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IV. = RESUMEN

La Eritropoyetina (Epo) es un factor importante tanto en el
proceso de maduracién como en el de diferenciacién de los
eritrocitos.

El factor determinante en la induccidn de su sintesis es la
hipoxia, que puede ser inducida por diferentes causas.

La Epo se sintetiza principalmente en el v ifon aungue
exigten sitios extrarenales para la sintesis de la misma.

Al parecer la biosintesis 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 transcripcxén v traduceidn
del mRNA de la Epo incrementande con ello su concentracién en el
plasama.

La Epo actda a traves de receptores especificos sobre las
BFU-E maduras, CFU-E y proeritroblastos, induciendo 1la wmitosis
sobre la célula. activando cen ello su maduracién Yy
diferenciacion.

Gracias a la ingenieria genética ha sido posible clenar el
gene gque codifica para la Epo, lo cual es muy importante ya que
antes de establecorse su obtencidn Yy purt(icacién a partir de
lineas celulares, eran minimas las cantidades que se podian
obtener a partir de sueroc u orina.

Los primerns en llevar a cabo su clonaciéq fueron Fu—-Kuen
Lin y Jacobs, quienes emplearon la técnica de nucledtidos
sintéticos, usando péptidos de la molécula de Epo extraida de
orina humana para crear una libreria genémica que mediante
pruebas de hibridizacidn los llevd 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 (rEPa).
Seguidos a estos estudios se han implenentade variaciones en
cuanto a los vactores y células empleadas para la obtencién de

rEpo.




Una ve: obtenide el gene que codifica para la Epo, es ahora
posible disponer de rEpo en varias presentaciones y emplearla con
fines terapeéticos, sobre todo en pacientes trahgfusién
dependientes con anemia asaciada a falla renal.

Los  detalles que llevardn a la elucidacidn de su
biosintesis, mecanismo de accidn y la obtencidn final de rEpo son
descritos en la presente revision. '



1. - YNTRODUCCION

El oxigeno, elemento vital para los seres humanos, es
captado por el cuerpo a través del aparato respiratoric y
transportado a todo el organismo por los eritrocites; zélulas
importantés no solo para el transporte de oxigeno, sino también
del CO2, producto de desecho. [25]

La produccién de eritrocitos es influenciada por muchos
factores y cuando unco de estos falla, su produccién puede verse
alterada ya sea conduciendo a estados de anemia o bien de
policitemia. £295)]

Uno de los factores que influyen fuertemente no sole en  su
produccién, sino también en el proceso de maduracidn Y
liberacidn, es la Epo, cuya estimulacidn se da como raspuesta a
la baja tensidn de axigeno en los tejidos. (22,25]

Es una glucoproteina acidica que se encuentra presente en
muy bajas concentraciones en el plasma en  condiciones normales,
pero cuando se dan estados de estres S anémicos incrementa tanto
su concentracion en plagma coms su excrecion en orina. [22]

No obstante que la Epo Juega un papel importante en la
regulacién de la pvoduccién de eritrocitos, el control de 1z
regulaci&n de la hormona, la naturaleza de sus receptores y su
mecanismo de accion no han sido claramente elucidados v
definidos. (381

En contraste con otros regul adores endderings, hasta hace
algunos affos se tienilan pocos reportes acerca de su naturaleza;
ésto es debido a que antes de establecerse su purificacién a
partir de 1lineas celulares su obtencion resultaba bastante
dificil, C[382

Hasta entonces no se habia logrado establecer una linea
celular que diera alto rvendimiento en su produccién y las
purificaciones llevadas a «abo en orina requerilan ar andes
voldmenes de ésta para su cbtencisn, (41
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Por las razones antes mencionadas se reportaron dates - vagos
sibre todo en lo referente a st mecanismoe de -accidn en | las
diferentes literaturas,. algunos’ coincidian y - otros eran
totalmente contradictorions. . .

Ya desde {989 se tienen reportes de su purificacisn Y
caracterizacién, desde entonces se propuso la. presencia de dos
tipos de Epo: la nativa que es activa in vivo y la forma asialo
(carente de aride sialicod que es inactiva in vivo, relaciansando
a la forma sials con un residus terminal de 4acide sialice.
223

Por otra lado se ha reportadoe la existencia de ‘dos formas,
una a la que denominaron a y wtra @ (separadas), con identica
actividad biolégxtd y cmmposluxén de aminoécidos, perm con
diferente compesicidn de carbohidratos. (773

En humanos la Epo tiene una vida media biolégica de 4-6 hrs,
y su aclaramiento renal es bajo, aproximadamente 0.5 woU/ml. Las
concentraciones en el plasma son de 1530 mU/ml y su excrecién en
orina es de 2-5 mU/24 hrs. [25]7

La Epo es liberada del riftdn en respuesta a hipoxia en los
tejidos, estimulando la prmduc-i&n de eritrucitos por la médula
Ssea. En los recien nazides la produccién de eritrocitos es
independiente de la Epo renal producida, cosa que no sucede con
los adultws. [22, 29]

Aln no ha sido bien definido el sitio renal de la producclén
de Epo, pers se sugiere gue el epitelio renal tubular es el sitio
probable de su produccién. ;31]

Existen otrgs sitios extrarenales de producqién de Epo,
entra las que se encuentra princlpaimente el higado. [31)

tuando ni> se habfa detectads Epo en extractos de riﬁén. se
sugirié que éste praducia un  precursor de Epo inactive o un
activador de enzimas el cual actuaba sobhre un precursor de Epo en

la sangre por medio de  un sistema ana al de la

renina—angicotensina, en el que la Epc llega a ser el producto
activa

parable a la angintensina 1. (78} Aunque actualmente
dicha posibilidad ha sido completamente descartada.

Ante la imposibilidad de purificar cantidades suficientes
para su estudia, se emperarcn a probar  cultivos  celulares  para

obtener suficiente proteina, 1nicialmente se emplearon cultivos



de médula ésea, bazo y células de higado fetal, para analizar las
interacciones de la Epo con las células blancoj; hasta  que se
logré clonar el gene a partir de células cancerosas. €19, 43,
45, 9541 4

Debido a 1a importanmcia de la Epo en la regulacién Y
diferenciacion de eritrocitos, ésta es considerada come  un
reemplazador en la terapia de algunas clases de anemia y para
esto es importante tenerla pura y en cantidades suficientes,

Una de 1las principales aplicaciones que ha tenido
recientem;nte la Epo como terapia, es en algunos rcasos de apemia
sobre’todo en pacientes con falla renal a los que hay que estar
dializ;ndo continuamente y debido a ello han tlegade a tener
problemas de anemia y ser dependientes de transfusicones
continuas. (261

Dada la importancia gue actualmente esta teniendo y al  gran
nimero de trabajos gue se han realizado en torno al estudio de su
mecanismo de accisn Yy la aplxcauién coma terapia de
veemplazamiento, surgié la inguietud de realirzar el presente
trabajo.



2. - OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar una revisién que ilustre los pasas que se siguieron
en el estudis de la eritropoyetina; desde su purificacién,
caracterizacién y mecanismo de accian, hasta la ohtencién de la
eritropoyetina recombinante y la aplicacién terapeﬁclca que ha
tenido esta Gltima

OBJYETIVQS PARTICULARES

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

eritropoyetina.

2.~ Conocer o elucidar el mecanismo de accion de la
eritropoyetina.

3.- Conozer alguncs méiodos para ta obtencién de eritropoyetina
recombinante.

4.,- Describir las aplicaciones terapeﬁti:as de la eritropoyetina
recombinante.
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3. - GENERALIDADES

La eritropoyesis es el process por el sual son producidos
los eritrocitos (transportadores de oxidens Yy bioxid de
carbono). Este proceso esté mediadns  paor la Epo, requl ador

primario de la produc:idn de células rojas en los mamiferess. [2S)

Una sustancia similar ha sido detectada en peces y pajarss. C[401

: Los eritrocitos son requeridos para realivar el intercambin
gasecso, nesesario  tanto para  mantener  un buen arado de
uxigenacién como en la regulacién de el equilibrim Az ido-base del
organismo va que as uno de laos principales sistemas tamp&n, por
ello la concentracién de eritracitos que debe estar circulando
debe ser 1la necesaria para mantener una oxlgenaci&n adecuada  en
los tedidos. [22)

Normalmente la eritropoyesis puede incrementar de 2 a 7
veces en respuesta a un estimulo anémico, dependiendo de la
duracién del estimule. [22, 261

En la etapa gestacicnal 1los eritrocitos son producidos
inicialmente en el saco vitelino, a las & semanas la pr aducs idn
es encomendada al higado y bazo; de los 5 meses en adelante se da
la actividad de la medula dsea. C11, 48]

En los recien npacidos el Rroceso de nroduuc)én de
eritrocitos es independiente de la Epo renal producida, cosa que
no sucede en los adultos. (31)

En experimentos llevados a cabo con ratas se ha observada
que conforme aumenta la edad del animal se incrementa también la
produ:cién de Epo. £311

Las personas normales produzen 1% de eritrocitos por dia,
pero cuando se estimula la Epo pueden incromentar de 2 a 3  veces
y en condiciones prolongadas hasta 10 veces, continuando é5ta
hasta que las condiciones normales de oxigeno sean recuperadas.
1L, 26, 483 )

Los componentes basicos de la eritropoyesis gson: El  sistema

de células precursoras, su estimulador 1a eritropoyetina y un
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adecuado apourte de hierre, del cual esta hecha la hemoglobina
CHLY

El proceso de produccién de eritrocitos puede dividirse en

s etapas: .

1) La etapa temprana o independiente de Epo que incluye el
paso de un sistema de célutas multipotenciales a un sistema de
célulaﬁ gue adquiere receptores para Epo.

2) La tardia o etapa dependiente de Epo, que incluye 1la

di!erenciacién terminal y la proli'eracién del sistema de células
eritroides a eritrohlastos y pesteriormente a eritrocitos,
22, 361 .
En 1a fase temprana de la diferen:ziazidn celular las eélulas
eritroides no son influenciadas por loas niveles de Epo, pero  son
influenciadas por otros mecanismos, pues la eritropoyesis no solo
es estimulada por la Epo, sino tambien paor otvos factores
incluyende la It1-3, el factor estimulador de colonias de
aranuleocitos y macré(agos y el activador promotoar del estallido
(BPA). €331

La regulacién por la Epn empieza en el estado de madur ac ion
eritroide intermedic entre la BFU-E (Unidad formadora del
estallida eritroide) y la CFU~E  C(Unidad formadora de colonias

eritroides) Fig. 1

Epo dependiente
amplificacion

BFU-E BFU-E CFU-E
primitivas ) madur as

Flg.1.~ Proceso de maduracicon de 1os presursores eritroi-
des, que indica las dos etapas en las cuales las celulas son
dependientes e independientes de Epo. (22]
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Las BFU-E dan incremento a grandes colonias multiagrupadas;

en respuesta a factores de crecimiento., Este es el  progenitor
eritroide mas primitivo que se conoce en ensayos in vitro. (911

BFU-E inmadura-es relativamente insensible a Epoc in vivo, su
poblacién esta débilmente influenciada por perturbacicnes
eritroides y cambios en los titules de Eps en 21 plasma, adenas
de no requerir Epo para su supervivencia in vitro. 3911

La CFU-E, unidad celular de colonias eritroides mas madura,
es regulada por los niveles de Epo en el plasma. Cuandn  los
niveles Je Epo se incrementan en el plasma, hay una amplificacién
del némerc de CFU-E en la médula, ademds o que puede causar
macrocitosis saltaindose las divisiones celulares terminales, ya
que la Epo estimula a las células de la médula a diferenciarse en
pronormeblastos, disminuyendo el tiempe reguerido para su
maduracién. £913

Mientras que 1las CFU-E requieren IGF-1 CFactar de
crecimiento I parecido a la insulinal mas Epo para su desarrollo,
las BfU-E macduras e inmaduras requieren de Epo mas el factor
(BPAY. [913 .

En los sultives de nadula dsea no purificados, las BFU-E
inmaduras proliferaban inicialmente en ausencia de Epo si existia
BPA. Sin embargo BPA nunca fue completamente purificado y con el
advenimiento de la 1It1-3 y el GM-CSF se ocbserve que estos
sopoertaban ¢} crecimiente de las BFU-E de manera similar a como
lo hacia BPA, (por ello se cree que este factor era 1la 1Itl1-3)
pero también actuaban scbre otras lineas celulares. C511

El activador BPA ha sido descrito de wuna variedad de
erigenes , incluyendo 1ns linforiteos T, monocitos zélulas
endoteliales y ciertas lineas ¢elulares de tumor. Sin embargo BFA
tiene actividad scbre otros factores y puede estimular el
crecimiento de CFU-GM y CFU-Meg. £22]

Para e} crecimiento maxime in vitro de la CFU-E es requerida
mas del doble do la concentracidén de Epo que la necesaria para
las BFU-E maduras, no es afectada por el BPA y el nlmero de CFU-E€
correlaciona con la concentracion de Epo en el zultive, (221

Conforme se incrementa la concentracién de Epe en el cultive
in¢rementa el % de respuesta de CFU, ésto sucade en un range de
1-100 mU/ml de Epo hasta llegar a un maxime de 100, momento en el
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que se mantienen constantes.  (31)

La sensibilidad de los preogenitores aritropoyétiaos a Epo se
incrementa con su estade de diferenciacidn.

Aln no es determinado el  mecanisma  que regula . la etapa
temprana, perw puede ser dependiente de factores de cerecimiento
equivalentes a los fasctores quimicos que estimulan a la CFU-S
(unidad celular formadora de colonias del baze) & la interleucina
3 (1t1-3). (91

Una de las razones por las que no se ha estudiado el astado
temprano de la eritropoyesis es debido a la impresicién de los
sistemas de ensayo empleados, en tanteo que es mucho lo gque se
sabe acerra de los estados dependicntes de Epo, ya que estos son
f;cilmente estudiados por métodos bioquimicos v citolégicos.
€223

SBecundar iamente pueden ser estimulados por otro tipo de
hormonas o farctores de crecimiento, los cuales por ellos mismos
no son reguladores primarics de la eritropoyesis. Tales comos
Cateczolaminas, hormona  del crecimiento, hormona tircidea,
insulina y nucledtides clclicas entre ctros, que interactian con
lns  factores de crecimientos o influencian la  maduracidn y
praliferacién de las celulas tantoe in vive coma in  vitro.
31]

Incluidos en las dos etapas antericrmente mencionadas, son
distinguidos tres estados de maduracion de las células
hematopoyéticas y estos son:

a) El sistema de células hematopoyético pluripntencial,

b)Y Los progenitores de las distintas lineas célulares sangulinsas.

) Gélulas diferenciadas, precursorés célulares morfolégicam&nte
diferenciables. Fig. 2

Al menos doce replicaciones celulares occurren a lo largo de
la ruta eritropoyética desde la célula mas primitiva hasta el
reticulocito. Esta prmgresién esta asociada con la pérdlda del
potencial proliferative. [48, 39131

Como se puede observar en la fig, 2, existen dos clases de
células BFU-E en la medula Ssea tanto de ratén como de humano.

