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RESUMEN

AGUIRRE PINEDA JESUS ANGEL. La participacion de la eritropoyetina en la
fisiologia veterinaria: estudio de revision (bajo la direccion de MVZ MC PhD

Maricela Ortega Villalobos).

La importancia biologica y el potencial terapéutico de la eritropoyetina han
subrayado en los ultimos afos la necesidad de comprender ampliamente los
mecanismos que regulan la produccion de esta hormona, asi como sus funciones.
La eritropoyetina, una glucoproteina producida en los rifiones de los mamiferos
adultos y en el higado fetal, provoca aumento de la concentracion sanguinea de
glébulos rojos al estimular a los progenitores eritroides en la médula dsea. La
hipoxia tisular, que puede ser resultado de la anemia o la hipoxemia, es el
principal estimulo que desencadena su produccién. La eritropoyetina posee
ademas varias acciones no eritropoyéticas, entre las que podemos citar su
participacion en el desarrollo embrionario y una amplia gama de efectos
neuroprotectores, cardioprotectores, angiogénicos y antinflamatorios. También
puede ejercer una accion hipertensora cuando es administrada de manera
prolongada y sus efectos se han visto involucrados de manera controversial en la
biologia del crecimiento tumoral. Es probable que, ademas del conocido uso de
eritropoyetina recombinante humana (rhEPO) en el tratamiento de la anemia de
pacientes con insuficiencia renal cronica, el aprovechamiento de los efectos no
eritropoyéticos de la hormona sea beneficioso para la medicina veterinaria en el

futuro.



. INTRODUCCION

Ha pasado mas de un siglo desde que Carnot y Deflandre sugirieron la existencia
de wuna hormona reguladora de la eritropoyesis, a la que nombraron
“hemopoyetina”. Con el transcurso de los afios, un notable trabajo de investigacion
(Fisher, 2010) ha hecho posible la consolidacion de los conocimientos que hoy se
tienen sobre la eritropoyetina en relacién con su estructura quimica, los sitios de
su produccién, la regulacion de su sintesis, su mecanismo de accion y sus
diversos efectos. El progreso cientifico alcanzado ha conducido ademas al
desarrollo de uno de los avances mas importantes en el tratamiento de la anemia:
el uso de eritropoyetina recombinante humana (rhEPO) y sus analogos en
pacientes con insuficiencia renal cronica y tumores malignos (Jelkmann, 2007b).
El notable valor terapéutico que ha mostrado la hormona permite afirmar que la
disponibilidad comercial de rhEPO es uno de los regalos mas grandes que la

tecnologia de ADN recombinante le ha dado al mundo.

La eritropoyetina, hormona producida principalmente en los rifones de los
mamiferos adultos, es el factor responsable de estimular la proliferacion y
liberacion de globulos rojos en la médula 6sea en respuesta a la anemia o la
hipoxemia. Su bien conocido efecto sobre la capacidad de transporte de oxigeno
de la sangre constituye una de las acciones compensatorias mas importantes que
se desarrollan frente a la falta de disponibilidad del vital gas. Este efecto dista
mucho de ser fisiolégicamente irrelevante, pues las alteraciones en la produccion
de la hormona pueden generar trastornos hematoldgicos graves. Asi, una
deficiencia de eritropoyetina conduce a anemia, como puede observarse en
pacientes con insuficiencia renal crénica, mientras que una produccion excesiva
de la hormona provoca eritrocitosis, por ejemplo durante la hipoxemia crénica o
cuando se desarrollan ciertos tumores (Jelkmann, 1992). Una sélida comprension
de los procesos fisiopatoldgicos relacionados con estas alteraciones podria



contribuir a establecer diagndsticos mas precisos y a orientar adecuadamente los

procedimientos terapéuticos.

Aunque el uso de rhEPO ha sido mucho mas extenso en medicina humana,
también se administra rhEPO para el tratamiento de la anemia de perros y gatos
que padecen insuficiencia renal crénica (Langston et al. 2003). En caballos de
carrera, el uso de rhEPO para aumentar la capacidad de transporte de oxigeno es
una practica ilicita que conlleva el riesgo de causar trastornos relacionados con un
hematocrito elevado e hiperviscosidad de la sangre (McKeever, 2011), asi como
de generar hipoplasia eritroide y anemia debido a la formacién de anticuerpos anti-
rhEPO que reaccionan de manera cruzada con la eritropoyetina endogena, lo que

resulta en la inhibicion de la eritropoyesis (Piercy et al. 1998).

La eritropoyetina no solo ejerce efectos sobre la médula 6sea; se ha reportado
ademas que tiene acciones neuroprotectoras (Sakanaka et al. 1998) vy
cardioprotectoras (Calvillo et al. 2003). El descubrimiento de estos efectos no
eritropoyéticos ha captado recientemente la atencion de los investigadores y los
clinicos, abriendo la posibilidad de explorar nuevas aplicaciones farmacoldgicas de
la hormona. En la literatura médica humana existen revisiones recientes sobre el
uso de eritropoyetina en el tratamiento de diversas alteraciones nerviosas (Sargin
et al. 2010; Velly et al. 2010; Xiong et al. 2011) y cardiovasculares (Ruifrok et al.
2008; Tilling y Clapp, 2012). Sin embargo, la informacion relacionada con estos

temas es incipiente en medicina veterinaria.

Ante las importantes funciones que cumple la eritropoyetina en el organismo y el
extraordinario impacto que ha tenido la rhEPO como agente terapéutico, parece
incuestionable la necesidad de comprender ampliamente la fisiologia de la
hormona. La informacion que existe en la actualidad sobre los mecanismos de
produccion y las funciones biolégicas de la eritropoyetina es ciertamente muy
extensa pero se encuentra dispersa. En varios libros de texto de fisiologia se
expone este importante tema en un espacio menor que una cuartilla, si acaso se
hace. Ademas, no hay revisiones recientes que aborden los complejos aspectos

bioldgicos de la hormona desde una perspectiva veterinaria.



El objetivo de este estudio es ofrecer una revision concisa y actualizada sobre la
fisiologia de la eritropoyetina. Su contenido se sustenta en el analisis e integracion
de la informacion que ha sido publicada hasta el momento en revistas de
bioquimica, biologia molecular, endocrinologia, hematologia, fisiopatologia,
terapéutica y practica clinica. Comienza con una breve resefa histérica que
retoma los sucesos mas relevantes que permitieron establecer los conocimientos
actuales sobre la fisiologia de la hormona. Posteriormente se revisa lo
concerniente a su estructura quimica, sus sitios de produccion, la regulacion de su
sintesis, su cinética en el plasma, asi como los efectos que ejerce al actuar sobre
diversos tejidos. Algunos aspectos fisiopatoldgicos y clinicos se discuten en la

parte final del trabajo.



Il. ANTECEDENTES HISTORICOS

La historia de la eritropoyetina, una de las mas fascinantes en el campo de la
medicina, comienza en la segunda mitad del siglo XIX, cuando se identifico la alta
capacidad de transporte de O, de la sangre de los individuos que residen a
grandes altitudes. En un principio se creyo que esta caracteristica era hereditaria;
sin embargo, la observacion de un incremento del conteo de globulos rojos en
humanos y animales que viajaron a sitios elevados dejaria claro que la
eritropoyesis es en realidad estimulada por la hipoxemia (Jelkmann, 1992;
Jelkmann, 2007b; Fisher, 2010).

En 1906, Carnot y Deflandre sugirieron por primera vez la existencia de un factor
humoral que regula la eritropoyesis (“hemopoyetina”), esto después de observar
un incremento rapido del numero de globulos rojos en conejos a los que
inyectaron suero de donadores ligeramente anémicos. No obstante, para que la
aplicacion de eritropoyetina realmente induzca eritrocitosis se requiere de un lapso
de varios dias, por lo que estos resultados fueron quizas un capricho de la
casualidad, controversiales y dificiles de reproducir, lo que provocod que la
existencia de la “hemopoyetina” fuera puesta en duda durante el transcurso de los
afios siguientes. Aunque engafosas, las observaciones de Carnot y Deflandre
sentaron las bases del concepto actual, que establece la participacion de un factor
hormonal en la estimulacion de la eritropoyesis cuando los animales sufren de

anemia o hipoxemia (Jelkmann, 1992; Jelkmann, 2007b; Fisher, 2010).

En 1948 se introdujo el término “eritropoyetina” (Bonsdorff y Jalavisto, 1948), el

cual hace referencia a un efecto mas especifico que el nombre anterior.

La idea de la existencia de un factor humoral capaz de estimular la eritropoyesis
retom6 fuerza cuando Reissmann (1950), trabajando con un par de ratas

parabidticas, indujo hipoxemia crénica a una de ellas, mientras que mantuvo a la



otra en condiciones normoxicas; ambos animales mostraron un aumento de los
reticulocitos, brindando evidencia de la produccion de un factor humoral en el
animal hipdéxico que, transportado a través de la circulacion parabidtica, lograba
estimular la eritropoyesis en el animal que respiraba aire normal. Tres afos
después, Erslev (1953) report6 un aumento significativo del numero de
reticulocitos en conejos normales a los que inyecté grandes cantidades de plasma
procedentes de donadores anémicos, con lo que se apoyaba la hipotesis de la
existencia de la eritropoyetina. En su trabajo, proclamd: “Posiblemente el
aislamiento y la purificacién de este factor proporcionarian un agente util en el
tratamiento de condiciones asociadas con la depresién eritropoyética, como la
infeccion cronica y la enfermedad renal crénica”. De esta manera Erslev predijo,
hace 60 afos, el impacto que mas tarde tendria la eritropoyetina como un agente
terapéutico. Finalmente, a mediados de la década de los 50, en pacientes con
ducto arterioso persistente, se reportd el hallazgo de hiperplasia de la médula
O0sea en algunas zonas que presentaban una presion normal de oxigeno, con lo
que se siguioé descartando un efecto directo de la falta de O, sobre la proliferacion
de los progenitores de glébulos rojos, y se reafirmé idea de que era un factor
humoral el responsable de estimular la eritropoyesis ante la hipoxia (Stohlman et
al. 1954; Schmid y Gilberstsen, 1955).

Durante los afos siguientes se haria evidente el hecho de que los rifiones
participan en la produccidon del factor eritropoyético. Jacobson et al. (1957)
publicaron sus hallazgos de que la nefrectomia bilateral en ratas prevenia el
aumento de la eritropoyetina plasmatica que se presenta durante el estrés
hipdxico. Gallagher et al. (1959) reportaron que, a diferencia de los pacientes con
otros tipos de anemia, cuyo plasma contiene al factor eritropoyético, el plasma de
los pacientes anémicos urémicos carecia de tal factor. Por su parte, Kuratowska et
al. (1961) perfundieron con sangre varios organos aislados de conejo y los
expusieron a la hipoxia experimental, encontrando que soélo los riflones generaban

el factor eritropoyético.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=SCHMID%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14351247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=SCHMID%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14351247

A pesar de los hallazgos anteriores, la produccion renal de eritropoyetina no fue
reconocida durante muchos afos, principalmente por la falta de éxito en los
intentos realizados para extraer la hormona de los rifiones. En su lugar, se postul6
que los rifiones hipoéxicos liberaban una enzima (“eritrogenina”) capaz de generar
eritropoyetina a partir de un precursor hepatico presente en la sangre (Gordon et
al. 1967). El concepto de la eritrogenina perdié fuerza cuando Erslev (1974)
demostrd actividad de eritropoyetina en rifiones de conejo perfundidos con liquido
libre de suero. En la década siguiente, el hallazgo de eritropoyetina y de ARNm de
eritropoyetina en rifiones hipdxicos brindaria evidencia definitiva de la produccion

de la hormona en las células renales, como se expone en la seccién IV.

La purificacion de la eritropoyetina humana fue lograda a finales de la década de
los 70 (Miyake et al. 1977), mientras que el aislamiento y la clonacién de su gen se
consiguieron en 1985 (Jacobs et al. 1985; Lin et al. 1985). Con el tiempo, estos
avances condujeron de manera exitosa a la produccion comercial de rhEPO con
fines terapéuticos y de investigacion. Desde entonces, el progreso cientifico

relacionado con la eritropoyetina ha tenido un rapido avance.

Al finalizar la década de los 80, aunque se sabia que la hipoxia tisular era el
principal estimulo que induce la produccion de la hormona, los mecanismos
bioquimicos subyacentes aun eran desconocidos. Incluso era incierto si la
deteccion de oxigeno y la produccion de eritropoyetina eran funciones realizadas
por una misma ceélula (Jelkmann, 1992). A principios de la década de los 90, se
reporté la unidén de un factor de transcripcion inducido por hipoxia a un potenciador
del gen de la eritropoyetina (Semenza et al. 1991b; Semenza y Wang, 1992). Este
avance fue de crucial importancia para comprender el mecanismo molecular
mediante el que la hipoxia tisular induce la produccién de eritropoyetina. La
caracterizacion y la purificacién del factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1, por su
nombre en inglés: hypoxia-inducible factor 1) fueron reportadas por Wang y
Semenza (1995).

El descubrimiento de nuevos efectos de la eritropoyetina ha sido unos de los

aspectos mas llamativos de la fisiologia de la hormona durante los ultimos 15



afnos. A finales de la década de los 90 se encontré que la eritropoyetina tiene un
efecto neuroprotector frente a la isquemia (Sakanaka et al. 1998) y, unos afios
mas tarde, que protege al miocardio del dafio causado por la isquemia-reperfusion
(Calvillo et al. 2003). Desde entonces, una abrumadora cantidad de estudios, en
los que se reconocen los efectos no eritropoyéticos de la hormona, ha dejado en el
pasado la idea de que la eritropoyetina actuaba unicamente sobre la médula 6sea.
Estos descubrimientos continuan resaltando el potencial terapéutico de esta
glucoproteina, asi como la importancia de seguir realizando investigacion en torno

a sus aspectos fisiologicos y sus posibles aplicaciones clinicas.



. FUNDAMENTOS BIOQUIMICOS

En esta seccion se abordan algunos aspectos bioquimicos de la eritropoyetina
humana, lo que se justifica no sélo porque es la mas estudiada, sino también por
la disponibilidad comercial de rhEPO como producto utilizado incluso en la practica
veterinaria. Desde los puntos de vista fisico-quimico y bioldgico, la eritropoyetina
humana purificada a partir de la orina es practicamente indistinguible de la rhEPO
producida en células CHO (del inglés “Chinese hamster ovary”) (Imai et al. 1990),
y esta ultima ha sido utilizada rutinariamente en la clinica tanto veterinaria como

humana.

Estructura quimica de la eritropoyetina

La eritropoyetina circulante es una glucoproteina que cuenta con 165 residuos de

aminoacidos y cuatro cadenas laterales de oligosacaridos.

El gen de la eritropoyetina humana codifica una prohormona de 193 aminoacidos,
la cual incluye una secuencia lider hidrofébica de 27 residuos (Lin et al. 1985),
cuya escision se lleva a cabo en la terminaciéon amino del polipéptido (Recny et al.
1987). Lo anterior podria hacer pensar en una proteina constituida por 166
aminoacidos; sin embargo, la eritropoyetina madura (circulante) contiene en
realidad 165 residuos de aminoacidos, ya que ademas carece de la arginina en la
posicion 166 carboxilo-terminal que es predecible a partir de la secuencia de
nucleétidos (Recny et al. 1987; Imai et al. 1990).

Durante el siglo XX, numerosas investigaciones, particularmente en la década de
los 80, contribuyeron al conocimiento preciso de la estructura quimica de la

eritropoyetina humana. Actualmente se sabe que se trata de una glucoproteina



10

con una masa molecular de 30 400 y un contenido de carbohidratos de
aproximadamente 39% (Davis et al. 1987). Posee dos puentes disulfuro: uno entre
el residuo Cys-7 y el Cys-161 y el otro entre Cys-29 y Cys-33 (Lai et al. 1986). La
porcion de carbohidratos de la molécula consiste en cuatro cadenas laterales de
oligosacaridos distribuidas de la siguiente manera: tres N-glicosilaciones en los
residuos de asparagina en las posiciones 24, 38 y 83, y una O-glicosilacion en el
residuo de serina en la posicion 126 (Lai et al. 1986; Broudy et al. 1988). Las
cadenas posicionadas en los enlaces N-glicosidicos forman principalmente
complejos tetra-antenarios (Sasaki et al. 1987). Se han identificado algunos
dominios funcionalmente importantes en la superficie de la molécula de la
eritropoyetina, en sitios comparables con los establecidos para otras citocinas
(Wen et al. 1994). La estructura de la eritropoyetina humana en solucién también
se ha determinado mediante la técnica de espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (Cheetham et al. 1998). En la figura 1 se representa la

estructura primaria de la eritropoyetina humana.

La porcion de oligosacaridos es esencial para la actividad in vivo de la

eritropoyetina.

La glicosilaciéon de la proteina en los sitios especificos es esencial para la
biosintesis, secrecion y funcién biolégica de esta hormona (Dubé et al. 1988). La
eliminacion enzimatica de la mayor parte de los carbohidratos de la molécula de
eritropoyetina resulta en pérdida de la actividad biolégica cuando se prueba en
ratones, pero no cuando se prueba en cultivos celulares, lo que indica que la
porcidn de los oligosacaridos es necesaria para la actividad in vivo de la hormona,
pero no propiamente para la estimulacidén de sus células blanco en la médula ésea
(Dordal et al. 1985). Los residuos terminales de acido sialico son particularmente
importantes, ya que determinan el destino metabdlico de la molécula: su simple
eliminacién origina que la galactosa, que ocupa la penultima posicién, quede
expuesta, lo que provoca que la hormona sea rapidamente removida del plasma

mediante la participacién de receptores para galactosa localizados en el higado
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(Spivak y Hogans, 1989). Por el contrario, la N-glicosilacion adicional experimental
ha mostrado un aumento de la actividad in vivo de la hormona y una mayor
duracion de su accion (Elliott et al. 2003). Esto puede tener un impacto positivo en
la clinica, pues permite la reduccion de la frecuencia de administraciéon del
farmaco a los pacientes. Al respecto, ha sido sintetizado el darbepoetin alfa, un
analogo de la eritropoyetina humana que presenta una mayor glicosilacion y tiene

una vida media mas prolongada (Macdougall, 2002; Cases, 2003).

