentes de cada una. Fig. 7. C46l 

obtienen 

La!> estructuras esperadas para la Epo, '!iP. pueden observar 

desde la distribuci,;n de los .lmin·: • .,;cidos prol ina., .icido asp~irtico 

Y los' reo;iduos de ~ci::id~:- glut;mlco m<.:•strados en la mol~cula de la 

Epo, estos résidu.:.s son altamente det"afavorables para la 

estru•:tura de la l.imina. (1. C4Gl 
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4.3.- SiLios de Producci~n 

La sintesis de Epo ocurre inicialmente en el saco vitelino, 

sin embargo el hecho de saber si existe una Epo fet.al y una 

adulta como en el caso de las HbCs>, ha sido descartado debido 

que sólo se encuentra un gene estructural para Epo en el genoma 

humano. C22J 

4.3.1.- Rin.;n 

Para estudiar el origen de la s!ntesis de Epo inicialmente 

se empleal"on las t~cnicas cl.isio:as end.;crinas, como non: eG•:isiÓn 

y reemplazamiento del Órgano, notandose que en el adulto humano 

el rirrÓn es el Órgano asociad•:o con la producción de Epo en tanto 

que en el feto es el higado. C40J 

En pacientes con falla renal y anemia asociada a ella ha 

observado muestran ba.Jos niveles o no detectables niveles de Epo, 

que los pacientes con anemia de severidad comparable debida a 

otra et iologia. C25, 40l 

El prin~ipal Órgan~ de producción de Epo es el riftÓn, aunquo 

no esta bien definido el sitio exacto de producción en éste. Se 

ha sugerido que el epitelio renal tubular es el sitio probable de 

producción de la Epo renal. [31J 

Al no detectar Epo en e~tractos de rtnÓn, se sugirió que el 

rin~n produce un precurGor inactivo, o un activador do enzimas el 

cual act~a sobre ur1 precursor de la Epo la sangre, en un 

sistema análogo al de la renina-ang~otensina, en el que la Epo 

llegaba a ser el pr•:it:lw:to activ·~, comparable con la angiotensina 

II C79J 

Al aislar rinones de perro y conejo se observó que ~stos 

producian Epo en respuesta a estimulos hipÓxicos, pero no logarÓn 

aislar Epo del rin~n, sino m~s bien un precursor que producia Epo 

después de ser incubado con suero, y al cual llamaron 

er i trogenina o factor er itropoyét ico renal 1 sin embargo otros 

investigadores encontraron que los extractoS de r il"S'~n normal de 

rata, buey, perro y ~~neJo contenian Epo y no un precursor de la 
ºhormona". [40J 

Cuando la Epo no habla sido obtenida de extractos renales 



34 

penso en la posibilidad de que la hormona fuera activad.:\ 

extracelularmente o ser.:re.tada en el espacio intersticial 

inmediatamente después de que la glucosilaciÓn terminal era 

compl_etada. C78J 

Al no encontrar Epo en r if'f~n se empezo usar lo que se 

llama la hipotesis de la eritrogenina. De acuerdo a ~sta 

hipotesis los ri~ones hipÓxicos liberan un enzima lisosomal 

(eritrogenina> la cual libeya Epo de una a-globulina 

(eritropoyetinÓgeno> un el plat>rna. tll, 78J 

Se propuso que la eritrogenina presente en el rinÓn es 

1 ibercída respuesta h ipox ia Yen al y activa un 

eritropoyetinÓgeno que puede estar presente en el plasma normal. 

t7Bl 

Una posible respue9ta de porque no se encontró Epo en el 

rinÓn es la presencia de algÚn inhibidor, debido a que extractos 

del rinÓn que contengan lipidos pueden inactivar a Epo. C7BJ 

Al evaluar en un sistema in vitro por inmunofluor~sccno:: ia 

directa, ge observó Epo en el epitelio glomerular del r if'f~n. 

Experimentos real izados con r il'Sones aislados de cene.jos, 

perros y mandriles han demostrado que pueden producir Epo. 
(40] 

La deducci~n de que la Epo se produce en el riftÓn surgiÓ 

partir la realización de una nefrectomia bilateral, la 

concentracion de Epo disminuia reteniendose un 10Y. de la 

prodw:ci~n, la cual es p~Ydida cuando se hace hepatectomia 

paYc tal (70%) y se recupeYa con forme va regenerand.:.so el higado. 

(31] 

El hecho de que se logró extraer Epo de rlnones de roedoY~s 

después de la exposición hipoxia, hipobaYia, sangrado y 

tratamiento con cobalto, llevó a la conclusión de que 

efectivamente el rif'(~n era el productor de la Epo .. t29J 

Aunque no esta claramente definido el sitio exacto de 

producci~n en el riKÓn, al obtener Epo de el sobrenadante de 

rif'fones homogeneizados se centrifug~ de 2000 a 16 000 g y en los 

paquetes obtenidos se encontró Epo, indicando que la hormona se 

encuentTa en la fYacci~n compuesta por los micTosomas y el fluido 

intl"a y extracelular. c2s, 48J 

Se ha reportado clue el 70Y. de de la Epo activa in vivo se 
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(25, 481 

Vi.t.r io!: invc~st igmtoYes h.:m obteni d.:.• una ac:t ividad generatk•ra 

df.!- Ep•;o de la fru•:.: ¡,)n l i•.>•:.s•:imal de homogt:?nei:::~do-:; d~ rif'í•:inC?<3 

hip~xicos cu.:mdo e'"t.os incubados ce.in suer-o de animales 

normal es, pero no tienen una <l•:t ividad er itr..:1poyót ica intr !ns~·: a. 

Por otro J4do el RNAm que ~odifica para la Epo fue aislado 

del rif'Són de mandril~s an~m>CC•S y Epo ooc i t.:.·s de 

xenopus laeuis. c·:tt 1 

Dubiúeo ~• lo c'1ltamcnte irrig<.\da que estn la <:.orteza renal, 

relativamente insensible a 

pequert;:.s v.:w ia•: io:ones de •:ixigeno, en c.:imbio.:i la punta de la mtidula 

r~n.,l es relativamor1t€? hip¿xi•:a y por tar1to ser esta la zona que 

funju c•:imeo ap~·:o·At.:• sensible? al oxi.geno. Sin emborgo algunos 

invr~st1gad•Jre~ han ainl<ldo m.i-a Epo de •.:..:orte:::.a que de m~dula, 

aunque los rt>st•:•s dt? la "horm•Jna" extraidl.)S de la médula puedan 

ser derivado~ de fluido tubular. [11J 

Se ha reportado que no existe actividad de Epo en la linfa 

de los nódulos , lo cual us muy importante ya que la linfa renal 

producida p•)r lo ~orte:::.a. [701 

Dcb1d•:• a que l•l sangre ven•::isa renal E?st.i relativamente billn 

o:r;!genada se asume que lns c~lLtlan do la cc•rteza renal reciben 

suficiente oxigeno, sin embargc• medicionas con microelectrodos 

revelan .ireas con muy baja tensión de oxigeno en la corteza renal 

de perr~ y rata. [78] 

La tensi,;n de oxigeno bajo marc¿\dumente durante la anemia 

la corteza mientras que la normalmente ba.Ja tensi.;n de oxigeno 

la m~dula tcndiÓ a incrementar. [41)] 

Aunque no han sido bien definidas las o.:Eitulas que producen 

Epo, estudi•::is en inmunofluorescencia histoqu!mica han mostrado 

que los anticuerpos a Epo enlazan selectivamente a las c~lulas 

glomerulare5 de rii"l'..;n de borrego y humano. 1:'3ll 

La lo•.:alizaci.;n exd•.:ta dn las c(;lula!> que producen Epo ha 

permanec id•:> .:ontrovernial. Estudios de h ilJr ida..: iÓn in vi tro han 

sugerido que el mRNA para la Epo en el rii"l'.Ón est~ localizado en 

las o::~lula~~ perituhulares. C74l 

Sa ha sugerido que las <::~lulas que •:ontienen el mRNA paru la 

Ep•.:i ast.in en la base de la mr:?mbra.na de lo~ tÚbulos renales, 
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siendo candidato~ las .:.élulas de los capilaYes tuhul rlYe~5, 

sug ir i endose además que s(Jl O:• sube l nse tle lc.1s .: apl lar~H 

peritubulares contienen mRNA-Epo. (51J 

Lo anterior fue- llevado a •.:ab•j mediante una t1ibr1di::a.•.:i~n 

"in situ" las c~lulas fueron encc•ntradas primeramente en la 

regié'..n cortical del riri'Ón, no del glomcrulo, pero si en el anu~ 

peritubular. C51J 

Se ha favorecido la opci.;n de que la Ep1;i tenga un .:ir igon 

tubular debido a que ha sido aislada tres V>!?•::es ma!i l!p•.:i de lo 

masa tubular que de t:ualquiHr otra reg i.;n dt'.!'l Y il't.;n. 

4.3.2.- Sitios Extrarenales 

En 1954 Nathan et al. rcportar.;n datos de pacient~s 

nefrectomizados en los cuales después de la nefrectomia dismin1.1ia 

el hematocrito, pero despu~s se recup~raban. De alli se penso Que 

habla otros factores extrarenales que rt.>gulaban la prc.•ducc1Ón de 

Epo, aunque ~stos no siempre llegaban a tener los valores de 

individuo normal, sugir iendose entonces que la pYoduc•:: i.;n de Epo 

por sitios extrarenales esta regul.-:ida p•:iY la demandu de oY.igen•.:i. 

C28J 

Se ha reportado que 5 a 10 Y. de la Epo dvl plasma pYoviene 

de sitios extrarenales, Sit!nda el hlgad•::i el pYin•::ipal ·1rodLl•::t•::iY 

de Epo extrarenal. C25, 28l 

Durante la primera semana anterior al nacimiento durante 

la vida fetal, el higado es el principal oYgano 

conservando parte de su a.::t ividad ( 10h) aun 

er i t Y •:OPC•y{;t i o:o, 

después del 

nacimiento y sirviendo •:orno ~ygano er itropoyético cuando se dan 

enfermedades que afecten el buen funcionamiento del rif"l:Ón, c•.:om•::. 

en el caso de la falla renal aguda o bien nefrectomia. C28J 

Se ha pensado e~ las células de Kupffer como el sitio de 

prodÚc:c: iÓn de Epo en el h1gado. En 1984 se reportó la produci: iÓn 

de Epo en las ·células de l<upffer de ratas adolescentes. 