En los ratones las BFU-E inmaduras dan varios cientos de
eritroblastos dESDuéS de 8 a 10 dias en cultivo, y las maduras

(que son mas sensibles a Epo) dan un incremento de 50 a 200
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MEDULA 0SEA

a0
CFU-L-M
Sistema
de Factores de Crecimiento
Celulas .
Pluriootencial Dependiente Soporte
CcFU-s —_— Androgenos
BPA Agonistas f1-
(Ileu-3 adrenergicos

Agonistas
colinergicos
. Prostaglandina E

v/ L/

Linfoide BFU-E
inmaduras
Andrégenms
Megacar io- Tiroxina
citico Hormona del
L Epo crecimiento
Mieloide / Agonistas iz~
BFU-E adrenergicos
maduras Glucocorticoides

A7
- //

Eritroblastos

Precursores
ldentificables

Reticulocito

Fig. 2.- Esquema de la eritropoyesis y los posibles sitiQs
de accion de los agentes hormonalaes y neurotransmisores. (911
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ar{troblashos. En el humano los pices de crecimienta se presentan
después de 17-20 y 10-12 dias respectivamente. £313-

Por 1o gque respecta a CFU-E , se eﬁcuentva presente en los
tejidos eritvopoyéticoE y rara vez se encuentra en sangre. Esta
célula requiere de pequefias cant idades de Epo para su crecimientao
in vitre. Es una célula gque se divide rapidamente y da un-
incremento de eritroblastos de 8 a 49 células en 17 dias en el
humane. [22, 48]

CFU-E nos va a dar origen a las células eritrociticas,
después de la transicidn de pro— a eritroblasto basofilo el  MRNA
de la globina llega a ser detectable, se inicia la sintesis de Hb
a partir del proeritroblasto y continua hasta el estado de
raeticulocito, entonees las divisiones célulares cesan después del
estado policromatafile. Fig., 3 .

A nivel de maduracion de eritrocitos la primera célula
observable es el proeritroblasto y aunque ésta sintetiza Hb desde
su aparicién no es capax de llevar a cabo las divisiones
mitoticas por s{ solo. [211]

Cuaqdo se forman las células multipotenciales, son
estimuladas por la Epo para iniciar la sintesis de”Hb y continuar
las transformaciones. (22, 91]

Cuando incremeénta la Epo, el periédo de maduracion normal
del reticulocito de aproximadamente 3 dias es disminuido y el
tiempo en circulacidén es incrementado. {17)

fFinalmente se ha observado que durante el proceso de
maduracion de los eritrocitos la célula sufre. los siguientes
cambios: €171 .

Ganan Fierden
- Sistema c<aptador de Fierro = Nucleolo
- Hb - Nicleo
- Sistema de captacién de .~ Sintesis de DNA
glucosamina -~ Sintesis de RNA
-~ Ag especlficos de membrana -~ Mitocondria
Temporalmente: - Azide c¢ltrico,
- Sintesis de RNA ~ Ribosomas

- Bintesis de DNA - Sintesis de proteinas

~ Sintesis de proteinas
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Sistema de Células Ee ’
Mieloide Multipotencial — - o' _.,BFU -E. Primitivas
-
-

-
Ped

L -
BFU-E  Maduras w == = w = o — o CFP—E

- (Proeritroblasto o rubriblasto)

NORMOBLASTO BASOF ILO
(Eritvoblasto frimitivo < prorrubricito)

3
NORMOBLASTO POLICROMATOFILO
(Eritroblasto posterior o rubricito)
~

-~

s
NORMOBLASTO
ORTOCROMATICO
o
ACIDOFILO
fmr— - (Normobl asto o
& metarrubricito)
Tincién de ®\Tincién de
Wrigth - veticulocitos

ERITROCITG POLI CRDI‘IAT?F ILO O DIFUSAMENTE BASOFILO

S, o
i

ERITROCITO

Fig, 3.- Figura que muestra las secuencias de la
maduracion eritrocitica. [2§]
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4. ~ ERITROPOYETINA

No obstante, el papel tan impeortante que juega la Epo en 1la
produccién, madur ar ion Y liberacién de los eritrocitos a la
:irculacién, la naturaleza de sus receptores ha sido poco
estudiada, debido a la dificultad que anteriormente representaba
el purificarla. (383

S8in embargo, una vez establecidos los métodos de abtencién,
fue posible el conecimiento de varias de sus propiedades
fisicoquimicas, asi como la secuencia de su estructura primaria
algo acerca de la estructura secundaria y hasta de la terciaria.

La palabra eritropoyetina deriva del griego £pv8poo
(erytros) que significa rojo y de nie® (pieth) que significa yo
hago, de esta manera se puede decir que la Epo es una molécula
que hace a los rojos S eritrocitos. [33

Se han postul ado varias teérias acerca del origen de la Epo,
al parecer proviene de un precursor de mayor tamalo, la
preeritropoyaetina, que seria hidrolizada en la hormona activa por
una enzima proteolitica proveniente del ru':e;n, la eritrogenina,
probablemente de naturaleza lisosomal. (781

Los primeros estudios acerca de la Epo fueron llevados a
cabo por los franceses rCarnot y Deflande en 1306, quienes
encontrarén que la inoculac ic'm de sueros de animales anémicos.
caugaba policitemia en animales norl‘nales y que al igual que con
otras celulas se trataba de un factor estimulador, al que ellos
llamaron hemopoietina y que actualmente conocemos como Epo.
t3es

A estos estudios continuaron otros realizados por Reissman
en 19359, Erslev—Gordon, Boorsek y Stholman, cuy.as estudios
contribuyeron a descubriv la importancia de la tensidn de oxfqena
en la estimulacidn de la Epo. 783

Pera écémo es que se decide estudiar a la Epo ? La
respuesta es la siquiente, se contemplaron varias posibilidades
de que &se disparace la produccifm de eritrvocitos, y éstas aeran:



productos de desintegracién de earitrocitos, viscosidad de la

sangre, volumen de eritrocitos Yy, transporte de oxigenc. Se

decidib estudiar el Gltimo, ya Qque precisamente esa cra su
func idn pues =& habia demostrado que al Dbajar el

entonces se incrementaba 1la produccién de

oxigenn,
eritrocitos, st
ﬂltimo basado en 1os trabajos de Paul Bert, quien hace 100 afos
se dedicé al estudio de las diferencias en las presiones
barométricas. (78]

Los primercos ) estudios acerca de sus propiedades
fisicoquihicas fueron llevados a cabo en Epa purificada de orina,
vya qué es muy dificil su obtencion Yy purificacién a

plasma .

partir de

4.1.- Purificacién de Eritropoyetina

Los primeros intentos de purificacién requirieron grandes

volumenes de orina en el caso de humancs, y el sacrificio de va-

vios carneros en el caso de la Epo de carnero. Cantidades muy
baJdas han sido obtenidas por extraccion de plasma de borrego
anémico y de orina de humanos anémicos. 4, 601

Por ejemplo, para purificar Epo a partir de plasma de

borregos de 75 kg de peso, los cuales fueron primeramente

irradiados con rayos y pesteriormente se les aplicaron tres dosis
de fenilhidrazina de 1.0 gr cada una por via
inducir anemia) los dias 2, 4 yv & después de ser irradiados, se
espero a que el hematocriteo bajara a 10 7% 6 menos,

subcutanea (para

entonces  se
sangrarén los animales, obteniéndose 2.8 1lts de
borrego con titulos de 3.5 U de Epo/ml. 4]

plasma por

Para fraccionar el suero se hizo dialisis con agua

deionizada hasta que la conductividad especifica fuera menor de

250 jmho/cm, sSe aJustB a pH 4.3 y se pasé a traveés de una columna
compuesta por 111 (w/Ww) de una mezcla de dietildiaminoetil

celulosa (DEAE)Y y fosfocelulosa (PC)Y, suspendida en agua vy

ajustados con dcide hasta pH 4.5, después se corrid el plasma vy
fue lavado con agua. La celumna fue entonces eluida con 0.4 M de
NazHPO4 , 0.5 M de NaCl, la fraccidn eluida fue dializada vy

liofilizada. Esta forma de prepararla dié una potencia de

aproximadamente 0,5 U/mg de protetna y el rendimiento fue de



75-100%: (41

Par%iendo de 1a fraccidn cobtenida en el corrimiento . en la
columna  de PC, los métodos para puri'icarla fueron las
siguientes: .

Paso 1.- La fraccién obtenida es disuelta en 10 volumenes.
de 0,02 M NaHaPO4 0.18M de NaCl a pH 6.0 y pasada a traves 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 fraccion total del efluente C(pasc 1I) ‘es llevada a pH S.0
¥ pasada a través de una columna IRC-50 equilibrada al mismc pH y
@luida con buffer a pH 6.0 corriendn 5 traves de la columna hasta
fdue ya no sea eluida mas protefina. - El eluatsn ey dializado vy
liofilizada, (paso 1II) dando una fraccion de Epo con una
potencia de 3 U/mg de protetna con o oun rendimiehto de
aproximadamente 35%. 4]

La Epc del paso 1I] em fraccionada con sul fato de amonio. La
fraccion precipitada entre 0.53 de saturacion a pH 6.3 y 0,67 de
satura:ién a pH 3.3 es disuelta, neutralizada, dializada vy
liofilizada y esto da la Epo del pasce IV con una potencia
aproximada de 15-30 U/ma de prot, con un rendimiento aproximado
de 20%. £4]

La Epo del pase IV puede ser aln mas purificada paséndola a
traves de una columna de sul foetilsephadex (SE> poniéndola en  un
buffer de acetato 0.005M a pH 4.5 y eluyendo la columpa con
buffer incrementando la cancentracién de acetato y el pH para la
segunda elucidn zon acetato 0.01SM y pH 8.0, obteniéndose la
{raccién SE-S con una potencia aprémimada de 130-140 U/mg de
proteina ¥ un rendimiento de aproximadamente 10%. L4

Después de obtener SE-S ésta fraccidn es fijada por
apsor:ién sobre gel fosfato de calcico y dializada contra agua
destilada hasta que la conductividad sea mensr de 100 ‘pmho/cm,
después del paso de ahsorcian, el gel es eluids dos veces «<on
fosfato S5 x 1077 M y dos veces con fosfato 10 "% M ambos a pH 7.4,

La segunda fraccidn con el buffer mis diluido es lo que da
ta frazeidn Cap~2B con una potencia de £500 U/mg de proteina y un
rendimiento aprowimads del 2Y%, lo gue repreganta una uurificacién
de 330,000 veces sobre el plasma original del borrego anémico.
Flg., 4, Tabla L.



Plasma de borrego anémico (dializado a pH 4.3
DEAE-Ceiulosa fosfato pH 4.5

Q.4 M NazHFDe -

Descartar 0.5 M NaCl.

Eluyente
Eluato Cpaso 11
dializado a pH=6.0
IRC-30
Eluyente {paso (1]
IRC—-50 pH 5.0

Descarto
Eluyente

Eluato {Pasc IIl]

Sul fato de amonio
0.53 sat. pH 6.3-
0.67 sat. pH 3.3

fraccionesg
con alguna
actividad

T

Precipitado [Paso IV]

Sul foetil-sephadex
0.005 M acetato pH 4.

Descarto eluyente

W

0.015 M acetata pH 5.0
Eluato [8E-51

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

otros eluatos

con alguna actividad Eluato [cap-28B3

Fig. 4.—- Purificacion de Epo. Se obtiene [Se—-51 y Cap-2B

con una potencia de 9,200 U/mg de proteina y con un rendimiento
muy bajo dex‘2—5%. t41 -
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Tabla 1. = Furificacidn’ de Epo.

Fraccidn Potencia

(UW/ma preoteinad

Plasma de 0,007
borrego

Pasco 1 0.5
Paso I11 3
Paso 1V 15-30
SE-5 130-140
Cap-2B 6500

Purificacién

Rendimiento
(3]
100
75-100 17%

a5 430%

20 2150-4300%
10 186¢0~20000x
2 930000y

Tabla que muestra la potencia, rendimiento y purificacion
obtenidos en cada uno de lo3s pasos para la purificacion de

Epo. [4]

En 1972, Espada purificé Epo  empleando filtracion en
sephadex G-100, electroforesis en gel de poliacrilamida y una
doble inmunodifusidn en ael de aagar.

La purifi:a:ién fue hecha de orina de pacientes anémicos,

llevande a cabo los siguientes
12
2>
33
4)
1=

Tratamiento con calor

Cromatografia sobre
de elucidp

[=3]
7

pasos:

P .
Primero una adsorcion con acido benzoico.

Cromatoarafia de intbrcambio ibénice en DEAE~-celulcsa,
Cromategarafia sobre hidroxilapatita
DEAE-celulosa

empleando pH diferencial

Filtracién en gel con columna de sephadex.

Electroforesis de poliacrilamida con buffer tris—glicina, para

revelar las electroforesis se empleoc negro de amido.

Para la identificacidn de
1)

albimina sérica bovina (ASB) como

3> Hexosaminas por e}

glucosamina—-HCl

4) Acido sié)ico, por medio de

Determinacién de proteinas por el

Hexosas por el método de Roae, con

método

la Epo emplen:

método de Lowry, empleando

estandar.
astandar de galagtosa
de Reissing, esténdar

con de

hidrolisis de la muestra en 0,05 M
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de H280«4 durante 1 hr a B0 <C ,por el métado de Warren,
empl eando acide N-acetiineuraminice como estandar.

5) La compesieisn de aminodcidss fue llevada a cabs en  un
autoanal izador Becman 1Z0. Fia. S (271

Por otro lado se ha reportado que ta Epo de orina humana con
una actividad de 14 Ul /mg de protefna al ser eluida en una
¢olumna inmuncabsorbente (con anticuerpos monoclonales anti-Epo
fijados) con buffer de acetato a pH 2.5, se obtiene a la Epo con
una’ actividad de 59,000 UI/mg de protefna, que al ser filtrada en
gel sobré sephadex G-100 proporciona Epa con 81,600 UI/mg de
praotedna. (41

Dando de esta manera un pasc para obtener Epo pura en
grandes cantidades y que pueda ser aplicable para fines <clinicos
y de labaratorio. {41

Ha side tambidn reportado un metodo de un solo paso para la
purificacién de Epo y es por media de cromatografia con a:ul.
.cibacrén F3GA~agarosa carboximetilada (CM-affi-gelblur,
obteniendo una actividad especifica de 200 Ul/mg de prate;na y
aparentemente libre de téxinas y otros factores de crecimiente
hematopoyéticos diferentes a la Epo. [43]

Otros procesos de purificacién parcial incluyen:

Electroforesis, electroenfoque, isotachophoresis, cromatografia
de interaccidn hidroféhica sobre fenil sefarosa CL4E, Y
cromatografia de liquidos de alta resclucidn (HPLC). (8,913

La HPLC permite la separcién con  alta eficiencia Y
resolucién, pudiendo emplear tres tipos de cromatografia: medida
de esclusion o permeacién en gel, fase reversa y columnas de
intecambio iénico con diferentes solventes; sienda medida de

esclusidn e intercambie idnico muy reproducibles, pero fase
reversa da una exelente resolucion. [21, 521

Para manejar pequeffas cantidades de Epo se emplea
cromatograffa con lectinas enlazadas sobre agarosa, o1l

La cromatografia sabre enzimas inmovilizedas puede servir
para remover la toxicidad de la hormona extraida de orina.
£401

La obsercidn sobre lisado de Limulus remueve las endotoxinas
de la Epo cruda. (911

La Epo enlazada a fitohemaglutinina y aglutinina de germen
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Orina de Pacientes Anémicos

" .Adsorcidn con acide benzoico

|

calor

l

Cromatografia de
intercambio ionico DEAE-celulosa

Cromatografia con hidroxilapatita

Cromatografla con DEAE-celulosa
a pH diferencial

<

Filtracidn en gel con
columna de sephadex

PAGE

Determinacidn de;
Proteinas Hexosas Hexosaminas

Acido sialico Secuencia de aminocacidos

Fig 5;-Hétodo empleado por Espada para 1la purili:acién '
caracterizacion de la Epo. (271
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de trigo puede ser liberada con N-acetilgalactosamina ‘o acido
sialico v N,N-diacetilcitoebliosa, de hecho astas fueran
inicialmente empleadas para la puri'lcacién directa de Epo de
orina. [40]