Por otro lado, la adicion de polietilenglicol mejora la actividad in vivo de la
eritropoyetina recombinante humana no glicosilada (resultado de la expresion del
gen en bacterias como Escherichia coli), conocimiento que podria ser util para el
desarrollo de nuevos farmacos estimuladores de la eritropoyesis a un menor costo

de produccion (Wang et al. 2010b).

La eritropoyetina humana muestra un alto grado de homologia en la secuencia de

aminoacidos con respecto a la eritropoyetina de otros mamiferos.

Es importante sefalar que la secuencia de aminoacidos de la eritropoyetina
muestra un alto grado de homologia entre diferentes especies de mamiferos (Wen
et al. 1993), lo que explica la actividad bioldgica cruzada de la hormona que se ha
observado en numerosos experimentos. La clonacion del gen de la eritropoyetina
de mono, por ejemplo, revelé una homologia del 92% en la secuencia de
aminoacidos (y del 94% en la secuencia de nucleétidos) con respecto a la
eritropoyetina humana (Lin et al. 1986), en concordancia con la relacion
filogenética existente entre ambas especies. También se ha encontrado la
conservacion del 80% en la secuencia de aminoacidos entre la eritropoyetina de
raton y la humana (Shoemaker y Mitsock, 1986). Asimismo se ha sefialado que la
eritropoyetina humana es 85% idéntica a la eritropoyetina canina y felina, y entre
81-82% idéntica a las eritropoyetinas del cerdo, el borrego y la rata (Wen et al.
1993). A partir de la clonacién del gen de la hormona, ha sido posible estudiar su

transcripcion en varias especies de interés veterinario como son la bovina
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(Suliman et al. 1996), la ovina (Fu et al. 1993) y la porcina (David et al. 2001),
poniéndose de manifiesto, mediante la determinacion de la secuencia de

aminoacidos, un alto grado de homologia con respecto a la eritropoyetina humana.

Por el contrario, se ha encontrado que los factores eritropoyéticos de anfibios o de
aves no logran estimular la eritropoyesis en mamiferos, y viceversa (Rosse et al.
1963; Rosse y Waldmann, 1966). No sorprende entonces que el primer gen de
eritropoyetina de origen no-mamifero que fue clonado, el del pez globo Fugu
rubripes, codifique una proteina que es soélo 32 — 34% idéntica a la eritropoyetina
de varios mamiferos (Chou et al. 2004). Aunque, curiosamente, se ha reportado
que la rhEPO es capaz de estimular a los linfocitos-B de la trucha arcoiris (Korbel
et al. 2004).

Regulacion de la expresion del gen de la eritropoyetina

La secrecion de eritropoyetina depende fundamentalmente de la regulacion de la

expresion de su gen.

La secrecion de eritropoyetina en respuesta a la hipoxia ha mostrado ser regulada
en gran medida al nivel de la transcripcion (Fandrey y Bunn, 1993). Asi, la
identificacion y cuantificacion del ARNm de la hormona ha sido de gran utilidad
para el estudio de su produccion en diferentes tipos celulares, en numerosos

experimentos in vivo e in vitro.

El gen de la eritropoyetina humana, ubicado en el cromosoma 7 (Powell et al.
1986), contiene cuatro intrones y cinco exones (Lin et al. 1985). Su expresién es
controlada de manera especifica en cada tejido por diferentes elementos
reguladores frente a un estimulo fisioldgico fundamental: la hipoxia (Semenza et
al. 1991a).

Multiples factores de transcripcién, incluyendo varios factores GATA (Imagawa et
al. 1997; La Ferla et al. 2002; Dame et al. 2004; Makita et al. 2005; Obara et al.
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2008), estan involucrados en la regulacién del gen de la eritropoyetina. Por
ejemplo, los altos niveles de GATA-4 que se han ubicado en los hepatocitos
fetales en comparacién con el higado adulto (Dame et al. 2004) podrian explicar el
declive de la participacion del higado en la produccion de eritropoyetina que se
presenta después del nacimiento. En cambio, los factores de transcripcion GATA-
2 y NF-kappaB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas) parecen participar en la inhibicion de la expresién del gen de
la eritropoyetina que ejercen determinadas citocinas (La Ferla et al. 2002;
Batmunkh et al. 2006), lo cual se ha relacionado con la disminucion de la
produccion de la hormona que tiene lugar durante procesos inflamatorios cronicos.
Durante cierta etapa de la vida fetal, la expresion del gen de la eritropoyetina
parece estar bajo control del acido retinoico (Makita et al. 2001; Makita et al.
2005).

Algunos compuestos activos administrados por via oral son capaces de modificar
la expresion del gen de la eritropoyetina y se encuentran en estudios preclinicos y

clinicos para su utilizaciéon como agentes terapéuticos (Jelkmann, 2007a).

El factor de transcripcion inducido por hipoxia (HIF) estimula la expresion del gen

de la eritropoyetina.

Los trabajos de Semenza et al., realizados hace ya mas de veinte afios, hicieron
aportaciones importantes para dilucidar las bases del mecanismo molecular que
regula la expresion del gen de la eritropoyetina ante la hipoxia. De crucial
importancia es un potenciador 3’ (Semenza et al. 1991b) al cual pueden unirse
algunos factores de transcripcion, como el factor inducido por hipoxia 1(HIF-1)
(Semenza y Wang, 1992) y el factor nuclear hepatico 4 (HNF-4) (Galson et al.
1995). La inhibicion del HNF-4alpha por parte de la interleucina-1 beta (IL-1beta)
(Krajewski et al. 2007) podria explicar, al menos en parte, la anemia que se
presenta en la inflamacion crénica. ElI p300, que forma un ensamblaje

macromolecular con HIF y con HNF-4 (Bunn et al. 1998), juega un papel
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coactivador central en la induccién de la expresion de la eritropoyetina por la
hipoxia (Wang et al. 2010a). La activacion del HIF en un ambiente con baja
presion de oxigeno es de vital importancia para inducir la transcripcion del gen de

la eritropoyetina, como se revisara en la seccion V.
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IV. SITIOS DE PRODUCCION

Rinones

Los rifiones son el principal sitio de produccion de la eritropoyetina circulante en el

adulto.

Como se ha resefado en la seccion Il, ya para inicios de la década de los 70
numerosas observaciones experimentales y clinicas sefalaban que los rifones
estan involucrados de alguna manera en la produccion de eritropoyetina, pero el
mecanismo preciso mediante el cual este 6rgano sintetiza la hormona aun se
desconocia. En 1974, Erslev (1974) demostré actividad de eritropoyetina en
rinones de conejo perfundidos con liquido libre de suero, indicando que la
hormona como tal es sintetizada en el tejido renal, y que no es producida, como
solia pensarse, mediante la intervencién de una enzima liberada por los rifiones

capaz de actuar sobre un precursor plasmatico.

Reafirmando lo anterior, en los afios 80, a partir de extractos de rinones sometidos
a hipoxia, pudo aislarse tanto eritropoyetina (Fried et al. 1981; Jelkmann y Bauer,
1981; Caro y Erslev, 1984) como ARNm de eritropoyetina (Beru et al. 1986;
Bondurant y Koury, 1986; Schuster et al. 1987), en cantidades que contrastaban
con la poca eritropoyetina que puede obtenerse de este 6rgano en animales
normales (Jelkmann y Bauer, 1981). En esta misma época se encontré que,
ademas de la hipoxia, la administracion de cobalto podia provocar un incremento
en los niveles de la hormona (Katsuoka et al. 1983) o de su ARNm (Beru et al.

1986) en los rifiones.

Estas observaciones, en conjunto con los experimentos que en los afios anteriores

habian descartado a otros 6rganos como sitios importantes en la produccién de la
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hormona, mostraron que los rifiones son, por mucho, la principal fuente de

eritropoyetina circulante en el mamifero adulto.

La eritropoyetina es producida por fibroblastos peritubulares.

La identificacién del tipo celular especifico que produce la hormona dentro del
rindn no fue tarea facil; los esfuerzos experimentales de varios investigadores
dieron origen a opiniones encontradas acerca de tal interrogante (Jelkmann,
1992). En 1981 se encontré que la eritropoyetina es bastante mas abundante en la
corteza de los rifiones que en la médula (Jelkmann y Bauer, 1981), y
posteriormente, en 1993, gracias a la técnica de hibridacion in situ, fue posible
concluir que el sitio de produccion de la hormona son los fibroblastos peritubulares
(Bachmann et al. 1993).

Higado

El higado ocupa el segundo Ilugar en produccion de eritropoyetina circulante en el

adulto.

Se ha encontrado que la extirpacion de una buena parte del higado
(aproximadamente el 80%) suprime el incremento de eritropoyetina plasmatica
que se observa en ratas nefrectomizadas sometidas a hipoxia (Fried, 1972). Con
base en ello, se ha reconocido a este 6rgano como el segundo productor de la
hormona en el animal adulto. Sin embargo, es importante sefalar que el higado no
puede compensar la falta de eritropoyetina que se presenta en la insuficiencia

renal cronica, por lo que en tal condicion se desarrolla anemia.

Ademas de la hipoxia, la anemia (Bondurant y Koury, 1986) y la administracion de
cobalto (Beru et al. 1986) pueden inducir la acumulacion de ARNm de

eritropoyetina en el tejido hepatico.
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En el higado, se han reconocido como células productoras de eritropoyetina a los
hepatocitos (Koury et al. 1991; Schuster et al. 1992) y a las células de Ito; estas
ultimas estan ubicadas en el espacio de Disse y presentan muchas similitudes con

los fibroblastos productores de la hormona en el rindn (Maxwell et al. 1994).

La cuantificacion del ARNm en ratas ha permitido estudiar la contribucion del
higado a la produccién de eritropoyetina. Por ejemplo, la reduccidon experimental
del hematocrito de 0.40 a 0.15 — 0.20 resulté en un aumento de 300 veces en los
niveles de ARNm de eritropoyetina en el rifion, que comprendia un 80 % del total
de ARNm de eritropoyetina contra un 20 % del higado (Fandrey y Bunn, 1993). No
obstante, la respuesta del higado parece variar segun el grado de estimulacion
con hipoxia o anemia, pues se ha encontrado que el porcentaje de contribucion de
este 6rgano al total de ARNm de eritropoyetina es mayor conforme el grado de

hipoxia 0 anemia hemorragica aumenta (Tan et al. 1992).

Durante la vida fetal, el higado es un sitio importante de produccion de la

eritropoyetina.

Con base en observaciones en diferentes especies de mamiferos, se ha
establecido que el higado es el principal sitio de produccion de eritropoyetina en el
feto (Zanjani et al. 1977; David et al. 2002b), aunque también existe evidencia de
una marcada expresion del gen de la eritropoyetina en el riidn fetal (Lim et al.
1994; Moritz et al. 1997; David et al. 2002a). En humanos, la cuantificacién del
ARNmM ha sugerido que el higado es el principal sitio de expresion del gen de la
eritropoyetina, no solo en la vida fetal, sino también en la vida neonatal. No
obstante, se sefala la existencia de un aumento de la expresion del ARNm de la
hormona en el rindn en la semana 30 de gestacion, lo que podria indicar el inicio
del cambio en el dominio de la produccion de eritropoyetina del higado al rifidn
(Dame et al. 1998).
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Otros sitios

Se ha encontrado ARNm de eritropoyetina en varios 6rganos.

Las mediciones del ARNm de eritropoyetina en animales sometidos a hipoxia o
anemia experimental indican que la produccién de la hormona en tejidos fuera del
rindn o el higado es cuantitativamente insignificante (Tan et al. 1992; Fandrey y
Bunn, 1993). No obstante, se ha encontrado ARNm de eritropoyetina en sitios
como el bazo (Tan et al. 1991; Tan et al. 1992; Fandrey y Bunn, 1993), los
pulmones (Tan et al. 1991; Fandrey y Bunn, 1993), los testiculos (Tan et al. 1992;
David et al. 2002b), la placenta (David et al. 2002a) y el utero. En este ultimo, la
produccion de eritropoyetina es estimulada por accidén de los estrogenos y parece

estar implicada en la angiogénesis local (Yasuda et al. 1998).

También se ha encontrado la expresién del gen de la eritropoyetina en varias
regiones del cerebro de diferentes especies de mamiferos en respuesta a
estimulos hipdxicos (Marti et al. 1996). En el tejido nervioso, los astrocitos
(Masuda et al. 1994; Marti et al. 1996; Bernaudin et al. 2000) y las neuronas
(Bernaudin et al. 2000) han sido referidos como células productoras de
eritropoyetina. Asumiendo que la barrera hematoencefalica no permite el paso de
cantidades importantes de la glucoproteina de origen nervioso a la sangre (y
desde luego, que también restringe la llegada de la hormona de origen renal hacia
el tejido cerebral), se ha pensado que la eritropoyetina actua de manera paracrina
en esta parte del organismo (Masuda et al. 1994; Marti et al. 1996; Marti et al.
1997), cumpliendo la funcidon de un agente neuroprotector que se describe mas

adelante.

Adicionalmente, el hallazgo de ARNm de eritropoyetina en algunas células de la
médula 6sea (Stopka et al. 1998) ha hecho pensar en la interesante posibilidad de
que la eritropoyetina participe en un mecanismo autocrino que regula la

diferenciacion de células eritroides.
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La existencia de diversos sitios productores de eritropoyetina abre numerosas
interrogantes sobre los mecanismos que regulan la expresion de su gen en cada
organo. Por ejemplo, ¢ puede la hipoxia inducir la produccion de eritropoyetina en
todos esos sitios? Como parte de la respuesta a esta pregunta se ha sefialado que
la expresién del gen de la hormona parece estar regulada de manera especifica
en cada uno de los tejidos involucrados, de acuerdo con las diversas funciones
cumplidas por la eritropoyetina en distintos sitios y bajo diferentes situaciones. Un
ejemplo de ello puede ser la observacion de que el ARNm de eritropoyetina en el
utero es inducido por la hipoxia, pero soélo en presencia de estrogenos (Chikuma et
al. 2000).

Los sitios de produccion de eritropoyetina varian entre los vertebrados.

Mientras que los rifiones han sido considerados como principal sitio de produccion
de eritropoyetina en el caso de los mamiferos y las aves, se ha identificado al
corazon como el sitio mas importante de expresion del gen de la eritropoyetina en
peces teledsteos (Chou et al. 2004; Katakura et al. 2013), y se ha encontrado una
notable expresion del ARNm de la eritropoyetina en los pulmones del anuro
Xenopus laevis (Nogawa-Kosaka et al. 2010). Evidentemente, hay variaciones
importantes en los sitios de produccion de la hormona entre diferentes
vertebrados. Sin embargo, la evidencia de que el rindbn es una fuente de
eritropoyetina también en peces teledsteos ha hecho reflexionar sobre la base

evolutiva de la produccion de la hormona en este 6rgano (Wickramasinghe, 1993).
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V. HIPOXIA TISULAR: PRINCIPAL ESTIMULO DE LA
PRODUCCION DE ERITROPOYETINA

La funcién primordial de la eritropoyetina es estimular la produccion de globulos
rojos, lo que permite que los niveles de éstos en la sangre se mantengan dentro
de un rango fisiolégicamente adecuado. Asimismo, un aumento de la
concentracion de globulos rojos en la sangre puede ejercer un efecto inhibitorio
sobre la sintesis de la hormona. Sin embargo, resulta necesario aclarar que, en
este sistema de retroalimentacién negativa, es la presion tisular de oxigeno (y no
la concentracion de eritrocitos o de hemoglobina en la sangre) lo que regula
directamente la sintesis de la hormona. Asi, la hipoxia tisular es el principal

estimulo de la produccion de eritropoyetina.

La presion tisular de oxigeno depende de varios factores como la capacidad de
transporte de oxigeno de la sangre, la presion de oxigeno en la sangre arterial, la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno y el flujo sanguineo. Por lo tanto,
cualquier alteracion de estos factores que conduzca a una menor oxigenacion
tisular puede estimular la produccién de eritropoyetina, como se describe a

continuacion.

Factores que afectan la presion tisular de oxigeno

La produccion de eritropoyetina es estimulada por: 1) la disminucion de la
capacidad de transporte de oxigeno (por ejemplo, durante la anemia), 2) la
disminucién de la presion arterial de oxigeno (es decir, la hipoxemia) y 3) el

aumento de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno (desplazamiento de la
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curva de disociacion de la hemoglobina hacia la izquierda). Esta informacién se

resume en el cuadro 1.

1. Capacidad de transporte de oxigeno de la sangre.

La molécula de hemoglobina, localizada en los glébulos rojos, cumple la vital
funcién de transportar oxigeno a los tejidos. Estructuralmente esta conformada por
cuatro subunidades, cada una de las cuales consiste en un polipéptido y un grupo
hemo, al que se fija el oxigeno. Puesto que la mayor parte del oxigeno (cerca del
98.5% en el caso de la sangre arterial) se transporta unido a esta molécula, es
evidente que la capacidad de la sangre para transportar oxigeno depende de su

contenido de hemoglobina.

Un gramo de hemoglobina es capaz de combinarse hasta con 1.34 mL de
oxigeno. En varios mamiferos, un decilitro de sangre normal contiene
aproximadamente 15 g de hemoglobina. Por lo tanto, los 15 gramos de
hemoglobina presentes en un decilitro de sangre pueden combinarse con unos
20.1 mL de oxigeno (15 x 1.34) cuando la hemoglobina se satura por completo. Un
decilitro de sangre que contuviera unicamente 10 g de hemoglobina (anemia)
podria transportar sélo 13.4 mL de oxigeno (10 x 1.34) unidos a la hemoglobina.
En el caso opuesto, un decilitro de sangre que contuviera 20 g de hemoglobina
(eritrocitosis) seria capaz de transportar hasta 26.8 mL de oxigeno (20 x 1.34)
combinados con la hemoglobina. Notese, con base en estos ejemplos, que la
capacidad de transporte de oxigeno aumenta cuando la concentracion de

hemoglobina también lo hace.