C28J 

Además se ha pensado en los mai:rofagos 

Epo en los taJidos eritropoy.;ticos. C28J 

Otro sitio extrarenal que ha sido pYopuesto 

origen local de 

productor 

de Ep1...-. es la glándula submandibular. Titulos positiv•::is fueron 
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encontrados en animales a los que se les sometio a hipoxia en los 

tL;bulos se•:reto:•res de lu gl.indula subma~ildr. C25l 

En gatos l c•s r:uerpoca r:ar.;t idos se han asociado tambi~n con 

una actividad estimL1ladora de. la eritropoyesis. Se ha. reportado 

que el remover los o:uerpos 0:ar.;tidos o:ausa incremento la 

producción de Epo en gatos, ratas y conejos expuestos a hipoxia 

hipob~rica. C40, 91J 

La s1ntes15 de Epo ha sido tambi~n asociada con neoplasma 

renal, de sistemd n~rvioso::i central, ..:;.tero, adrenal, ovario, 

pulm~n y time•. Infiriendose que el 

prc1ducc iÓn de Epr..1 no puede ser el 

sugiriendose que pueden producir 

mecanismo que controla la 

mismo todos los casoss 

hormonas como resultado de 

.~asoconstricci~n Ó inducir isquemia renal localizada o bien ser 

producida directamente del rift'Ón. C22l 

,.4.- Biosinlesis de erilropoyelina 

El control fisolÓgic:o y fisiopatol~gico de la Epo no esta 

claramente definido, lñ llipoxia parece ser el factor fundamental 

para su produo:o:iÓn; po::ostulandose que cst.~ regulada por nivel 

de oxigeno en un sensor celular er itrocit ic:o. C47l 

Al probar la pn:iducci~n de Epo por ril"fones hipÓxic:os y 

norm,;'<icos, se observó que se pro.:iducia m~s Epo en los hipÓxicos, 

lo que indico'l que el r if'f~n est.; involucrado en el mecanismo de 

sensibil i:!aciÓn de o:.dgeno el cual controla la producción de Epo 

C28J 

4.4.1.- Teorias Propuestas 

Se postuló lü existencia de un factor liberador de Epo 

producido por SNG, pero no pudo confirmarse. C78l 

Otros investigadores propusieron que el ril"f~n produce una 

enzima activadora de Epo que actúa sobre un sustrato producido en 

alg~n otro uitio, por ejemplo el higac!o. C78J 

Tambi~n se pc•stu1/:., la teoria de que ue produce una 

prohormona en el rif'f,;n y qLte se activa en el plasma. C78l 

Por ~ltimo se propuso qUE? el rif'SÓn produce tanto la hormona 
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Por otro lado se ha postulado que: 
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1) El incremento de Epo en la circula~i~n es el resultado de la 

s1ntesis de novo•de proteinas y no solo la liberaci~n de la 

hormona almacenada. 

2) Una vez disparada la sintesis de la hormona, continLta algÚn 

tiempo despu~s de la teYminaci~n de las condiciones hipÓxicas. 

3) El disparo inicial de la sintesis de la h~rmona probablemente 

'involucra sintesis de DNA dependiente dr. RNA. C"22J 

4.4.2.- Mecanismos m~s aceptados 

5,e han asumido dos fases en la produ•=•: iÓn de Epo 

1) La sensibilización de oxigeno y 

2) La sintesis de la hormona. 

Se ha observado que al aumentaY o disminuir la hipo,.;ia lon 

t~bulos renales son los encargados de YegL\lar el niv •l de Epo. 

[681 

El efecto no depende de la ten~iÓn d~ oxigeno en la sangre o 

en la saturación de Hb, pero si .de la tensión de oxiguno en li:.os 

tejidos; encontr~ndose que los niveles de Epo en los ratones 

an~micos disminuye hasta niveles no dete~tables despu~s de la 

ex.pos ir: iÓn a oxigeno h iperb.ir leo. CG8l 

Cuando hay baja afinidad de Hb por el oxigeno:i, 1·ntonces el 

oxigeno baja en los tejidos y se incrementa la Cpo. C•tO) 

Las g'l""andes altur~s pyovocan hipoY.ia aguda, entonces la Epo 

se inc'l""ementa en el plasma llegando sus niveles mas altos 

despu~s de la exposición por 18 hrs. a 4360 m. C40, 66l 

Se ha observado que durante la hipoxia se tiene una presión 

de oxigeno menor de 25 mmHg. Aunque la producción de Epo 

correlaciona inversamente con el nivel de oxigeno, a~n no l-!Sta 

bien esclarecido el mecanismo por el cual las c~lulas sienten y 

responden a la hipo~ia. C73J 

En lo que respecta a su producción durante la hipo~ia y 

algunos otros mecanismos como la anemia, la isquemia, la 

hipobaria y agentes quimicos como el cobalto, se ha propuesto un 

mecanismo que involucra la producci~n de adenosina despu~s de la 

hipoxia. t73J 
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Fisher ha pr~puesto que la secreción y biosintesis de la Epo 

puede ser iniciada po:.ir la hip•:i:<ia a tl"'av~sde la liberao:iÓn de 

varios agentes quimicoi:; que ac.tivan receptores la membrana 

o::el•Jlar inr.rement~ndo las pr•:ot<~inas estimuladoYas (13s). de Epo, 

éstos clgentes pueden sen las prostaglandinas Ez e lz (PGEz y 

PGlz) un deriv.t.1do de la prostaglandina Et. como es la 

G-ketoprostaglandina E:l (6\<PGE&), radicc"\len del oY.igeno como son 

peYoxido de hid;o:..,geno <HzOz) y el ion supeYÓ:ddo COz y 

agonistas (12. adrenérgicos <(12.-Adr-Ago>. (31] 

Las proteinas Gs activan la adenilato ciclasa, la cual 

incrementa el AMPc, el AHPc activa a la cinasa A par.a. .llevar 

•:obo la fosforilacié'..n de pr.,:iteinas, importantes en los estados de 

transcripci~n y tradur.r.i~n de la biosintesis y/o secreción de 

Epo. C3ll 

LoB mensajeros e~ternos activan los receptores de membrana 

'3obre la uuperficie de las r.élulas que produr.en Epo iniciand•:i una 

cascada de eventos dentro de la c~lula, lo que hace que se 

liberen segundos mensajeros, tales como calcio, AMPc 

fo11fato. C31 l 

inositol 

Propone que ~stos agentes son liberados por ld hip~xia 
dependiendo de la severidad del estimulo. Las pr~staglandinas y 

los agonistas (1:2 adren~rgicos probablemente juegen el papel de 

mediador del estimulo, mientras que la adenosina y los radicales 

libras de oxigeno pueden estar involucrados en estim~lou 

hip~xicos severosJ pudiendo actuar solos o en cene ierto, para 

disparar los receptores de membrana que activan a una proteina G 

estimuladora de la membrana, permi~iendo la activación de la 

adenilato ciclar>a, que genera AMF'c a partir d~ ATP, causando 

disociación de la unidad reguladora de la protein cinasa A • [313 

Importantes fosfoproteinas generadas partir de protein 

cinasa A en el rinÓn pueden permitir tanto el incremento en la 

biosintesis de Epo a nivel de transcripción del mRNA en la 

c~lulas renal as! como liberar la Epo de ~stas .;.;lulas. 

C31J 

Fig. B 

El mismo mecanismo fue descrito anteriormente por 

Fisher, pero involu~rando otros factores. En ~ste, los estimulos 

uon los mismos, todos ellos o:onducen a hipoxia la que a su vuz 

nos va a estimular el sensor de oxigeno localizado en l~s tÚbulos 
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glomerulares y ante el cual ~stos producirán prostaglandinas. 

[30] 

Las prostaglandinas van a activar a la fosfolipasa que hará 

que los fosfolipidos pasen a araquidonato y éste estimule la 

ciclooxigenasa que dar~ origen a los endoperoxidos, como son el 

peroxido de hidr.;geno, y el iÓn superoxido activando 

prostacicl ina lz y prostaglandina Ez que a su vez estimulaY.i.n la 

adenilato-ciclasa para transformdr el ATP en AMPc y a través de 

tiste segundo mensojero activar la protein •:inasa que nos llevar.i 

finalmente a la fosforilaci~n de proteínas y a la blosintesis de 

la Epo. C30, 64, 84J 

Al mismo tiempo que se activa la fosfolipasa, se incrementa 

el GMPc conduciendo a una labilizaci~n de la membrana lisosomal, 

entonc~s el Yift~n libera hidrolasas lisosomales que nos activar~n 
l& fosforilaci~n de proteinas, conduciendonos finalmente la 

biosintesis de la Epo. tig. 9 [30J 

En la hipoxia las c~lulas tubulareá y glomerulares responden 

produciendo prostaciclinas, aunque se ha reportado que la PGI2 es 

también producida por las células mesangia.les, indicando que los 

prostanoides más abundantes como es la 6-keto PGFt es producido 

en las células del endotelio vascular. C30J 

En la liberaci~n de lan células lisosomales está involucrado 

un evento colinérgico relacionado con un incremento del GMPc 

las c~lulas renales, el cual despué~ de la fosforilaci~n activa 

la protein cinasa siguiend•:i la estimul-l.ci~fl prostanoide de la 

adenilato ciclasa renal; resultando con ello un incremento la 

biosintesis de 1 a Epo. t 10, 30J 

Hasta ahora se ha repo:irta~o que el parámetro más importante 

en la sintesis d~ la Epo es es la relaci~n entre la demanda de 

oxigeno y la tensi~n de oxigeno en las células renales. 

Es desconocido el mecanismo de traducción de la hipoxia 

para el reclutamiento de las células renales pr•:iductoras de Epo. 

Entre las t~orias que se han propuesto acerca da como el 

oxigeno estimula la producci~n de la Epo esta la siguiente: 

Cuando el fierro en el centro de la porfirina se enlaza al oxigeno 

entonr::es la Hb •:ambia do una configuraci¿n deoxi o tensa CT) a·. 

una oxi rela,jada CR), cuando la tensión de o1Ígeno 

suficientemente baja esta hemopyoteina esta en <:onformaci~n 
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deoxi, con lo cual 5e dispara la producción del gene para Epo, 

cuando hay suficiente oxigeno la hemoproteina esta en posición 

oxi y no estimula la producci~n de Epo. t3GJ 

Sobre la base de muchos experimentos se ha postula.do que la 

hip•:.x ia renal puede dar resultado la 1 iberac iÓn de 

prostaglanáina E la que a su vez puede incrementar el AMPc y as! 

la sintesis de Epo [31J 

Se ha reportado que al adicionar AMPc ratones, se 

incrementa la producción de Epo y la masa de eritrocitos. El 

AMPc puede aCtuar trav~s de la disminuci~n de calo: io 

intYa_celular porque el cobalto que estimula la producciÓn de Epo 

es en general un inhibidor de los canales da calcio y con la 

disminución de •:alcio en el medio se incrementa la produ~~ciÓn de 

Epo por las células de carcinoma renal in vitro. C44J. 

El traductor quimico pard la hip~xia ha eido dificil de 

estudiar en celulas hep~ticaü o renales, debido a que no tiene 

bien claro las c.;lulas prodL1ctoras úe Epo en l:.'stos sitos y la 

falta de purificación da las mismas. C31J 

Sin embargo han sido encontradas varias lineas célulares que 

responden a la producción de Epo después de la hipoxia. De las 

cuales las más empleadas para estudiar el 

la Epo han sido las celulas Hep-38 Clinea 

hepático). C6Bl 

mecanismo de acción de 
\ 

celular de carcinoma 

Cuando los animales son 

acumula muy rápidamente en el 

sometidos 

y 

a hipo~da el 111RNA se 

llega a ser detectable 

después de una hora. de estimula•: i.;n de la h ipo;ix ia. (31 J 

Cuando se clono el gen que codifica para la Epo y pudo 

anal izarse, propuso que las regiones más cll tamente 

conservadas, como son partes iniciales del primer exÓn y primer 

intrÓn y la parte no traducida del quinto ex~n resultan muy 

importantes para la expresión del gene y que los elementos 

que responden a la hipo:ixia se locali:::an al final dE? una regiÓn de 

120 pares de bases Cpb) del sitio de poliadenilaciÓn, 

confirmandose que la hipoxia regula primer.:imentu a nivel de 

transcripsiÓn. CGJ 
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B. - MECAKISMO DE ACCIOH DE LA ERITROPOYETINA 

Debido a la dificultad que anteriormente se tenia para poder 

obtener la "hormona" purificada, por las ra:ones anteriormente 

exp~estas, poco fue lo que se pudo elucidar hasta hace algunos 

anos acerca del mecani5mo de la Epo, e incluso en la actualidad 

no se tiene la Última palabra acerca.de esto. 