Cromatografia sobre Ricinus cumwnunis fue usada para liberar
Epo sialada de desialada, porque la dltima se enlaza a la leztina
a través de residuos galactosil libres. [91]

Para purificar la Epo, al igual que sucede con todos los
procegos de purificacién, se¢  buscaba una téchica simple,
relakivaménte econémica, aeficiente para procesar volumenes
pequefios y grandes y que diera un buen rendimiento y re:uparacién
de la hormona, al parecer la purlfl:acién de Epo scbre vidrio con
poro controlado y acido sialico relne éstas caracteristicas.
£9s3

4.2.= Propiedades fisicoquimicas

l.a Epo es una glucoproteina de bajo pesoc molecular 34000
daltons. Esta compuesta por cuatro diferentes carbohidratos
(CHOS): cuatro complejos sacaridos tetraanternaricos, en las
posiciones 24, 38, 83 y 123. La importancia de estos sitics viene
dada por ta conservacidn en las Epos de ratén, mona  y humano.
€241

Desde los primeros reportes acerca de esta proteina en 1969
se propuso la presencia de dos tipos de Epo, una con residuos de
acido sialico, y otra carente de este la primera activa in vivo,
¥y la segunda no. [22]1

La Epo 25 una o —globulina relativamente estable al calor vy
al pH. La Epo humana en gel de poliacrilamida revela varios
componentes de la proteina con pesos moleculares y propiedades
antigénicas similares. [60, BE] )

Se ha observado que Epo se encuentra entre las hormonas gue
presenta microheteropeneidad, sobre todo en el contenide de
CHOS, dependiendo de las preparaciones. (60]

ta heterogeneidad ha sido demostrada en diferentes sueros,
encontrandose ésta no solo en su contenido de CHOS, sineo tambidn
en la carga. (86,881

Le heterogeneidad de carga ha sido estudiada por motilidad
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Tabla 2.- Camposicién de la Epo

Plasma de Carnero Orina Humana
%

Carbohidratos 24 30

Acido Sialico 16-18 ¢ad £10%4] 7.5

Manosa 11-12 €4 %] 13
18

Galactosa

6 %3 total de

Glucosa 6 €2 71 - hexosas

N-acetilglucosamina 11-12 t4 723 ' 8.9

Proteinas 76

Cis
tet
Ara
Tir
val
Asp
Tre
Ser
Glu
Pro
Gli
Ala
Ile
Leu
Fen
His
Lis

1)
o

No detectada (b)
No detectada (b)
3 (a)

S

(4-3]

- -
WNNNANP-NPRORQ L.

COVNENN-UTHOSUDONS

a = residuos por mol
b = menos de 2 residuos por mol
¢ 7 moles / 100 moles recuperados

Notas Esta caracterizacidén fue lograda por Espada en 1972
£27]
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electroforetica sobre geles de agarosa , demostrandose que en  un
individuo pueden existir de 20 a 30 formas, lo cual es similar a
las hormonas luteinizante, foliculo estimulante y gonadotropinas.
£as;] :

Una de las razones a las cuales se ha atribuide esta
heterocgeneidad es que sea producida por sitios extrarenales.

En 1972 se llevd a cabo la primera ‘caracterizacion pargial
de la Epo obteniendose los resultados mostrados en 1la Tabla 2.

En 1977 se 1levd a cabo su purifi:acién a partir de 2550
litros de-arina de pacientes con anemia apléstca obteniendase 10
mg de‘proteina con una potencia de 70,400 Ul/mg de proteina en un
rendimiento del 2t%. [601

El proceso de purificacién incluyé: cromatoarafia de
intercambio ionico, precipitacién con etanol, filtracidn en gel y
cromatografia de adsorcidn. £601

El material purificado produjo una sola banda en
electroforesis en gel con Eritan X-100 a pH €6, Yy con SDS vy
mercaptoetanol a pH 7. L[60]

Después del fracciconamiento final con  hidroxilapatita se
obtuvierén dos fracciones la « y la 3 de peso milecular y

potencia similar pero ligeramente diferente en su motilidad a pH

9, toda la composicién de aminoacidos de o y B es similar, sin
embargo difieren en la composicién de carbehidratos, ‘Tabla., 3
€60, 771

Tabla No., 3.- Carbohidratos para Epo a y

Carbohidrato Epe & Epo 3
Fucosa 4 4
Manosa 9 ;)
Galactosa 11 11
N-acetilglucosamina 12 -]
Acido aialico 16 12

Composition de carbohidratos para las Epos alfa y beta,
obtenidas por el metodo de Miyake et al. €771
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Acerca de las estructuras a y 2 al hacer corrimiento
electro!crético, se cbserva que a migra mas répidamente que 2 en
gel de poliacrilamida a pH 9. (861 .

Algunas de las propiedades de la Epo estan resumidas en la
Tabla 4,

Tabla No. 4.~ Caracterizacic’m de la Epo

Proteina : 70% proteina
acidica
30% carbohidratos
Punto isoslectico 3.5 ~ 4.5 o
Peso molecular 34000 daltons (electrofo—
resis en gel SDS)
Estabilidad pH estable (rango de

3.0 - 3.0
Termoestable (se puede
hervir durante S minutos)

Actividad espacifica . 70400 Ul/mg de proteina
Coeficiente de sedimentacion 2.63 s

Absorbancia maxima 279 nm

Radio fraccicnal 1.58

27, 91

Como se puede observar la sialo Epo tiene un punto
isoélectrico de 3.5 a 4.0 en tanto que el de la desialada es de
5.0 a 6.0.[91] )

La activdad biolégica in vivo es destruida por un amplio
rango de enzimas proteoliticas incluyendo: pepsina, tripsina,
papaina, quimiotripsina A, elastasa, bromelina y una proteasa de
Streptomyges ariseum, (401

La actividad de la Epo in vivo es perdida cuando los
residucs de Acido sialico son removidos con neuraminidasas o
hidrdlisis acida. (381 '

t.as enzimas tripsina y sialidasa causan completa
inactivacién de la Epo, indicando que la molécula contiene acido

sialico con un minimo residuo de arginina o lisina. [38)
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El tratamiente de la Epo con sialidasa, la cual remueve
residuos de Acido N-acetilneuraminico terminal de la
glucoproteina ocasiona la pérdida de la actividad biolégica in
vivo con actividad total medible in vitro. [24]

Cuando se ensayo Epo desialada en cultivos célulares de
médula ésea se encontrd que tenia completa actividad, lo cual
{dica que la Epoe con o sin Acido sidlico puede actuar sobre las;
células blanco. [913

La oxidacion de la asialo Epo con galactosa axidasa restaura
la ativia;:l bioh;glca in vivo. £401

€07 de los residuos de Epo uriparia oguren como NeuAce@ 3
arupe galactosa y los otros ocurren como NeuAco2 & aqalactosa
ligados, siendo el icido sialico no solo jimportante para su
aclaramiento, sino que también contribuye a la estabil izacion
conformacional, ya que la asialo-Epo llega a ser sensible a 1a
desnaturalizacidn por calor y a 1la digestién por ‘%ripsina.
te13 )

Al ser deglucosilada la molézula con fluoruro de !1idrégexlo
son removidos 75% de los carbohidratos. [38)

£n presencia de 6-M-quanidina & 2% de SDS no puede ser
incorporada a Epo NEM (N-etil-2-mielamina) marcada, indicando gue
no tiene grupos sulfhidrilo libres, cuando se reducen los grupos
sufhidrilo se puede incorporar un poco de 6-M-guanidina.
£3g1 .

Los enlaces sul fhidriloc son 1importantes para el correcto
funcicnamiento de la molécula. L3831 .

-Existe una pequefa regién en la cadena pol ipeptidica
susceptible a digestién por ¢tripsina, quimiotripsi'na, v-8
proteasa y endoproteinasa. c38l

Tiene dos regiones fuertemente enlazadas o protegidas por
cadenas de ol 1gosac$ridos, que son resistentes a proteolisis.
€3]

Al ser cortada con tripsina, la molécula da origen a dos
pollpéptidos T1 y T2, con peso molecular aproximado de 16000,
determinado en gel SDS, siendo el contenido de carbohidratos de
Ti aproximadamnte 3 veces mayor que el de T2; a pH 4 con pepsina
se obtienen los mismos patrones. [86)

Ti y T2 no sufren proteolisis, lo que Sndica que ambas son
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cadenas polipeptidicas solas y no contienen enlaces disul{furo.
el

Se dice que contiene también residucs de iodotiresina Y dque
@s probablemente esta regién la del receptor a las células blanco
ya que también es el sitio en donde se sabe tiene actividad
inmunolégica. €911

La actividad biol&gica de la Epo no es alterada por hervirla
varios minutos a pH neutreo, pero su actividad in vivo es
ripsdamenta raducida en condiciones fuertemente acidas & basicas.
£38]

La reduccion en condiciones de desnatural izacidn . provocan
perdida total de la actividad. (381 .

La actividad de la Epo es ‘usualmente reportada en unidades
internacionales (UI>. una UI fue definida inicialmente como 1la
cantidad con la cual se produce el migmo mstimulo de
.nrieropoyeats que S wpmol de cobalte. (911

En ensayos in vitro la potencia de la Epo &g medida por 1la
incorporac i6n da fierro marcado a las nuevas celulas rojas
formadas, [911] )

Como se ha mencionado anteriormente ha sido identificada 1la
estructura primaria de' la Epo, encontrandose que las estructuras
primlrii- de rntc'm‘, mono y humano acn altamente homélcgas (antvre '
humano y mono s tiene un 90% de homologiad. [21, 7S3

Ge sabe que la molécula consta de 166 aminoacidos y contiene
dos puentes disulfuro Fig. 6. €391 .

Parece ser que en las regiones 102 y 109 se localizan dos
ZOMAS hldrofébicas Y que en la regir:m 126 posee un oligosacarido
O-ligado. [4%] '

En 1986 se presenté un reporte da como se llevdé acabo la
secuenciacion de la Epo. Para determinar la secuencia completa de
1a estructura primaria de la Epo me empleraron 565 mg de Epo. en-—
contrando 1o siguiente:

Los residuos cargados constituian 274 del total y son
irregularmente distribuidos, excepto que no hay reé{duoa cargados
en las regiones 77-88 y ambas regiones, la amino y carboxi
terminal estan relativamente cargadas. [46)

Es interesante notar que aunque los residuos de prolina vy
glicina, los cuales se conoce que gon altamente receptores de 1la
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. su’ 10 .
ala~pro—pro—-arg-laeu~ileu-cis-asp-ser—arg-val-leu—glu-arg-tir-leu-

20 - SH 30
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- 40
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50 60
asn-fan=tir-ala-trip-lis—arg-met-glu—val-ali-gln-gln-ala=-val~glu-

. 70
val—-trip- gln-gly-leu~ala-leu-leu-ser —glu-ala-val-leu-arg-gli-gin
80 - . 20
al a-lau-leu-val -asn~ser-ser—glh-pro—trip-glu-pro-leu-gin-gin-leu-

100
hig-val-asp-lis-ala-val-ser—gli-leu—arg-ser-leu-tre-tre~leu-leu-

110 120
arg-aia-leu-gli-ala-gin-lis—-glu—ala-ile-ser-pro-pro—asp—ala-ala-—

& 130 140
ser—ala-ala-pro-lec—arg-tro-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
gli-glu—ala-cis-arg-tre-gli-asp-arg.

Fig.0.~ Estructura primaria de 1la Epo que iIndica: Los
puentes disulfurge ¢ 8H ), los sitios de enlace de carbohidratos
¢ # ) N-ligados y ¢ & ) O-ligados asi como la secuencia de
aminocac idos. {391



estructura a~helice y lémina—ﬁ, estan fortuitamente distribuidos
a traves de toda la molécu!a, estos residuos no. ocurren en las ‘.
regiones 4-7 y 30-150 de 1o que se deduce que un alto grade de la =’
helice~a puede ser posible en estas regiones. (4€)] R :

Se reportan tres posibles sitio's de N—glucosilaclén, en las
posicicnes 24, 38 y 83 de acuerda a la presencia de asn—x-ser/thr
¥ un sitio O-ligado en la ser 126. £24, 811

Los oligosacaridos N-ligados fueron identificados por 1la

conversidn de la Epo por la endogluccesidasa F taspecyifica para el

complejo de oligomsacaridos aspargina ligados b de una
glucoproteina con peso molecular de 34000 a una protelina con peaso
molécular de’ 22000, [38, 811

Se ha puesta esperxial atencidn a los CHOS, dado que se ha
visto son importantes para la bicsinteis y/o madura;ién de 1la
Epo. LSS, 61, 772

La secuencia de aminoécidos de la cadena polipeptidica es
importante, porgque al parecer ésta controla la sintesis de las
cadenas de aziear. C[75, 8113

Como se puede observar, la Epo contiene cuatro residucs de
cisteinma (cis), asignande cis en las mposiciones 7, 29, 33 ¥y 161,
de aqui se deduce que la Epo contiene dos  puentes disul furo
formados entre cis 7 y cis 161,y el atro entre cis 29 y cis 33.
€38, 461 .

€8s interesante notar que el sequndo puente disulfuro, esta
sandwichead2 entre dos sitios de glucosilaci-;n cercanos a
aspargina 29 y aspargina 38. L4631

Al parecer la estructura secundaria esta compuesta por una
buena parte de la helice a y otro t;ant:x:- de 1a lamina 2, aunque
dependienda del métoda empleado para evaluarla se obtienen
porcentajes diferentes de cada una. Fig. 7, [46)

Las estructuras csperadas para la Epo, se pueden observar
desde la distribucion de los aminzac idos prolina, acidoe aspéruco
y los’ reciducs de accide glutémh:o mostrades en la molécula de la
Epo, estos reésiduss son  altamente desfavorables . para la
estructura de la lémina 3. (483
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4.3.- Sitios de Produccion

La sintesis de Epao ocurre inicialmente en el saco vitelino,
sin embargo el hecho de saber si existe una Epo fetal y una
adulta como en el caso de las Hb(s), ha sido descartado debido a
que 5510 se encuentra un gene estructural para Epo en el genoma
humano. £22]

4.3.1.~ Rifdn

Para estudiar el origen de la sintesis de Epo Iinicialmente
se emplearon las técnicas clasicas endc’-r:rinas, como son: escisidn
y reemplazamiento del érgano, notandose que en el adulto humano
el rifon es el érgano asociado con 1a produccién de Epo en tanto
que en €l feto es el higado. [403]

En pacientes con falla renal y anemia asociada a ella se ha
observado muestran bajos niveles o no detectables niveles de Epo,
que los pacientes con anemia de severidad comparable debida a
otra etioclogia. (25, 401

£l principal 5rgano de produn:cic'm de Epo es el riﬂén, aunque
no esta bien definido el sitio exacto de produccién en éate. Se
ha sugerido que el epitelio renal tubular es el sitio probable de
produccién de la Epo renal. (31]

Al no detectar Epo en extractos de riﬂén, se sugirié que el
rifdn produce un precursor inactivo, o un activador de enzimas el
cual actia sobre un Precursor de la Epo en la sangre, €n un
sistema anélngo al de la renina-angiotensina, en el que la Epo
llegaba a ser el producto activeo, c;mparable con la angiotensina
11 €791

Al aislar rifones de perro y conejo se observd que éstos
producfan Epo en respuesta a estimulos Mpéxi:os, pero no logarén
aislar Epo del rﬂ{én, sino m:\s bien un precursor que producfa Epo
después de ser incubado con suero, Yy al cual 1lamaron
eritrogenina o factor erieropoyético renal, sin embargo otros
investigadores encontraron que los extractos de rifton normal do
rata, buey, perro y conejo contenian Epo ¥y no un precurgor de la
"hormona”. [401]

Cuande la Epe no habfia sido obtenida de extractos renales se
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penso en la posibilidad de que 11a hormona fuera activada
extracelularmente o secretada en el espacio intersticial
inmediatamente después de que la g)ucosilacién terminal era
completada. 78] i

Al no encontrar Epo en rifién se empezé a usar lo que se
liama 1a hipotesis de 1la eritrogenina. De acuerdo a ésta
hipotesis los rifones hipéxicos liberan wun - enzima lisosomal
{eritrogenina) 1la czual libera Epo de una a~globulina
(er&(‘.ropcyetinégeno) en 21 plasma. £11, 781

Se p;'opuso que la eritrogenina presente en el rifon es
liberada en respuesta a hipoxia renal y activa un
er itropoyet inégeno que puede estar presente en el plasma normal.,
t7el

Una posible respuesta de porque no se encontrd €po en el
rifdn es la presencia de algﬁn inhibidor, debido a que extractos
del rifion que contengan lipidos pueden inactivar a Epo. 783

Al evaluar en un sistema in vitro por inmunofluorescencia
directa, ce observo Epo en el epitelio alomerular del rifSn.