La actividad de eritropoyetina en el plasma aumenta conforme la capacidad de
transporte de oxigeno se reduce. Es bien conocido el hecho de que la
concentracion de eritropoyetina circulante se encuentra considerablemente
incrementada en animales con anemia, excepto en aquellos con insuficiencia renal
cronica (Cook y Lothrop, 1994; Pechereau et al. 1997), en los que la disfuncion del

rindn provoca deficiencia de eritropoyetina, la cual precisamente es la causa de
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esta anemia. En ratas, los titulos de eritropoyetina en el plasma aumentan de
manera exponencial tras la induccion de anemia isovolémica (Jelkmann y Seidl,
1987). Las hemorragias, al disminuir la disponibilidad de hemoglobina en la
sangre, han mostrado inducir la produccion de la hormona en varios animales

experimentales (Beru et al. 1986; Bondurant y Koury, 1986; Fu et al. 1993).

Tratando de comprender los mecanismos reguladores de la eritropoyesis, en un
estudio se practico el desangramiento experimental y la hiperhidratacion en
ratones, observandose que en ambas situaciones, que implican una reduccion del
hematocrito, se generd un incremento del numero de progenitores eritroides en la
médula 6sea y de reticulocitos periféricos. Por el contrario, un aumento del
hematocrito, provocado por transfusidn sanguinea o mediante deshidratacion,
mostré un decremento en el numero de progenitores eritroides y reticulocitos.
Estos autores han sugerido que, ademas de otros factores relacionados con el
balance entre el aporte y el consumo de oxigeno, el hematocrito afecta

significativamente la eritropoyesis (Misago et al. 1986).

2. Presion de oxigeno en la sangre arterial.

El porcentaje de saturacién de la hemoglobina es determinado por la presion de
O, en la sangre. La presidn de oxigeno en la sangre arterial (PaO;) depende
directamente de la presion de oxigeno en los alveolos (PAO.), la cual a su vez
esta en funcién de la PO, del aire inspirado. Puesto que la PO, en la atmédsfera
disminuye conforme la altitud aumenta, la exposicion de un animal a grandes
altitudes le provoca hipoxemia, o que origina un aumento en la produccién de

eritropoyetina y eritrocitosis.

El aumento de los niveles de eritropoyetina inducido por la exposicion a un
ambiente hipdxico es transitorio. Se ha observado que, a las pocas horas o dias
de residir a grandes altitudes, la concentracion plasmatica de eritropoyetina
disminuye a valores no muy distintos de aquellos registrados antes de la

exposicién a la hipoxia en caballos (McKeever et al. 2010), humanos y ratones
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(Abbrecht y Littell, 1972). Este fenomeno exige algun tipo de explicacion y se

abordara mas adelante, en la seccion VII.

Tratando de dilucidar el mecanismo de la adaptacién hematoldgica de los équidos
a las grandes altitudes (aumento de ~28 % en el volumen de glébulos rojos),
McKeever et al. (2010) midieron la concentracion plasmatica de eritropoyetina
antes, durante y después de la exposicion de seis animales a un ambiente
hipoxico (altitud de 3 800 m, presion barométrica = 487 mmHg). Los niveles de la
hormona aumentaron considerablemente durante el primer dia de exposicion a la
hipoxia, pero al segundo dia ya habian regresado al nivel basal y no cambiaron
durante los dias restantes en que permanecieron a gran altitud. Por lo tanto, la
adaptacién hematologica a las grandes altitudes parece ser resultado del
incremento rapido y transitorio en los niveles plasmaticos de eritropoyetina. En
este estudio, la realizacion de ejercicio agudo no alteré significativamente la
concentracion plasmatica de la hormona a nivel del mar o a 3 800 m, sugiriendo

que el ejercicio es incapaz de potenciar la respuesta frente a la hipoxia.

Por otro lado, la eliminacion de los cuerpos carotideos (lo cual implica una
inhibicion de la respuesta a la hipoxia mediada por los quimiorreceptores
periféricos) acentud la respuesta eritropoyética en gatos expuestos a la hipoxia
(Paulo et al. 1972), probablemente como resultado de la disminuciéon de la
actividad refleja del centro respiratorio, lo que exacerba la disminucion de la

presion arterial de Os.

3. Afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.

Cuando la afinidad de la hemoglobina por el O, es alta, se compromete el aporte
del vital gas a los tejidos. El aumento del pH, la disminucion de la temperatura y la
reduccion de la concentracién de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) son algunos de
los factores fisicoquimicos capaces de desplazar la curva de disociacion de la
hemoglobina hacia la izquierda, es decir, de aumentar la afinidad de la

hemoglobina por el O, y dificultar la entrega del gas a los tejidos.
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Se ha observado un aumento en la concentracidn plasmatica de eritropoyetina en
ratas provistas de sangre altamente afin al O, (Lechermann y Jelkmann, 1985).
Ademas, la exposicién de animales experimentales a diferentes tipos de estrés
hipéxico ha brindado evidencia de que un desplazamiento de la curva de
disociacion de la oxihemoglobina hacia la izquierda estimula la produccion de
eritropoyetina, particularmente cuando la capacidad de transporte de O, de la

sangre es baja (Jelkmann y Seidl, 1987).

El descenso del pH disminuye la afinidad de la hemoglobina por el O, lo que se
conoce como efecto Bohr. En aparente concordancia con esto, el aumento de CO;
en la sangre (Zucali et al. 1978; Miller y Howard, 1979) y la acidosis (Eckardt et al.
1990a) han sido asociados con una disminucion de la produccion de eritropoyetina
ante la hipoxia. En cambio, la alcalosis respiratoria, como la que se desarrolla
durante las primeras horas de exposicion a la hipoxia, genera definitivamente una
mayor afinidad de la sangre por el Oy, lo cual se ha relacionado con el incremento
de la concentracién sérica de eritropoyetina observado durante la fase inicial de

exposicion a la hipoxia (Miller et al. 1973).

El 2,3-DPG es un fosfato que, en los glébulos rojos, disminuye la afinidad de la
hemoglobina por el O,. Durante la exposicion a las grandes altitudes, la alcalosis y
la hipocapnia continuas generan un incremento gradual de la concentracion de
2,3-DPG, el cual, al dar como resultado una menor afinidad de la sangre por el O,
podria contribuir a explicar la disminucion de la concentracion de eritropoyetina
que se observa durante la exposicion prolongada a la hipoxia (Miller et al. 1973).
Los perros con anemia por insuficiencia renal crénica muestran concentraciones
elevadas de 2,3-DPG, lo que en estos animales representa un mecanismo
compensatorio que facilita la entrega del gas a los tejidos (King et al. 1992). Por
otro lado, los escasos niveles de 2,3-DPG presentes en la sangre almacenada
para transfusion, que en consecuencia presenta una alta afinidad por el O,
poseen relevancia clinica; este tipo de sangre no genera una caida tan importante

de los niveles séricos de eritropoyetina como la que se observa con la transfusién
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de sangre fresca. Asi, la afinidad por el O, de la sangre transfundida afecta la

oxigenacion tisular (Napier, 1980).

De los estudios sobre los efectos de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno
sobre la produccion de eritropoyetina se han obtenido resultados interesantes. En
comparacion con las ratas control, las ratas con sangre altamente afin al oxigeno
presentan mayores niveles plasmaticos de eritropoyetina cuando se exponen a
una altitud de 300 o de 4 750 m, pero practicamente los mismos niveles a una
altitud de 7 000 m (que son desde luego niveles altos de eritropoyetina, pues se
trata de una hipoxia severa) (Lechermann y Jelkmann, 1985). Por lo tanto, una alta
afinidad de la sangre por el oxigeno acentua la produccién de eritropoyetina en
condiciones normoéxicas o de hipoxia moderada; sin embargo, cuando los
animales se someten a una hipoxia verdaderamente extrema (altitud simulada de
7 000 m), la desventaja de una menor oxigenacion tisular que representa la alta
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno es compensada por una mejor
captacion del gas en los pulmones (Lechermann y Jelkmann, 1985). En relacion
con esto, se ha planteado que, fisiolégicamente, la afinidad 6ptima de la sangre

por el oxigeno varia segun el grado de hipoxia (Shimizu et al. 1989).

La inhalacién de mondxido de carbono (CO) estimula de manera impresionante la
produccion de eritropoyetina como consecuencia de una capacidad de transporte
de O, disminuida (poco oxigeno puede ser transportado) y de la alta afinidad de la
carboxihemoglobina por el O, (el ya de por si poco oxigeno que se puede
transportar, no es cedido facilmente a los tejidos) (Jelkmann y Seidl, 1987). EI CO
también es responsable de la hipoxia tisular crénica que se presenta en los
fumadores, en quienes de manera compensatoria puede apreciarse un

hematocrito considerablemente aumentado (Sagone et al. 1973).

4. Flujo sanguineo.

La localizacidon de las células productoras de eritropoyetina en la corteza renal

resulta fisiolégicamente adecuada. En este sitio, la presion de O, depende del
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consumo del gas durante la reabsorcion tubular de sodio, proceso que ocurre de
manera aproximadamente proporcional a la filtracion glomerular. Por lo tanto,
dentro de limites fisiologicos, la disminucién del flujo de sangre a los rifiones se
acompanfa de una reduccion paralela del consumo local de O,, de modo que no se
presenta hipoxia tisular. Erslev et al. (1985) han sefalado que esta particularidad
es lo que evita el desarrollo de un circulo vicioso durante la eritrocitosis severa, en
el cual la hiperviscosidad de la sangre y la consecuente disminucion del flujo a los
rinones provocarian hipoxia tisular, estimulacién de la sintesis de eritropoyetina y

una mayor produccién de glébulos rojos.

En efecto, en ratas experimentales, la reduccion del flujo sanguineo a los rifiones
mediante la oclusion de ambas arterias renales no mostré ser un estimulo muy
importante para la sintesis de eritropoyetina (Pagel et al. 1989). La produccion de
la hormona se incrementa de manera mucho mas notable durante la hipoxia

sistémica, la cual es resultado de la anemia o la hipoxemia (Jelkmann, 2011).

Mecanismo molecular de detecciéon de oxigeno

Como se ha mencionado, la induccion de la expresion del gen de la eritropoyetina
depende de manera muy importante del factor inducido por hipoxia (HIF, del inglés
“hypoxia-inducible factor”), el cual es activado en un ambiente con baja presion de
O.. En realidad, los HIF no sélo son importantes en sitios que expresan el gen de
la eritropoyetina, sino en una gran variedad de células de mamifero (Wang y
Semenza, 1993). De hecho, participan en la regulacion de decenas de genes
diferentes (Wenger et al. 2005), incluyendo algunos involucrados en la codificacion
de transportadores de glucosa (Allen et al. 2006), la angiogénesis (White et al.
2004) y la homeostasis del hierro (Peyssonnaux et al. 2007; Kapitsinou et al.
2010).

El factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1) fue descrito en la década de los 90.

Estructuralmente, dicho factor estd conformado por dos subunidades diferentes:
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una subunidad alfa (HIF-1a) y una beta (HIF-1B) (Wang y Semenza, 1995); ambas
son proteinas hélice-bucle-hélice-basica que contienen un dominio PAS (Wang et
al. 1995).

La activacion del HIF depende de la acumulaciéon de su subunidad alfa.

Mientras que los niveles de la subunidad HIF-1B permanecen constantes
independientemente de la oxigenacion de la célula, la subunidad HIF-1a es
dificilmente detectable en condiciones normdxicas (Huang et al. 1996). Asi, la
activacion del HIF depende fundamentalmente de la acumulacion de su subunidad
alfa, acontecida en células desoxigenadas. El HIF-1a es rapidamente degradado a
través del sistema ubiquitina-proteasoma en presencia de oxigeno (Salceda y
Caro, 1997), para lo cual es necesaria la interaccién del HIF-1 con la proteina
supresora de tumores del sindrome de von Hippel-Lindau (pVHL) (Maxwell et al.
1999). Una mutacién que genere una pVHL disfuncional puede causar una menor
tasa de degradacién del HIF1-a, conduciendo a una incrementada expresion del
gen de la eritropoyetina, como puede observarse en individuos con policitemia
chuvasiana, un desorden autosomico recesivo endémico de la region media del rio
Volga (Ang et al. 2002).

La enzima HIF-a prolil-hidroxilasa funciona como el sensor celular de oxigeno.

En el caso del HIF1-q, la presencia de un residuo de prolina en la posicion 564 es
de particular importancia para su degradacion; este residuo es hidroxilado por una
enzima llamada HIF-a prolil-hidroxilasa en células provistas de O, y hierro. Esta
hidroxilacion es lo que permite la interaccion entre el HIF-a y la pVHL (Jaakkola et
al. 2001), con la subsecuente adicion de moléculas de ubiquitina que culmina con

la protedlisis del HIF-a (Cockman et al. 2000).

En resumen, el HIF es inactivado en presencia de oxigeno y hierro. Cuando el

ambiente se torna hipdxico se inhibe la degradacién de la subunidad HIF-a, lo que
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permite que ésta se acumule y forme el heterodimero HIF, que posteriormente
puede inducir la transcripcion del gen de la eritropoyetina. Las reacciones
quimicas que conducen a la degradacion del HIF-a en células normalmente

oxigenadas se representan en la figura 2.

Se ha sugerido que la enzima HIF-a prolil-hidroxilasa funciona como el sensor
celular de oxigeno (lvan et al. 2001; Jaakkola et al. 2001) y desempefia un papel
muy importante en el control de la produccion de eritropoyetina al limitar la entrada
de HIF-a al nucleo celular cuando la presion de O, es normal. Esta accién explica
l6gicamente que los agentes inhibidores de HIF-prolil-hidroxilasas induzcan la
produccion de eritropoyetina (Hsieh et al. 2007). De hecho, varias observaciones
indican que la deficiencia de esta hidroxilasa, particularmente de la isoforma
PHD2, es suficiente para inducir la expresion del gen de la eritropoyetina a tal
grado que genera incrementos enormes en la produccion de globulos rojos (Percy
et al. 2006; Minamishima et al. 2008; Takeda et al. 2008).

Los genes de las prolil-hidroxilasas PHD2 y PHD3 son regulados por factores

inducidos por hipoxia.

Curiosamente, el HIF parece promover su propia destruccién al estimular la
formacion de las prolil-hidroxilasas PHD2 y PHD3, planteandose asi un
mecanismo que limita la acumulacion de HIF-a durante la hipoxia (Marxsen et al.
2004). Este hallazgo podria contribuir a explicar la disminucién de la producciéon de
eritropoyetina que ocurre durante la residencia prolongada en lugares elevados.
Ante la atenuaciéon de la acumulacion de HIF-a que se presenta de manera
paralela a la induccion de las PHDs por parte de la hipoxia, se ha propuesto que
los PHDs tienen propiedades optimas de deteccién de O, bajo diferentes
condiciones fisiologicas de oxigenacion, constituyendo un sistema de deteccion de

oxigeno autorregulado (Stiehl et al. 2006).
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El HIF-2 es el principal factor de transcripcion que induce la expresion del gen de

eritropoyetina.

Al menos tres isoformas de la subunidad alfa del HIF han sido identificadas,
denominadas HIF-1a, HIF-2a (también llamada EPAS-1) (Tian et al. 1997) y HIF-
3a (Gu et al. 1998). El HIF-2, cuya regulacion se lleva a cabo a través de la
protedlisis oxigeno-dependiente de su subunidad HIF-2a (de manera similar a lo
descrito en el caso del HIF-1), también juega un papel importante en la respuesta
a la hipoxia in vivo (Wiesener et al. 2003). De hecho, aunque un gran numero de
genes inducibles por hipoxia requieren HIF-1a (Warnecke et al. 2004), el gen de la
eritropoyetina parece ser sensible de manera critica al HIF-2a (Warnecke et al.
2004; Scortegagna et al. 2005; Gruber et al. 2007; Paliege et al. 2010). En el riidn
adulto, el HIF2-a y el ARNm de la eritropoyetina se manifiestan juntos sélo en los
fibroblastos intersticiales corticales (Paliege et al. 2010). En el higado, la
eritropoyetina también es regulada de modo preferencial por el HIF-2 (Rankin et al.
2007), factor que toma el control de los niveles séricos de la hormona durante la

anemia renal (Kapitsinou et al. 2010).

Recientemente, se ha presentado una nueva linea celular renal (llamada REPC,
del inglés “renal Epo-producing cells”) como herramienta para la investigacion de
los mecanismos de regulacion celular y molecular de la produccién de
eritropoyetina en los rifiones. En estas células se observa el incremento transitorio
tipico de la produccién de eritropoyetina inducido por la hipoxia, y la expresion de
la hormona es dependiente, en buena medida, de la activacion del HIF-2 (Frede et
al. 2011).

El cobalto y los quelantes de hierro activan al HIF.

El Fe®* es necesario para la actividad de la HIF-prolil-hidroxilasa (lvan et al. 2001).
Esto podria explicar al aumento en la produccion de eritropoyetina que se
presenta cuando hay deficiencia de hierro, como se ha observado en pacientes

tratados con el agente quelante deferoxamina (Kling et al. 1996). Se cree que el
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cobalto, por su parte, es capaz de desplazar al hierro del sitio activo, promoviendo
la estabilizacién del HIF-a (Bunn, 2013). De esta manera, el cobalto y los
quelantes de hierro mimetizan el efecto de la hipoxia al activar al HIF e inducir la

produccion de eritropoyetina.

Los HIF regulan la sintesis de eritropoyetina y el metabolismo del hierro de

manera coordinada.