5.1.- MecanisJnO de acci;,n sobre c~lul.as blanco. 

En animales intactos, la administyac i~ de Epo el 

incremento en nu secrec iÓn endÓgena, normalmente induce 

policitemia. Este efecto de la Epo.:i est.1 mediado poY la 

estimulaciÓn de la formación de una nueva generación de 

pronormobla9tos y de la proliferación de c~lulas menos maduras 

responsivas a Epo. C40J 

Los efectos intracelulares dP. la Epo incluyen el desarYollo 

de sistemas paya la sintesis de Hb, pYesenten en los 

pYecursores tempranos de los eritrocitos. Estos incluyen la 

sintesis de RNA y la estimulaci~ para la incorporación de fierro 

inicialmente en la célula y posteriormente en· bl Hb. t40J 

El papel de la Epo como factor de crecimiento es estimular 

la actividad mitÓtica de las c~lulas progenitoras eritroides 

tales como: BFU-E y CrU-E y actuar como factor de dlferen•:iaci~n 

disparando la diferenciación de 

[23J 

CFU-E 

Hasta 1989, a pesar de que la Epo 

proeritroblasto. 

tenia pura poco se 

sabia acerca del mecanismo por el cual induce la proliferación y 

deferenciaci~n de los eritroblastos. t23J 

Se ha r_eportado que la Epo act~a a tYes niveles: 

1) Incrementa el n~mero de CFU-E induciendo su maduración y 

producci~n de c~lulas. 
Esto es probablemer1te, debido a que al incrementar' lu 

concentración de Epo, recluta el sistema de c~lulas eritroides 

que son menos sensibles bajos niveles de Epo posiblemente 
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porque ellos tienen pocos receptores, pues es sabido que Epo 

actúa nobr-e- un receptor dP. Epo y estimula la transcr ipc i.;n. 

2) Incrementa el contenido de Hb de lo~ eritrocitos. 

La Epo actL'ta sobre progenitores eritroides maduros.. In vitro 

i11tlL1c.e la s.intesis de RNAm para le:\ globina incrementa la 

t.:ono:entraciÓn de Hb en las células YfJ>Jas individuales. As1 mismo 

puede disminuir el tiempo de gene~aci~n de c~lulas roJas y 

brincarse las divisiones celulares por influencia de la Epo. 

3) Promueve la liberación temprana de los eritrocitos de la 

médula Óuaa. 

Altos niveles de Epo estimulan la liberaci~n de las c~lulas 
rojas maduras de la médula. 

Con altos niveles de Epo los eritrocitos son enviados a la 

e irculac i.;n. 

El alc•nce de la liberación de la m~dula proporcional 

la severidad de l~ anemia y presumiblemerite nl nivel de Epo. 

Ente .:ambio se refle.Ja en el •:orto tr.i.nsito en la médula 

<definido como el intervalo el cual 507. de las células 

per1fericas desaparece de la circulaciÓn>. 

As1 el transito normal es de 80 hrs Y puede ser reducido a 

3b en pacientes con anemia severa. C22J 

En la f"ig. 10 se iluutra la forma posible de como la Epo 

lleva .acabo el control f isiolÓ9ico de la produce iÓn de 

eritrocitos. t26, 4BJ 

Hasta ahora el mecaninmo por el cual Epo induce 

proliferación y transforma~iÓn blastoide no esta esclarecido, se 

sugiere que ésta puede causar direc~amente una depresi~n de la 

proliferación del RNAm que codifica la enzima clave para la 

s1ntesis de Hb, tal como la ~cido 6-aminolelvulinico sintetasa 

CALA>. C3BJ 

Aunque también es posible qua act~9 sobre la transcripci~n 
del DNA activando a la adenil ciclasa de la membrana que a su vez 

incrementa la produ•:•: ii;n de AMPc un segundo mensajero común en la 

acción hort'nonal. C31J 

La interao:•: iÓn de las heormonas con las •:éi.lulas y como entas 

transmiten el monsa.j~ al nÚ.:leo ha sido estudiada, 

establ ec iendose que primero sucede 1 a in ter acr. i~n CQn el receptor 

de s1.1perfi·:ie especifico.:., para las hormonas. La mayor1a de los 
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enlaces ~;on llevado~ a c;abo la superficie y entonces la 

hormond es degradada y el receptor internalizado, sin embargo en 

el de la Epo }.._"'\ "hormona" es internal izada (por 

endocit•::isisl, esta fue observado al poner en contacto c.~lulas de 

eritr•:ileucemia murina Cindu•:ida por el virus Friend> con •
2

"1-Epo 

midiendo la •:antidad de Epo enlazada, y después del tratamiento 

con pronasa los productos de degradaci.;n. [37, 701 

Al parecer el anlace de la hormona a su receptor se lleva a 

cabo en un minuto y la interna! i::aciÓn de la "hormona" ocurre 5 

minutos después de su adici~n a las c~lulas, dando origen 

incremento en la acumulación de calcio y la ocupación de los 

sitios de enlace por • 20 1-Epo. El enlace ~s reversible y la Epo 

es degradada 90 minutos despu~s de ser removida. C70J 

AÚn con estos estudios era poco lo que se sabia acerca de 

los eventos intracelulares despu~s de la unión de la Epo su 

receptor en la·célula blanco. 

Los cambios ocurridos en la Epo por el calcio intracelular 

duran de 3-5 minutos, indic•ndo qua la mciabrana celular •e abre 

mediada por la difueiÓn de un ••gundo mensajero, máu que por la 

liberación de sustancia~ almacenadas intr acel ul ar mente por 

inositol trifosfato. C57l 

Las dos ••ftales prototipo activadas por los receptores de 

las hormonas papt1dlcas uon1 

•> la ruta de .:alelo I fosfol1pidos dependiente de protein cina9a 

C <PKC> y 

b) la ruta del AMP dependiente de PKC • C79, BOJ 

En 1~91 Spangler reporta que 1~ Epo induce la activación 

inmediata del gene c-myc, requiriendo PKC y que el enlace de Epo 

causa rápida fosforilaciÓn del sustrato de PKC. C79J 

Las seftales prototipo de PV.C se pueden identificar mediante 

el uso de bloqueadores espacificos (inhibidores de la actividad 

fosfotransferasa de PKC> tales como derivados de la isoq1.Jinol ina 

H7. La adición de H7 y otros bloqueadore especificos de PKC como 

son: staurosporina (alcaloide microbiano>, esfingosina 

(componente natural de la membrana celular") y la sangivamicina 

CnucleÓtido analogo la esfingosina) las c~lula~ EMSII 

(transfor-madas por el viYus Raucher> anteu de adicionay ·Epo 

blt~quea c-myc, deduciendose que Epo activa Pl<:C, adem~s de que Ep·~ 
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incYementa la fosforilaciÓn de una proteina de 80 Kd y punto 

isoeléctrico de 4.8, coincidiendo ~sto con el sustrato principal 

para PKC. t79, 80, 82J 

La Epo actúa a·tr~v~s de lo uniÓn a un receptor de la célula 

blanco. In vitro ataca al vidYio y no pier"de su capacidad de 

estimular la sintesis del hem. C91J 

La forma y los detalles de como la Epo estimula sus 

receptores, aún no esta completamente esclarecida. 

Se ha creado cierta controversia con respe~to los 

receptores para Ep•::i sobre la c~lu~a 
1
blanc•:- pues se he\ reportado 

·que tiene pocos sitios receptOres, pero la discyepancia radica en 

el hecho. de que si los receptores para Ep•::i son de baja o alta 

afinidad y de cuales son los importantes para la unión de la Ep•:­

a la c~lula blanco. 

Al poney contacto células de er itrc•leucemia murina 

producida por el virus Friend (que se ha demostrado responden en 

cultivo a Epo para diferenciarse en reticulocitos y eritr•::icitos), 

con •z~l-Epo, se observó que 1~9 c~lulas presentaban de 000 a 1000 

receptores de superficie, encontrando que 300 son de alta 

afinidad <Kd=0.09nm> y los restantes de baja afinidad <Kd=0.57 

nm> a 4•C y que este enlace incrementa aproximadamante dos 

v~cea cuando se incuba a 37•C. [70J 

Se &ugiere que los receptores de alta afinid~d, son 

importantes para que se lleve a cabo la completa activid \d de la 

hormona, al analizar uns. linea celular de eritr-oleucemi \ mur-ina 

que no r-esponde a Epo, se observ~ que solo pres~ntaba receptores 

de baja afinidad. C70J 

En contraste con los r-eportes anteriores, se ha reportado 

que las células blanco par-a Epo poseen un solo tipo de 

r-eceptor-es. (13, 141 

Lo anterior se hizo examinando los receptores para Epo 

dur-ante la maduraci~n y diferenciaci~n normal er-itroide, desde la 

SFU-E ha&ta el reticulocito. 

A diferencia de estudios anterio.,-es, en este caso se 

emplearon células fr-escaa de aspiyado medular-, muastr-as de h1oado 

fetal y reticulociton de sangre perif~rica.Los receptor-es fuer-on 

cuantificados con AZ!Sl-Epo por RIA, encontr-ando .que los 

eritroblastos de higado fetal y médula bliea solo exhiben un solo 



49 

sitio de enlace de ~lta afinidad <Kd=lOOpmol/l) y de 135 a 250 

receptoYes por célula, en tanto que 1 as SFU-E presentan 

receptores de un poco menor afiniddd <Kd=210-220 pmol/l) y los 

reticulocito's no presentaron receptores. [14J 

Por otro lado se realizaron anJlisis de los receptoras para 

Epo a partir de c~lulas de ba~o de ratón an~mico de lo cual se 

obtuvieron: eritroblastos inmaduros, eritroblastos maduros, 

células rojas nucleadas, neutrofilos, eosinofilos, linfocitos y 

macrÓfagos; con porcentajes respectivos de 24, so, 12, B, 3 y 3 

~J Obteniendose los resultados moutrildos en la tabla No. 5. 

[¡¡3] 

Tabla No. 5.- Receptores.para Epo 

C~lula Y. Densidad , 
Creceptores/celula) 

Eritroblilatoa 
inmaduros 24 910 
Er itroblast•:is 
maduros 
células roJas 
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nucleadaa 12 210 
Neutr9filos 8 
Eosinofilos 3 
Linfocitos y 
MacrÓfagos 3 

Densidad de reseptores para Epo, en celulas de bazo de 
ratones hechos anemicos por feni~hidrazina C 33l 

Demostrando que el enlace es proporcional al numero de 

células, llegando a su m~ximo a los 60 min de incubación. C71J 

Akahane realizó expeYimentos diferentes células de 

m~dula osea encc•ntrando resultados similares. Tabla No. G 

[2] 

Wognum analizó la evolución de los receptores para Epo en 

las células CD34 de médula osed de pa<:ientes con leui..::emi.l 

mieloide crónica, corroborando que los receptores para Epo 



desaparecen con la maduraci~n de laa c~lulas eritroides. C8'3J 

Tab1a No. 6.- Receptores para Epo 

célula 

Proer i trobl asto 
Eritrobtásto banÓfilo 
y pol icromat~filo 
Eritrobl~sto 
oi::tocromat ico 
Celulas mieloides 
Linfocitos 
Otras 

Promedio de recegtores 
estimados por c~lula 

3'31) 

190 

20 
20 
10 
10 

Olst-i:ibuci9n de los receptores para Epo en las celulas 
de 1 a medula ose<l C2l 

so 

AÚn es desconocido si existen uno o dos tipos de receptores 

para Epo. 