Experimentos realizados con rifones aislados de conejos,
perros y mandriles han demeostrado que pueden producir  Epo.
€401 )

ta deduccidn de que la Epo se produce en el ripon surgid a
partir 1la realizacién de una nefrectomia bilateral, la
conCEntracién de Epo disminuia reteniendose un 10% de la
produr:r.h:'m, la cual es pérdida cuando se hace hepatectomia
parcial (70%4) y se recupera conforme va regenerandose el higadn,
€31l

El hecho de que se logré extraer Epo de rifones de roedores
después de 1la exposicién a hipoxia, hipobaria, sangrado y
tratamiento con cobalto, 1levd a la conclusidn de que
efectivamente el rn{én era el productor de la Epo. [28]

Aunque no esta claramente definido el sitio exacto de
produ:cién en el riHén, al obtener Epe de el sobrenpadante de
rifiones homogeneizados se centrifugé de 2000 a 16 000 g ¥y en los
paquetes obtenidos se encontrd Epo, indicando que la hormona se
encuentra en la fraccién compuesta por los microsomas y el fluido
intra y extracelular. [25, 481

Se ha reportado due el 70% de de la Epo activa in vivo se
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encusntra en_ el - fluidd axtracolular dal Fifen  libre  de SANAY .
25, 481
Varios investigadores han obtenidoe una actividad generadora

dn

. .
hipaxicos cuando ~ estos son incubados con suero de  animales

pir. de-la fraceidn: liseosomal: de homeogeneizados de  riftones

normales, peros no tienen wuna acstividad er&tropoyétﬁca intrinseca.
Por atre lado el RNAm que codifica para la Epo  fue aislado
del rif6n de mandriles anémicas Yy tradujé Epo en oocites de
xenopus laeuvis. ('31)
Debida a lo altamente irrigada que esta la corteza renal, se
deberia de

que ésta es relativamente insensible a
pequelas varia nes de oxigenns, en cambio la punta de la médula
renal es relativamente hipéxiqa y por tanto der esta la zona que
funja come aparats sensible al  oxSgeno. Sin embargo algunos
investiqadores han aislado mas Epo de corteza que de médula,
aunque los restos de la "hormona” extraides de la médula puedan
ser derivados de fluido tubular. [11)

Se ha reportado que no existe actividad de Epo en la linfa
de los nddulos , lo cual es muy importante ya que la linfa renal
es producida por la corteza. (761

Debids a que la sangre venosa renal psta relativamente bien
oxigenada se asume que las células de la ceorteza renal reciben
suficiente oxigeno, sin embarge mediciones con microelectrodos
revelan areas con muy baja tensidn de oxigeno en la corteza renal
de perro y rata. [78]

La tensidn de oxigena bajo marcadamente durante la anemia
en la corteza mientras que la normalmente baja eensién de oxigeno
en la médula tendid a tncrementar.‘tdﬁ]

Aunque no han sido bien definidas las células que producen
Epo, estudiosg en inmunofluorescencia histoquimica han mostrado
que los antiguerpos a Epo enlazan selectivamente a las células
glomerulares de rifttn de borrego y humano. (31]

La lecalizacion exacta de las celulas que producen Epe  ha
permanecido controversial. Estudios de hibridacién in  vitro han
sugerido que el mRNA para la Epo en el rifidn esté localizado en
tas células peritubulares, [74]

Se ha sugerido que las células que contienen el mRNA para la

Epw estan en la base de la membrana de les tdbulos renales,
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siendo candidatos las «celulas de 1los capilares tubul ares,
sugirviendose ademas que sele una subclase de los capilares

peritubul ares contienen mRNA-Epo. [S12]

Lo anterier fue llevado a cabo mediante una hibridizasion
"in situ” las células fueron encontradas primeramente en la
regién cortical del riﬁén. no del alomerulo, pereo si en el area
peritubular. [S1]

Se ha favorecido la opcién de que la Epo tenga un  origen
tubular debido a que ha sida aistada tres veces mas Epw de 1a

masa tubular que de cualquier otra regién del riftin.
4.,3.2,~ Sitios Extrarenales

En 1984 Nathan et al. reportarén datos de pacientes
nefrectomizados 2n lns cuales después de la nefrectomia disminuia
el hematocrito, pero después se recuperaban. De allf se pens& que
habia otros factores extrarenales que regulaban la produ:clén doe
Epo, aungue éstos no siempre llegaban a tener los valores de un
individuo normal, sugiriendose entonces que la produccién de Epo
por sitios extrarenales esta regulada par la demanda de oxfaeno
{281

Se ha reportado que § a 10 % de la Epo del plasma proviene
de sitios extrarenales, siendo el higada el principal roduztor
de Epo extrarenal. (25, 281

Durante la primera semana anterior al nacimiento ¢+ durante
la vida fetal, el higadec es el principal 6rgano eritrapoyéticq,
conservando parte de su actividad (10%)>  adn después del
nacimiento y sirviendo comn 6rgano eritropayético cuando se dan
enfermedades que afecten el buen funcionamiento del riﬁén, coms
en el caso de la falla renal aguda o bien nefrectaomia. €281

Se ha pensado e; las células de upffer como el sitio de
proddccién de Epo en el higado. En 1984 se reporté la produccién
de Epo en las «células de lupffer de ratas adolescentes.
€261

Ademas se ha pensado en los macrofagos como origen local de
Epo en los tejidos eritropoyéticos. (28]
Dtro sitio extrarenal que ha sido propueste coma productor

de Epc es la gléndula submandibular. Titules positivos fueron
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encontrados en animales a los que se les sometio a hipoxia en los
tubulos secreteres de la gléndula submaxilar, L2951

En gatos las cuerpos cardtidos se han asociado también con
una actividad estimuladora de la eritropoyesis. Se ha, reportado
que e! remover los cuerpos carétldos causa incremento en la
produccién de Epo en gatos, ratas y conejos expuestos a hipoxia
hipebirica. (40, 91)

La sintesi1s de Epo ha sido también asociada c¢on neoplasma
renal, de sistema nervioso central, &tero, adrenal, ovario,
pulmén y timo. Infiriendaese que el mecanismo que controla la
produc:ién de Epo no puede ser el mismo en todos 10s  casosj
sugiriendose que pueden producir hormonas como resultado de
xasoconscviccién & inducir isquemia renal localizada o bhien ser

produrida directamente del riﬂén. 221

4.4.- Blosintesis de eritropoyetina

El control iisolégico y fisiopatolégi:o de la Epo no esta
claramente definido, la hipoxia parece ser el factor fundamental
para su produ:cién; postulandose que estd requlada por un nivel
de oxigeno en un sensor celular eritrocitico. €471

Al procbar la prmduccién de Epn por rifNones hipéxi:os Y
norméticos, se observé que se pruducia més Epo en log hipéxicos,
to que indica que el riffon estd involucrado en el mecanismo  de
sensibilizacién de oxfigeno el cual controla la produccién de Epo
£281

4.4.1,- Teorias Propuestas

Se postulé la existencia de un factor liberador de Epo
producido por SN, pero no pudn confirmarse., [78]

Otros investigadores preopusieron que el riﬁén produce una
enzima activadora de Epo que actda sobre un sustrato producido en
algﬂn otro sitiao, por ejemple el higado. €781

Tambien se postuxé la teoria de que se produce una
prohormona en el vifion y que se activa en el plasma. [781

Poar Gltimo se propuso que el rindn produce tanto la hormona
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como un inhibidor, éste Gltimo activade por el plasma. (78]

Por otro lado se ha postul ado gue: .

1) El increménto de Epo en la circulacidn es el resultado de la
aintesis de novo-de proteinas y no solo la liberacién de 1la
hormona almacenada.

2) Una vez disparada la sintesis de la hormona, continua algﬂn
tiempo después de la terminacion de las condiciones hipéxicas.

3) El disparo inicial de la sintesis de la hoarmona prabablemente
lnvoluFra sintesis de DNA dependiente de RNA. [pidrch]

4.4.2.- Mecanismos mas aceptados

Se han asumido dos fases en la produ-:ién de Epo
1) La sensibilizacion de oxigeno Y
2) La sintesis de la hormona.

Se ha observado gque al aumentar o disminuir la hipoxia 1los
tibulos renales son los encargados de regular el niv-l de Epo.
(681

El efecto no depende de la tensidén de oxigeno en la sangre o
en la saturacidn de Hb, pero si de la tensidn de oxigene en los
tejidos; encontrandose que los niveles de Epo en 1los rvatones
anémicos disminuye hasta niveles no detectables después de 1la
axposiclén a axigeno hiperhértco. te8] .

Cuando hay baja Arinidad de Hb por el oxigens, ¢ntonces el
oxigeno baja en los tedidos y se incrementa la Epo. [«0)]

Las grandes alturas provocan hipoxia aguda, entonces la Epo
se incrementa en el plasma llegando a sus niveles mas altos
después de la exposicién por 18 hrs. a 4360 m. Cd40, E&8]

e ha observado que durante la hipoxia se tiene una presién
de oxfigeno menor de 25 mmHg. Aungue la produccién de Epo
correlaciona inversamente con el nivel de oxfgeno, auin no esta
bien esclarecido el mezanismo por el cual las células sienten Yy
responden a la hipoxia. 73]

En lo que respecta a su produccién durante la hipoxia vy
algunos otros mecanismos como la anemia, la isquemia, la
hipobaria y agentes quimicos como el cobalto, se ha propuesto un
mecanismo que involucra la produccién de adenosina después de ta
hipoxia. €731
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Figher ha prupuestao que la secrecién y biosintesis de la Epo
puede ser iniciada por la hipoxia a travésde 1la liberacién de
varios agentes quimicos que activan receptores en la membrana
celular incrementando las protefnas estimuladoras (3s) de Epo,
éstos agentes pueden ser: las prostaglandinas Ez e Iz (PEE2 b
PGI2> un derivade de la prostaglandina Ea como es la
6-ketoprostaglandina Esx (6kPGE1Y, radicales del oxigeno como son
pev:oxido de hid;ogeno (H202) y el idn superéxido 0z ) b’
agonistas fiz adrenévgicos (f3z—-Adr -Age), (311

f.as proteinas Gs activan 1a adenilato ciclasa, la cual
incrementa el AMPc, el AMPc activa a la cinasa A para .dlevar a
zabo la fosforilacién de proteinas, importantes en los estados de
transcripcién v traduceion de la biosintesis y/o secrecidn de
Epo. (311 ) .

tl.os mensajeros externos activan los receptores de membrana
sobre la superficie de las células que producen Epo iniciando una
cascada de eventos dentro de la célula, 1o que hace que s
liberen segundos mensajeros, tales como calcioc, AMPc e inositol
fosfato., (311

Propone que estos agentes son liberados por la hipr.'vxia
dependiendo de la severidad del estimulo, Las prestaglandinas vy
1os agonistas iz adrenérgicos probablemente Jjuegen el papel de
mediador del estimulo, mientras que la adencsina y los radicales
libres de oxigeno pueden estar involucrados en estimulou
hipéxicos severos; pudiendc actuar solos © en concierto, para
disparar los receptores de membrana que activan a una proteina G
estimuladora de la membrana, permitiendo 1la activacion de la
adenilato ciclasa, que genera AMFc a partir de ATP, causando
disociacion de la unidad regul adora de la protein cinasa A . [311]

Importantes fosfoproteinas generadas a partir de protein
cinasa A en el rifdn pueden permitir tanto el incremento en 1la
biosintesis de Epo a nivel de transcripcién del mRNA en la
c¢élulas renal as{ como liberar la Epo de éstas células. Fia. B
[312 .

El mismo mecanismo fue deserito anteriormenté por
Fisher, pero involucrando otros factores. En éste, loas estimulos
son los mismos, todos ellos conducen a hipoxia la que a su ve:z

nos va a estimular el sensor de oxigeno localizads en lgs tubulos
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Fig. 8.- modelo esquematico ,del papel de los, mensajeros
externos e hipoxia en la produccion de Epo por el rifNon. .
La respuesta a 1la ,hipoxia es la sintesis y liberacion de
adenosina por el rifon. Cabe resaltar que las fosfoproteinas son
importantes para la ¢ranscripcion y/o traduccion de la
biosintesis y/o secresion de Epo. [311]
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g\mme}ulares y ante el cual éstos produ:irén prostaglandinas.
303 i

Las prostaglandinas van a activar a la fosfolipasa que hara
que los fosfolipidos pasen a araquidonato y éste estimule a 1la
ciclooxigenasa gque dara origen a los endoperoxidos, como son el
peroxido de hxdrégeno, Y el idn superoxido activanda
prostaciclina 1z y prostaglandina €z que a su vez estimularan la
adenilato-ciclasa para transformar el ATP en AMPc y a traves de
éste segundo mensajero activar la protein cipasa que nos llevara
finalmente a la (oslorilacién de proteinas ¥y a la binsintesis de
la Epo. £30, 64, 84] .

Al mismo tiempo que se activa la fosfolipasa, se incrementa
el GMPc conduciendo a una labilizacidon de la membrana l isosomal,
entoncgs el viﬂén libera hidrolasas lisosomales que nos activarén
la fosvorilacién de proteinas, conduciendonas finalmente a la
biosintesis de la Epo. Fig. 2@ 1[303

En la hipoxia las células tubulares y alomerulares responden
produciendo prostaciclinas, aunque se ha reportado que la PGIz es
también producida por las células mesangiales, indicando que los
prostancides mas abundantes como es la 6-keto PGF1 es producido
en las células del endotelio vascular. (3031

En la liberacién de las celulas lisosomales esta involucrado
un evento colinérgico relacionado con un incremento del GMPc en
las :élulas renales, el cual daupués de la fosforilacidn activa
la protein cinasa siguiendo la estimulacidn prostanoide de la
adenilato ciclasa renal; resultando con ella un incremento en . la
biosintesis de la Epo. [10, 30)

Hasta ahora se ha reportaQo qué el parémetro mas importante
en la sintesis de la Epo es es la relacién entre la demanda de
oxigeno y la tensidn de oxigeno en las células renales.

Es desconocido el mecanismo de traduccidn de la hipoxia
para el reclutamiento de las células renales productoras de Epo.