La disponibilidad de hierro en el organismo es fundamental para la formacion de
glébulos rojos tanto en condiciones normales como en la hipoxia. Durante la
estimulacion de la eritropoyesis por parte de la hipoxia, la demanda de hierro en la
meédula 6sea aumenta, por lo que es de suma importancia la participacion de
mecanismos fisioldgicos que simultaneamente aumenten la disponibilidad de este
mineral. Los HIF no sdélo estimulan la sintesis de eritropoyetina, sino que también
favorecen los procesos de absorcidn, transporte y reciclaje del hierro, como ha
sido descrito por Haase (2010). Para promover la estimulacion de la eritropoyesis
es recomendable el suplemento con hierro en perros y gatos con insuficiencia
renal cronica que reciben tratamiento con eritropoyetina, como se sefiala en la

seccion XI.

Considerando lo anterior, no sorprende que la produccion de varias proteinas
involucradas en el metabolismo del hierro sea regulada por el oxigeno, y en
especial por los HIF. Por ejemplo, se ha observado que la expresion del citocromo
duodenal b (DcytB) y la proteina DMT1 (del inglés “divalent metal transporter-1”),
compuestos que median la absorcion intestinal de hierro, es activada de manera
critica por el HIF-2 (Shah et al. 2009). Ademas, existe evidencia de que el HIF-1
regula la expresion del gen de la transferrina (Rolfs et al. 1997) y del gen del

receptor de la transferrina (Lok y Ponka, 1999).

La disponibilidad de hierro en el organismo depende en gran medida de su
absorcién intestinal y de su movilizacion a partir de las reservas internas. La

ferroportina es un transportador presente en la superficie de varios tipos celulares,
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cuyo grado de expresion determina cuanto hierro puede ser tomado de la dieta, o
liberado a partir de la reserva hepatica y reticuloendotelial. La expresion de
ferroportina es inhibida por la hepcidina, una hormona peptidica pequena
producida en el higado (Haase, 2010). Mediante la evaluacién de los niveles de
ARNmM de la hepcidina en modelos experimentales de anemia y el estudio de los
efectos de la hipoxia in vivo e in vitro, tanto la anemia como la hipoxia han sido
asociadas con una marcada disminucion de la expresion de este péptido (Nicolas
et al. 2002). Estos resultados podrian contribuir a explicar el incremento en la
absorcion de hierro y en la liberacibn de éste a partir de las células
reticuloendoteliales que frecuentemente se presentan en animales con anemia o
hipoxia. Por el contrario, en la llamada anemia de la inflamacién, la produccién de
hepcidina se incrementa hasta 100 veces, y esto podria contribuir al secuestro de
hierro en los macréfagos que constituye una caracteristica de esta condicion

patolégica (Ganz, 2003).
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VI. OTROS FACTORES REGULADORES DE LA PRODUCCION
DE ERITROPOYETINA

Angiotensinal ll

La angiotensina |l, ademas de poseer gran importancia en el control de la presion
arterial, participa en la regulacion de la eritropoyesis. No so6lo se ha reportado
como un factor de crecimiento para progenitores eritroides, sino que también
estimula la secrecion de eritropoyetina (Vlahakos et al. 2010). EI mecanismo
mediante el cual produce esta accion esta por esclarecerse. Se ha planteado la
posibilidad de que el tratamiento con enalapril, un inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina, disminuya los niveles de hemoglobina mediante la
supresion de la produccion de eritropoyetina (Kamper y Nielsen, 1990). En
humanos, el tratamiento con eritropoyetina eleva la concentracion de hemoglobina
mediante dos mecanismos: 1) aumentando el volumen de los glébulos rojos y 2)
disminuyendo el volumen plasmatico. Esto ultimo podria ser mediado por una

regulacion a la baja del eje renina-angiotensina-aldosterona (Lundby et al. 2007).

Tejidos fuera del rinén

El sistema nervioso y la piel han sido considerados reguladores de la produccion

renal de eritropoyetina, aunque su participacion en este sentido es controversial.

La participacion de algunos tejidos no renales como posibles reguladores de la
sintesis de eritropoyetina en los rifiones durante la hipoxia ha generado un debate
extenso. En esta discusion, muchos investigadores han considerado que tales

tejidos no juegan en realidad un papel muy importante, mientras que otros
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defienden la idea de que la produccion renal de eritropoyetina en condiciones
hipoxicas esta bajo el notable control de otros 6rganos. Como se describe a
continuacion, las investigaciones sobre el tema se han enfocado en la

participacion del sistema nervioso central y la piel.

En ratas, la estimulacidn de receptores sensibles al oxigeno localizados en el tallo
cerebral se ha asociado con la liberacion de factores humorales que
desencadenan la produccion renal de eritropoyetina (Von Wussow et al. 2005). En
ratones en los que la respuesta ante la hipoxia habia sido eliminada de manera
especifica en los astrocitos mediante supresiones genéticas, no se provoco
anemia, pero se redujo sustancialmente el numero de células progenitoras
eritroides y de reticulocitos como respuesta al estrés hipdxico, lo que sugiere que
las células gliales del SNC regulan la respuesta eritropoyética ante la hipoxia
(Weidemann et al. 2009). Si los astrocitos son capaces de controlar la produccién
renal de eritropoyetina, es necesario realizar mas investigacion que permita

comprender tal proceso.

Por su parte, la inervacién renal no parece ser importante en el control de la
expresion de eritropoyetina dependiente de O,, pues la denervacion unilateral en
ratas no afectd significativamente la concentracion sérica de la hormona ni los
niveles del ARNm de eritropoyetina en los rifilones frente a diferentes estimulos,

como la hipoxia y el desangramiento (Eckardt et al. 1992).

En cuanto a la participacion de la piel, Boutin et al. (2008) reportaron que la
supresion del HIF-1a en la epidermis inhibe la produccion renal de eritropoyetina
en respuesta a la hipoxia. Estos autores sugirieron que la liberacion de o6xido
nitrico, inducida por el HIF, genera cambios vasculares cutaneos que resultan en
un incremento de la producciéon de la hormona. Sin embargo, la idea de que un
aumento en el flujo sanguineo en la piel provoque disminucién en el aporte de
oxigeno a los rifiones y estimule la sintesis de eritropoyetina es refutada por el
hallazgo de que la disminucion del flujo sanguineo renal no es un estimulo
importante para la produccién de eritropoyetina (Pagel et al. 1989), asi como por la

falta de evidencia que asigne a la temperatura corporal (la cual afecta
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significativamente el flujo a la piel) un papel relevante en el control de la
produccion de la hormona (Jelkmann, 2011). Haciendo una revision critica sobre el
tema, Paus et al. (2009) han sugerido que la piel contribuye directamente a la

regulacion de los niveles plasmaticos de eritropoyetina en respuesta a la hipoxia.

En la revision sobre la regulacion de la produccion de eritropoyetina publicada por
Jelkmann (2011), la informacion disponible hasta ese momento, la cual asignaba a
los tejidos fuera del riidn un papel contundente en el control de la produccién

renal de eritropoyetina, fue considerada poco convincente.

Varias sustancias regulan la produccion de eritropoyetina.

Se han identificado varias sustancias involucradas en la estimulacion de la
produccion de eritropoyetina. El acido retinoico, por ejemplo, ha mostrado
aumentar la produccion de eritropoyetina in vitro, de manera independiente de la
presion de O, (Okano et al. 1994; Kambe et al. 2000). Ademas, in vivo, la
administraciéon de 4acido retinoico por via oral indujo un aumento de la
concentracion sérica de eritropoyetina en ratas privadas de vitamina A (Okano et
al. 1994).

Las hormonas tiroideas también aumentaron la produccion de eritropoyetina
inducida por la hipoxia en rifiones aislados de rata y en una linea celular de
hepatoma humano, de manera dependiente de la dosis. En este estudio, las
mediciones del consumo de oxigeno indicaron que el aumento del ARNm de
eritropoyetina, inducido por la administracion de hormonas tiroideas, se debia a un
mecanismo distinto de la intensificacién de la hipoxia. Por lo tanto, las hormonas
tiroideas parecen estimular la eritropoyesis mediante un incremento no

calorigénico de la produccion de eritropoyetina (Fandrey et al. 1994).

Existe evidencia de que las prostaglandinas (particularmente la PGE;) median la
produccion de eritropoyetina en el rindn (Fisher, 1980). Asimismo, estudiando los

efectos de la administracion de adenosina y de sus agonistas sobre la produccion
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de eritropoyetina en ratones mediante la medicidn de la incorporacién de hierro en
los gldbulos rojos, se encontré que la adenosina puede incrementar la produccidon
de eritropoyetina al actuar sobre receptores A2, pero también puede inhibirla al
estimular receptores A1 (Ueno et al. 1988). Se ha postulado que la adenosina,
cuya concentracidon extracelular puede aumentar como resultado de la hipoxia, es
un regulador importante de la produccidn de eritropoyetina, actuando

principalmente mediante quinasas A y C y la fosfolipasa A, (Fisher, 2003).

Los esteroides sexuales también han sido involucrados en la regulacion de la
produccion de esta glucoproteina. Se ha reportado que la produccion de
eritropoyetina en animales de experimentacion es inhibida por los estrogenos
(Peschle et al. 1973) y aumentada por la testosterona (Fisher et al. 1967). Sin
embargo, en ratones, ni la orquiectomia ni el tratamiento con finasterida (un
farmaco antiandrogénico) generaron cambios significativos en la concentracion
plasmatica de eritropoyetina (Barcel6 et al. 1999), por lo que quizas la produccién
constitutiva de la glucoproteina no es influenciada por la testosterona. Ademas, la
concentracion sérica de eritropoyetina ha mostrado ser independiente del sexo
tanto en caballos arabes (Fonteque et al. 2012) como en humanos (Jelkmann y
Wiedemann, 1989). Entonces, mas que activar la produccion de eritropoyetina, se
ha sugerido la posibilidad de que ciertos tipos de esteroides estimulen
directamente la eritropoyesis (Mizoguchi y Levere, 1971). Sin embargo, el
tratamiento con andrégenos en animales anémicos esta limitado por la
relativamente baja capacidad que han mostrado en estos casos para estimular la
produccion de glébulos rojos, asi como por la gran cantidad de efectos colaterales
que provocan. El estanozolol, por ejemplo, ha mostrado ser hepatotdéxico en gatos
(Harkin et al. 2000).
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Los progenitores eritroides podrian secretar factores que inhiben la produccion

renal de eritropoyetina.

Frente al hecho de que la concentracion sérica de eritropoyetina se encuentra
desproporcionadamente aumentada para el grado de anemia en pacientes con
hipoplasia eritrocitica, se ha pensado que los progenitores eritrociticos
proliferantes disminuyen la concentracidon sanguinea de la hormona mediante
retroalimentacion negativa, independientemente de la oferta de O, (Jelkmann vy
Wiedemann, 1990). En ratones, una baja tasa de eritropoyesis, inducida mediante
la hiperoxia, fue asociada con una acentuada produccion de eritropoyetina frente
al estimulo hipoxico (Bozzini et al. 2003). Asimismo, los niveles plasmaticos de
eritropoyetina durante la exposicion continua a la hipoxia fueron mayores en
ratones a los que experimentalmente se indujo aplasia de médula que en los
ratones control (Barcel6 y Bozzini, 1982). En el caso opuesto, ratones en los que
se provoco una mayor tasa eritropoyética mediante la administracion de rhEPO
mostraron una menor concentracion plasmatica de eritropoyetina después de la
exposicion a la hipoxia en comparacion con ratones normales (Lezén et al. 1995).
Aqui, tras la medicidn de la vida media de la hormona, se apoy¢ la idea de que los
cambios en la concentracion de eritropoyetina circulante durante periodos de
eritropoyesis aumentada se deben a una menor tasa de produccion de la misma, y
no tanto a un aumento en la tasa de utilizacién por parte de sus células blanco
(Lezon et al. 1995).



37

VII. LA ERITROPOYETINA EN EL PLASMA

El progreso inicialmente lento de las investigaciones sobre la fisiologia de la
eritropoyetina probablemente se debié a que la hormona se encuentra presente en
los fluidos y tejidos corporales en concentraciones muy bajas, lo que pudo haber
dificultado su deteccién (Jelkmann, 2007b). Se ha reportado una concentracion
plasmatica normal de eritropoyetina de unicamente 0-9 mU/mL en caballos
(Jaussaud et al. 1994). Por su parte, Cook y Lothrop (1994), han sefalado una
concentracion sérica normal de la hormona de 7-37 mU/mL (promedio 20 mU/mL)

en perros y 9-38 mU/mL (promedio 18 mU/mL) en gatos.

Aunque una produccion excesiva o deficiente de eritropoyetina puede, en teoria,
ser la causa de trastornos hematoldgicos graves (eritrocitosis o anemia,
respectivamente; ver seccion X), la concentracion de la hormona en animales con
policitemia (Cook y Lothrop, 1994; Hasler y Giger, 1996) o anemia por insuficiencia
renal (Cook y Lothrop, 1994; Pechereau et al. 1997) ha mostrado valores que, en
realidad, no difieren mucho y, de hecho, se superponen con el rango normal. En
cambio, los animales con anemias de origen no renal presentan niveles
significativamente elevados de eritropoyetina circulante (Cook y Lothrop, 1994;
Pechereau et al. 1997).

Es importante tener presente que la concentracion de eritropoyetina en el plasma
depende de dos factores: por un lado, de la tasa de produccion de la hormona,
que como ya se ha dicho aumenta durante las primeras horas en las que los
animales son sometidos a anemia o hipoxia; por el otro, de su tasa de eliminacion.
Actualmente hace falta comprender mas a fondo hasta qué punto la concentracion
plasmatica de la eritropoyetina es afectada por un factor o el otro en diferentes

circunstancias. Es poco lo que se sabe sobre los mecanismos mediante los cuales
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la hormona es metabolizada en el organismo, por lo que se requiere de mayor

investigacion al respecto.

Dinamica de produccién

La exposicion a la hipoxia genera un aumento rapido pero transitorio en la

produccion de eritropoyetina.

Es posible identificar un aumento de los niveles plasmaticos de eritropoyetina
cuando apenas ha transcurrido poco mas de una hora de exposicidon a la hipoxia
(Schuster et al. 1987). La maxima concentracion plasmatica de la hormona ha sido
registrada entre las 12 y 18 horas de exposicion a la hipoxia en ratones, y entre 19
y 39 horas en el caso de humanos (Abbrecht y Littell, 1972). Sin embargo, en muy
pocos dias, y a pesar de la persistencia del estimulo hipoxico, los niveles de
eritropoyetina regresan a su valor bajo (Abbrecht y Littell, 1972; Seferynska et al.
1989; McKeever et al. 210). Se ha reportado que el mayor incremento en el
hematocrito se presenta sélo después de que la concentracion sérica de
eritropoyetina ha comenzado a declinar (Seferynska et al. 1989). Resulta
interesante que este descenso de los niveles de la hormona no esta asociado con
una disminucion de la eritropoyesis (Fried et al. 1970) ni del hematocrito o de la
concentracion de hemoglobina (Abbrecht y Littell, 1972), de modo que la baja
concentracion plasmatica de eritropoyetina que tiene lugar durante la hipoxia

prolongada es suficiente para mantener una tasa aumentada de eritropoyesis.

Se ha demostrado que el mencionado fenobmeno de ascenso y caida de los
niveles plasmaticos de la hormona refleja cambios similares en su produccién
renal (Jelkmann, 1982). Por lo tanto, es la disminucion de la produccién de
eritropoyetina, y no el aumento de su tasa de degradacion, lo que explica mejor la
reduccion de la concentracion plasmatica de la hormona que sobreviene después
de 1-3 dias de exposicion continua a la hipoxia. Esta disminucién no se debe a un

mecanismo de retroalimentacion negativa ejercido por la eritropoyetina como tal,
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puesto que la administracion de la hormona en ratas no inhibié la formacién
enddgena de eritropoyetina durante un periodo hipoxico (Fried et al. 1984; Eckardt
et al. 1990b). En vez de ello, un descenso de la afinidad de la hemoglobina por el
O, (debido al aumento de la concentracién de 2,3-DPG) (Miller et al. 1973), o el
hecho de que los HIF inducen su propia degradacion (Marxsen et al. 2004),
podrian contribuir a explicar la produccidén atenuada de eritropoyetina durante la

estancia prolongada de los animales a grandes altitudes.

Asimismo, como consecuencia del sangrado agudo, se observa primero un
aumento de la produccion de eritropoyetina y, después de varias horas, el nivel de
la hormona regresa a su valor normal (Miller et al. 1976). Pero, desde luego, en la
anemia o hipoxemia cronicas, los niveles alcanzados de eritropoyetina pueden ser

sustancialmente mayores que en el estado normoxico.

Metabolismo

El higado y los rifiones han sido involucrados en el metabolismo y la eliminacion

de la eritropoyetina.

Se ha identificado al higado como uno de los principales participantes en el
metabolismo de la eritropoyetina. Los residuos de acido sialico de la molécula de
la eritropoyetina son necesarios para la estabilidad de la hormona en la
circulacion, pues la eliminacion de dichos residuos provoca que la hormona sea
rapidamente removida del plasma. Esto ocurre mediante la participacion de
receptores para galactosa ubicados en los hepatocitos (Fukuda et al. 1989; Spivak
y Hogans, 1989).

El rifdn ha sido identificado como participante en la eliminacion de la hormona,
pero de manera inconstante. En un estudio realizado en ovinos se observé que la
vida media de la eritropoyetina homodloga era de aproximadamente 9 horas. Esta

duraciéon, aparentemente independiente de la funcion renal, se reducia como
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resultado de la administracion repetitiva de eritropoyetina; el volumen de
distribucion de la hormona correspondia con el volumen plasmatico de los
animales (Mladenovic et al. 1985). No obstante, otras investigaciones han
reportado que los animales y humanos urémicos o con inadecuada funcion renal
eliminan mas lentamente la eritropoyetina exdgena que los individuos normales
(Fu et al. 1988; Jensen et al. 1994).