Se pensó que el clonar el gene que codifica para el receptor" 

de Epo (EpoR) ayudaria a tener su mecanismo de acciÓn en la 

cree imiento y diferenciaci~n de los 

progenitores eritroides. [63J 

"stn embaygo, al clonar el gene que codifca para EpaR· se 

observó que aunque se clon~ un so~o gene, éste codifica para dos 

receptoreu, uno de .alta y otro de baja afinidad, asumen que esto 

puede ser debido a una variabilidad de los CHOS, a una 

modificaci~n del receptor en el citoplasma, pudiendo ocurrir una 

fosforilaciOO ~ bien interactuar con ~lgunos polip~ptidos 

end~genos. Además encontraron que la mol~cula clon~da presenta 

discrepancia con lc•s. reportes anteriores, acerca del peso 

mol~cular del receptor. [23, 47, 56, 633 

Se propone que el EpoR ue encuentra tanto dentro como fuera 

de la célula, pues se observ~ que posee muchos residuos b~sicos, 
lo cual es común en la fase citosÓlica de los segmentos que están 

el espacio transmembrana de mucha~ proteinas. C23J 
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Posee una parte hidrof~bicd de 23 amino.icidos en el segmento 

entre los aa 250 a 272, lo que sugiere que el receptor tiene una 

regi~n amino terminal exoplásmio:a y carbo:.;i terminal 

r: i topl ásmica, •:ar..i•:tet tst ir: as de una pYoteina transmemb,rana tipo 

1. [23) 

Debido a que son muy pocc•s los receptores expresados para Epo 

sobre la superficie de la c~lula y la vasta maycria esta sobre la 

membrana intracelular ha sido muy dificil analizar la estructura 

funcional de los receptores de la superficie célular. C16, 94J 

Se ha reportado que el EpoR es ~intetizado como una especie 

principal de 64 kd, llevando oligos~cáridos de manosa N~ligados y 

una especie menor deglucosilada de 62 kd y que la forma de 64 kd 

es procesada a una forma madura de 66 kd azúcares· tipo 

complaJo de la cual una frac•:ion muy pequef'ra est.i por algÚn 

tiempo sobre la superficie de la célula; las tres formas son 

degradadas r~pidamente teniendo una vida media de 40 min. 

[94J 

El hecho de que exista heterogeneidad en los receptores, 

bien que hable de prec~rsor puede deberse que 

recientemente se han encontrado dos clases de DNA para los 

receptoYes de Epo, que codifica para autént ir.. os 

receptorea de membrana y otro para receptores solubles carentes 

de dominio transmembrana y citoptásmico. C83J 

Por otro lado, se report~ que estructuralmente el gene para 

EpoR es un miembro de una familia de genes con propiedades 

compartidas con los re~:eptores paYa Itl-1, Itl-6, GM-CSF y otras 

citocinas. C5, 593 

Son por.as las o.:iilulas que se unen a la Epo en la m(;dula. Se 

ha repo~tado que las c~lulas BFU-E tienen menos Yeceptores paYa 

Epo que lau CFU-E y que el numero de yeceptoreu para BFU-E 

incrementa conforme ~sta madura. Los an~lisis de c~lulas de 

médula ~sea indican que el enlace especifico de Epo es mayor en 

los pronormobl.astos y declina durante la maduración de las 

c~lulas eritroides. [723 

Al realizar experimentos in vitro se ha obs~rvado que si se 

emple.:\n anticuerpos anti-Epo y Ep•:i maro:ada con 1 1 ='-~ la superficie 

marcada disminuye con el estado de maduración de las c~lulas, 

siendo m.is extensa sobre las c~lulas primitivas no diferenci~bles 



y sobYe el eritroblasto policromat~filo temprano, C70J 

Los eventos siguientes a la uni~n de la Ep•:- al recept:or n.:. 

estan claYamente definidos. 

Aparentemente ~l efecto nuclear m~s temprano inducido por la 

Epo es a nivel de la transcYipsi~n, ya que la sintegis de RNA es 

Y.i.pidamente estimulada. El efecto de la Epo sobre la 

transcripsiÓn est~ posiblemente mediado poY una proteina 
' ' citoplasmatica que actua sobre un segundo mensajero intracelular 

sobºre RNA. pol imerasa5. c·:;n J 

La administraci.;n in vivo de Epo resulta en una ,)i:tiva•:iÓn 

secueñcial de las RNA polimerasas nucleares en el bazo de ratones 

policitémicos. C'31J 

Es a!>umido que los diferente-o típc·s de RNA son producidos 

5Ubsecuentemente incluyendo el RNA de glo.bina siguiend1;1 la. 

sintesis de RNA y ONA, la divisi¿n celular y en eritroblastos la 

captaci~n de fierro y sintesis de Hb. C70, '311 

Tcidos los efec.tos arriba menciot1ados fuerori producidc..s por 

la Epo humana sobre cultivos de médula Ósea de rdta y rat,;n. 

En experimentos real izados sobre la linea c..;lular 320, 

(linea celular de rat~n) para evaluar la expresión de gene para 

EpoR en la diferenciación eritroide, midiendo los niveles de mF~NA 

de yEpo, la proteina receptora y la aparición del EpoR sobre las 

c~lulas; se enconty~ que el principal paso regulador que 

determina la Yespuesta especifica eritroide a Ep·~ no es la simple 

activación del gene que codifica para el receptor, sino la 

eficiencia de la traduco:iÓn de la. proteina re•:~ptora a Ep•:i en la 

supeYficie celular. Esta dependencia puede ser debida la 

cantidad de Epo disponible, o al procesamiento espe•:ifi•:•:i dP.l 

mRNA del EpoR. C5'3J 

Otyos procesos •:elulares quP. son activad•.:is en ascu:iaci•;n 

la acción de la Epo son: acetilaciÓn y metila:Ci~n de · pr•::iteinas 

nucleares, incorporación de glucosa.mina, flu.io transmembrana de 

la sintesis de proteinas de membrana y producci¿n de 

nucleÓtidos cicl.icos. [5'3J 

Algunos autores han observado un incremento los niveles 

de AMPc en las c~lulas estimuladas poY la Epo. C31J 

Los efectos de la Epo sobre los nivelen do GHPc parecen ser 

secundayios n los cambios ciclicos inducidos en la e.álula. C31l 
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Coincidiendo con otros autores, por estudios histoquimicos e 

in vivo se ha augerido que CFU-E es la primera c~lula blanco de 

la Epo. C91l 

Hay que notar que la disminución de la Epo se da. antes de 

que la masa de c~lulas 
considerablemente. C26J 

rojas uanguineas incremente 

El hecho de que haya un mecanismo de feedback es soportado 

por la razón de que loe titulas de Epo usualmente m.is 

elevados en pacientes con hipoplasia de m~dula osea que en los 

pacientes con eritropoyesis activa. C2GJ 

El papel del hiO•do en el aclaramiento de la Epo no ha nido 

bien entendido, pero se sugiere que debido a la desializaciÓn de 

la molécula ent~ exponga los az~caren dando la pauta para el 

aclarami&nto. C31 J 

Por otro lado, •abido que las glucoproteinas. se 
encuentran en al pl•ama por ello ge piensa que los carbohidratos 

le sirven como etiqueta parA abandonar la célula que la produce 

y que por esta misma razón cuando los residuos os1dic0s más 

&lCternos •e separan el·. higado reconoce que las proteinas so han 

vuelto incompletas, las fija sobre receptores espec1ficos y las 

destruye. C3l 
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e. - REGULACJ;,ON DE LA PRODUCC:ION DE ERJ:TROPOYETINA 

n.1. • Fact.ores que est.1-.dan 

La Epo está regulada por mecanismo de feedback, sin 

embargo aijem~s de los factores endÓcrinos que se encargan de la 

regulaci~ de la Epo existen factores externos, como son 

f•ctores quimicos que estimulan o inhiben por lo general 

indirectamente la producci~n de Epo. 

Se ha reportado que las demás hormonas Juegan un papel 

importante en la producci~n de la Epo y este puede 

acabo d~ dos formas. 

1) Pueden influenciar la producción de la Epo pero 

involucradas en el proceso de hipoxia. 

llevado 

si no estar 

2) Pueden ~ctuar como un intermediario obligado en la cadena de 

evento• que permiten la producción de Epo en la hipoxia. C91J 

En el Último caso la hormona puede no estimular la 

producción de la Epo pero puede ser liberada por si sola en un 

proceso oxigeno dependiente. En adiciÓn la inactivaci~n de la 

hormona puede abolir la respuesta de la Epo a la hipoxia. C91J 

Varias evidencias sugieren que lag prostaglandinas Juegan un 

papel importante en el mecanismo por el cual la hipoxia produce 

la eatimulaciÓn de la producción de la Epo. C22l 

L•s prostaglandinas del tipo E y A asi como la prostaciclina 

2 CPGI 2) y un metabolito estable el 6-keto-PGEi. estimulan la 

eritropoyesis in vivo, mientras que las prostaglandinas del grupo 

F la inhiben. C2BJ 

La PGEi. estimula la actividad de la fosfolipasa Az. Se sabe 

que las prostaglandinas particularmente de la clase E son 

potentes vasodilatadores y se ha prestado atención en su relación 

al fluJo de sangre r-enal. C2BJ 

Al administrar PGE~, PGEz, y PGFaz a dosis de 1 µg/g de 

corporal se incrementa o estimula significativamente 

peso 

la 
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eritropoyesis en ratones. C58l 

Lo que se ha sugerido es que PGEz y PGEt c:ausan una 

redistribuci.;n del flu.Jo renal con una disminuci_;n en la tensi.;n 

de oxigeno en algÚn tejido apropiado, resultando con ello el 

aumento en la produce iÓn de Epo. C28J 

La angiotensina causa marcado incremento en la producción de 

Epo por sitios extrarenales. C31J 

Como es sabido la angiotensina tiene una potente actividad 

vasoconstrictora y también promueve la Liberaci~n de sustancias 

biolÓgicamente activas de las células endoteliales, una de ellas 

es la PGE11. C2BJ 

La hipoxia en el riftÓn puede ser producida por diferentes 

agentes, indw:: iendo la l iberac i.;n de var- ios mensajeros e)(ternos 

que son libenados localmente _por las c~lulas o removidos. Estou 

mensajeros e9timulan los receptores de membrana de las células 

productoras de Epo con i·o cual inicia la cascad• de eventos que 

liberan ~l segundo mensajero. t2Bl 

Adem~s de la hipoxia existen otros factores que han sido 

determinados como posibles inductores de la producci.;n de Epo 

esto11 sons constr ice iÓn de 1 a •rter ia renal, dafto intrarenal, 

e it1t is renal, hidronefr_osis, asi .:omo otros estimules que 

producen aumento en el AMPc el cual activa la protien-cinasa-AMPc 

inctemontando ontonces la produce i,;n de Epo. C 11, BOJ 

Se ha reportado tambi.in la estimulaci~ de la Epo por 

catecolaminas, a travé1ii de un mecanismo (J-aadrenérgico •. t9ll 

En 14 tabla No. 7 se muestran algunos agentes farmacolÓgicos 

que estimulan la prOducc i,;n de Epo. 