Entre las técrias que se han propuesto acerca de como el
oxigeno estimula la produccién de la Epo esta la siguiente:
Cuando el fierroc en el centro de la porfirina se enlaza al oxigeno
entonces la Hb cambia de una cnnngurav:ién deoxi o tensa (T) a-
una oxi o relajada (R), cuando 1la tensién de oligeno es

suficientemente baja esta hemoproteina esta en conformacion
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Fig. 9.- Modelo Esquemético de 1la influencia de 1los
mensajeros externos y las prostaglandinas, propuesto por Fisher
€301
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deoxi, con 1o cual se dispara la produccién del gene para Epo,
cuando hay suficiente oxigeno la hemoproteina esta en posicién
oxi y no estimula la produccién de Epo. [361

Sobre la base de muchos experimentos se ha postulado que 1la
hipoxia renal puede dar como vresultado la llberacién de
prostaglandina E 1a que a su vez puede incrementar el AMPc y asi
la sintesis de Epo [31)

Se ha reportado que al adicionar AMPc a ratones, se
incrementa la produccién de Epo y la masa de eritrocitos. El
AMPz  puede actuar a través de la disminucién de calcio

Sntrapelular porque el cobalto que estimula la prnducciéﬂ de Epo
es en general un inhibidor de les canales de calcio y con Jla
disminucién de -alcio en el medio se incrementa la produccién de
Epo por las células de carcinoma renal in vitro. (443

El traductor quimico para la hipmxia bha eido dificil de
estudiar en celulas hepaticas o renales, debido a gque no se tiene
bien claro las cé]ulas productoras de Epo en estos csitos y a 1la
falta de puriftcacxén de las mismas. (311

8in embargo han sido encontradas varias lineas célulares que
responden a la produccién de Epo despuéﬁ de la hipoxia. De las
cuales las mas empleadas para estudiar el mecanismo de accidn de
la Epo han sido las celulas Hep-3B (linea celular dé carcinoma
hepéti:o). tesl

Cuando los animales son sometidos a hipoxia el mRNA se
acumula muy r;pidamente en el rifton y llega a ser detectable
después de una hora de estimulav:ién de la hipoxia. C311]

Cuando se clono el gen que codifica para la Epo y pudo
analizarse, se propuso que las reginnes mas altamente
conservadas, como son partes iniciales de! primer exdn y primer
xntrén Yy la parte no traducida del quinto exén resultan ger muy
importantes para la expresién del gene y que los elementos
que responden a la hipoxia se lecalizan al final de una regién de
120 pares de bases (pb) del sitio de poliadanilacién,
confirmandose que la hipoxia regula  primeramente & nivel de
transcripsién. (63
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8.~ MECANISMO DE ACCION DE LA ERITROPOYETINA

Debido a la dificultad que anteriormente se tenia para poder
obtener la “hormona" purificada, por las razcnes anteriormente
expluestas, poco fue lo que se pudo elucidar hasta hace algunos
aNos acerca del mecanismo de la Epo, e inclusc en la actualidad

no se tiene la Gltima palabra acerca de esto.

5.1.~ Mecanismo de accion sobre celulas blanco.

En animales intactos, 1la administracidn de Epo o F-33

incremento en su secrecion endégena, normalmentée induce
policitemia. Este efecto de la Epo estd mediado por la
estimulacién de la formacion de una nueva generacién de

pronormoblastos y de la prolifaracién de células menos maduras
responsivas a Epo. €401
Los efectos intracelulares de la Epo incluyen el desarrollo
de saistemas para la sintesis de Hb, no presentes en los
precursores tempranos de los eritrocitos. Estos incluyen la
sintesis de RNA y la estimulacion para la incorporacién de fierrvro
“inicialmente en la célula v posteriormente en Ya Hb. 401
El papel de la Epo com2 factor de crecimiento es estimular
la actividad mitotica de las ceélulas progenitoras eritroides
tales como: BFU-E y CFU-E y actuar como factor de diferenciacion
disparando la diferenciacidén de CFU~E a proeritroblasto.
£231
» Hasta 1989, a pesar de que la Epo se tenia pura poce se
sabla acerca del mecanismo por el cual induce la praliferacién Yy
deferenciacidén de los eritroblastos. [23]
Se ha reportado que la Epo actda a tres nivelest
1) Incrementa el nimero de CFU-E induciendo su maduracidn Y

produccién de células.
Esto es probabiemente, debido a que al incrementar la

concentracién de Epo, recluta el sistema de células eritroides

que son menos sensibles a bajos niveles de Epo posiblemente
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porque elleos tienen pocos receptores, pues es sabido que Epo
actia sobre un receptor de Epo y estimula la transcripeidn.

2) Incrementa el contenido de Hb de los eritrocitos.

LLa Epe act(a sobre pregenitores eritroides maduros. In vitre
induce la sintesis de RNAm para la globina e incrementa la
concentracion de Hb en las células rojas individuales. Asi mismo
puede diasminuir el tiempo de generacién de células rojas y
brincarse las divisiones celulares por influencia de la Epo.

3) Promueve la 1iberaci5n teaprana de los erltrocitos de - la
médula osea.

Altos niveles de Epo estimulan la liberacién de las células
rojas maduras de la médula. -

Con altos niveles de £Epo los eritrocitos son enviados & la
circulactén. . .

El alcapce de la liberacidén de la médula es proporcional a
la severidad de la anemia y presumiblemente al nivel de Epo.

Este cambio se refleja en el corto transito en la médula
(definido como el intervalo en el «cual S0% de las celulas
perifericas desaparece de la circulacion).

Asl el transito normal es de BO hrs y puede ser reducido a
36 en pacientes con anemia severa. [22)]

En la fFig. 10 se ilustra la forma posible de como 1la Epo
lleva acabo el control fisiolégico de la produccién de
eritrocitos. [26, 481

Hasta ahora el mecanismo por el cual Epo induce
pvoliferacién Y transformacién blastoide no esta esclarecido, se
sugiere que ésta puade causar direc?amente una depresién de 1la
nroliFEracién del RNAm que codifica la enzima clave para la
sintesis de Hb, tal como la Acido  &-aminolelvulinico sintetasa
(ALA>. [381

Aunque tambien es posible que actle sobre la transcripcién
del DNA activando a la adenil ciclasa de la membrana que a su vez
incrementa la producci&n de AMPc un secoundo mensajero comin en la
accidn hormonal. (311

La interacsion de las hormonas con las celulas y cdmo éstas
transmiten el mensaje al ntcles ha sido estudiada,
estableciendose que primero sucede ia intaraccién con el receptor

de superficie especificue, para las hormonas. La mayoria de los
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Fig. 10.-Esquema de como la Epo lleva acabo el control
fisiologico de la eritropoyesis (se ilustra el mecanismo
retroal imentacion). [481

de



47

enlaces son llevados a cabo en la - superficie 'y entonces. la
hormona es degradada y el receptor internatizado, sin embargo en

el caso de la Epo la “harmona* es internalizada (por
endocitosis), esto fue observado al poner en contacto células de
eritroleucemia muripna (indusida per el virus Friend) con "”l—Epo

midiendo la cantidad de Epo enlazada, y después del tratamiento
con prunasa los productos de degrada:ién. £37, 701

Al parecer el anlace de la hormona & su receptor se lleva a
cabo en un minuto y la internal izacion de la "hormona” ocurre 9
minutos después de su adicién a las células, dando origen a un
incremento en la acumulactén de calcio y la ocupacién de los

sitios de enlace por izo

I-Epo. El enlace es reversible y la Epo
es degradada 30 minutos después de ser removida., (701 N

Aln con estos estudios era poco lo que =se sabia acerca de
los sventos intracelulares después de la unién de la Epo a su
receptor en la célula blanco.

Los cambios eocurridos en la Epo por el calcic intracelular
duran de 3-5 minutos, i{ndicando que la membrana celular se ahre
mediada por la difusidn de un segunde mensajero, mas que por la
liberacién de sustancias almacenadas intracelularmente por
inesitol trifosfato. (571

Las dos saNales prototipo activadas por los receptores de
las hormonas peptidicas son:
a) la ruta de calcio / fosfolipidos dependiente de protein cinasa

L (PKC) y
b) la ruta del AMP dependiente de PKC . [79, BQ)

En 1991 Spangler reporta gque lg Epo induce 1la activacién
inmediata del gene c-myc, requiriendoe PKC y que el enlace de Epo
causa répida fosforilacidn del sustrato de PKC. [793

Las seMales prototipo de PKC se pueden identificar mediante
@l uso de blogqueadores espacificos (inhibidores de la actividad
fos fotransferasa de PKE) tales como derivados de la isoquinolina
H7. La adicidn de H7 y otros blogueadore especificos de PKC como
son: staurosporina (alcaloide microbians), esfingosina
(componente natural de la membrana celular) y 1la sangivamicina
(nucledtido analogo a la esfingosinad a las células EMSII
(transformadas por el virus Raucher) antes de adicionar Epo
bloquea c-myec, deduciendose que Epo activa PKC, ademas de que Epo
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incrementa la fosforilacién de una proteina de 80 Kd y punta
isceléctrico de 4.8, coincidiendo ésto con el sustrato principal
para PKC. (79, 80, 82)

t-a Epo actda a-través de la unidn a un receptor de la célula
blanco. In vitro ataca al vidrio y no pierde su capacidad de
estimular la sintesis del hem. 1913

La forma y los detalles de como la Epo estimula a gus
receptores, adn no esta completamente esclarecida.

Se ha creads cierta controversia con respects a las
receptores para Epo sobre la célula blanco pues se ha reportado
que tiene pocos sitios receptbres; ;:era la discrepancia radica en
el hecha de gque si los receptores para Epo sun de baja o alta
afinidad y de cuales son los importantes para la unidn de la Epa
ala célu!a blanco.

. Al poner en contacto células de eritroleucemia murina
producida por el virus Friend (que se ha demostrado responden en
cultivo a Epo para diferenciarse en reticulocitos y eritrocitos),
con '_aul—Epo, se observo que las celulas presentaban de 800 a 1000
receptores de superficie, encontrandoc que 300 son de alta
afinidad (Kd=0.09nm) y los restantes de baja afinidad (Kd=0.57
nm) a 4°C y gue este enlace incrementa aproximadamante dos
veces cuando se incuba a 37eC. ([70]

B8e sugiere que los receptores de alta afinidad, son
importantes para que se lleve a cabo la completa actividid de la
hormona, al analizar une linea celular de eritroleucemi . murina
que no responde a Epo, se observc’: q‘ue solo presentaba receptores
de baja afinidad. (701

En contraste con los reportes anteriores, se ha reportado
que las células blanco para Epo poseen un solo tipo de
receptores. (13, 141

Lo anterior se hizo examinando 1los receptores para Epo
durante la maduracion Yy diferenciacidn normal eritroide, desde la
BFU-E hasta el reticulocito.

A diferencia de estudios anteriores, en este caso se
emplearon células frescas de aspirado medular, muestras de higado
fetal y reticulocitos de sangre perl(érica.Los receptaores fueron
cuantificados con ‘zsl-Epo por RIA, encontrando que los
eritroblastos de higado fetal y aedula osea solo exhiben un solo
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sitic de enlace de alta afinidad (Kd=100pmol/1) y de 133 a 250
receptores por celula, en tanto que las BFU-E presentan
receptores de un poco menor afinidad (Kd=210-220 pmol/l) y los
reticu!ocitols no presentaron receptores. [14]

Por otro lado se realizaron andlisis de los receptores para
Epo a partir de células de bazo de ratdon anémico de lo cual se
obtuvieron: eritroblastos inmaduros, eritroblastos maduros,
células rojas nucleadas, neutrofilos, eosinofilos, linfocitos y
macré!agos; con porcentajes respectivos de 24, S50, 12, 8, 3 y 3
%3 Obteniendose los resultados mostrades en la tabla No. 5.
£3313

Tabla No. B.- Receptores.para Epo

célula % Densidad ,
(receptores/calula)

Eritroblastos

inmaduros 24 910

Eritroblastos

maduros 50 400

Celulas rojas .

nucleadas 12 210

Neutrgfilos B8 ——

Eosinofilos 3 ——

Linfocitos y

Macrofagos 3 ——

Densidad de receptores para Epo, en celulas de bazo de
ratones hechos anemicos por fenilhidrazina ([33]

Demostrando que el enlace es proporcional al nimero de
r:élulas, llegando a su méximo a los &0 min de incubacién. €712

Akahane real izé experimentos con diferentes :élulas de
médula Gsea encontrande resultados similares. Tabla No. 6
CL21

Wognum analizéd la evalucidén de los receptores para Epao en
las células Cb34 de medula 659d de pacientes con leucemia

mieloide crénica, corroboranda que los receptores para Epo
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dasaparecen con la maduracion. de las <€lulas eritroides. (893

Tabla No. 8.~ Receptores para Epo

célula Promedio de receptores
estimados por celula

Proeritrgblaste | 390

Eritroblagto basofilo

y policromatofilo 190

Eritroblasto :

ortocromatico < 20

Celulas mieloides < 20

Linfocitos < 10

Otras < 10

Diatyibucion de los receptores para Epo en las celulas
de la medula osea (21

Aﬁn es desconocido si existen uno o dos tipos de receptores
para Epo.

Se pensé que el clonar el gene que codifica para el receptor
de Epo (EpoR) ayudaria a tener su mecanisma de ac:ién en la
est imulacidn del crecimiento Y diferenciaczidn de los
progenitores eritroides. [63)

‘sin embargo, al clonar el gene que codifea pava EpoR sa
ohserva que aunque se clond un solo gene, éste codifica para dos
receptores, uno de alta y otro de baja afinidad, asumen que esto
puede ser debldo a una variabilidad de los CHOS, a ' una
modif&cacién del receptor en el citoplasma, pudiendo ocurrir una
fosforilacion & bien interactuar cen zlgunos polipéptidos
enddgenos. Ademds encontraron que la molécula clonada presenta
discrepancia <on los | reportes anteriores, acerca del paso
molécular del receptor. (23, 47, 56, 6331

Se propone que el EpoR se encuentra tanto dentro como fuera
de la célula. pues se ohser va que posee muchos reasiduos b.;sicos,
lo cual es comin en la fase citosdlica de los seagmentos que estan
en el espacio transmembrana de muchas proteinas. €233
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Posee una parte hidrafébica de 23 aminocacidos en el segmento
entre los aa 250 a 272, lo gque sugiere que el receptor tiene una
regién amino terminal exoplésmi:a Y una carboxi terminal
citoplésmica, caractefisticas de una proteina transmembrana tipo
I. £231

Debido a que son muy posos los receptores expresados para Epo
sobre la superficie de la célula y la vasta mayoria esta sobre la
membrana intracelular ha sido muy dificil analizar la estructura
funcional de los receptores de la superficie célular. €16, 941

Se ha reportado que el EpocR es sintetizado como una especie
principal de 64 kd, llevando oligosacéridos de mancsa N=ligados y
una especie menor dealucosilada de 62 kd y que la forma de 64 kd
es procesada a una forma madura de 66 kd <on azGcareB' tipo
complaejo de la cual una fraccidn muy pequefia esta por algﬁn
tiempo sobre la superficie de la célula; las tres formas son
degr adadas répidamente teniendo una vida media de 40 min.
£941

El hecho de que exista heterogeneidad en los receptores, o
bien que se hable de un precursor puede deberse a que
recientemente se han encontrado dos clases de DNA para 1los
receptores de Epo, unce que codifica para los auténticos
receptorea de membrana y otro para receptores solubles carentes
de dominio transmembrana y citaplésmico. €831

Por otro lado, se repurté que estructuralmente el gene para
EpoR es un miembro de wuna familia de qenes con propiedades
compartidas con los receptores para Itl-1, Itl-6, 3M-CS5F y otras
citocinas. (5, 591

Son pocas las celulas que se uAen a la Epo en la médula. Se
ha reportado que las células BFU-E tienen menos receptores para
Epo que las CFU-E y que el ndmerc de receptores para BFU-E
incrementa conforme ésta madura. Los analisis de celulas de
médula osea indican que el enlace especifico de Epo es mayor en
los pronormoblhstos y declina durante la madura:ién de las
células eritroides. [723

Al realizar experimentos in vitre se ha observado que si  se

emplean anticuerpos anti-Epo y Epo marcada con 1873 44 superficie
marcada disminuye con el estado de maduracidon de las células,

siendo mas extensa sobre las celulas primitivas no diferenciables
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y sohre el eritroblasto policromatéfilo tempranc, (701

Los eventos sigulentes a la unidn de la Ep=> al receptor ono
estan claramente definidos.