La eritropoyetina es internalizada y degradada por sus células blanco.

La concentracién plasmatica de eritropoyetina se ha encontrado desproporcio-
nadamente aumentada para el grado de anemia en pacientes con hipoplasia
eritroide. Para algunos investigadores, quienes han pensado en la posibilidad de
que los progenitores eritroides regulen la sintesis de la hormona mediante
retroalimentacion negativa, este fenomeno podria ser resultado de una mayor tasa
de produccion de la eritropoyetina (ver seccion VI). Para otros, quienes han
propuesto que la utilizacién de eritropoyetina por sus células blanco influye de
manera importante en los niveles plasmaticos de la hormona, el fendmeno podria
deberse a una menor tasa de degradacién de la eritropoyetina. Entonces, ademas
del metabolismo hepatico y la eliminacion renal, el catabolismo de la eritropoyetina
por parte del tejido eritropoyético podria afectar considerablemente los niveles

plasmaticos de la hormona.

Bajo la hipotesis de que uno de los mecanismos principales de degradacion de la
eritropoyetina consiste en la endocitosis y posterior degradacion lisosomal de la
hormona por parte de sus células blanco, Gross y Lodish (2006) llevaron a cabo
experimentacion in vitro y reportaron que, en efecto, la eritropoyetina era
degradada sélo por células que expresaban el EpoR. Ademas, encontraron que la
eritropoyetina que se unia a la superficie celular era internalizada, tras lo cual el
60% se secretaba de nuevo y el 40% era degradada. Por otro lado, EI-Komy et al.
(2011), en un modelo experimental in vivo, hicieron un analisis farmacocinético

comparativo entre la eritropoyetina recombinante humana y el activador continuo
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del receptor de la eritropoyetina (CERA, del inglés “continuous erythropoietin
receptor activator”), sefialando que la eliminacion relativamente lenta del CERA se
debia a que, en comparacién con la eritropoyetina, este farmaco induce una
menor regulacion positiva del EpoR, se une mas lentamente a tal receptor y
presenta una menor tasa de internalizacion y/o degradacion. Por lo tanto, la unién
de la eritropoyetina con su receptor, con la posterior internalizacion y degradacion
de la molécula, parece ser un mecanismo importante de metabolismo de la

hormona.
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VIll. EFECTO ERITROPOYETICO

Como se ha descrito, la hipoxia tisular, provocada por la disminucion de la
disponibilidad del gas en la sangre, induce la expresidon del gen de la
eritropoyetina. Una vez liberada hacia la circulacion, la hormona puede estimular a
sus células blanco (progenitores eritroides en la médula 6sea), lo que resulta en
un aumento de la concentracion de globulos rojos. Este efecto conduce al
incremento de la capacidad de transporte de O, de la sangre y al aumento del
aporte del gas a los tejidos, con lo que la hipoxia tisular puede corregirse. El papel
del efecto eritropoyético en la respuesta a la hipoxia tisular se representa en la

figura 3.

Células blanco: progenitores eritroides

Los progenitores eritroides BFU-E y CFU-E son las principales células blanco de la

eritropoyetina en la médula 6sea.

La eritropoyetina se une a receptores ubicados en la membrana de los
progenitores eritroides en la médula 6sea. Desde hace mucho tiempo se
identificaron células progenitoras de este tipo en cultivos de médula 6sea de ratén
(Iscove y Sieber, 1975). El progenitor eritroide mas primitivo es el llamado BFU-E,
(del inglés “burst-forming unit erythroid”), del cual se reconocen por lo menos dos
subtipos en el ratén, conocidos como BFU-E de dia 8 y BFU-E de dia 3, que
difieren entre si, ademas de otras caracteristicas fisicas y biolégicas, en el tamafo
y la cinética de la maduracion de las colonias a las que dan origen in vitro
(Gregory y Eaves, 1978). Se ha reportado que la capacidad proliferativa disminuye
y la sensibilidad a la eritropoyetina aumenta conforme los progenitores primitivos
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pasan de un estadio cercano al de células madre pluripotenciales a otro ubicado

justo antes del inicio de la sintesis detectable de hemoglobina (Gregory, 1976).

Los progenitores eritroides tardios, llamados CFU-E (del inglés “colony-forming
unit erythroid”), carecen de potencial de auto-replicacion, de donde surgié la
hipétesis de que la expansion del compartimiento de progenitores tardios, durante
la regeneracion eritroide rapida, se debe a un aumento de la afluencia de BFU-Es,

mas que a la amplificacion de los CFU-Es (Umemura et al. 1989).

Los BFU-Es primitivos poseen un numero mucho menor de receptores para
eritropoyetina que los CFU-Es (Sawada et al. 1990), y la densidad de receptores
aumenta a medida que las células maduran. Se ha sugerido que la eritropoyetina
no es necesaria para el compromiso del linaje eritroide ni para la proliferacion o
diferenciacion de BTU-Es en CFU-Es (Wu et al. 1995). En cambio, los CFU-Es,
que han sido considerados la principal célula blanco de la eritropoyetina, son
altamente sensibles a la hormona, y de ésta depende su supervivencia,
proliferacion y diferenciaciéon terminal, con el resultante desarrollo de glébulos

rojos maduros circulantes.

Adicionalmente, se ha observado que la eritropoyetina estimula la proliferacion de
proeritroblastos in vitro (Udupa et al. 1986). Ademas, los efectos de la hormona no
estan absolutamente restringidos a la via eritropoyética. Por ejemplo, se ha
encontrado que la administracion de eritropoyetina recombinante tiene un efecto
estimulador sobre la produccion de plaquetas en roedores (McDonald et al. 1987,
Berridge et al. 1988).

Mecanismo de accion y receptor

La eritropoyetina actua inhibiendo la apoptosis de los progenitores eritroides.

El mecanismo mediante el cual la eritropoyetina estimula la eritropoyesis fue

propuesto por Koury y Bondurant (1990), quienes demostraron que la hormona
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actua previniendo la apoptosis de los progenitores eritroides. En estas células, la
unidn de la eritropoyetina con su receptor resulta en un aumento de la expresion
de GATA-1 (Chiba et al. 1991). Este factor de transcripcion parece cumplir
funciones importantes durante la inhibicion de la apoptosis, ya que 1) es
expresado por los CFU-Es (Suzuki et al. 2003), 2) participa en varios eventos de la
diferenciacion de las células eritroides, incluyendo la transactivacion del gen del
receptor de la eritropoyetina y, mas tarde en el proceso de maduracion, de genes
relacionados con la sintesis de hemoglobina (Chiba et al. 1991), 3) promueve la
supervivencia de las células eritroides al inducir la expresion de la proteina anti-
apoptética bcl-xL (Gregory et al. 1999) y 4) es degradado mediante la accién de
caspasas cuando se activan receptores de muerte celular en los progenitores
eritroides, lo que podria representar un importante mecanismo de control negativo

de la eritropoyesis (De Maria et al. 1999).

El receptor de la eritropoyetina es un dimero cuya activacion induce diferentes

vias de senalizacion.

El receptor de la eritropoyetina (EpoR) pertenece a la superfamilia de receptores
de citocinas (D’Andrea y Zon, 1990). Esta presente en la superficie de los
progenitores eritroides normales purificados en un numero relativamente bajo, de
aproximadamente 200, cantidad que en algunas lineas celulares puede ascender

a aproximadamente 1 000 receptores por célula (D’Andrea y Zon, 1990).

Estructuralmente el EpoR conforma un dimero cuyos dominios intracelulares, en
ausencia de ligando, se mantienen separados, situacion que evita la activacion de
JAK2 (Livnah et al. 1999). Tras la union con la eritropoyetina se genera un cambio
conformacional en el receptor (Remy et al. 1999), lo que provoca que la quinasa
JAK2, asociada con el mismo en la regidn citoplasmatica, sea activada (Witthuhn
et al. 1993). Esto induce la iniciacion de la cascada de transduccion de la sefal

(figura 4).
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Varias vias de sefalizacion relacionadas con la activacion del receptor de la
eritropoyetina han sido identificadas, incluyendo la participacion de Jak2
(Yoshimura y Arai, 1996; Klingmduller, 1997; Klingmdller et al. 1997; Yoshimura y
Misawa, 1998; Wojchowski et al. 1999; Mulcahy, 2001), STAT5 (Yoshimura y Arai,
1996; Klingmuller et al. 1997; Yoshimura y Misawa, 1998; Wojchowski et al. 1999;
Mulcahy, 2001) y PI3 quinasa (Yoshimura y Arai, 1996; Klingmuller et al. 1997;
Wojchowski et al. 1999). Como mecanismo que interrumpe la sefalizacién, se ha
mostrado que la HCP (del inglés “Hematopoietic cell phosphatase”) se une al
receptor de la eritropoyetina e inactiva a JAK2 (Klingmuller et al. 1995).
Posteriormente, el complejo hormona-receptor es internalizado. Finalmente, los
proteasomas celulares, estructuras encargadas de degradar las proteinas, regulan
la duracion de la sefalizacion al inhibir el remplazo de los receptores que fueron

internalizados (Verdier et al. 2000).

Los anélogos hiperglicosilados de la eritropoyetina tienen una menor afinidad por
el EpoR.

Tras el hallazgo de que la afinidad de la eritropoyetina por su receptor esta
inversamente relacionada con el contenido de &acido siadlico en la molécula de
eritropoyetina, Darling et al. (2002) demostraron que la glicosilacién de la hormona
afecta la interaccién con su receptor mediante interacciones electrostaticas. En
efecto, observaciones in vitro han mostrado que la eritropoyetina se une a su
receptor con mayor rapidez que un analogo hiperglicosilado. Tomando en cuenta
que la afinidad del analogo hiperglicosilado por el EpoR es menor, y en
reconocimiento de que la hormona es catabolizada después de unirse a su célula
blanco y ser endocitada, seria posible explicar al nivel celular el hecho de que la
eritropoyetina sea degradada mas rapido que el analogo hiperglicosilado (Gross y
Lodish, 2006).
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La estimulacion de la eritropoyesis en respuesta a la hipoxia constituye un

mecanismo evolutivamente conservado entre los vertebrados.

En 1989 se clond el receptor de eritropoyetina murino, identificandose como un
polipéptido de 507 aminoacidos con un solo dominio que abarca la membrana
celular (D’Andrea et al. 1989). Mas tarde, en la clonaciéon del receptor de la
eritropoyetina del cerdo, se infirid una identidad del 84.6% con el receptor humano,
del 80.7% con el receptor de raton, y del 78.9% con el de la rata (Pearson et al.
2000). Contrastando con lo anterior, el receptor de eritropoyetina de anfibio ha
mostrado sélo un 33% de identidad con el receptor de mamiferos (Yergeau et al.
2006).

A pesar de que se ha observado una baja homologia entre la eritropoyetina de
mamiferos y la de peces teledsteos (Chou et al. 2004; Chu et al. 2007), y de las
marcadas diferencias en los sitios de expresion de ARNm de la hormona entre
distintos tipos de vertebrados (Nogawa-Kosaka et al. 2010; Katakura et al. 2013),
la evaluacion de la expresion de la eritropoyetina y del receptor de eritropoyetina
mediante RT-PCR e hibridacién in situ ha revelado paralelismos notables entre los
patrones de expresion de los genes del pez cebra y los mamiferos (Paffett-
Lugassy et al. 2007). En este mismo estudio, la derogacion del STATS bloqued la
expansion eritropoyética, en concordancia con el requerimiento de STATS en la
sefalizacion de la eritropoyetina. Asimismo, reportando la caracterizacion
molecular y funcional de la eritropoyetina en el pez dorado, se ha sugerido que el
mecanismo de desarrollo temprano de los eritrocitos se encuentra altamente
conservado entre diferentes tipos de vertebrados (Katakura et al. 2013). La
anemia y la hipoxia han mostrado estimular la eritropoyesis en aves (Rosse y
Waldmann, 1966), asi como la expresién de eritropoyetina en el pez cebra
(Paffett-Lugassy et al. 2007). Por lo tanto, la funcion de la eritropoyetina en la
produccion de glébulos rojos durante la homeostasis normoxica e hipoxica parece
formar parte de un mecanismo evolutivamente conservado, similar en diferentes

vertebrados.
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IX. EFECTOS NO ERITROPOYETICOS

Numerosas observaciones han dejado claro que la eritropoyetina dista mucho de
ser una hormona con efectos exclusivamente hematopoyéticos. Particularmente
interesante, no solo desde una optica fisiologica sino también desde el punto de
vista clinico, ha sido el descubrimiento de sus acciones sobre el sistema nervioso
central, el corazén y los vasos sanguineos, que han establecido una participacion
importante de la hormona en la proteccion tisular contra diferentes tipos de dafio,

como el causado por la isquemia.

Efectos en el sistema nervioso

La eritropoyetina ejerce efectos positivos sobre la funcién cerebral mediante dos
mecanismos generales: 1) aumentar la capacidad de transporte de oxigeno de la
sangre y, por lo tanto, favorecer el aporte de oxigeno al tejido nervioso y 2) actuar
directamente en el cerebro como un agente neuroprotector y neurotréfico
(Jelkmann, 2005).

La eritropoyetina y su receptor son expresados ampliamente en el cerebro.

El ARNm de eritropoyetina y el de su receptor han sido encontrados en el cerebro
de primates (Marti et al. 1996) y ratones (Digicaylioglu et al. 1995; Marti et al.
1996). La produccion de eritropoyetina en respuesta a la hipoxia se ha reconocido
como una funcion de los astrocitos (Masuda et al. 1994; Marti et al. 1996;
Bernaudin et al. 2000) y de las neuronas (Bernaudin et al. 2000). Por su parte, el

Epo-R es expresado por neuronas de embridn de rata (Morishita et al. 1997), por
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algunas células gliales (incluyendo astrocitos) (Bernaudin et al. 1999; Sugawa et
al. 2002) y por células endoteliales de capilares cerebrales de roedores in vitro
(Yamaji et al. 1996). Se han identificado diferentes sitios de union para la
eritropoyetina, particularmente en el hipocampo y la corteza cerebral (Digicaylioglu
et al. 1995; Morishita et al. 1997). Ademas, la eritropoyetina y su receptor son
expresados en el cerebelo, la glandula hipdfisis y la médula espinal, como ha sido
revisado por Jelkmann (2005). Acompafando a estos hallazgos, se desarroll6 la
idea de que la eritropoyetina actua de manera paracrina en el cerebro, haciendo
las veces de un agente neuroprotector; incluso se ha postulado la existencia de
una accion autocrina, particularmente en el caso de los astrocitos (Sugawa et al.
2002).

La eritropoyetina ejerce efectos neuroprotectores y neurotroficos.

A partir de los ultimos afios del siglo pasado, el descubrimiento de algunos efectos
de la eritropoyetina sobre el sistema nervioso ha captado la atencion de
numerosos investigadores. Por ejemplo, existe evidencia de que la eritropoyetina
protege al cerebro contra el dafio causado por la isquemia (Sakanaka et al. 1998;
Bernaudin et al. 1999; Brines et al. 2000). En ratones, la administracion intra-
cerebroventricular de eritropoyetina recombinante, antes de la induccién de
isquemia, logré reducir considerablemente la extension del infarto provocado
(Bernaudin et al. 1999). La eritropoyetina ha mostrado proteger a las neuronas
contra la toxicidad del glutamato in vitro (Morishita et al. 1997) e inhibir la
apoptosis inducida por hipoxia en neuronas de la retina en un modelo
experimental de ratén (Chen et al. 2008). Ademas, la eliminacién del receptor de la
eritropoyetina en el cerebro conduce a una inadecuada migracion neuronal
durante el proceso de regeneracidon posterior a una lesion (Tsai et al. 2006).
Considerando esta funcion neuroprotectora, resulté muy interesante el hallazgo de
que en pacientes con diabetes tipo 1 se observara un aumento de la
concentracion plasmatica de eritropoyetina durante un periodo de hipoglucemia, lo
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que podria hacer pensar en un papel neuroprotector de la hormona durante este
periodo (Kristensen et al. 2009).

Aunque no es tema de este trabajo, en humanos se ha discutido el uso de
eritropoyetina en el tratamiento del accidente cerebrovascular agudo (Ehrenreich
et al. 2002; Ehrenreich et al. 2009) y la esquizofrenia (Ehrenreich et al. 2004).
Ademas, al estudiar los efectos de la eritropoyetina sobre el comportamiento de
ratas, se ha encontrado que ejerce una marcada accion antidepresiva, y que
regula la expresion de varios genes implicados en la funcion neurotréfica, como es
el caso del factor neurotréfico derivado del cerebro (Girgenti et al. 2009). En
medicina humana, éste y otros hallazgos han alentado el optimismo relacionado
con el potencial terapéutico de la eritropoyetina recombinante en el campo de la

psiquiatria.

Los hallazgos sefalados han derivado en el cuestionamiento sobre los
mecanismos mediante los que la eritropoyetina ejerce su efecto neuroprotector. En
este sentido, se sabe que la inhibicibn de la apoptosis es un mecanismo
importante, al igual que en el efecto eritropoyético. Se ha encontrado que la
eritropoyetina previene la apoptosis neuronal mediante las vias de Jak2 y NF-
kappaB (Digicaylioglu y Lipton, 2001). Ademas, parece estar involucrada en la
proteccion tisular a través de efectos antinflamatorios. En un modelo experimental
de encefalomielitis autoinmune en ratas, tras la administracién de eritropoyetina
(500-5000 U/kg i.p.) se identificaron efectos antinflamatorios (particularmente
inhibicion del los niveles de IL-6) sobre el sistema nervioso central (Agnello et al.
2002).