En lo que se refiere al sistema renina angic•tensina, no 

ha observado relación entre los dos sistemas, e incluso se les 

estudia separadamente, nin embargo se ha reportado. que altas 

dosis de renina incrementan los titulos de· Epo en la hipoxia 

efecto que probabl amente resulte de la h ipo>e ia istju~mio:a causada 

por la a'lgiotensina 11. C2Bl 

Durante la hipo:ifisectomia disminuye el consumo de oxigeno 

basal, llevando a un increment•::i en los niveles de Epo y por tanto 

a la producción de .:~lulas ro.Jas. tll, '31] 

La glándula pituitaria es requerida para la respuesta normal 



de la Epo en la hipoxia. 

Tabla No. 7.- Agentes farmacol9gtcos que estimulan 
la produccion de Epo 

Glucocorticoidas 
Hormona tiroidea 
Hormona del crecimiento 
Testosterona 
NucleÓtidos ciclicos 
Agonistas (h-adrenérgico& 
Prostanoides 
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Al parecer la hormona del crecimiento, y la prolactina 

estimulan la producción de Epo. [91l 

Se sabe que las hormonas producidas por el sistema nervioso 

autonomo tienen alguna relación en la producción de Epo, aunque 

aÚn no ne ha establecido bien cual es el mecanismo. Fig. 11 

LaQ catecolaminas pueden estimular la eritropoyesis a través 

de un mecanismo fh -adren~rgico. Estudios in vitre indican que 

éstos agentes hormonales incrementan la producción de Epo renal y 

también estimulan directamente a los te.jidos eritropoy~ticos. 

C91l 

La testosterona, tiroxina, hormona del cree: imiento y 

agonistas (b. -adrenérgicos aumentan el efecto de la Epo sobre el 

crecimiento in vitro de la CFU-E, pero 

ausencia da Epo. [65, 91 J 

Tiroxina, hormona del crac imiento 

iriefectivos la 

y agonistas 

-adrenérgicos tambi~n estimulan el crecimiento in vitro de 

BFU-E. Los agonistas (h. -adrenérgicos probablemente act~an 
a través de receptores de superficie ligados 

C91 J 

adenil ciclafia. 

Los glucocorticoides reportan datos controvertidos ya que 

estimulan e inhiben a las BFU~Es y CPU-Es. [65, 91] 
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SNA 

Fig. 11ª- ractores renales y sistémicos que regulan a la 
Epoª El sistema de prostaglandinas renales parece estar 
invo~ucrado directamente por la hipoxia,, el sistema nervioso 

~i~~ª~~~·:) d~~~:c~g:~!:~ ~~;~~~~~=~º e~t~:~=~i::o a:~e~~;f:~f~~re;;~ 
pueden actuar como soporte yd que incrementan el metabolismo 
celular. [91J 
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Se ha sugerido que la reglÓn oxigeno sensible del hipotálamo 

puede influenciar en la producción de Epo a trav~G de mecanismos 

hormonales y nerviosos. [65, 91] 

Los esteroides~androg~nicoa est~mulan la producción de Epo 

por el riftÓn y la producci~n de los progenitores eritrociticos 

El macho adulto humano excreta aproximadamente 3 veces mas Ep~ 

bioactiva en la orina que la mujer o los muchacho& en etapa 

prepubertal por el lo las di fer ene ias en la cantidad de 

eritrocitos en los dos sexos han sido relacionadas a lo anteric•r. 

[91] 

Cuando los riftones extirpados son tratados con testosterona 

producen significativamente m.is cantidad de Epo. [91 J 

Parece ser que la 5-o. dehidrotestosterona es el compuesto 

eritropoy~tico más potente, estableciendose cierta relación entre 

la funci~n y la estructura. Por ejemplo: se pudo observar que el 

orupo 19-metil fue requerido para la estimulaci~n de la 

produce iÓn de Epo. c·:H J 

Los esteroides estrog.;nicos inhiben la eritropoyesis tanto .:' 

nivel de riftÓn como de m.;dula Ósea. Dando eata la pauta para 

de•:ir que la inhibio:iÓn por egtrÓgenos y la estimulaciÓn por 

andrógenos dan las diferencias sexuales para la produc~iÓn de 

Epo. C91J 

Es cono.:ido ya et efect.:i del cobalto sobre la producción de 

Epo y que este efei:to no es •:ompart ido poi" otros iones met.il ii:os 

divalentes tales como el magnesio, hiel"ro y zinc. C36J 

El cobalto indu•:e la hip1:ixia 

inoculac iÓn produce un cambio la isoenz ima 

deshidr~genasa del ril'fon de conejc•, nimilar a la que 

en la anemia. C28J 

1 actato 

c·bserva 

Tanto el GMPc como el AMPc han sido implicados el 

mecanismo de acciÓn del cobalto. 

El cobalto en ratas causa incremento en GMPc renal el cual 

i ne r ement C• la cantidad de enzimas 

1 isosomales en el plasma, como éstos efectos junto c•:in la 

respuesta de la Epo fueron estimulados por la atropina e 

incrementados por la fisostigmina se ha asumido un mecanismo 

col inérgii:o. C28J 
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Sustan•.:i~-:tn quo increment .. ,n el AMPc rP.ncll ..; adenilciclasa 

renal, cuando sc•n adicionadcos en el te.ji do in vitro inducen el 

in•:remento de Ep.::o e inducen el incremento en el plasma cuando son 

adi•:ionad•:ts in vivo, entre éstas estan: hormona tir•;.idea, 

lactato, estimulantes (1-adren~rgicos <salbutanol e isoprenalina) 

y PGEz. [403 

Epo se encuentra aumentada en hipoplasia tiroide, aplasia 

primaria de células rojas, hipoplasia de m~dula osea <anemia 

apl ásica>, anemia por deficiencia de fierro, anemia 

megaloblcisti•::a, anemia hemolitica a.utoinmune, talasemia y 

hemoglobinur ia paroxist i-:a nocturna. [41)] 

Existen manupulaciones que causan un profundo incremento en 

los tJtulos de Epo en el plasma de Yatas hipÓxicas, .;st.ns· son: 

inteYveno:iones expol"'imentales que •:ausen demanda del higado 

(tales. como hepatectomia paYcial), la adici~n de renina 

angiotensina y tl"'atamiento con tetl"'acloruro de carb•'.)no.· C32J 

El mecani¡¡mo por el cual angiotensina incrementa la 

producción de Epo se debe pl"'obablemente a que angiotensina II es 

un potente va.sodil.atador y promueve la sal ida de sustancias 

biolÓgi•:amente activas de laY células endoteliales, una de estas 

sustancias es la Pl3E::t que se sabe incrementa la pl"'oducci~n de Epo 

tanto en sitios renales como axtrarenales. C32J 

Agentes quimicos como el dimetil sulfoxido y el butirato de 

aodio amplifican la l"'espuesta a Epo, esta sensibilidad incrementa 

poyque incl"'ementa el n~mel"'o de receptores. C92J 

6. 2. -Factores que inhiben l.a producci..;n de Epa. 

Circunstancias que disminuyen la demanda de ~x!geno por los 

teJidos disminuyen los niveles de Epo CPor e.Jem_plo: 

deprivatizaciÓn de proteinas, hipofisectomia Ó tiroidectomia>. 

La magnitud de la respuesta a hipoxia es mitigada por las 

adaptaciones agudas y cr~nicas a la hipoxia, in~luyendo ca~bios 
en el pH. C22, 28J 

La presencia de metahemoglobina disminuye los niveles de Epo 

debido a que e~ incé.lpaz de transportar •:ixigen.:;.. [22J 

Se ho. estudiado l.:i rela•:i~n que tienen ciertas o:.itocinas 



sobre la inhibici~n de la eritropoy~sis 

sobre la Epo. es, 32J 
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incluso directamente 

Empleando las células HepG2 productoras de Epo, se probó el 

efecto de la Itl-lo, .. Itl-l(J, ltl-6 y el factor a de necrosis 

tumoral CTNF-a) e Inter feron y < INF-y>, encontrandose que 1 a 

Itl-la y Itl-1~ disminuyen la producci~n de Epo en ésta células, 

al igual que el TNF-a, en tanto que la ltl-G y el INF-y 

increment~n su producción, siendo la Ilt-la el mas fuerte 

inhibidor. t:32l 

Se ensayaron éstas citocinas, porque tipicos 

representantas de la familia de las citocinas inflamatorias, 

postulando contribuyen a bloquear la respuesta de la Epo er1 la 

anemia, tanto en enfermedades r'enales aso•:iadas con un ino:remr~r1t•::o 

local de la pr<::>du•:•:i.;n de Itl-1 y TNF-a y en infei:•:iones, 

inflamaciones, o enfermedades malignas en las cuales ltl-1 Ó 

TNr-a est~n incrementados. C32J 
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7.- ERITROPOYETINA RECOMBIHANTE 

Como ya •e ha mencionado al principio del presente tt"abaJo, 
la cantidad de Epo eliminada por orina, asi como sus 

concentraciones en plasma en pacientes normales es minima, por 

ello para au estudio desda haca varios anos se ha pretendido o se 

ha venido buscando un modelo celular' 1 el cual .se ·pueda 

reproducir una buena cantidad de la hormona, asi como el uso de 

células especificas y la evaluación de caracteristicas 

ultraestructurales de lineas celulaYe& homog~neas que den los 

invest i9adoret1 el tipo de célul au especi f leas product.ora.s de Epo. 

En suma los mecanismos celulares que controlan la producci~n 

de Epo y que puedan ser e&tudiados bajo condiciones definidas 

ad•m•• de lineas celulares renales humanas para la producci~n de 

Epo para usos anal1ticou y terape~ticon. 

Ya desde 1967 se cultivaron c~lulas de rinón de conejo 

reci~n nacido con c~lulas de médula Ósea de conejo en el mismo 

tubo de cultivo, estimul.i.ndose la s1ntesis del heme cuando la 

concentración de o~igeno cambio del 21% al 3%, siendo 

estimulada al 1% cuando se adicion.; cobalto, observandose 

adem~s que s~lo los cultivos de la cortez? renal 

sintesia ~el heme. c22, 40J 

En 1969 se observ~ que al cultivar c~lulas 
oxige~o •l 5% se estimuló la eritropoyesis 

policit~~icos. C40l 

estimulaban la 

de bovino con 

en ratones 

En 1972 Se detecta actividad eritropoyética en cultivos de 

rift~n de rata. C22, 39J 

As1 mismo se han empleado cultivos in vitro de médula osea, 

bazo y células de higado fetal para estudiar las interacciones d~ 
la Epo con el resto de las c~lulas blanco. C9, 42J 

Otras lineas celulares qt1e han sido empleadas para 

estudio son: m~dula de rus.;n de co:.•rdero, cultivos de rif't.;n de 
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coneJo, glomérulo renal de cabra, c~lulas mesangiales derivadas 

~el glomérulo de rata y rat.;n, células de car-e inoma renal )' 

c~lulas de rift~n de hamster bebe entre otras. [9, 40J 

En 1986 en rranr.ia se report~ un tipo de células cancerosas 

de eritroleucemia murina Cc~lulau IW32) que producian un 

factor eritropoyático que estimulaba la maduración de los 

eritrocitos y que era similar al que se producia el rin:Ón. 