Aparentemente &l efecto nuclear mas temprano inducido por la
Epo e4 a nivel de la tfanscripsién, ya que la sintesis de RNA es
répidamente estimulada. E1 efecto de la Epo sobre la
transcripsiéﬂ esta posiblemente mediado por una proteina
citoplasmética aque actiia sobre un segundo mensajero intracelular
sobre RNA‘polimerasas. 913

La administracion in vive de Epo resulta en una activacion
secuencial de las RNA polimerasas nucleares en el bazo de ratones
policitémicos. €911 :

€8 asumido que los diferentes tipes de RNA son  producidos
aubsecuentemente incluyendo .el RNA de galebina siquiendo la
sintesis de RNA y DNA, la division celular y en eritroblastos la
captacién de fierro y sintesis de Hb. (70, 911

Todos los efectos arriba mencionados fueron producidoes por
la Epo humana sobre cultives de médula Ssea de rata ¥ rataon

En experimentos realizados sobre la lipea célular 32D,
Cl4inea celular de ratén) para evaluar 1la expresién de aene para
EpoR en la diferenciacién eritroide, midiendo 1os niveles de mRNA
de vEpo, la proteina veceptora y la aparicién del EpoR sobre las
células; se encontrd que el parincipal pasc reguladeor que
determina la respueséa especifica eritroide a Epo no es la simple
activacién del gene que codifica para el receptor, sino la
eficiencia de la traduccidn de la proteina receptora a Epo en la
super ficie celular. Esta dependencia puede ser debida a la
cantidad de Epo disponible, o al precesamientns especffico del
mRNA del EpoR. [59)

O%ros procesos celulares que son activados en asociacion con
la accidn de la Epo sons acetilacidn Yy metilacicn de ‘proteinas
nuéleares, incorporacién de glucosamina, fluje transmembrana de
la sintesis de protetnas de membrana Y produccién de
nucledtidos ciclicos. [591

Algunos autores han observado un incremento en los niveles
de AMPc en las celulas estimuladas por la Epn. (311

Los efectos de la Epo sobre los niveles de GMPc parecen ser

secundarics a 105 cambios ciclicos inducidos en la célula., €313
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Coincidiendo con otros autores, por estudios histoquimicos e
in vivo se ha sugerido que CFU-E es la primera célula blance de
la Epo. [91]

Hay que notar que la disminucidn de la Epo se da . antes de
que la masa de celulas rojas gsanguineas incremente
considerablemente. (26]

El hecho de que haya un mecanismo de feedback es soportado
por la razén de que los titulos de Epo son usualmente mas
elevados en pacientes con hipoplasia de médula 6593 que en los
pacientes con eritropoyesis activa. [286]

£l papel del higado #n el aclaramiento de la Epo no ha sido
bien entendido, pero se sugiere que debido a la desializacidn de
la molécula eata exponga los azlcares dando la pauta para el

" actaramiento. [31] .

Por otro 1lado, es wsabido que' las glucoproteinas se
encuentran en @l plasma por ello se piehsa que los carbohidratos
le sirven como etiqueta para abandonar la célula que la produce
¥y que por esta misma razdn cuando los residucs osidicos mas
externos se separan el higado reconoce que las protefinas so han
vuelto incompletas, las fija aobre receptores especfficos y las
destruye. (31
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8.~ REGULACION DE LA PRODUCCION DE ERITROPOYETINA

8.1, - Factores que estimulan

La Epo esta regulada por un mecanismo de feedback, sin
embargo ademis de los factores enddcrinos que se encargan de la
rngula:ién de 1a Epo existen factores externos, como son
factores quimicos que estimulan o inhiben por lo general
indirectamente la produccién de Epo.

. Se ha reportado que las demés tormonas Jjuegan un papel
importante en la produccién de la Epo y este puede ser llevado
acabe de dos formas.

1) Pueden influenciar la produccién de la Epo pero en si no estar
involucradas en el proceso de hipoxia.

2) Pueden actuar como un intermediario obligado en la cadena de
aventos que permiten la produccién de Epo en la hipoxia. t913

En el dltimo caso la hormona puede no estimular la
produ:cién de la Epo pero puede ser liberada por si sola en un
proceso oxigeno dependiente. En adicién la inactivacién de la
hormona puede abolir la respuesta de la Epo a la hipoxia. [912)

Varias evidencias sugieren que las prostaglandinas Jjuegan un
papel importante en el mecanismo por el cual la hipoxia produce
la estimulacion de la produccién de la Epo. (22]

Las prostaglandinas del tipo E y A asf como la prostaciclina
2 (PGI 2) y un metabolito estable el 6—keto-PBEs estimulan la
eritropoyesis in vivo, mientras gque las prostaglandinas del grupo
F la inhiben. [281]

La PGEs1 estimula la actividad de la fosfolipasa Az. Se sabe
que las prostaglandinas particularmente de 1la clase E son
potentes vasodjilatadores y se ha prestado atencién en su rélacién
al flujo de sangre renal. [28]

Al administrar PGEt, PGEz, y PGFez a dosic de 1| /g de paso

- corporal se incrementa o eatimula significativamente la
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eritropoyesis en ratones. (581

Lo que se ha sugerido es que PGEz vy PGEs causan una
redistribucisn del flujo renal con upa dismipucidn en la tensidn
de oxigeno en algﬁn tejido apropiado, resultando con ello el
aumento en la produccién de Epo., [28]

La anglotensina causa marcado incremento en la produccién de
Epo por sitios extrarenales, [311

iComo es sabido la angiotensina tiene una potente actividad
vasoconstrictora y tamblén promueve la liberacién de sustancias
biolégicamente activas de las células endoteliales, una de ellas
es la PGEsz, [2B] . .

i.a hipoxia en el rifon puede ser producida por diferentes
agentes, induciendo ta 1iberacidén de varios mensajeros externos
que son 1 iberados localmente por las células o removidos. Estos
mensajerms estimulan lné receptores de membrana de las células
productor as de Epo con lo cual fnicia la cascada de eventos que
liberan al segundo mensajero. (28]

Adem;s de la hipoxia existen otros factores que han sido
determinados como posibles inductores de la produ:cién de 'Epo
estos sont constriccion de la arteria ranal, dafNo intrarenal,
cistis renal, hidronefrosis, as!l como otros estimalos qué
producen aumento en el AMPc el cual activa la protien-cinasa-AMPc
incramentando entonces la produccién de Epo. ct1, 801

Se ha reportado también la estimulacidn de la Epo por
catecolaminas, a través de un mecanismo ﬂhadrenérgico.-tﬁll

En la tabla No. 7 se muestran algunos agentes farmacolégi:os
que estimulan la prédu:cién de Epo.

En lo gue se refiere al sistemd renina angictensina, no se
ha observado relacidn entre los dos sistemas, e incluso s=e les
estudia separadamente, sin embargo se ha vreportado, que altas
dosis de renina incrementan los titulvs de Epo en 1a hipexia
efecto que probablemente resulte de la hipoxia isquémlca caugada
por la angiotensina II. (28]

Durante la hipaofisectomia disminuye el consumo de oxigeno
basal, llevando a un incremento en los niveles de Epo y por tanto
a la produccidn de eélulas rojas. C11, 911

La gléndula pituitaria es requerida para la respuesta normal



56

de la Epo en la hipoxia.

Tabla No. 7.- Agentes farmacolégicos que estimulan
la produccion de Epo

- Glucocorticoides
Hormona tiroidea
Hormona del crecimiento
Testostercona
Nucleotidos ciclices
Agonistas Mm-adrenergicos
Prostanoides

Al parecer la hormona del crecimienta, ¥y 1la prolactina
estimulan la produccion de Epo. [91]

Se sabe que las hormonas producidas por el sistema nervioso
autonomo tienen alguna relacidn en la produ:cién de Epo, aunque
atin no se ha establecido bien cual es el mecanismo. Fig. 1t

Las catecolaminas pueden estimular la eritropoyesis a través
de un mecanismo 2 —adrenérgico. Estudios in vitro fndican que
éstos agentes hormonales incrementan la produccidn de Epo renal y
tambien estimulan directamente a los tejidos erltropoyéticos.
€511

La testosterona, tiroxina, hormona del crecimiento v
ageonistas =2 —adrenérgicos aumentan el efecto de la Epo sobre el
crecimiento in vitro de la CFU-E, perc son inefectivos en la
ausencia de Epo. [85, 9t] ’

Tireoxina, hormona del crecimiento b4 agonistas 3z
—adrenérglcos también estimulan el crecimiento in vitro de |
BFU-E. Los agonistas 32 —adrenérgi:oﬁ probablemente actian
a través de receptores de super ficie ligados a adenil ciclasa.
211

Los glucocorticoides repeortan datos confrovertidos ya que
estimulan e inhiben a las BFU-Es y CFU-Es. (65, 91]
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Fig. 11.- Factores renales y sistémicos que regulan a la
Epo. El1l sigstema de prostaglandinas renales parece estar
involucrade directamente por ta hipoxia,, el sistema  nervioso
simpatico parece estar involucrado atraves de adrenoreceptores—gz
y de les demas agentes hormonales el mecanismo es incierto, pero
pueden actuar como soporte ya que incrementan el metabolismo
celular. (911
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Se ha sugerido que la reglén oxigeno sensible del hipotélamo
puede influenciar en la produccién de £po a traves de mecanismos
hormonales y nerviosos. [65, 911

Los esteroides -androgéntcas estimulan la produccién de Epo
por el rifidn y la pvoduccién de los progenitores eritvociticos .
El ﬁacho adul to humano excreta aproximadamente 3 veces mas Epo
bicactiva en la orina que i1a mujer o los muchachos en etapa
prepubertal por ello las diferencias en la cantidad de
eritrocitos en los dos sexos han sido vrelacionadas a lo anteriar.
€911 .

Euando los rifMones extirpados son tratados con testosterona
producen significativamente mas cantidad de €Epo. (311

Parece ser que la 5-a dehidrotestosterona es el compuesto
eritropoyéttco mis potente, estableciendose cierta relacidn entre
1a funcién ¥ la estructura. Por ejemplo: se pudo ohservar que el
grupo 19-metil fue requerido para la estimulacién de ta
produccion de Epo. [31)

Los esteroides estrogénicos inhiben la eritropoyesis tanto a
nivel de rifon como de médula osea. Dando esta la pauta para
decir que la inhibicidn por estrégenos y 1la estimulacidn por
andrégenos dan las diferencias sexuales para la praduccion de
Epo. (911

Es conocido ya el efecto del cobalto sobre la produce ién de
Epo y que este efesto no es compartido por otros iones metalicos
divalentes tales como el magnesio, hierrc y zinc. [36]

El cobalteo induce la hipoxia en los tejidos porque su
inoculac ién produce un cambic en la isoenzima lactago
deshidrpgenasa del rifon de conejo, similar a la que gse observa
en la anemia. (281

Tanto el GMP¢ como el AMPc han sido implicados en el
mecanismo de accion del cobalte.

El cobalte en ratas causa incremento en GMPc renal el cual
es acompaMada con un  incremente en la cantidad de enzimas
lisosomales en el plasma, como éstos efectos Jjunto con la
respuesta de la Epo fueron estfimulados por la atropina e
incrementados por la fispstigmina e ha asumidos un mecanismo
:olinévgh:o. £281
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Sustancias que incrementan el AMFec  renal 5 adenilciclasa
renal, cuando son adicicnados en el tejido in vitro  inducen el
incraments de Epo @ inducen el incremento en el plasma cuando son
adizionades in  vive, entre éstas estan: hormena . tiroidea,
lactato, estimulantes ﬁ—adrenérgicos ¢(salbutanol e isoprenalina)
y PGEz., [401]

Epo sp encuentra aumentada en hipaplasia tiroide, aplasia
primaria de células rojas, hipoplasia de médula Ssea Canemia
ap!ésica), anemia per deficiencia de fierro, anemia
megalubléstira, anemia hemolitica autoinmune, talasemia y
hemoglobinuria paroxistica nocturna. [401]

Existen manupulaclones que causan un profundo incremento en
los titulos de Epo en el plasma de ratas hxpozicas, Estas son:
intervenciones experimentales que <causen demanda del higado
(tales como hepatectomia parciall, la adicién de renina
angintensina y tratamiento con tetracloruro de carhoné; €321

El mecanismo por el cual angictensina incrementa 1a
produ:cién de Epo se debe probablemente a que angiotensina II es
un potente vascdilatader y preomueve la salida de sustancilas
biolégicamente activas de las celulas endoteliales, una de estas
sustancias es la P3Ez2 que se sabe incrementa la produccxén de Epo
tanto en sitios renales como extrarenales. [32]

Agentes gquimicos como el dimetil sul foxido y el butirate de
sodio amplifican la respuesta a Epo, esta sensibilidad incrementS

porque incrementa el namern de receptores. [921
B.2.=Factores que inhiben la produccién de Epo.

Circunstancias que disminuyen la demanda de oxigeno por los
tedidos , disminuyen los niveles de Epn (Por ejemplos
deprivatizacién de proteinas, hipofisectomia o tiroidectomiad.

La magnitud de la respuesta a hipoxia es mitigada por las
adaptaciones agudas y crénicas a la hipoxia, incluyendo capbios
en el pH. [22, 28]

La presencia de metahemoglobina disminuye los niveles de Epo
debido a que es incapaz de transportar oxfigeno, [22]

Se ha estudiado la relazidn que tienen ciertas citocinas
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sobre 1a inhibicidn de la eritropoyésis e incluso directamente
sobre la Epo. (S, 321

Empleando las :élulas HepB2 productoras de Epo, se probé el
efecto de la Itl-lg,. Itl1-173, Itl-6 y el factor a de necrosis
tumoral (TNF-a) e Interferon » C(INF-p), encontrandose que 1la
Itl-1la y Itl-1p3 disminuyen la produr.ch;n de Epo en esta células,
al igual que el TNF-a, en tanto que la Itl-6 y el INF-yp
incrementan su produ:cién, siende la Ilt~ita el mas fuerte
inhibidor. (321

Se ensayaron estas «elitocinas, perque  ssn tipicos
representantes de la familia de las citocinas inflamatorias,
postulando contyibuyen a bloquear la respuesta de la Epo en 1la
anemia, tanto en enfermedades renales asociadas con un incremento
local de la produ.:n:ién de 1Itl-1 y TNF-a y en infecciones,
inflamac iones, o enfermedades malignas en las cuales Itl-1 s
TNF-a estan incrementados. (321
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7.~ ERITROPOYETINA RECOMBINANTE

Como ya se ha mencionado al principio del presente trabajo,
la cantidad de Epo eliminada por arina, asi como sus
concentraciones en plasma en pacientes normales es ainima, por
@llo para su estudio desde hace varios aftos se ha pretendido o se
ha venido buscando un modelo celular, en el cual .,se ‘pueda
reproducir una buena cantidad de la hormona, asi como el uso de
células especificas Y la evaluacidn de caracterf{sticas
ultraestructurales de lineas celulares homogénens que den a los
investigadores el tipo de célul an especificas productoras de Epo.

En suma los mecanismos celulares que controlan la produccic'm
de Epo y que puedan ser estudiados bajo condiciones definidas
ademas de lineas celulares renales humanas para la produccién de
Epo para usos analiticos y terapeﬁncon.