Desde el punto de vista clinico, es importante responder a la pregunta sobre la
capacidad de la eritropoyetina para penetrar hacia el tejido cerebral después de
ser administrada por via intravenosa. Al respecto, cabe sehalar que los efectos
neuroprotectores de la eritropoyetina han sido reportados incluso después de la
administracion sistémica de la misma (Brines et al. 2000; Agnello et al. 2002),
desafiando la hipdtesis de que la hormona es incapaz de atravesar la barrera

hematoencefalica. Sin embargo, recientemente se ha subrayado la importancia de
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la produccion cerebral (local) de eritropoyetina y de la estimulacién de las células
endoteliales de los vasos sanguineos cerebrales en la funcidn neuroprotectora, ya
que parece ser muy reducida la cantidad de eritropoyetina que logra atravesar la
barrera hematoencefalica después de ser administrada a dosis altas por via

intravenosa (Noguchi et al. 2007).

Efectos en el sistema cardiovascular

La eritropoyetina ejerce efectos cardioprotectores.

Existen observaciones que plantean un atractivo potencial terapéutico de la
eritropoyetina en el tratamiento de la isquemia e infarto del miocardio. In vitro, la
eritropoyetina mostrd prevenir la apoptosis de los miocitos cardiacos de rata adulta
sometidos a 28 horas de hipoxia. In vivo, en un modelo experimental de isquemia-
reperfusion en rata, se observo que la administraciéon de rhEPO (5000 U/kg i.p.,
diariamente, durante una semana) redujo la pérdida de miocitos cardiacos en
aproximadamente un 50%, un grado suficiente para normalizar la funcion
hemodinamica una semana después de la reperfusion (Calvillo et al. 2003). Otros
estudios in vivo sugieren que el tratamiento con eritropoyetina, ya sea antes o
durante la isquemia, mejora considerablemente la funcidén y recuperacién del
corazén después de la isquemia-reperfusion, incluyendo efectos favorables sobre
la contractilidad ventricular (Parsa et al. 2004). También se ha demostrado que la
eritropoyetina activa vias de supervivencia celular en fibroblastos cardiacos de
conejo adulto in vitro (Parsa et al. 2004). En ratas, la administraciéon subcutanea
de eritropoyetina después de la induccién de infarto del miocardio mejor6 la
funcién ventricular, atenu6 el desarrollo de fibrosis intersticial y aminoré la
remodelacion en el miocardio no infartado, situaciones que se encontraron
acompanadas de un incremento en la angiogénesis y una disminucion en la

apoptosis del miocardio (Nishiya et al. 2006).
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La eritropoyetina estimula a las células endoteliales y ejerce efectos angiogénicos.

Los efectos benéficos de la eritropoyetina que se han observado en modelos
experimentales de isquemia y otros tipos de dafo tisular podrian deberse, al
menos en parte, a las acciones de la hormona sobre el endotelio vascular. Se ha
observado que la eritropoyetina tiene actividad mitogénica sobre células
endoteliales y aumenta ademas su migracion (Anagnostou et al. 1990). También
incrementa la neovascularizacion inducida por la inflamacién o la isquemia, al
parecer estimulando la movilizacion de precursores de células endoteliales desde
la médula 6sea (Heeschen et al. 2003). Se ha sugerido que los niveles séricos de
eritropoyetina podrian contribuir a identificar pacientes con una deficiente
capacidad para reclutar precursores de células endoteliales (Heeschen et al.
2003). Ademas, la administracion subcutanea experimental del analogo
darbepoetin alfa aument6é la supervivencia de células endoteliales en ratas
(Bahlmann et al. 2004). Las dosis bajas de rhEPO administradas por via
subcutdnea han mostrado tener efectos vasoprotectores, incluyendo el
mejoramiento de la disfuncion endotelial y la inhibicién de la inflamacion vascular

en ratas hipertensas con insuficiencia renal (Toba et al. 2011).

Hoy se reconoce que la eritropoyetina ejerce efectos angiogénicos. En un modelo
animal de retinopatia, la administracion de eritropoyetina exégena durante la fase
inicial mostré efectos benéficos al estimular el reclutamiento de progenitores
proangiogénicos y activar vias de supervivencia celular en neuronas y vasos
sanguineos de la retina. Sin embargo, durante la fase tardia, el tratamiento con
eritropoyetina exacerbd la neovascularizacion patoldgica (Chen et al. 2008). Esto
hace evidente la importancia de comprender el papel de la eritropoyetina en la
angiogeénesis, para determinar el momento adecuado de intervencion en pacientes
con trastornos caracterizados por una angiogénesis patolégica. En la amplia
revision de Ribatti (2012) se expone la relacién de la eritropoyetina con la
angiogeénesis en el corazon, el aparato reproductor femenino, el sistema nervioso

y las células tumorales.
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El tratamiento prolongado con eritropoyetina puede provocar hipertension arterial.

A veces es posible observar un aumento de la presion arterial en animales y
humanos con falla renal a los que se administra eritropoyetina (Raine, 1988; Vaziri
et al. 1996; Cowgill et al. 1998). La posibilidad de que la hormona ejerciera
directamente un efecto hipertensor agudo fue descartada porque la administracion
de rhEPO generalmente no provoca un aumento de la presion sanguinea de
manera inmediata. Asi, la hipertensién arterial inducida por la administracion de
eritropoyetina fue atribuida al aumento del hematocrito generado por la hormona,
lo que resultaria en un incremento de la viscosidad de la sangre y conduciria a una
mayor resistencia del flujo vascular. Sin embargo, se ha observado un aumento de
la presiodn arterial en ratas que recibieron eritropoyetina, incluso cuando se habian
mantenido anémicas mediante una dieta deficiente en hierro (Vaziri et al. 1996).
Ademas, los animales que recibieron transfusiones de sangre para simular el
aumento de la concentracion de eritrocitos estimulado por la eritropoyetina no
manifestaron el mismo incremento de la presion arterial (Vaziri et al. 1996). Por
ello, se ha pensado que la administracion crénica de eritropoyetina provoca
aumento de la presion arterial como un efecto independiente de la elevacion del
hematocrito, y que este aumento podria estar asociado con cambios en las

respuestas vasculares (Vaziri et al. 1996; Vaziri, 2001).

Existe evidencia experimental que apoya la idea de que la hipertensién asociada a
la administracion cronica de eritropoyetina podria estar relacionada con algunos
efectos directos de la hormona sobre la musculatura lisa de los vasos sanguineos.
Se ha reportado que la eritropoyetina actia sobre el musculo liso vascular
inhibiendo la apoptosis (Akimoto et al. 2000), aumentando la concentracién
intracelular de calcio (Neusser et al. 1993; Akimoto et al. 2001), provocando
contraccion (Morakkabati et al. 1996) e intensificando la expresion de receptores
de angiotensina Il (Barrett et al. 1998). Asimismo, se ha sugerido que la
eritropoyetina podria funcionar como un promotor de crecimiento para células
musculares lisas, contribuyendo al desarrollo de hipertrofia vascular e hipertensién

arterial (Gogusev et al. 1994). Otras posibles explicaciones a la hipertension
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asociada con la administracion de eritropoyetina incluyen una mayor resistencia al
efecto vasodilatador del oxido nitrico (Vaziri et al. 1996; Vaziri, 2001) y una

produccion aumentada de endotelina-1 (Lebel et al. 1998; Rodrigue et al. 2003).

En ratas, el uso de losartan (un bloqueador de receptores para angiotensina Il)
(Lebel et al. 2006) o de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA) (Eggena et al. 1991; Lebel et al. 2006) ha logrado suprimir el aumento de la
presion arterial inducido por la eritropoyetina. Por otra parte, Krapf y Hulter (2009)
han ofrecido una revision sobre la hipertension arterial en humanos inducida por la
eritropoyetina y los agentes estimuladores de la eritropoyesis, subrayando el
potencial para el futuro desarrollo de agentes que pudieran actuar como
estimuladores de la eritropoyesis, sin provocar efectos hemodinamicos

secundarios.

Efectos en diversos tejidos

La eritropoyetina ha mostrado ejercer proteccion contra diversos tipos de dario en

varios tejidos.

Los efectos protectores que se le han conferido a la eritropoyetina frente a
diversas amenazas para los tejidos conforman una larga lista que continia en
crecimiento. Entre ellos podemos sefalar que, al igual que en el corazén y el
cerebro, la hormona ha mostrado ejercer proteccion contra el dafo por la
isquemia-reperfusion del tejido renal (Yang et al. 2003; Patel et al. 2004; Sharples
et al. 2004), del tejido hepatico (Sepodes et al. 2006; Schmeding et al. 2009) y del

tejido gonadal después de un cuadro de torsion testicular (Yazihan et al. 2007).

En el tejido renal, se ha reportado el efecto protector de la eritropoyetina, ejercido
mediante acciones antiapoptéticas y antinflamatorias, en un modelo animal de

obstruccion unilateral de uréter (Chang et al. 2009). Ademas se ha sefialado que
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la eritropoyetina mejora la recuperacion funcional del rifidn después de la

insuficiencia aguda inducida por cisplatino (Vaziri et al. 1994).

En cuanto al higado, se ha encontrado que la administracién de eritropoyetina
aumenta la regeneracion del 6rgano después de la hepatectomia parcial del 70%
en ratas (Schmeding et al. 2008). El analogo darbepoetin alfa también ha
mostrado sus propiedades hepatoprotectoras, esto al ejercer efectos antinflama-
torios y antiapoptoticos tras la administracion i.v. efectuada en un modelo

experimental de insuficiencia hepatica aguda en ratones (Le Minh et al. 2007).

Por otro lado, en un modelo experimental de quemaduras, se observd que los
ratones que recibieron rhEPO por via subcutanea (400 unidades/kg/dia durante 14
dias) presentaron una reepitelizacién mayor y la herida cerré en un tiempo menor.
Estos efectos fueron atribuidos a la estimulacién de la proliferacion epitelial, la

maduracién de la matriz extracelular y la angiogénesis (Galeano et al. 2006).

Finalmente, aunque no corresponde al contenido de este estudio, es conveniente
sefalar que en la literatura médica humana estan disponibles varias revisiones
recientes sobre el uso terapéutico de eritropoyetina como un agente
neuroprotector / neurorregenerador (Sargin et al. 2010; Velly et al. 2010; Xiong et
al. 2011), sus efectos protectores contra el dafio pulmonar agudo (Kakavas et al.
2011) y su utilidad en el tratamiento de enfermedades cardiacas (Ruifrok et al.
2008; Tilling y Clapp, 2012).

La eritropoyetina podria regular la ventilacion.

Soliz et al. (2005) reportaron que los ratones transgénicos que sobreexpresan
eritropoyetina humana de manera constitutiva en el cerebro, muestran una
respuesta ventilatoria aumentada frente a la hipoxia aguda y una mejor
aclimatacion ventilatoria frente a la hipoxia crénica; asimismo, encontraron que el
EpoR es expresado en los principales centros respiratorios del tallo cerebral y que

la eritropoyetina regula la ventilacion al modificar el metabolismo de catecolaminas
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en esta estructura. Ademas, sugirieron que los quimiorreceptores de los cuerpos
carotideos son sensibles a los niveles plasmaticos de eritropoyetina, pues
observaron una modulacién del patrén de ventilacion durante la hipoxia después
de administrar rhEPO por via i.v. en los ratones. En conjunto, estos hallazgos
sugieren que la eritropoyetina participa en el control de la ventilacion al actuar
tanto a nivel central como a nivel periférico. Asi, esta hormona podria mediar no
solo la respuesta eritropoyética, sino también la respuesta ventilatoria cuando un

animal es sometido a estrés hipdxico.

La modulacion de la ventilacion por parte de la eritropoyetina ante la falta de
oxigeno ha mostrado ser dependiente del sexo. En mujeres y ratones hembra que
recibieron rhEPO, la respuesta ventilatoria frente a la hipoxia se encontrd
significativamente aumentada en comparacién con los machos correspondientes.
Este hallazgo podria contribuir a explicar el hecho de que los hombres sean mas
susceptibles que las mujeres a los sindromes asociados con la hipoxia (Soliz et al.
2009).

La eritropoyetina participa en el desarrollo embrionario.

La eritropoyetina ejerce efectos importantes sobre el desarrollo embrionario,
especialmente en el corazéon y en el sistema nervioso. La falta genética de
eritropoyetina o de su receptor (animales eritropoyetina [-/-] o receptor de
eritropoyetina [-/-]) provoca letalidad embrionaria en ratones, que se ha atribuido
no solo a la anemia, sino también al desarrollo de malformaciones cardiacas (Wu
et al. 1999). Aunque la supresion global del EpoR causa letalidad embrionaria, los
ratones rescatados de esta situacién, mediante la induccion de la expresion del
receptor exclusivamente en el tejido hematopoyético, sobreviven y son fértiles, por
lo que Suzuki et al. (2002) plantearon que la expresion del EpoR en tejidos no
hematopoyéticos es prescindible para el desarrollo normal de los ratones. Sin
embargo, se han reportado defectos severos e idénticos en la neurogénesis

embrionaria de animales nulos, ya sea para el gen de la eritropoyetina o el de su
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receptor (Tsai et al. 2006). Asimismo, se ha observado que la eritropoyetina
estimula la proliferacion de las células progenitoras neurales, las cuales incluso
expresan mas receptores de eritropoyetina que las neuronas maduras (Chen et al.
2007) y se ha sugerido ademas que la hormona promueve la maduracion de
oligodendrocitos y la proliferacion de astrocitos, confiriéndole una participacion en

el desarrollo de las células gliales (Sugawa et al. 2002).

La eritropoyetina podria ejercer efectos importantes en el crecimiento tumoral.

En la actualidad, un interesante tema de discusion es la capacidad de la
eritropoyetina para promover el crecimiento tumoral. Este problema ha tenido un
particular impacto en medicina humana, en la que se ha utilizado eritropoyetina

para el tratamiento de la anemia de pacientes con cancer.

La identificacién de la expresion del receptor de eritropoyetina en varias células
cancerosas humanas (Westenfelder y Baranowski, 2000; Acs et al. 2001; Acs et
al. 2003) ha planteado la alarmante posibilidad de que la hormona ejerza efectos
asociados con la proliferacion, el crecimiento y la inhibicion de la apoptosis de las
células tumorales. En medicina veterinaria, se reporto la expresion del receptor de
eritropoyetina en un tumor de glandula mamaria canina (Sfacteria et al. 2005). En
un modelo animal de cancer de colon, después de la extirpacién del érgano
afectado, los ratones que previamente habian recibido rhEPO o eritropoyetina
recombinante de ratdn presentaron una masa tumoral recurrente de mayor tamano
que aquellos a los que s6lo se administré el vehiculo (Pascual et al. 2013). Se ha
sefalado ademas que la eritropoyetina podria ser un estimulador endégeno de la

vascularizacién durante el desarrollo tumoral (Ribatti, 2012).

No obstante lo anterior, la relacion entre la eritropoyetina y el cancer dista mucho
de ser clara, pues existen opiniones variadas y divergentes sobre el tema. La
recopilacion de los hallazgos experimentales pone de manifiesto una gran
complejidad del efecto general de la sefalizacién de la eritropoyetina sobre el

desarrollo del cancer (Hardee et al. 2006; Tovari et al. 2008). Ademas, los
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resultados de varias investigaciones sobre el tema han sido cuestionados. Por
ejemplo, se sefialé que los anticuerpos anti-EPOR que habian sido utilizados para
identificar la expresion del receptor en células tumorales eran poco especificos v,
por tanto, de utilidad experimental limitada (Elliott et al. 2006). También se ha
argumentado que varios estudios preclinicos realizados para evaluar el efecto de
los agentes estimuladores de la eritropoyesis sobre células tumorales utilizaron

dosis muy por encima de los valores fisiolégicos (Osterborg et al. 2007).

Puesto que la participacidon de la eritropoyetina en la biologia del crecimiento
tumoral es un tema controversial e importante, resulta inexcusable realizar mas
investigacion al respecto. Mientras se cuenta con algunos avances en cuanto al
papel de la eritropoyetina en los aspectos oncogénicos y terapéuticos del cancer
en humanos (Szenajch et al. 2010), la informacion es incipiente en el campo de la

medicina veterinaria.

Aprovechamiento terapéutico de los efectos no eritropoyéticos

Pensando en la eritropoyetina como un agente terapéutico, el optimismo que
provoca el conocimiento de sus efectos neuroprotectores y cardioprotectores
podria ser contrarrestado por el hecho de que también genera aumento del
hematocrito. Por supuesto, seria prioritario intentar disociar estos efectos, por
ejemplo modificando la estructura quimica de la hormona. Al respecto, se reportd
que la asialo-eritropoyetina, generada a partir de rhEPO, ademas de no mostrar
efectos eritropoyéticos, se unid a neuronas en el hipocampo y en la corteza
después de ser administrada por via intravenosa, y exhibié una amplia gama de
efectos neuroprotectores al utilizarse en modelos de isquemia cerebral,
compresion de médula espinal y aplastamiento de nervio ciatico (Erbayraktar et al.
2003). Otro ejemplo de la utilizacion de moléculas modificadas de la hormona lo
constituye la eritropoyetina carbamilada (CEPO), que no muestra efectos

hematopoyéticos, pero ha exhibido efectos neuroprotectores (Leist et al. 2004) y
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cardioprotectores (Fiordaliso et al. 2005). Se han encontrado ademas propiedades
de proteccion tisular de pequefos péptidos que corresponden a una porcion de la
molécula de eritropoyetina, y que carecen de actividad eritropoyética (Brines et al.
2008). Estos avances podrian ofrecer alternativas mas seguras para el tratamiento

de diversas enfermedades, sin los efectos indeseables de la eritropoyetina.

La hipotesis de que la eritropoyetina interviene en la proteccion tisular a través de
un heterorreceptor, el cual es distinto del receptor que media el efecto
hematopoyético, podria contribuir a explicar el hecho de que algunos derivados de
la hormona ejerzan unicamente efectos no-eritropoyéticos (Brines et al. 2004;
Brines, 2010).