Comparando las cat"acter ist leas b ioquimicas del factor 

eritropoy~tico producido por IW32 con las eritropoyetinas de 

plasma de
0

ratÓn y de borrego, y después de llevár cabo el 

análisis con agentes reductores, desnaturalizantes y oxidantes, 

•e llegÓ a l• conclusión de que las células IW32 producían una 

auténtica Epo. [191 

Es precisamente de las células cancerosas de donde algun1..ls 

autores han aislado el DNA para producir Epo recombinante 

CrEpo> que pudiera tener uso clinico, 

investigaci,;n. 

7.1.-- Métodos de obtenc~~n. 

terapeÚtico y de 

Entre 1985 y 1986 dos firmas biotecnolÓgicas, Amgen CCanadá> 

y Genetics Institut CU.S.A.) se dedicaron a la tarea de ctOnar el 

gene de la Epo y lo lograron, obteniendo asi ta caracterización 

del gene que codifica a la hormona. [45, S4J 

El gene de la Epo fue clonado partiendo Únicamente de ld 

secuencia de aminoácidos de la Epo, ya que no contaban siquiera 

con el RNAm que codlficaba para la hormona. [45, 54] 

Tanto Jacobs que trabaJÓ con al Genet ics Inst i tut como 

~u-Kuen Lin que trabaJÓ Amgen, emplearon el método de 

oligonucleÓtidos sintéticas para clonar ol gene de la Epo. t45, 
54] 

7.1.1.- Método empleado por ru-Kuen Lin. 

Después de someter la orina de pacientes con anemia aplásica 

a digestión triptica, los fragmentos obtenidos ee analizaron con 
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un biosecuenciador de fase de gases. A partir de los cuales 

encontraron varios péptidos, el igieodo para su ustudio un 

hexapépt ido y un heptapépt.ido que contentan por lo menos un cod~n 
degenerado. 

Partiendo de estos dos pfÍ.ptidos sle~do de 17 mer y 20 ~er de 

longitud rttapectivamante 1 construyeron varias Mezclas de 

oligonucleÓtidos de 129 secuencias. Empleando ~omo vector al 

bacteriÓfago ~ Charon 4A lograron proyectar una l ibreria. gen~mica 
de 1 1 500 000 clonas. 

Posteriormente de las clonas obtenidas se llevaron a cabo 

4má.t isi!s de hibr idizac i.;n en pl •ca con DNA obtenido de c.~lulas de 

higado fetal. Obfiervando que de las clonas 'obtenidas, 272 placas 

hibridizaban para la mezcla de 20 mer y ~proximadamente 4000 para 

la mezcl• de 17 mer, en tanto que solo 4 placas hibri~izaban con 

ambas. 

Mediante el análisis con Southern blot y el análisis del~ 

secuencia del DNA encontr•ron que de éstas 4 clonas 3 contenian 

por to menos una porciÓn del gane, y que la clona denominada AHEl 
conten1a al ·gene completo. 

Posteriormente mediante el análisis con endonucleasas de 

restricci~n fue mapeado el gene para obtener su secuencia. Fig. 

12 

~a vez obtenido el 9ene se llev~ a cabo el análisis para 

las regiones que codificaban para la secuencia de 

aminoácidos, esdecir, la lr::u:alic:aciÓn de los exones, ~sto se hizo 

mediante la c•:imparaciÓn de la secuencia de nucle~tidos la 

!lec:uencia de aminoácidos de la Epo humana y por la secuencia 

derivada del RNAm aislado de las céiutaa CHO las cuales se 

produjo la rEpo. 

Se encontró que el gene estaba compuesto por 5 porciones 

codificables Cexones> y cuatro porcione~ no codificables 

( intrones>. 

Un• vez obtenido .,¡ gene, y mediante el .n.il isls con 

endonucleasaa de restricción, se empleó un frag1Dento 

HindIII-BamHI de "°'El que conten1a el gene completo de l~ Epo. 

Este fragmento fue insertado en el vector de expresi~ pl;smido 

pSV4ST obt~ni~ndose el plásmido resulta~te pSV4ST-gHuEpo el cual 

,...J 
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ffc. 12.- Ensamble de los plásmidoa de expresión para el eene de F.po. .l)pDSVL-gffuEpo con­
tiene un ainieene DHFR, virus de simio 40 (SV40) como origen de la replicación, los pro~otores 
inicial y termind en el frar,-rnento Hind II!':'"RamHT' Y el fraµ~ to BstEII-RamHI del gene de la Spo. 
'El promotor t"'rr.:in~ 5'140 conduce 111 expresión Ce! geno de Epo. B) pSVgHuEpo contiene al SV40 
como orle<:!n de rP.plicaci 6n, los ~rornotorea inicial y teminal y una señal inicial poly{ A) en el 
r.,.agmento EcoRI-ElimHI Cel gene de 11t F.po. L1J.s flechas indican la orientación de la tr·anscripción 
e) Representación esou'!''?l-ltic11 del frnrr.iento de r'lstricci6n :.pal oue contiene las secu9nciaa del 
gene de l~ Epo humana. (51] 

"' ,. 
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fue transftt'r ido a células CHO, pl"'oduc iendo rEpo. 

FinallMtnte de lo• resul~ados obtenidos se encontró que al 

gene clonado codiflc• para una prota1na de 193 aa de los cu~leo 

los Últi11te• 166 r••lduos codifican para la prote1.na n.adura 

c&lculando un peao MOiecular de 18,399 daltona p•ra la protein• 

dagluco•llada. Esta prote1na posee tres sitios da glucosilacl~ 
en •1 pr tmero, segundo y tercer e)(Ón ást·o Último por la 

secu..ncia Aoan-X-Ser ~Thre. 

Al final de la reg100 3• del ~ltimo exÓn hay r99l~ de 

:565 pb no trans~rita11. En la& n•cuencias intervenidas •ntre los; 

eKonas III y V se encuentra un miembro da la fanti l iai Alu de 

secuencia• r91>etidaa. 
La rEpo producid& en célula& CHO usando SV40 como vector 

deepué• de 5.:5 dias de cultivo en ctl medio NZVAM, P.reaent.; una 

actividad de 18 U Epo/ml, de la cual al llsvarse cabo los 

ensayos in vivo e in vltro ... obtuvo unil potencia del 16.B +/-

3.0 U Epo/ml y 15~8 +/- 4.6 U Epo/ml respectivamente <analizado 

por RIA) lo qua demuestra que la Epo obtenida por t•cnlcas 

racombinant•• •• biol~lcamenta activa. 

Finalm9nte al hacer la comparación con un banco de genes, no 

se encontró homologla entre el gene clonado para la Epo y algÚn 

otro Q&ne reportado para alQuna otra proteina, incluyendo al 

anQiotenslnÓ;ono. C~l 

7.1.2.- Método empleado por Jacobs. 

La Epo emplead• por Jacob• fue purificada de orina de 

pacientes con anemia apláatca y 

método de Hiyake et al. en una 

digerid• con tripsina por el 

columna C-4 de HPLC en fase 

reversa uaando un gradiente de 0-9SX de acetonitrilo en 0.1~ de 

Ácido trifluoroac~tico /100 min. 

La posición de la Epo fue determinada por electroforesis en 

o•l y el .náltsis de secuenclaciÓn de los aa N-termlnal. 

La Epo eluida a 537. de acetonitrilo se aJustÓ a pH 7.0 y se 

digirl~ con tripsina TPCK (2'l. w/w enzima/sustrato). Loa 

fr•gmentos obtanidos •e sometieYon a cromatografia en faua 
raveYsa de HPLC monitoreandose las absorvancias de los eluyantes 



a 280 y 214 nm y de las fracciones obtenidas an los picos a éatas 

absorvancias se llevó a ~abo la wecuenclaciÓn empleando un 

secuenciador de fase de gases. 

Las •ecuencla• ... lvgidas finalmente fueron parecidas • las 

que empleo ru-Kuen Lin, solo que aqu1 se .mpleÓ un nucleÓtido de 

17 ..ar y otro de 18 mer. 

EMpl .. ndo al fago X cr•aron un• libreria 

tatraetilamonio como~-~ de hibridaci~n. O. aqul 

clon• denominada XEPol, la cual fua digerida 

g•nÓmica usando 

ewcogieron una 

con Sau 3A y 

subclonadÁ en Hl3 para el an~lials de la secuencia del DNA, 

u••ndo el m~todo de termlnaci~n de cadena dideoxi. 

Encontrando que la Epo s• encuentra contenide en una 

secuencia de 579 nucleÓtido& y que codifica para una regi~n 

hidrÓfoba de 27 aa, seguida de la prote1na madura de 166 aa. 

La rEpo fue produci~a a partir de un cDNA insertado en un 

plÁsml~o p91023B y transferido a células COS-1. Al comparar la 

proteina obtenida, con la Epo aislada de orina encontró que 

tenla un corrimiento en galos de poliacrilamida-505 id~ntico. 
Encontraron también que el gene que codifica para la Epo se 

encuentr~ l~alizado ~n una regi~ de 3.4 kb y que el mRNA para 

la Epo es codificado por loa exÓneG II, III, IV y parte del y 

Y, mientra& que el reato de loe exÓnes l y V codifican las 

secuencia& 5• y 3' no traducidas respectivamente. C45J 

7.1.3.- Método empleado por Powell 

Por otro lado, Powell apoyado por la firma Zimogenetics, 

clonÓ el gene que codifica para la Epo, la produjo en una linea 

celular obteniendo rEpo con mayor potencia de la obtenida por 

Fu-Kuen Lin y Jacobs y localizó el cromoaoma en el que ue 

encuentra el gene. 

El gene fue clonado a partir de un p9pt~do da 18 amino~cidos 
de la región •~ino terminal, creando primeramente una libreria 

genÓmica en el fago k. 

La replicación fue hecha por pl.amldos, utilizando el vector 

pDll contenido en SV40. 

Empleando las endonucleasaa de restriceiÓn Apa 1, EcoRI, y 
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Bam HI. Un fragmento BamHI fue ligado en ambas terminaciones e 

insertados en el fragmento de restricc;i(;n 

pl~smidos fueron clonadog en ~ S2!.J_ HB101 

centrifugación en cloruro de cesio. 

del pl ásrddo, 

y purificados 

los 

por 

Las células empleada5 para producir la rEpo fueron COS-7 Cde 

ril'SÓn de mono> y BHK (ri~n de hamster bebé>. 

Para la expresión del gene de la Epo se empleci el vector 

pl~amido ~onteniendo el gene y ONA de esperma de salmón. 

El mapoo del DNA fue ! levado a cabo por enzimas de 

restr ii::c iÓn. 

En l• expresi~n del ONA sobre las células, se. emplearon 
controles con células no transferidas y paralelamente cultivos de 

células transferidas con pl~smidos que contenian ONA· que 

c:odi f icaba para otras proteJ.nas, tales como acet i 1 tr.ansferelsa. y 

protein~a de la coagulación hUmAna. 