Ya desde 1967 se cultivaron celulas de rifdn de conejo
recién nacido con células de médula duea de conejo en el mismo
tuboe de cultivo, estimul andose la sintesis del heme cuande la
concentracion de oxigeno cambio del 21i%4 al 3%, no siendo
estimulada al 1% o cuando se adiciond cobalto, . observandose
ademas que s6lo los cultivos de la corteza renal estimulaban la
si{ntesis del heme. [22, 403 ’

En 19.69 se observd que al cultivar células de bovino con
oxlgar;o al 5% se estimuld la eritropoyesis en ratones
poltcitémicos. £40]

En 1972 Se detecta actividad erltropoyét ica en cultivos de :
rifon de rata, £22, 331

Asi mismo se han empleado cultivos in vitro de médul a ésea,
bazo y células de hipado fetal para estudiar las interacciones de
la Epo con el resto de las células blanco. [9, 42)

Otras lineas celulares que han sido empleadas para su
astudio son: medula de rilin de curders, cultivos de rifidn de
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conejo, glomérulo renal de cabra, células mesangiales derivadas
qel glomérulo de rata y ratén, células de carcinoma rvenal y
células de rifion de hamster bebe entre otras. 9, 401

En 1986 en Francia se reporté un tipo de células cancerosas
de eritroleucemia murina (células IW32)> y que producfan un
factor erltropoyético que estimulaba la maduracién de los
eritrocitos y que era similar al que se producia en el rifon.
Comparando las caracterfisticas bioquimicas del factor
eritropoyético producido por 1IW32 con las eritropoyetinas de
plasma de’ raton y de borrego, y dsspués tde llevar a cabo e}
analisis con agentes reductores, desnaturalizantes y oxidantes,
ne llegé a la conclusidn de que las células IW3Z2 producian  una
auténtica Epo. [191

Es precisamente de las células cancerosas de donde algunos
autores han aisladoe el DNA para producir Epo recombinante
(rEpo) que pudiera tener uso clinico, tarapeﬁtico v de

investigacién.

7.1. -~ Metodos de obtencion.

Entre 1985 y 1986 dos firmas biotecnolégxcas, Amgen (Canada)
y Benetics Institut (U.5.A.) se dedicaron a la tarea de clonar el
gene de la Epo y 1o lograreon, obteniendeo asi 1la caracterizacion
del gene que codifica a la hormona. {45, 541

El gene de la Epo fue clonado partiende Unicamente de la
sacuencia de amincécidos de la Epo, Ya que no contaban siquiera
con el RNAm que codificaba para-la hermona. [45, S41

Tanto Jacobs que trabajé con el Genetics Institut como
Fu-Kuen Lin que traba.jé con  Amgen, emplearon el método de
oligonucleéeldos sintéticos para clonar el gene de la Epo. [45,
541

7.1.1.~ Método empleado por Fu-Kuen Lin.

- .
Despues de someter la orina de pacientes con anemia aplasica

a digestién triptica, los fragmentos obtenidos se analizaron con
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un biosecuensiador de fase de qases. A partir de los cuales
encontraron varios péptidos, eligiendo para su estudio un
hexapéptido y un heptapépt}do que contenian por lo menos un codon
degenerado. .

Par t iendo de estos dos péptldos slendo de 17 mer y 20 mar de
longitud reapectivamante, construyeron wvarias mezclas de
oligonucledtidos de 128 secuencias. Empleando como vector el
bacteriéfago A Charon 4A lograron proyectar una libreria genémicn
de 1,500 000 clonas. *

Poster iormente de las clonas obténidas se 1llevaron a cabo
anitisis de hibridizacion en placa con DNA obtenido de rélulas de
higado fetal. Observando que de las clonas obtaenidas, 272 placas
hibridizaban para la mezcla de 20 mer y aproximadamente 4000 para
la mezcla da 17 mer, en tanto que solo 4 placas hibridizaban con
ambasa.

Mediante al anilisis con Southern blot y el analisis de 1a
secuencia del DNA encontraron que de estas 4 clonas 3 contenian
por lo menos una porclén del! gene, ¥y que la clona denominada AHEL
contenta w1 gene completo.

Foster iormente mediante el analisis con endonucl easas de
restriccion fue mapeado el gene para obtener su secuencia. Fig.
12 .

Uha vaez obtenido el gene se llevd a cabo el analisis para
ver las regiones que codificaban para la secusncia de
amlnoécidos, eadecir, la local izactdn de los excnes, ésto se hize
mediante la compara:ién de la secuencia de nucleétidos a 1la
secuencia de amincacidos de la Epo humana y por la secuencia
derfvada del RNAm aislado de las céfulas CHO en las cuales se
produjo 1a rEpo.

Se encontrd que el gene estaba compuestoe por S5 porciones
codificables (exones) y cuatro porciones no coedificables
Cintrones).

Una vez obtenido e! gene, y mediante el analisis con
endonucleasas de _resericcién, ue empleé un fragmento
Hind1II-BamHI de AHEl que contenia el gene completo de la Epo.
Este fragmento fue insertado en el vector de expresi&n plisnldo
pEVAST obtgniéndose el plasmido resultante pSV48T-gHUEpo el cual
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Pig, 12.- Ensemble de los pldsmidos de expresidn para el gene de Fpo., A)pDSVL-gHuBpo con-
tiene un minigene DAFR, wvirus de simio 40 (sv40) como origen de la replicacidn, los promotores
inicial y terminal en el fragmento Find IIT-RaufT y ol fragmeto BstEII-RamRI del gene de la Epo.
El promotor terminal §Y40 conduce la expresidn ¢zl gene de Epo. B) pSVgHuEpo contiene al SV40
como oripen de replicacién, los promotores inicial y terminal y una sedial inicial poly{ 1) en el
rragnento EcoRI-PanHI del gens de 1a Fpo. Las flechas indican la orientacidn de la transeripcidn
C) Representacidn escusmAtica del fragmento de restriccién ipal aque contiens las secuencias del

gene de la Epo humana, [54]

v9
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fue transferido a células CHO, produciendo rEpo.

Finalmente de los resultados obtenidos se encontro que el
‘gene clonado codifica para una protefna de 193 aa de los cuales
los dltimos 166 residucs codifican para la protefna madura
calculando un pesco molecular de 1é,399 daltons para la proteina
deglucosilada. Eata proteina posee tres sitios de qluconilacién
en @) primero, segundo Yy tercer wxon N asto  Gltimo por la

secuencia Asn-X-Ser/Thre.

Al final de la rogién 3’ del Gltimo exdn hay una r.gién de
S65 pb no transcritas. En las mecuencias intervenidas entre los
exonags 111 y V se encuentra un miembro de la familia Alu de
secuencias repatidasn. .

La rEpo producida en células CHO usando BV40 como vecéor
dnﬂpuél de 5.5 dias de cultivo en @l medio NIYAM, presenté una’
actividad de 18 U Epo/ml, de la cual al llevarse a cabo 1los
eﬁilyos in vivo e in vitro se obtuvo una potencia des 16.8 +/—
3.0 U Epo/ml y 15.8 +/— 4.6 U Epo/ml respectivamente (analizado
por RIA) lo que demuestra que la Epo obtenida por técnicas
recombinantes es bioléqlcam-nt- activa.

Finalmente al hacer la comparncién con un banco de genes, no
se encontro homologia entre el gene clonado para la Epo vy algﬁn
otro gene reportado para alguna otra protefna, incluyendo =l
anglot-nlinéqcno. cs4]

7.1.2.~ Metodo empleado por Jacobs.

La Epo empleada por Jacobs fue purificada de orina de
pacientes con anemia apli-ica y diberidl con ¢tripsina por el
metodo de Miyake et al. en wuna columna C-4 de HPLC en fase
reversa usando un gradiente de 0-395% de acetonitrilo en 0.1% de
acido trifluoroacético /100 min.

La posicién de la Epo fug determinada por electroforesis en
gel y el analisis de secuenciacidn de los aa N-terminal.

La Epo eluida a 53% de acetonitrilo se ajustd a pH 7.0 y se
digirié con tripsina TPCK (2% w/w enzima/sustrato), tos
fragmentos obtenidos 4e sometieron a cromatografia en fase
raversa de HPLC monitoreandose las abgorvancias de los eluyentes
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@ 280 y 214 nm y de las fracciones obtenidas on los picos a éstns
absorvanciag se llevd a gnbo la ﬂecuencincién emplaando  un
secuenciador de fase de gases.

Las secuencias elegidas finalmente fueron parecidas a las
que esplec Fu—-Kusn Lin, solo que aqui se -mple5 un nucledtide de
17 mar y otro de 18 mer,

Empleando el fago A crearon una libreria g-némica usando
tetraetilamonio como s-} de hlbridacién. De aquil escogieron una
clona denominada AEPol la c¢ual fue digerida con Sau 3A vy
subclonada en M13 paras el anilisis de la secuancia del DNA,
usando @l metodo de terminacion de cadena dideoxi.

Encontrando que la Epo se encuentra contenide en una
secuencia de 579 nucledtidos y que codifica para una regién
hidrdfoba de 27 aa, seguida de la proteina madura de 166 aa.

La rEpo fue producida a partir de un cDNA insertado en un
pi‘:mtdo pPI1023B y transferido a células COS-1. Al comparar la
proteina obtenida, con la Epo aislada de orina se encontro que
tenia un corvimiento en geles de poliacrilamida-SDS idéntico.

Encontrarcn también que el gene que codifica para la Epo se
ancuentra lcéalizado En una ragién de 3.4 kb y que el mRNA para
1a Epo es codificado por los exonas 11, 111, IV y parte del I vy
V, mientras que @l resto de los axénes 1 y V codifican las
secuencias 5’ y 3' no traducidas respectivamente. [45]

7. 1.3, - Matodo emnpleado por Powell

Por otro lado, Powell apoyado por 1la firma Zimogenetics,
clond el gene que codifica para la Epo, la produjo en una linea
calular obteniendo vrEpo con mayor potencia de la obtenida por
Fu-Kuen Lin y Jacobs y localizd @l cromosoma an el que se
encuentra el gene.

El gene fue clonado a partir de un p‘pt;do da 18 aminoac idos
de la ragiéﬂ amino terminal, creando primeramente wuna libreria
genémica en el fago A.

La replicacién fue hecha por pl‘ﬁmldos, utilizando el wvector
pRII contenido en EV40.

Empleands las endonucleasas de restriccion Apa 1, EcoRI, vy
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Bam HI. Un fragmento BamHI fue ligado en amhas -terminaciones e
insertados en el fragmento de restriccion  del plésmido, los
plésmidos fueron clonados en E. c¢oli HB101 y purificados por
centr“ugacién en cloruro de cesio.

Cas células empleadas para producir la rEpo fueron C0OS-7 (de
rinén de mono) y BHK (rifSn de hamster bebéd.

Para la expresic’m del gene de la Epo  se emplec; el vector
pl-;ﬂmido conteniendo el gene y DNA de esperma de salmén.

El mapec del DNA fue llevado a cabo por enzimas de
restriccidn.

En la expresic’m del DNA sobre las células, se . emplearon
controles con células no transferidas y paralelamente cultivos de
células transferidas con pla‘smldos que contenian DNA- que
codificaba para otras proteinas, tales como acetil trangferasa vy
proteinas de la coagulach‘)n humana.

El ensayo in vitro para la Epo estuvd basado en la formacidn .
de cplonias eritroides en cultivos de médula dsea de ratén. '

’ Obteniendose lo gsiguiente: en los cultivos de celulas cbs-7
se produjeron 3.2 +/~ 0.4 g de Epo/ml con una actividad de 270
+/- 16 U /ml y para las cé&lulas BHK 3.4 +/~ 0.2 ug de Epo/ml con
una actividad de 255 +/- 32 U/ml. B

Como se puede observar, el nivel de Epo obtenido fue més
alto que el reportado por Jacobs y Fu-Kuen Lin . Las razones de
@ste incremento no estan claras, pere pudieron ser debidas al
emplen del gene de DNA rton secuencias intervenidas mas que al
GDNA & que el vector plésmido ampleado es mas .adecuado para su
expreslr:vn.

Para el estudio de localizar:iér; cromosomal se eligieron dos
fragmentos, Smal de 916 pb de la regién 5 y un fragmento
XmnI-Apal de la regién 3'. Las suspenciones de cromosomas fueron
aisladas de una linea célular de linfocitos en buffer
Cris/espgrmina y fijadas con DIPI-¢romomicina /A3.

30,000 cromosomas humancas de cada tipe fueron fijados en
filtros de nitrocelulosa por medio de “sorter dual laser® de alta
resolucion e hibridizados con los fragmentos de restriccidn
marcados con 2p, Obteniendose las autoradiografias

" correspondientes, que muestran que el gene que codifica para la
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Epo se localiza en el cromosoma 7. Fig. 13 671
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Fig. 13.- Autoradiograma que muestra el cromosoma
que contiena &l gen que codifica para la Epo humana. los
cromogomas fueron fijados en filtros de nitrocelulosa e
hibridizados con fracciones de la reglon 5" y 3T del gene,
dando autoradiogamas idénticos, El cromosema 7 produce
una intensa seNal de hibridizacidn. (671

Por otro lado al emplear células Hep 3B <de carcinoma
hepétlco), se observd que éstas producen Epo en forma
regulatoria, por tanto son un buen modelo para la produn:cién de
rEpo. (743 :

Al llevarse a cabo la clonacidn tanto del gene de humano,
<omo de el de mono y ratc'm, se encontrd que existe wuna gran
homologia entre las tres especies ¥y que dicha homologfa ocurre en
tres partes de secuencia no codificables como son:

a) 140 pb antes del sitio de iniciacidn de la transcripcidn

b)Y dos fragmentos en el primar intron .
c) de 100 a 200 pb al final del codén de terminacidn de 1la
transcrlpcién.

con lo cual se evidencia que los elementos 5' y 3' altamente
conservadoes no codificables confieran la respuesta a hipoxia y
cabalte. [74)

a
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De tos estudios de clenacién se ha deducido qua ambhas Epos,
la da humano y la de ratén tienen 1la capacidad de hacer
proliferar de humano a raton y de ratdn a humano.,

Una vez que se tuvo el gene que codifica para la Epo, éste
ha sido empleado en 1a mayovia de los estudios realizados acerca
de la hormona y cada investigador ha ide implementando algunas
modificaciones tanto en el tipo de células _empleadas, asi como
los vectores para inducir su clopacidn .

Con el fin de identificar las células productoras de Epo han
sido precisamente las lineas celularvres las que han sufrido mas
variaciones. .

Entre las células mas epleadas tenemos: Llas células de
carcinoma hepatico Hep 38 [6, 68, 741, células COS (de viMén .de
mono) [741, células CHO [S4, 683, células Hela U631 y células Hep
52 (de carcindma hnpético) €20,681.Asl como una gran variedad de
células de mielomas tanto humane como de ratén, como es el caso
de las celulas de eritroleucemia murina inducida por el virus
Friend que ha sido ampliamente utilizada. (18]

En cuantc a los vectores empleados, la variacion ha sido
menor, y la mayoria a empleado el bacterié(ago Ay el Mi3, debido
probablemente a que el primero presenta la ventaja de que el DNA
clonado puede ser manipulado como el fago, y en el segundo el DNA
clonado puede ser obtenido en una sola hebra y por tanto ser mis
facilmente secuenciado. (513

En tanto gue el wmicroorganismo empleado para inducir la
clonacién han gido diferentes cepas de E.coli.