En resumen, el descubrimiento de que la eritropoyetina ejerce acciones
importantes sobre diversas células localizadas fuera de la médula 6sea ha
convertido a la hormona en objeto de atencion para fisidlogos y clinicos durante
los ultimos afios. Sobresale el efecto protector de la hormona sobre varios tejidos,
el cual es ejercido principalmente a través de mecanismos antiapoptoticos,
antinflamatorios y angiogénicos. No obstante, es pertinente recalcar la necesidad
de comprender mejor estos efectos, para no sobrestimar su potencial terapéutico

ni pasar por alto posibles consecuencias adversas.
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X. ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS

En una gran variedad de trastornos fisiopatoldgicos, el exceso en la produccién de
eritropoyetina puede provocar eritrocitosis, mientras que su deficiencia conduce a

anemia.

Exceso

En casi todos los vertebrados, el incremento de la capacidad de la sangre para
transportar O, que es resultado del aumento del hematocrito, es un mecanismo
que beneficia la entrega del gas a los tejidos (Brauner y Wang, 1997), siempre que
ello no implique un incremento excesivo de la viscosidad de la sangre, lo que
representaria una mayor carga de trabajo para el corazoén, dificultando el flujo en
los vasos sanguineos. Asi, una respuesta eritropoyética exagerada supone
riesgos para el funcionamiento normal del organismo. Por ejemplo, la policitemia
que se desarrolla en las grandes altitudes contribuye al agravamiento de la
hipertension pulmonar (Barer et al. 1983), ya que se suma a los efectos de la
vasoconstriccion ocurrida en la circulacion menor en respuesta a este estimulo

hipéxico.

El aumento de la concentracidén de eritrocitos en la sangre puede ser de origen
primario o secundario. La eritrocitosis primaria se ha considerado un trastorno
mieloproliferativo y han sido reportados algunos casos en varias especies de
animales domésticos: perro (Page et al. 1990), gato (Watson et al. 1994), caballo
(McFarlane et al. 1998) y ternero (Takagi et al. 2006). En cambio, la eritrocitosis
secundaria es consecuencia del exceso de produccion de eritropoyetina y, por tal

razon, es la que se trata con mayor atencion en este trabajo. Debido a su origen
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fisiopatoldgico, ambos tipos de policitemia difieren en los niveles séricos de
eritropoyetina, encontrandose una concentracién mayor de la hormona en aquellos
casos en los que la policitemia es de tipo secundario. Sin embargo, la medicién de
los niveles séricos de eritropoyetina no necesariamente ofrece informaciéon con
valor diagndstico, pues en ambos tipos de policitemia se pueden encontrar valores
que se superponen con el rango normal (Cook y Lothrop, 1994; Hasler y Giger,
1996).

En el cuadro 2 se resumen algunos reportes asociados con eritrocitosis o

policitemia secundaria en animales domeésticos.

La eritrocitosis secundaria puede ser consecuencia de la hipoxemia cronica.

Puesto que la hipoxia tisular es el principal estimulo para la produccion de
eritropoyetina, la eritrocitosis secundaria con frecuencia es resultado de la
hipoxemia crénica. Este trastorno puede observarse en la exposicion a grandes
altitudes, asi como en algunas enfermedades cardiacas o pulmonares. Los
reportes de caso de animales con eritrocitosis o policitemia secundaria a
hipoxemia incluyen: 1) una vaca Holstein-Friesian de 4.5 afios de edad,
diagnosticada con complejo Eisenmenger, que presentaba intolerancia severa al
ejercicio y en la que la gasometria revelé una hipoxemia marcada (Gavaghan et al.
2001); 2) un gato de 18 meses, diagnosticado con tetralogia de Fallot, cuyos
signos clinicos incluian debilidad, disnea, cianosis y mucosas congestionadas, asi
como hemorragias en nariz y encias (Kirby y Gillick, 1974); 3) cuatro perros
adultos diagnosticados con ducto arterioso persistente que presentaban
policitemia (Moore y Stepien, 2001) y 4) una perra pointer aleman de ocho afos
diagnosticada con enfermedad pulmonar intersticial difusa, que presentaba
dificultad respiratoria, hipertension pulmonar y cor pulmonale (Bertazzolo et al.
2002). Es necesario advertir que el aumento de la produccion de eritropoyetina

durante la insuficiencia respiratoria cronica no se presenta en todos los casos
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pues, como se ha explicado, el proceso inflamatorio puede inhibir la expresion del

gen de la eritropoyetina.

En el sindrome ascitico de los pollos de engorda se presenta hipoxemia y el
hematocrito generalmente se encuentra elevado. En estos animales, el aumento
de la concentracion plasmatica de corticosterona, inducido por el estrés, ha sido
considerado como causa de una mayor produccion de globulos rojos con un
menor contenido de hemoglobina; esta ultima condicion podria contribuir al
agravamiento de la hipoxemia caracteristica de esta enfermedad (Luger et al.
2003).

La eritrocitosis secundaria puede ser consecuencia de la presencia de tumores.

Diversos tumores, incluyendo carcinomas renales y hepaticos, pueden ser otra
causa importante de eritrocitosis secundaria. En algunos casos, los tumores
mismos producen eritropoyetina; en otros, es el tejido renal normal quien secreta
la hormona de manera excesiva, quizas como resultado de la isquemia provocada
por el tumor (Jelkmann, 1992). Los reportes de caso asociados con eritrocitosis o
policitemia secundaria a tumores en animales domésticos incluyen perros con
diagndstico de fibrosarcoma renal (Gorse, 1988), fibrosarcoma intranasal (Couto et
al. 1989), linfoma renal de células T (Durno et al. 2011), leiomiosarcoma cecal
(Sato et al. 2002) y schwannoma (Yamauchi et al. 2004). Ademas, gatos con
adenocarcinoma renal (Klainbart et al. 2008; Noh et al. 2013), potras o yeguas
jévenes con hepatoblastoma (Lennox et al. 2000; Axon et al. 2008; Gold et al.
2008), una potra con carcinoma hepatocelular (Roby et al. 1990), una yegua con
linfoma (Koch et al. 2006), una vaca con carcinoma hepatocelular (Braun et al.
1997), una oveja con carcinoma colangiocelular (Braun et al. 1997), y una llama
con tumor de la granulosa y teca (Anderson et al. 2010). En la mayoria de estos
casos se trataba de animales de edad relativamente avanzada. Sin embargo, se
tiene el reporte de policitemia en una perra de 19 meses de edad con

adenocarcinoma renal (una presentacion anormalmente temprana para esta
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neoplasia) (Crow et al. 1995) y en una vaquilla de 8 meses con carcinoma

hepatocelular (Braun et al. 1997).

La remocion del tejido tumoral puede corregir los valores hematolégicos de los
pacientes, como lo sugieren los reportes de casos de varios perros (Gorse, 1988;
Couto et al. 1989; Yamauchi et al. 2004). Lo mismo se ha observado en gatos con
adenocarcinoma renal, en los que, tras realizar la nefrectomia del rifidn afectado,
los niveles séricos de la hormona disminuyeron gradualmente, resolviéndose la
eritrocitosis/policitemia con el transcurso de algunos dias (Klainbart et al. 2008;
Noh et al. 2013). Se ha sugerido que, cuando soélo un rifidn es afectado por el
tumor y el otro funciona adecuadamente, la nefrectomia debe ser considerada
como una opcion de tratamiento en gatos con policitemia secundaria a

adenocarcinoma renal (Klainbart et al. 2008).

Clinicamente, la policitemia secundaria puede estar acompafada de poliuria y
polidipsia. Partiendo de la hipotesis de que la hiperviscosidad y el aumento del
volumen sanguineo pueden afectar la liberacion de la hormona antidiurética
(ADH), resultando en poliuria y polidipsia, van Vonderen et al. (1997) encontraron
que, en efecto, los perros con policitemia secundaria a una neoplasia renal
presentaban una liberacion retardada de dicha hormona, siendo incapaces de

concentrar la orina, ante la induccion de un aumento de la osmolalidad plasmatica.

Existen otras causas de eritrocitosis secundaria.

Ademas de la hipoxemia croénica y la presencia de tumores, existen otros factores
que pueden causar o agravar la eritrocitosis secundaria. En perros, por ejemplo,
se ha encontrado policitemia asociada a la pielonefritis unilateral (Kessler, 2008);
en este reporte, se sefiald que los parametros hematoldgicos y la concentracion
de eritropoyetina recuperaron su valor normal después de la nefrectomia total. El
cobalto también estimula la produccion de eritropoyetina (ver seccién V) y se ha
pensado que la exposicion a este elemento podria contribuir a la marcada

eritrocitosis que se presenta en comunidades mineras que habitan a grandes
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altitudes (Jefferson et al. 2002). Por otro lado, la policitemia secundaria puede
encontrarse relacionada con diferentes hemoglobinopatias (Prchal y Prchal, 1999).
En este punto seria conveniente recordar el caso de la inhalacién de CO, estimulo
que provoca aumento de la concentracion plasmatica de eritropoyetina de manera
verdaderamente sorprendente, al inducir una grave hipoxia tisular, producto de la
combinacion de una baja capacidad de transporte de O, y de una alta afinidad de

la hemoglobina por el O, (Jelkmann y Seidl, 1987).

Deficiencia

La produccion deficiente de eritropoyetina puede ocurrir durante la insuficiencia

renal crénica, generando la “anemia renal’.

En pacientes con insuficiencia renal crénica es comun que se presente anemia
normocitica normocrémica no regenerativa (King et al. 1992) (en ocasiones
referida como “anemia renal”), la cual ocurre principalmente como consecuencia
de la produccién deficiente de eritropoyetina. Sin embargo, los animales con este
tipo de anemia no necesariamente presentan niveles reducidos de la hormona
(Cook y Lothrop, 1994; Pechereau et al. 1997).

La anemia renal es un problema frecuente en pequefas especies. Se estima que
entre el 15 y el 30% de los gatos geriatricos desarrollaran enfermedad renal
cronica, y que entre el 30 y el 65% de estos animales presentaran anemia con el
progreso de la enfermedad (Chalhoub et al. 2011). En perros, el grado de anemia
ha mostrado una relacion directa con el grado de la insuficiencia renal cronica
(King et al. 1992).

Con base en el conocimiento de que los rifiones son la principal fuente de
eritropoyetina circulante en el mamifero adulto, no resulta dificil comprender el
hecho de que la falla renal conduzca a una produccion deficiente de la hormona vy,

en consecuencia, al desarrollo de anemia. Sin embargo, los mecanismos
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fisiopatologicos subyacentes a este trastorno podrian distar de ser sencillos. La
observacion de que la concentracion sérica de eritropoyetina puede aumentar
significativamente en pacientes con insuficiencia renal cronica sometidos a estrés
hipéxico ha hecho pensar que la capacidad de producir la hormona no
necesariamente se encuentra abolida, y que el mecanismo fisiolégico de deteccion
de oxigeno opera a un punto de ajuste inferior (Chandra et al. 1988). Para
complicar mas las cosas, dentro de la gran diversidad etiolégica de la insuficiencia
renal, la produccion de eritropoyetina, ya de por si deficiente, podria ser inhibida
aun mas por algunas citocinas inflamatorias (Jelkmann, 1998; La Ferla et al.
2002).

Ademas de la falta de eritropoyetina, se han identificado otros factores que pueden
contribuir a la anemia de la insuficiencia renal, entre ellos una vida reducida de los
glébulos rojos, desbalances nutricionales, y hemorragias, las cuales son

frecuentes en pacientes urémicos (Harris y Krawiec, 1990).

La produccion deficiente de eritropoyetina puede ocurrir durante diversos

trastornos crénicos, generando la “anemia por enfermedad crénica”.

En algunos pacientes con procesos inflamatorios crénicos o tumores malignos se
presenta anemia (Samson, 1983), la cual en ocasiones es llamada “anemia por
enfermedad crénica”. Aunque el desarrollo de esta anemia en realidad es
multifactorial, la inhibicidon de la expresion del gen de la eritropoyetina causada por
algunas citocinas inflamatorias es uno de los importantes mecanismos
subyacentes. Existe evidencia que apoya la idea de que la interleucina-1 (IL-1) y el
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) son responsables de inhibir la produccion de
eritropoyetina durante procesos inflamatorios renales o sistémicos (Jelkmann,
1998).

Asimismo, con base en los resultados de un estudio realizado in vitro, se ha
pensado que la exposicién al cadmio y la quimioterapia con cisplatino provocan

anemia al interferir directamente con la sintesis de eritropoyetina en el rifién, lo
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cual ocurre probablemente mediante la inhibicion de la unién del HIF, y de la

expresion del ARNm de eritropoyetina (Horiguchi et al. 2000).
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Xl. ALGUNOS USOS DE LA ERITROPOYETINA EN MEDICINA
VETERINARIA

En medicina humana, el principal uso de la rhEPO ha sido el tratamiento de
pacientes con insuficiencia renal cronica. Ademas, la eritropoyetina ha sido
utilizada para el tratamiento de la anemia inducida por la quimioterapia en
pacientes con cancer, en pacientes con SIDA que desarrollan anemia como
consecuencia de la terapia antiviral, en pacientes quirurgicos (durante las fases
preoperatoria y postoperatoria) y en pacientes con anemia mielodisplasica,
aunque solo una minoria de estos ultimos responde al tratamiento (Bunn, 2013).
En cambio, el uso de eritropoyetina en medicina veterinaria esta limitado por la
falta de disponibilidad a nivel comercial de eritropoyetina recombinante de las
especies en cuestion, asi como por la insuficiente informacion publicada en cuanto

se refiere al potencial terapéutico de la hormona en diferentes patologias.

Tratamiento de la insuficiencia renal crénica en perros y gatos

El principal uso terapéutico de la eritropoyetina es, sin duda, en el tratamiento de
la anemia en humanos y animales con insuficiencia renal crénica. La produccién
deficiente de eritropoyetina puede ser contrarrestada mediante el uso de agentes
estimuladores de los eritrocitos (“erythrocyte-stimulating agents” o ESAs, por sus
siglas en inglés) como son el epoetin alfa, el epoetin beta y el darbepoetin alfa
(Chalhoub et al. 2011). La administraciéon de rhEPO en perros y gatos con
insuficiencia renal crénica puede aumentar el numero de glébulos rojos y
reticulocitos, la concentracion de hemoglobina y el hematocrito, asi como mejorar

la calidad de vida de los pacientes (Cowgill et al. 1998).
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Una de las dificultades que implica el tratamiento con eritropoyetina es la
necesidad de aplicarla varias veces por semana. Para resolver esta situacion
puede ser util el uso de nuevas sustancias que favorezcan la liberacion sostenida
de la hormona (Nagasaki et al. 2009; Nagasaki, 2010), asi como el desarrollo de
derivados de su molécula que tengan una accion prolongada. Por ejemplo, el
darbepoetin alfa tiene una mayor glicosilacién y una vida media mas larga que la
eritropoyetina (Macdougall, 2002; Cases, 2003), lo que permite disminuir la
frecuencia de administracién. Su utilizacion en gatos ha sido considerada como un
tratamiento efectivo y relativamente seguro de la anemia derivada de la
enfermedad renal (Chalhoub et al. 2012).

Ante los riesgos que conlleva el tratamiento, se ha recomendado aplicar
eritropoyetina solamente cuando el hematocrito haya alcanzado un valor menor al
20 o 22% (Polzin, 2011; Bartges, 2012), o cuando se presentan signos clinicos
severos de anemia. Por su lado, el tratamiento con darbepoetin puede empezar a
utilizarse en casos que presentan un menor grado de anemia (Bartges, 2012), ya
que implica un menor riesgo de generar la produccién de anticuerpos. Mientras la
eritropoyetina se dosifica en unidades internacionales, el darbepoetin alfa lo hace
en microgramos. 1 pg de darbepoetin alfa equivale a 200 unidades de
eritropoyetina. La dosis inicial de eritropoyetina que se ha recomendado es 100
U/kg, por via subcutanea, tres veces a la semana (Langston et al. 2003), mientras
que se sugiere administrar el darbepoetin en la fase de inducciéon a una dosis de
1.5 pg/kg, por via subcutanea, solo una vez a la semana (Polzin, 2011). En ambos
esquemas de tratamiento, una vez que se alcanza el hematocrito objetivo, se
recomienda reducir la dosis lentamente hasta encontrar la minima cantidad
necesaria para controlar la anemia (Bartges, 2012). Los pacientes que han sido
tratados con EPO pueden cambiar a darbepoetin con una dosis equivalente, pero

con un intervalo entre dosificaciones tres veces mayor (Polzin, 2011).

El suplemento con hierro es recomendable para todos los pacientes que reciben
tratamiento con eritropoyetina (Langston et al. 2003; Polzin, 2011; Bartges, 2012).

Las infecciones deben ser tratadas para minimizar el secuestro de hierro, lo que
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podria resultar en una menor efectividad del tratamiento (Bartges, 2012). Por otra
parte, las dietas bajas en proteinas pueden reducir la cantidad de farmacos
hipotensores y de eritropoyetina requerida en el tratamiento de pacientes con

insuficiencia renal (De Santo et al. 2011).

El monitoreo constante del hematocrito durante el tratamiento con EPO o con
darbepoetin es muy importante para evitar la sobredosis. Durante la fase de
induccion se recomienda hacer la medicion cada semana, y después, en la fase
de mantenimiento, cada mes (Polzin, 2011). En el manejo de la anemia, los
estudios en humanos indican que el uso de rhEPO para elevar el nivel de
hemoglobina mas alla de un valor ideal, puede no representar mayores beneficios
e incluso aumentar el riesgo de efectos adversos severos sobre el sistema
cardiovascular (Singh et al. 2006). Aunque en los casos de insuficiencia renal
cronica en perros y gatos no se ha establecido el hematocrito objetivo éptimo, un
valor razonable puede ser el limite inferior del rango normal (Polzin, 2011). Una
vez que el hematocrito se ha estabilizado dentro del rango buscado, debera ser
evaluado cada tres meses (Polzin, 2011). Si no se vigila correctamente el
hematocrito, puede presentarse policitemia severa y muerte, particularmente
durante la fase de induccion (Polzin, 2011). Otra medida que ha sido
recomendada es evaluar la presién arterial antes del tratamiento y, después,

mensual o bimestralmente (Langston et al. 2003).