El ensayo in vitro para la Epo estuvÓ basado en la formaci~n 
de c9lonias eritroideg en cultivos de m~dula Ósea de rat~n. 

Obteniendose lo siguiente1 en los cultivos de c~lulas COS-7 

se produJeron 3.2 +/- 0.4 µg de Epo/ml con una actividad de 270 

+/- 16 U /ml y para las células BHK 3.4 +/- 0.2 µg de Epo/ml con 

una activid•d de 255 +/- 32 U/mi. 

Como se puede obsarvar, el nivel de Epo obtenido fue mas 

alto que el reportado por Jacobs y ru-Kuen Lin • Las razones de 

é•te incremento no estan claras, pero pudieron ser debidas ~l 
empleo del gene de DNA ~on se~uencias intervenidas man que al 

..;ONA Ó que el vecti:ir plásmido a·mpleado es mas . adecuado para su 

expresión. 

Para el estudio de localizaciÓ~ cromosoma! se eligieron dos 

fragmentos, SmaI de 916 pb de la region 5' y un fragmento 

Xmnl-Apal de la regiÓn 3'. Las su6penciones de cromosomas fueron 

aisladas de una linea c~lular de linfocitos en buff~r 

tris/esp~rmina y fijadas con DIPI-~Yomomicina /A3. 

30, 000 cromosomas humanos de cada tipo fueron fiJados en 

filtros de nitrocelulosa por medio de "sortf!r dual laser" de alta 

resolu~i~n e hibridizados con los fragmentos de restricción 

marcados con Obteniendose las autoradiog~af 1as 

~orrespondientos, que mueutran que el gene qua codifica para la 



Epo se localiza en el cromosoma 7. Fig. 13 t67l 
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Flg. 13.- AutorAdiograma que muestra el cromosoma 
que coñtiene el gen que codifica para la Epo humana. los 
cromosomas fueron fiJados en filtros d~ nitrocelulosa e 
hibrldizados con fracciones de la reglen S• y 3' del gene, 
dando autoradiogamas idénticos. El cromosoma 7 produce 
una intensa seftal de hibridizaciÓn. C67J 
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Por otro lado al emplear c~lulas Hep 38 (de carcin~ma 
hep~tico>. se observo que éstas producen Epo en forma 
regulatoria, por tanto son un buen modelo para la producci~n de 

rEpo. C74J 

Al llevarse a cabo La clonación tanto del 9ene de humano, 

como de el de mono y ratón, se encontró que existe una ~ran 

h~mologia entre las tres especies y que dicha homolog1a ocurre 

tres partes de secuencia no codificables como son: 

a) 140 pb antes de~ sitio de iniciación de la trans¿ripciÓn 

b) dos fragmentos en el primer intrÓn 

e> de 100 a 200 pb al final del codÓn de terminación de la 

transcr ipc iÓn. 

con lo cual se evidencia que los elementos 5' y 3' altamente 

conservados no codificables confieren la respuesta.a hipoxia y a 

cobalto. C74J 
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De los e9tudios de clonación se ha deducido que ambas Epos, 

la da humano y la de ratón tienen la capacidad de hacer 

pYol i fer ar de human•:> a ratM y de Yat~n a humano. 

Una vez que se tuvo el gene qua codifica par~ la Fpo, éste 

ha sido empleado en la mayoria de los estudi•:.s real izados aceYca 

de la hormona y cada investigador ha ido implementando algunas 

modificaciones tanto en el tipo de ~élulas empleadas, aui como 

los vecto~es para inducir su clonación • 

Con el fin de identificar las c~lulas productoras de Epo han 

aido precisamente las linean celulares las que han sufrido mas 

val"' iac iones. 

Entre las células m~s epleadas tenemosi Las células de 

carcinoma hep~ti~o Hep 39 tG, 68, 74l, células CDS Cde rift~n de 

mono) C74l, células CHO [54, &SJ, ~~lulas Hela tGl y ~~lulas Hep 

G2 (de carcin~ma hapático> t20,68J.As1 como una gran variedad de 

células de mielomaB tanto humano como de rat~n, como eg el ca90 

de las c;lulas de eritroleucemia murina inducida por el virus 

Friend que ha sido ampliamente utilizada. tl81 

En cuanto a loa vectores empleados, la variación ha ~ido 

menor, y l.a. mayoria a empleado el bacter-iÓfago ).. y el .Hl3, debido 

probablemente a que el primero presenta la ventaja de que el ONA 

clonado puede ser manipulado como el fago, y en el segundo el ONA 
clonado puede ser obtenido en una sola hebra y por tanto ~er mas 

f~cilmente secuenciado. C51J 

En tanto que el microorganismo empleado para inducir la 

clonación han sido difeYentes cepas de E.coli_. 

El mapeo del gene sa ha llevado 4.cabo mediante enzimas de 

Ye!itYicci~;n, de las cuales las m.i.s ~mpleadas han sido, Apa I, 

Hind 111, Bam Hl y Xbal entre otras. C4'31 

Oabido a que Amgen ha lanzado comeycialmente su producto, 

en la actualidad los estudios aceYca de Epo se llevan a cabo con 

el producto comeYcial, incluso ~stas preparacionev son 

empleadas como est~ndares cuando se llevan a cabo estudios 

cuantitativos. 

Sin embaYgo Amgen no es la ~nica que 

es producida por Amgen lnc, Thousand 

Inntitute , Cambrigde M.A. Cll 

la produce 

Oal(S C. A., 

la rEpo 

Genatics 



Ensayos cl1nicos han sido conducidos por: Amgen en Estados 

Unidos y su socio Kirin en Japón, Jhonson and Jhonson (J & J) 

Ortho Pharmaceutlcal Corp. en C~nada y Estados Unidos J & J 

Cilao Pharmaceutical-Corp. en el oeste de Europa y por Chugai 

(socios de Genetics Institute) en Japón, UpJohn Co. Estados 

Unidos y Boehrnger-Mannheim en el oeste de Europa. t1J 

La Epo de Amgen ha sido aprobada por la rDA y el producto 

fabricado por Cilag ha sido aprobado en Europa. ClJ 

Por ~ltimo, cabe mencionar que con el auge que tiene en la 

actualidad la ingeniería genética, no sólo Epo, sino varios 

factores que influyen en la eritropoyesis han sido clonados. 



e. - APLICACION TERAPEIITICA DE LA ERITROPOYETil4A 

RECOMBINANTE 

11 

Se ha observ.ido que en pa•: lentes con fal 1 a renal, agi como 

en otros estadc•s patolÓgicos asoc. iados " falla renc-il, en algunos 

sindromes nefTÓticos y durante el embarazo, disminuye la 

produce i~n de Epc•, conduc iendc• a cuadros de anemia de di fere~tes 

severidades y algunos •:as•::is haciendo los par.: lentes 

dependientes de transfur.:ionesf por ello a raiz de que se clon~ el 

gen se penso en ~l como un po9ible reemplazador en la. terapia de 

pacientes con anemia. C7, 35J 

Inicialmente 1 a rEp•:i se empeo::o usar en pacientes que 

tenian la capacidad de producirla, pero en bajas cantidades. 

Principalmente se enfocó a paciente& con falla renal y a los que 

era neces•rio dial izar" peri_;dicamente, causa de lo cual 

llegaban a tener anemia y posteriormente ~e hacian dependientes a 

transfuciones •&nguineas. C26l 

Lo anterior basados en el hecho de que cuando el fluJo 

sanguineo se reduce por anemia, disminuye el oxigeno y por tanto 

ne dispara la fiintesis de Epo¡ de modo que si el hcmatocrito 

llega a 20% entonces se dispara hasta 100 veces.; m~s. C26l 

En 1'985 se empe:;!¿ a prc•bar la rl:::po en pacientes normales 

pero con insuficiente produ•:ciÓn de Epo. C26l 

Entr-e 1985-1'387 se confirm.; qu~ la rEpo podÍa entrar con;o 

sustituto en lü terapia en pacientes dializados. Esto fue 

Qracias ~Los estudios realizados en Estados Unidos e Inglaterra. 

C2&J 

Los estudios iniciales se hicieron empleando rEpo de Amgen's 

en Estados Unidos, posteriormente se extendi.; hacia Europa, 
Canadá y Jap,;n. Básicamente se observó que todos los pacientes 

con hemodialisis respondian al tratamiento incrementando su 

hematocrito. Cll 

Se observ.; que la administraci~n de 25-500 U/Kg de peso tres 



veces por semana, causan incYemento el hematocYito 

dependiente de la dosis, o:on lo cual se el imin.; la ne•:esidad de 

transfusiones. Además de funcionar de igual manera en pacientes 

con falla renal cron-ica antes de ser dial izados, aunque en el lc1s 

la anemia no sea tan severa y no sean tan dependientes de 

transfusiones. C26J 

Con lo que respecta a las dosis se sugiYiÓ que con 00 U/kg 

de peso 3 veces por semana son suficientes y que dosis superiores 

son· innecesaYias. tl, 26J 

La d~sis inicial apYc•bada por la FDA fue de 50-100 U/Kg de 

peno "intravenosamente 3 veces por semana. Mientras que ld 

National Kidney Foundation recomendo una dc•sis inicial de 150 

U/Kg de peso intravenosamente 3 veces por semana y cuando el 

hematocrito fuera de 30-347. .; el nivel de hemoglobina fuera de 

100-115 g/lt la dosis tenia que ser reducida. C261 

La respuesta a la dosis varia dependiendo del producto 

comercial que 

farmacolÓg icas 

se este 

incluyen 

empleando, 

dos tipos 

ya que las presentaciones 

de Epo, la 

se obtienen 

y la (3, 

respuestas comparandose y comprobandose 

diferentes de cada.una. t41J 

que 

La Epo ~presenta elimina~iÓn prolongada con respecto 

y un mayor aumento el número de reticulocitos, pero 

presenta mayor absorción por via subcutánea, aunque todavia no 

han definido claramente éstas diferencias y lo han atribuido mas 

al vehiculo ql.te a lao:s "hormonas". t41J 

Se sabe que con 10-20 U de Epo /lt de plasma se induce 

suficiente producci.;n de eritrocitos para reemplazar las •:~lulas 

viaJas y mantener un flujo de oxigeno sufi•: iente al sensor renal 

de oxÍgeno para asegurar los niveles basales de la sinteis de 

Epo. C1J 

Una respuesta pobre a la administración de rEpo viene dada 

por la deficienc:ia de hierro o bien por la deficiencia en la 

capt~ci~ri del mismo. Por ello 

hematocrito y los niveles de 

impor·tante el moni toreo del 

hemoglobina, la capacidad para 

captar hierro y la ferritina ya que laa necesidad&s variar~n 

dependindo de.cada paciente. C26l 

En t.ircninos prácticos s¡i los niveles de ferritina son 
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menores de 200 µg/lt o la saturaci~n de transferrina menor del 