El mapeo del gene se ha llevado a cabo mediante enzimas de
restﬂ-:ci'én, de las ruales las mas émp\eadas han sido, #fApa I,
Hind 111, Bam H1 y Xbal entre otras. (49)

Debido a que Amgen ha lanzado comercialmente 8u producte,
en la actualidad los estudios acerca de Epo se llevan a cabo con
el producto comercial, e incluso éstas preparaciones son
empleadas como estandares cuando se 1levan a cabo estudios
cuantitativos,

Sin embargo Amgen no es la dnica qQue 1la produce la rEpo
es producida por Amgen Inc, Thousand Daks C.A., Genetics
Inatitute , Cambriade M.A. C[1]
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Ensayos clinicos han sido conducidos por: Amgen en Estados
Unidos ¥y su socio Kirin en .Iapc';n, Jhonson and Jhonsen (J & J)
Ortho Pharmaceutical Corp. en Canada y Estados Unidos , J & J
Cilag Pharmaceutical. Corp. en el oeste de Europa y por Chugai
(socios de Genetics Institute) en Japén, Upjohpn Co. en Estados
Unidos y Boehrnger-tlannheim en el oeste de Europa. [1]

La Epo de Amgen ha sido aprobada por la FDA y el producto
fabricado por Cilag ha sido aprobado en Europa. [1]

Por ﬁltimo, cabe mencionar que cen el auge que tiene en 1la
actuslidad la ingenierfa genética, no sdlo Epo, sino varios
factores que influyen en la eritropoyesis han sido clonados.
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8. = APLICACION TERAPEUTICA DE LA ERITROPOYETINA
RECOMBINANTE

Se ha observado que en pacientes con falla renal, asi como
en otros estades patalégicos agociados a falla venal, en algunos
sindromes nefroticos y durante el embarazo, disminuye la
produc:ién de Epa, conduciendo a cuadros de anemia de diferentes
severidades y en alqunos casos baciendo a los pacientes
dependientes de transfuciones; por ello a ralz de que se clond el
gen se penso en él como un posible reemplazador en la terapia de
pacientes con anemia. {7, 35)

Inicialmente la rEpo se empa:é a usar @n pacientes que
tenian la capacidad de producirla, perc en bajas cantidades.
Principalmente se enfocd a pacientes con falla renal y a los que
era necesario dializar periédicamente, a causa de lo cual
llegaban a tener anemia y posteriormente se hacian dependientes a
trangfuciones sanguineas. [26]

Lo anterior basados en 21 hecho de que cuando el flujo
sanguing2co se reduce por anemia, disminuye el oxigeno y por tanto
se dispara la sintesis de Epoj de modo que si el hematocrito
llega a 20% entonces se dispara hasta 100 veces 5 mas. €261

£En 1985 se empezé a probar la rEpo en pacientes narmales
pero con insuficiente prnducciéﬂ de Epc. [26]

Entre 1986-1387 se confirmd qué la rEpo podia entrar como
sustitute en la terapia en pacientes dializados. Esto fue
gracias a los estudios real izados en Estadoé Unidos e Inglaterra.
261 -

Los estudios iniciales se hicieron empleando rEpo de Amgen’s
eﬁ Estados \Unidos, posteriormente se extendid hacia Europa,
Canadi Y Japén. Pasicamente se observd qQue todos los pacientes
con hemodialisis respondfan al tratamiento incrementandm su
hematocr ito, [1]

Se observd que la administracion de 25-500 U/Kg de peso tres
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veces por semana, causan un incremento en el hematoérito
dependiente de la dosis, con lo cual se elimind la necesidad de
transfusiones. Ademds de funcionar de igual manera en pacientes
con falla renal crénica antes de ser dializados, aunque en elloas
la anemia no sea tan severa y no sean tan dependientes de
transfusiones. [26) .

Con lo que respecta ailas dosis se éuglrié que con 80 U/ka
de peso 3 veces por semana son suficientes y que dosis superiores
son’ innecesarias. [1, 261

La dbsis inicial aprcbada por la FDA fue de 50-100 UsKa de
peso ‘intravencosamente 3 veces por semana. Mientras que la
National Kidney Foundation recomendo una dosis inicial de 150
U/Kg de peso intravenosamente 3 veces por semana Yy cuando el
hematocrito fuera de 30-34% & el nivel de hemoglobina fuera de
100-11S g/1t la dosis tenia que ser reducida. [261]

t.a respuesta a la dosis varifa dependiendo del préducbo
comercial gue se este empleando, ya que las presentaciones
larma:oléglcag incluyen dos tipos de Epo, la a y 1a 3
comparandose y comprobandose que se obtienen respuestas
diferentes de cada una. {413

La Epo'n presenta eliminacian prolongada con respecte a o

y un mayor aumento en el ndmere  de raeticulocitos, pera ‘a
presenta mayor absorcion por via subcuténea, aunque teodavia no
han definido claramente éstas diferencias ¥y lo han atribuido mas
al vehiculo que a las "hormonas". [411

Se sabe que con 10-20 U de Epo /1t de plasma se  induce
suficiente produccién de eritrocitos para reemplazar las células
viejas y mantener un flujo de oxigeno suficiente al sensor renal
de oxfgeno para asegurar los niveles basales de la sinteis de
Epo. (11

Una respuesta‘pobre ala administracién de rEpo wviene dada
por la deficiencia de hiervo o bien por 1la deficiencia en 1a
captﬁciéﬁ del mismo. Por ello es . importante el monitoreo del
hematocrito ¥y los niveles de hemoglobina, la capacidad para
captar hierro y la ferritina ya que las necesidades variarén
dependindo de.cada paciente. [261

En términos pré:ticos si los niveles de. ferritina son
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mencres de 200 uq/it o la saturacién de transferrina menor . del
15% , se debe de dar un tratamiento a base de hierro lo cual se
consigue administrande 300 mg de aul fato ferrose por via oral
(200 mg de hierro de 1 a 3 veces al diad. [261 .

También se puede obtener una baja respuesta a vEpo en el
caso de algunas infecciones o procesos inflamatorios. (261

Como ya se menciond la primera via de inozulacion que se
empleo fue la intravenosa, sin embarg> 1la farmacocinetica por
ésta via se caracteriza por los relativamente bajos incrementos
anh el plasma o relativamente po:a distribucidn del volumen y 1la
corta vida media en circulacidn de aproximadamente 6~8 hrs. (261

Debido a las razones expuestas anteriormente se empezé a
examinar la via suhcuténea, en la que ¢ da una liberacién ‘lenta
de Epe de los depésttos subcutaneocs produciende bajos, pero mas
sostenidos niveles en el plasma. Fig. {4 (261
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Fig. 14.- Niveles plaméticos de Epo después de las ino-
culaciones intravenosa o subcutanea de 40 U de rEpopor
kilogramo de peso tres veces por semana. [26]
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Al probar la via subcutanea en pacientes con enfermedad
renal asociada con algﬁn tipo de anemia se observo que ésta via
precisamente por por liberar la Epn mas lentamente resulta en la
reduccioén de la dosis, ya que en lugar de administrar tres dosis
por via subcutanea se sugiere la administracion de una dosis por
semana de 75-106 U/kg de peso, cantidad suficiente para
incrementar el nivel de Hb 10g9/dl. (1, 66]

El tratamiento con rEpo aln no esta completamente calificado
o cualificado, ya que ha llegado a haber problemas con pacientes
hlpertensbs o <con isquemia cerebral. Ademas de tomar en cuenta
que 13 mayoria de los pacientes con falla renal son propensos a
ser hipertensos. [13)

Lo anterior en virtud de que al incrementar el hématocrito,
incrementa la viscosidad de la sangre Yy un incremento en la
viscosidad & una disminucion en la vasodilatacidn puede agravar
la hlpertensién. Ademds de tener efectos sobre la funcidn de la
glandula pituitaria anterior. [B73

Para evitar éste tipo de problemas, recientemente se ha
planteado un modelo matemat ico computarizado mediante el cual se
han establecido ecuaciones para determinar los valores esperadas
de hematocrito, Hb, Epo y numero de células rojas en respuesta a
una dosis determinada de Epc. I83)

€ntre otros problemas que se han tenido con el tratamiento
estan el incremento de plaguetas y la disminucion en el tiempo de
sangr ado, ya que en algunos pacientes con amemia asociada a falla
renal a los que se les administrd rEpo en dosis de 1S9 a 300 U/Kg
de peso tres veces a la semana durante 2 semanas, con 1o que
incrementardn las células rojas progenitoras, dandose tambiém un
incremento de CFU-GM y megacariocitos. L5031

Lo anterior puede deberse a que se han encontrado receptores
para Epoc sobre fa superficie del meqacariocito Y del
megacarioblasto, siendo la densidad de 1os receptores del
megacariocito, similar a la del pronormoblaste en la rata , en
tanto que en el ratén es de 60%Z Yy aunque éstos receptores son
similares, no son idénticos. [34}

La aplicaclén de la Epo esta aun limitada a anemia asociada

a falla renal, ya que en otro tipo de enfermedades, como e= la

P
i
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enfermedad de Gaucher ascciada con anemia severa, con hiveles de
Hb de S-6 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
cabe la transfusidn. (62, 76 X

Se ha intentado también corregir la anemia en el caso de
pacientes con {3 talasemia, asociada a falla renal, sin embargo
las dosis recomendadas nNno son suficientes para corrvegir la enemia
en estos pacientes, debido a que se necesitan dosis mas altas,
pero eso aln esta en estudio, debido a las complicaciones que
esto traeria, [62]

Un problema mas adicionado a los anteriores es el .costo de
la terapia, ya que es considerable. €n Estados Unidos @l costo es
de aproximadamente un centavo por unidad. (267

Por otro lado, la terapia no elimina 1los problemas ni
traumas ocacionados por la di;lisis, en el caso de pacientes
dializados, pero si elimina el de las transfuciones continuas que
ademas en la actualidad pueden llevar consige otros agravantes,
comc es el caso de que las muestras de sangre vengan contaminadas
con citomegalovirus, virus de la hepatitis o bien virus del SIDA.
£26)

Lo anterior ha sido comprobado por ‘eJemplo en nifos con edad
promedio de 10 aMos en estado final de falla renal, a los que se
les administro rEpo en dosis de 50 U/kg de peso tres veces por
semana hasta que el hematocrito fuera de 33 +/- 3% Yy que 12
meses antes del tratamiento habtan recibido entre 3 y 4
transfusiones ¥ después del mismo ya ho requir ieron
m$s1 con lo cual se demostro que la rEpo resultd ser efectiva en
niffos con dialisis per itoneal cxcli-;a continua. (661

Parece ser que la anemia en bebes prematuros agta
relacionada con la deficiencia de Epo. Ya que se ha observadS que
en algunos mamiferos hay un cambio en 1la praduccién de Epo
hapética a Epo renal durante el nacimiento y es asi como  se
degcribe en los nifos prematuros, {261

S8in embargo el monitoreo en los bebes no es muy bien seguido
debido a la poca cantidad de sangre que se obtiene y no se logra
definir bien la ganancia. £26] .

Durante la preffez, la anemia ha sido asociada a una
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disminucidn de la Epo, en el primer trimestre de embarazo, ya que
al analizar los niveles de Epo durante los tres trimestres, se ha
observado que durante el primero disminuyen los niveles de Epo en
«l plasma. Tabla 8 (71}

Lo anterior ha sido atribuido a varias razones:
a) adaptaciones Hsiolégicas que incrementan el oxigeno en el
sensor renal de oxigeno,
b) durante el primer trimestre incrementa el flujo renal vy
c) Se ha sugerido que el lactégeno placental disminuye la Epo.
73

Tabla No. 8 Niveles de Epo durante la prefez

Trimestre Epo mU/ml de plasma
Primevo 19.1 +/- &.2
Segundo 28.4 +/- 15.5
Tercero B37.7 +/- 24,2
Durante el Parto 33.9 +/- 22.3
Postparto 35.1 +/~- 34.7

Beguin 1991 (7]

Otra aplicacién que se ha visto a la Epo es que en donadores
sanos al administrar 600 U de Epo /Kg de peso dos veces por
semana, se incrementa el hematocrito y puede donar mas sangre
durﬁnte lag civugtas. Y en el caso de pacientes normales con
ciruglas electivas disminuye la dependencia a2 las donaciones.

Si bien en los atletas causa un incremento del hematocritao,
también puede traer graves consecuenciam ocacionadas por la
deshidratacion que ocurre durante el edercicio exaustivo, con 1o
cual se incrementa la viscosidad de 1la sangre, aiendo esto

detrimetal no solo para la accidn muscular sinm tambien porgue
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puede causar trombosis, a pesar de lo <cual algunos deportistag

han empezado a utilizarla, e incluso, la daeterminacién de Epo se
ha implementado en el antideopin.

Debido a que la Epo presenta heterogeneidad en cuanto a

carga; 1la segunda referencia internacional y 1las Epos de

pacientes sanos presentan mas izargas negativas que la rEpo alfa,
g8 puede identificar 9u presencia en parsonas con producclén

normal de Epo endégena. ceel
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9. = CONCLUSLONES

Como se ha observado a lo largo de la presente revisién, el
estudio de 1a Epo, 8i se compara con el de algunas otras hormonas
como la insulina & las hormonas hipo\:alamlcas, es relativamente
nuevo, sobre todo, debido a 1la baja disponibilidad de la
"hormona".

Si bien los detalles a cerca de sus propiedades
Tisicoguimicas son conocidos, las variaciones Qque de ellos se
llegan a encontrar son debidas a la hetercgeneidad de la hormona
reportada por algunos autores.

Es confirmado que el acido sidlico le sirve a la molécula
.como indicativo de su presencia en el plasma, ya que cuando es
ascindido la Epo es eliminada de la circulacidn.

La biogintesis de la Epo es iniciada cuando existe hipoxia,
sin embargo aln 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,
atendo la mas aceptada la siguiente al sitio de poliadenilacidn,

Cabe resaltar las regiones mas altamente conservadas del
gene en lag tres especies mam{ feras mas estudiadas thumano, mono y
raec‘m) debido a que los investigadores han coincidido en que aqut
se localiza el sitio de sensibilizacidn del oxfgenoc.

El mecanismo de accidn no ha sido completamente definido, vy
esto no podra ser resuelto hasta que no se tengan bien definidas
las rélulas que la producen, ya que ‘si bien las lineas celulares
han provisto un exelente método de estudio, existen algunos
factores in vivo gque pueden influir en el proceso aunadeo a ésto
esta por resoclver la cuestion de si los raecaptores son de baja o
de alta afinidad y si los de baja afinidad son © no importantes
para la unicn de la Epo a su célula blanco y en principio si
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axisten dos tipos de receptores.

. Definitivamente el hecho de haber clonado &l gen ha
proporcionado un gran avance para el estudio de l1a Epo, ya que
graclas a esto y a la clenacion del gene que codifica para el
receptor y que adn no .ha sido bien definido, se podrén resclver
mas facilmente las interrogantes que adn se plantean.

La obtencion de vrEpo ha beneficiado a muchas personas
principalmente las que padecen anemia asociada a falla renal, ya
que ha evitado el problema de transfuciones continuas, que les
pudieran traer Cademas del trauma de 1la transfusidn)
CONSBCUENCias secundar ias como soni las infecciones
postransfugionales por la contaminacién de las muestras
sanguineas,

En México la terapia se ha empezado a aplicar enalgunos
pacientes, sin embargo su empleo resultara un poco mas dificil,
ya que da por si la terapia resulta cara en Estados Unidos.

Si bien la vEpo ha sido benefica para algunas personas, el
uso inadecuado de la ‘“hormona, habl ando de ella como
medicamento, tiene que ser conirolado, ya que si en un inicio
puede resultar benéfico ayudando a incrementar la oxlgenaclén en
los tejidos, y por tanto el rendimiento fisico, tambien puede
1levar al deteriorc del buen funcionamiento del organismo.

Por ﬁlttmo, la presente ravision cumple con los objetivos
propuestos, tomando en cuenta que aln no se tiene la dltima
palabra respecto al tema.

ESTA TESIS g prog
SALR DE LA BBuwiccs
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