15X , se debe de dar un tratamiento a base ~e hierro lo cual 

•:onsigue administrando 300 mg de gul fato ferroso por v1a or-al 

C200 mg de hierro de 1 a 3 veces al dia>. C26J 

También se puede obtener una ha.ja respuesta Cl YEpo en el 

caso de algunas infe•:c iones o procesos inflamator iqs. C26l 

Como ya se mene ionÓ 1 a pr imerd Vicl de ino.:ul ac iÓn que se 

empleo fue la intravenosa, sin embaYg•:i la farma•:oc in.;t ica por 

ésta via se caracteriza por los relativamente bajos incrementos 

en al plasma o relativ•rnente poo:a distribución del volumen y la 

corta vida media en cir~ulaciÓn da aproximadamente 6-8 hrs. t26l 

Debido a las razones expuestas anteriormente se empezó a 

e~aminar la via subcut~nea, en la que ce da una liberaci~n ·lenta 

da Epo de los dep~sitos subcutáneou produciendo b.¡¡Jos_, pero m•s 

sostenidos niveles en el plasma. Fig. 14 C2Gl 
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F~g. 14.- Niveles plamáticos de Epo después de laa ino­
culao:iones intyavenosa .; sub..:utánea de 40 U de l""Epop•::.r 
~<ilogyamo de peso tYes veces por" 9emana. C26J 
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Al probar la via subcutánea pacientes con enfermedad 

renal asociada con alg~n tipo de anemia se observ~ que ~sta via 

precisamente por por liberar la Epo más lentamente resulta en la 

reducci~n de la dosi-s, ya que en lugar de administYar tres dosis 

por via subcutánea se sugiere la administraci~n de una dosis por 

semana de 7'5-106 U/kg de peso, cantidad suficiente para 

incrementar el nivel de Hb lOg/dl. Cl, 66J 

El tratamiento con rEp•::> aún no está completamente o:al i f icado 

o cualificado, ya que ha llegado a haber problemas cc•n pele i entes 

hiparten&os o con isquemia cerebral. Además de tomar en cuenta 

que lá mayoria de los pacientes con falla renal son propensos 

ser hipertensos. Cl5) 

Lo anterior en virtud de que al incrementar el hématocrito, 

incrementa la viscosidad de la sangre y un incremento la 

viscosidad ~ una disminución en la vasodilataciÓn puede agravar 

la hipertensión. Adem~s de tener efectos sobre la función de la 

gl¡ndula pituitaria anterior. [87J 

Para evitar éste tipo de problemas, recientemente ha 

planteado un mod&lo matem~tico computarizado mediante el cual se 

han establecido ecua•:iones para determinar los valores esperados 

de hematocrito, Hb, Epc.1 y n.:imero de c~lulas ro.jas 

una dosis determinada de Epo. [85J 

respuesta 

Entre otros problemas que se han tenido con el tratamiento 

estan el incremento de plaquetas y la disminución en el tiempo de 

sangrado, ya que en algunos pacientes amemiñ asociad~ a falla 

renal a los que se les administró rEpo en dosis de 15(1 a 300 un.:g 
de peso tres veces a 1 a semana durante 2 semanas, con !"o qL1e 

incrementarÓn las células rojas progenitoras, dandose tambi~n un 

incremento de CFU-GM y megacariocitos. tSOJ 

Lo anterior puede deberse a que se han encontrado recept~res 

para Epo sobre la superficie del megacariocito y del 

megacarioblasto, siendo la densidad de los receptores del 

megacaricx:ito, similar a la del pronormoblasto en la rata en 

tanto que en el ratón es de SOX y aunque éstos receptores son 

similarP.s, no son id~nticos. [34J 

La aplicaci~n de la Epo esta aun limitada a anemia asociada 

a falla renal, ya que en otro tipo de enfermedades, como la 
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enfermedad de GaLtcher asociada con anemia fievera, con niveles de 

Hb de 5-& g/dl, llegando a tener niveles de Epo de hasta 3,440 

U/ml no se observan meJorias en la anemia y tiene que llevarse a 

cabo la transfusión. CG~, 76] 

Se ha intentado también corregir la anemia en el caso de 

pacientes con f1 talasemia, asociada a falla renal, sin embargo 

las dosis recomendadas no son suficientes para corregir la enemia 

en estoe pacientes, debido ~3 que se neo:esitan dosis mis altas, 

pero eso a~n eeta en estudio, debido 

esto traerla. C62J 

las complicaciones que 

Un problema más adicionado a los anteYiores es el .costo de 

la terapia, ya que es considerable. En Estados Unidos el costo es 

de aproximadamente un centavo por unidad. C26l 

Por otro lado, la terapia no elimina lo5 p.roblemas ni 

traumas ocacionados por la di~lisia, en el caso de pacientes 

dializados, pero si elimina el de las transfuciones continuas ~ue 

además en la actualidad pueden llevar consigc.• otros agravantes, 

como es el c••o de que lau muostras de sangre vengán contaminadas 

con citomegalovirus, virus de la hepatitis o bien virus del SIDA. 

C2&l 

Lo anterior ha sido comprobado por e.Jemplo en niftos con eda.d 

promedio de 10 anos en estado final de falla renal, a los que se 

las administró rEpo en dosie de 50 U/kg de peso tres veces por 

semana hasta que el hematocrito fuera de 33 +/- 37. y que 12 

meses ~ntes del tratamiento habian recibido entre 3 y 4 

tr.ansfusiones y despu~s del mismo ya no requirieron 

másJ con lo cual se demostr~ que la rEpo result~ ser efectiva en 

nift.os con diálisis peritoneal ciclica continua. C66l 

Parece ser que la anemia en bebes prematuros esta 

relacionada con la deficiencia de Epo. Ya que se ha ob~ervad~ que 

en algunos mam1faros hay un cambio en la producción de Epo 

hepática a Epo renal durante el nAcimiento y es as1 como 

describe en los niftos prematuros. C261 

Sin embargo el monitoreo en los bebea no es muy büm seguido 

debido a la poca cantidad de sangre que se obtiene y no se logra 

definir bien la ganancia. C26J 

DLtrante la pren:ez, la anemia ha sido aso..:iada 
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disminuci~n de la Epo, en el primer trimestre de embarazo, ya que 

al analizar los niveles de Epo durante los tres tri~estres, 9e ha 

observado que durante el primero disminuyen los niveles de Epo en 

el plasma. Tabla 8 C~l 

Lo anterior ha uido atribuido a varian razones1 

al adaptaciones fisiolÓgica.s q1..•e incrementan el oxigeno en el 

~enser renal de oxigeno, 

b) durante el primer trime5tre incrementa el flujo renal y 

e) Se ha sugerido que el lact~geno pla~ental disminuye la Epo. 
[7J 

Tab1a No •. O Niveles de Epo durante la pren:ez 

Trimestre 

PYimero 
Segundo 
Tercero 
Durante el Parto 
Postparto 

Beguin 1991 [7J 

Epo mU/ml de plasma 

19. l +/- G.2 
28.4 +/- 15.5 
37.7 +/- 24.2 
33.9 +/- 22.3 
35, I +/- 34. 7 

Otra aplicaci~n que se ha visto a la Epo es que en donadores 

sanos al administrar 600 U de Epo /Kg de peso dos vec2s por 

semana, ae incrementa el hematocrito y puede donar mas sangre 

durante la& cirugia.s. Y en el caso de pacientes normales con 

ci\"'ugias electivas disminuye la dependencia a las donaciones. 

Si bien en los atletas causa un incremento del hematocr ito, 

también puede traer graves consecuenciQn ocacionadas por la 

deshidratación que ocurTe durante el ejercicio exaustivo, con lo 

cual se incretmenta la viscosidad de la sangre, siendo esto 

det\"'imetal no solo para la acci~n muscular sino tambi~n porque 
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puede causar trombosis, a peaar de lo cual algunos deportistas 

han empezado a utilizarla, e incluso, la determinaci~n de Epo ~e 

ha implementado en el antidopin. 

Debido a que la Epo presenta heterogeneidad en cuanto a 

carga1 la segunda referencia internacional y las Epos de 

paciente& sanos pre9entan más cargas negativas que l• rEpo alfa, 

ua puede ldentific~r su presencia en parsonas con producción 

normal de Epo endÓgena. CBSl 
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Q. - CONCLUSIONES 

Como ue ha observado a lo largo de la presente ravisi~n, el 

estudio de la Epo, si se compara con el de algunas otras hormonas 

como la insulina Ó las hormonas hipotal.imicas, es relativamente 

nuevo, aObre todo, debido la. baja disponibilidad de la 

"hormona 11
• 

Si bien los detalles 

1isicoqu1micas son conocidos, 

cerca de 

las variaciones 

sus propiedades 

que de el los 

llegan a encontrar son debidas a la heterogeneidad de la horm~na 

reportada por algunos autores. 

Es confirma.do que el ticido si.i.lico le sirve a la mol~cula 

. como indicativo de uu presencia en el plasma, ya que cuando es 

escindido la Epo es eliminada de la circulaciÓn. 

La bios~ntesia de la Epo e• iniciada cuando existe hipoxia, 

gin embargo a~n existen ciertas controversias con respecto al 

mecanismo exacto, al parecer la hipoxia estimula el sensor renal 

de oxigeno localizado en las células del epitelio tubular que 

contienen el mRNA para la Epo y que dentro de éste, el sensor de 

oxigeno se localiza en las regiones mas altamente conservadas, 

siendo la m~s aceptada la siguiente al sitio de poliadenilaciÓn. 

Cabe resaltar las regiones más altamente •:onservadas del 

gene en las tres especies mamf feras más estudiadas (humano,mono y 

rat~n> debido a que los investigadores han coincidido en que aqu1 

se localiza el sitio de sensibilización del oxigeno. 

El mecanismo d~ acci~n no ha sido completamente definido, y 

esto no podrá ser resuelto hasta que no se tengan bien definiqas 

las .-:élulas que la producen, ya que· si bien las 11.neas .celulares 

han provisto un exelente método da estudio, existen algunos 

fa~tores in vivo que pueden influir en el proceso aunado ~sto 

esta por resolver la cuestión de si los re~eptores son de baJa 

de alta afinidad y si los de baJa afinidad son o no importantes 

para la unión de ta Epo a su c~lula blanco y en principio si 
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axiaten dos tipo& de receptores. 

Definitivamente el hecho de haber clonado el gen ha 

propoycionado un gran avance para el estudio de la Epo, ya que 

gracias a esto y a la clonación del gene que codifica para el 

receptor y que aún ha sido bien definido, se podrán resolver 

m~s fácilmente las interrogantes que aún se plantean. 

La obtención de rEpo ha beneficiado a muchas personas 

principalmente las que padecen anemia asociada a falla renal, ya 

que ha evitado el problema de transfuciones con_t·inuas, que les 

pudieran traer Cadem.is del trauma de la transfu9i(;n) 

consecuencias secundaria& como 

postransfu~ionales por l• contaminación 

sanouine••· 
En M~xico la terapia se ha empezado 

las 

de 

ipfecciones 

las muestras 

aplic~r enalgunos 

p•cientes, sin embargo •u empleo resultar~ un poco mas dificil, 

ya que da por si la terapia re•ulta cara en Estados Unidos. 

Si bien la rEpo ha sido bmn.ifica para algunas personas, el 

uso inAdecuado de la 11 hormona", hablando de ella como 

medicamento, tiene que ser controlado, ya que si en un inicio 

puede resultar benéfico ayud~ndo a incrementar la oxigenación en 

los teJidou, y por tanto el rendimiento fLsico, tambi~n puede 

llevar al deterioro del buen funcionamiento del organi•mo· 

Por Últicno, la presente revisión cumple con los obJetivos 

propueutos, tomando en cuenta que aun no 

palabra respecto al tema. 

ESTA 
SALJB 

tiene la Última 

TES!S 
DE Ui 

rm nrnr 
füELiu¡EGA 
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