La administracion de rhEPO a perros y gatos puede inducir la formacion de

anticuerpos anti-rhEPQ y provocar hipoplasia eritroide.

En perros y gatos, uno de los principales riesgos del uso de rhEPO es la reaccion
inmunolégica que puede inducir (Cowgill et al. 1998). Con base en algunas
observaciones de perros y gatos que presentaron anemia después del tratamiento
con rhEPO, Langston et al. (2003) sefialaron que entre el 20 y el 70% de los
pacientes desarrollan una reaccién inmunoldgica clinicamente significativa contra

la rhEPO; sin embargo, dada la gran amplitud de este rango, hace falta realizar
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mas investigacion que permita conocer con mayor precision el porcentaje de

animales en los que se presenta el problema.

Dado que los anticuerpos formados pueden reaccionar con la eritropoyetina
exogena y la endogena, se puede presentar una anemia peor que la que habia
antes de iniciar el tratamiento. La grave hipoplasia eritroide que se ha encontrado
algunas veces después de la administracion de rhEPO ha sido atribuida a la
respuesta inmunologica que se ejerce sobre la propia eritropoyetina endogena,
anulando su participacion en la respuesta a la anemia. El darbepoetin tiene menos
probabilidades de mostrar este efecto adverso, por lo que este producto es
actualmente mas recomendado que la rhEPO para uso terapéutico en perros y
gatos (Polzin, 2011). Aunque no es facil la confirmacion de la respuesta
inmunoldgica contra la eritropoyetina exdégena debido a la falta de técnicas de
laboratorio para la deteccion de anticuerpos anti-rhEPO, se sospecha que ha
habido formacion de anticuerpos en pacientes que inicialmente responden al
tratamiento pero que posteriormente muestran un descenso del hematocrito o una
falta de respuesta a mayores dosis de eritropoyetina o darbepoetin (Polzin, 2011;
Bartges, 2012). Otro hecho que sugiere que el problema se ha presentado es la
demostracion de un incremento en la proporcion mieloide/eritroide de la médula
o0sea (Polzin, 2011). Los anticuerpos se forman por lo general en los primeros

meses de tratamiento (Langston et al. 2003).

Cuando se sospecha de la formacién de anticuerpos, el tratamiento con rhEPO
debe suspenderse de inmediato y se recomienda efectuar transfusiones
sanguineas (Langston et al. 2003). La suspensiéon oportuna del medicamento
puede restablecer el nivel de eritropoyesis previo al tratamiento (Polzin, 2011). Por
ejemplo, en perros clinicamente sanos a los que se administré rhEPO y en los que
se desarroll6 hipoplasia eritroide, la suspension del tratamiento consiguio la
recuperacion de la producciéon de globulos rojos en 5 — 11 semanas (Randolph et
al. 1999). Sin embargo, los problemas de compatibilidad, el costo de las
transfusiones y la persistencia de la anemia con frecuencia culminan con la muerte

o eutanasia del paciente (Langston et al. 2003). Cabe mencionar que las
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transfusiones sanguineas también han sido consideradas como una opcion
terapéutica en aves de compafia o silvestres (Martinho, 2012), en quienes la

administracién de rhEPO podria carecer de utilidad.

En perros y gatos, otros efectos adversos posiblemente atribuibles al uso de
eritropoyetina o darbepoetin, incluyen hipertensién (Cowgill et al. 1998; Chalhoub
et al. 2011; Chalhoub et al. 2012), convulsiones (Cowgill et al. 1998; Chalhoub et
al. 2011; Chalhoub et al. 2012), deficiencia de hierro (Cowgill et al. 1998; Chalhoub
et al. 2011), fiebre (Chalhoub et al. 2011; Chalhoub et al. 2012), vémito (Chalhoub
et al. 2012) y artralgia (Chalhoub et al. 2011). Como ya se menciond, la policitemia
resultante de un mal monitoreo del hematocrito y de una mala dosificacién es una

complicacion frecuente.

Otros usos terapéuticos

En medicina veterinaria, el uso de eritropoyetina con fines distintos al tratamiento
de la anemia renal se encuentra mucho menos documentado. Los perros o gatos
con anemias por causas distintas de la insuficiencia renal cronica mantienen la
capacidad de producir la hormona y generalmente presentan concentraciones
altas de la misma (Kociba et al. 1983; Wardrop et al. 1986; Cook y Lothrop, 1994;
Pechereau et al. 1997). Por lo tanto, es cuestionable la recomendacion del uso de
eritropoyetina recombinante en estos animales, especialmente por el riesgo de
inducir la formacion de anticuerpos que reducirian los posibles efectos benéficos
del tratamiento. Asi, el uso de eritropoyetina en pacientes con anemia por causa
distinta de la insuficiencia renal ha sido minimo en medicina veterinaria. No
obstante, se exponen a continuacién algunos reportes sobre diversos usos de
rhEPO en animales. La potencial utilizacion de esta informacién debera ser
analizada sobre la base del criterio y experiencia clinica de los médicos

veterinarios.
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En 2011 Geeta (2011) inform6 sobre un pastor aleman de 5 afios que presentaba
anemia hipoplasica, y cuyos valores hematolégicos mostraron una respuesta
favorable al tratamiento, consistente en la administracion de eritropoyetina (100 Ul/
kg SC dos veces a la semana), de decanoato de nandrolona (2 mg/kg IM una vez
a la semana), asi como de antibidticos de amplio espectro, vitaminas del complejo
B y suplemento de hierro por via oral. Holland et al. (1996) reportaron el caso de
un perro Dachshund macho castrado, de 11 afios de edad, diagnosticado con
pancitopenia asociada a toxicidad por captopril, cuyo tratamiento consistio en
suspender el medicamento, asi como en administrar rhEPO vy factor estimulante
de colonias de granulocitos. Sin embargo, dado que otros agentes terapéuticos
fueron administrados simultaneamente, seria necesario definir con mayor

profundidad la utilidad que el uso de la eritropoyetina tuvo en estos dos casos.

En 2003, en una revision sobre la fisiologia y el tratamiento de un grupo diverso de
trastornos de la médula 6sea, Weiss (2003) sefala que los perros con ciertos tipos
de sindromes mielodisplasicos (conocidos como MDS-RC y MDS-Er) parecen
responder favorablemente al tratamiento con eritropoyetina y tienen una

supervivencia mas prolongada.

En 1998, evaluando el valor potencial del uso de la rhEPO como coadyuvante en
los bancos de sangre para autotransfusion, Suzuki (1998) reporté que los perros a
los que se habia suministrado hierro y rhEPO mantuvieron un hematocrito
practicamente inalterado después de recibir una donacién de sangre autdloga, a
diferencia de los perros que dias antes de la transfusién habian recibido solucion
salina o soOlo hierro, en los que si se observd un marcado descenso del
hematocrito. Concluyé que la rhEPO es un valioso auxiliar en los bancos de

sangre canina para la autotransfusion.

En 2001, Arai et al. (2001) informaron sobre el uso de rhEPO y del factor
estimulante de colonias de granulocitos y monocitos recombinante humano (rhGM-
SCF) en gatos de laboratorio infectados con el virus de la inmunodeficiencia felina
(FIV). La administracién subcutanea de rhEPO, a una dosis de 100 U/kg tres

veces por semana durante dos semanas, mostré un aumento gradual del
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hematocrito que alcanzé su valor maximo entre dos y cuatro semanas después del
primer tratamiento con rhEPO. En gatos tratados con rhEPO también se presento
un aumento del conteo de glébulos blancos a las cuatro semanas después del
primer tratamiento, pero no hubo diferencia estadistica con los animales controles.
Ningun animal desarroll6 anticuerpos, concluyéndose en este estudio que la
rhEPO puede ser utilizada con seguridad en gatos infectados con el virus. Por otro
lado, se detectaron anticuerpos anti- rhGM-SCF en mas de la mitad de los gatos
que recibieron inyecciones subcutaneas de rhGM-SCF, a una dosis de 5 ug/kg dos
veces al dia por dos semanas, sugiriendo que el uso de este factor en gatos

infectados con el virus es inseguro.

En 2008, Sosa et al. (2008) reportaron el acceso rapido al encéfalo de rhEPO con
bajo contenido de acido sialico, después de ser administrada por via intranasal en
un “gerbo de Mongolia” y un primate no humano. Con base en sus resultados,
propusieron la via nasal como una alternativa segura y no invasiva para el
aprovechamiento del efecto neuroprotector de la eritropoyetina en accidentes

cerebrovasculares.

En 2013, Alvarez Blanquet (2013) presentd el caso de un perro chihuahuefo
hembra de 12 afos con traumatismo craneoencefalico. En reconocimiento de los
efectos neuroprotectores de la eritropoyetina, el paciente fue tratado con rhEPO
via intranasal a una dosis de 150 Ul/kg a las dos horas posteriores al traumatismo.
En la evaluacion neuroloégica al dia 0 el paciente presentd estupor, midriasis,
incapacidad para incorporarse, asi como ausencia de propiocepcion y dolor
superficial; al dia 2 se presenté en estado de alerta y responsivo, con pupilas

responsivas, ataxia, y presencia de propiocepcion y dolor superficial.

Puede concluirse que la informacion publicada hasta ahora sobre el uso
terapéutico de eritropoyetina en animales que padecen anemias de origen no renal
es insuficiente para establecer una recomendacion general. Sin embargo, el
aprovechamiento de los efectos no hematopoyéticos de la eritropoyetina,
especialmente su actividad neuroprotectora, podria en el futuro ser beneficioso

para la medicina veterinaria. Después de todo, el optimismo que al respecto se ha
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generado en medicina humana esta sustentado en un vasto trabajo experimental

llevado a cabo en diversos modelos animales.

Dopaje en animales de carrera

La estimulacion de la eritropoyesis ha sido un campo atractivo en el area de los
equinos, y existe evidencia experimental de que la administracion de eritropoyetina
en estos animales puede tener efectos favorables. En un estudio con yeguas
sometidas a pruebas de esfuerzo, y que habian participado previamente en
protocolos experimentales, se observo que la administracién de bajas dosis de
rhEPO incrementd el hematocrito, la capacidad aerdbica y el rendimiento del
ejercicio, sin alterar el volumen de la sangre ni la concentracion plasmatica de
proteinas (McKeever et al. 2006). En otro estudio, tras la anemia experimental y el
tratamiento con eritropoyetina, los caballos mostraron un aumento del volumen

celular medio de reticulocitos (Cooper et al. 2005).

Por sus efectos favorables sobre la capacidad de transporte de O, y de mejoria en
la entrega de este gas al tejido muscular, la eritropoyetina recombinante ha sido
utilizada en humanos para mejorar el rendimiento atlético, principalmente en los
deportes de alta resistencia (Bento et al. 2003). Como es de suponerse, esta
practica se ha extendido a los caballos de carrera. En estos animales, el dopaje
con rhEPO, para aumentar su resistencia, es una practica ilegal que se ha
reportado en los ultimos anos. Este problema concierne también a los perros
galgos (Bartlett et al. 2006).

Los riesgos asociados con el uso de rhEPO en caballos no deben ser ignorados.
Esta practica puede provocar trastornos derivados del aumento del hematocrito y
la viscosidad de la sangre (McKeever, 2011), los cuales pueden comprometer
seriamente el bienestar del animal. Ademas, se ha demostrado que los
anticuerpos contra eritropoyetina humana pueden reaccionar con la propia

eritropoyetina equina (Kearns et al. 2000). Asimismo, se ha reportado la formacion



74

de anticuerpos anti-rhEPO, con desarrollo de hipoplasia eritroide y anemia, en
caballos a los que se habia administrado rhEPO, los cuales después de ser dados
de alta con la indicacién de descontinuar la administracion de rhEPO y administrar
dexametasona, se recuperaron en unos meses y regresaron al entrenamiento
(Piercy et al. 1998).

Es importante contar con métodos eficientes para la detecciéon del dopaje con
rhEPO. En animales de carrera, las muestras de orina son utilizadas con
frecuencia, dada su relativa facilidad de obtencion. Sin embargo, un problema
comun es la conmutacion de dichas muestras. Aunque el hallazgo de nicotina,
cafeina y acido urico es sugestivo de que se trata de orina humana, la
confirmacion definitiva de que ha habido conmutacion de muestras puede ser
complicada (Bartlett et al. 2006). Como ocurre en el caso de perros (Bartlett et al.
2006), se ha evaluado la eficacia de diferentes métodos para detectar la
administraciéon de agentes estimuladores de eritropoyesis en caballos mediante
muestras de plasma (Guan et al. 2008; Scarth et al. 2011; Lonnberg et al. 2012) y
orina (Scarth et al. 2011; Lonnberg et al. 2012). El sistema MAIIA, un nuevo
método micro-cromatografico, ha mostrado ser una herramienta prometedora, con
una gran sensibilidad y un tiempo muy corto de presentacion de resultados, capaz
de detectar la administracion de agentes estimuladores de la eritropoyesis (como
las variantes de rhEPO Eprex y Aranesp) mediante muestras de plasma u orina
(Lonnberg et al. 2012).

Eritropoyetina recombinante canina (rcEPO), eritropoyetina
recombinante felina (rffEPO) y organismos transgénicos.

Mediante el uso de células CHO, ha sido posible producir eritropoyetina
recombinante canina (rcEPO) (MacLeod et al. 1998) y eritropoyetina recombinante
felina (fEPO) (Baldwin et al. 2003; Randolph et al. 2004b). A diferencia de la

rhEPO, actualmente estos productos no se encuentran disponibles
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comercialmente, y su disponibilidad en el futuro es incierta. No obstante, se han
desarrollado varios experimentos para valorar la eficacia y la seguridad de las

proteinas recombinantes en perros y gatos.

En los experimentos llevados a cabo en perros, se observd que la rcEPO
estimulaba la produccion de glébulos rojos en animales clinicamente sanos
(Randolph et al. 1999), asi como en animales con anemia secundaria a
insuficiencia renal cronica (Randolph et al. 2004a), sin que se provocara la
hipoplasia eritroide asociada al uso de rhEPO. Desafortunadamente, la rcEPO no
fue tan efectiva para restaurar la produccion de eritrocitos en perros que
previamente habian desarrollado aplasia de glébulos rojos inducida por la
administracién de rhEPO (Randolph et al. 2004a).

En cuanto a los gatos, la rfEPO logré restablecer la eritropoyesis en varios
animales con enfermedad renal cronica, incluso en aquellos que supuestamente
presentaban aplasia de glébulos rojos inducida por administracion de rhEPO
(Randolph et al. 2004b). Sin embargo, sorpresivamente, se observé que algunos
gatos con insuficiencia renal cronica tratados con rfEPO desarrollaron anemia que
no fue posible revertir con el uso de mayores dosis de rfEPO y se concluy6 que el
riesgo de desarrollo de aplasia de globulos rojos no fue eliminado como un

problema grave (Randolph et al. 2004b).

Ademas de la produccién de proteinas recombinantes mediante el uso de células
CHO, se han creado organismos transgénicos que expresan el gen de la
eritropoyetina humana. En cerdos que expresan el gen se han reportado
trastornos reproductivos; la baja fertilidad observada en estos animales podria
estar relacionada con un agotamiento de las células germinales causado por una
apoptosis incrementada en los testiculos, vinculada con la expresion anormal de
diversas proteinas que ademas de alterar la apoptosis afectan el desarrollo del

citoesqueleto (Choi et al. 2012).
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Figura 1. Estructura primaria de la eritropoyetina humana.

Los numeros indican la posicién de los residuos de aminoacidos y los cuadros
amarillos [CHO] representan cadenas de oligosacaridos. La eritropoyetina
circulante es una glucoproteina de 165 residuos de aminoacidos que presenta dos
puentes disulfuro: uno entre Cys 7 y Cys 161, y otro entre Cys 29 y Cys 33. La
porcién de carbohidratos consiste en tres N-glicosilaciones (Asn 24, 38 y 83) y una
O-glicosilacién (Ser 126).
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Figura 2. Degradacién de la subunidad alfa del factor inducido por hipoxia
(HIF-a) en presencia de oxigeno.

El HIF-a es hidroxilado por accion de una enzima prolil-hidroxilasa (PH) mediante
una reaccion dependiente de O,. Esta reaccion permite la interacciéon con la
proteina supresora de tumores del sindrome de von Hippel-Lindau (pVHL), lo que
genera que la subunidad HIF-a sea poliubiquitinada. El resultado final es la
degradacion del HIF-a.
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Figura 3. La participacion de la eritropoyetina en la respuesta a la hipoxia
tisular.

La produccién de eritropoyetina en los rifiones es estimulada por la hipoxia tisular.
Esta hormona actua en la médula ésea inhibiendo la apoptosis de los progenitores
eritroides (llamados BFU-E y CFU-E). Como resultado, la concentracién de
glébulos rojos en la sangre aumenta, lo que favorece la correccion de la hipoxia
tisular.
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Figura 4. Activacion del receptor de la eritropoyetina.

El receptor de la eritropoyetina (EPO-R) es un homodimero. En ausencia de
ligando, sus dominios intracelulares se encuentran demasiado separados para
permitir la activacion de JAK2. La union con la eritropoyetina induce un cambio
conformacional en el EPO-R que aproxima a ambos mondémeros y permite la
fosforilacion de JAK2. En consecuencia, se desencadena la cascada de
transduccion de la sefal.
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Cuadro 1

CONDICIONES ASOCIADAS CON AUMENTO DE LA PRODUCCION DE ERITROPOYETINA (EPO)

L . Variable que se encontro
Condicién Especie incrementada Ref.
. EPO circulante
Ovinos ARNm de EPO en rifiones e higado Fuetal. 1993
Hemorragia Ratones ARNmM de EPO en rifiones e higado Bondurant y Koury, 1986
Ratas ARNm de E'.DO en rinones Beru et al. 1986
EPO circulante
Disminucién del hematocrito Numero de progenitores eritroides en
En relacio mediante desangramiento o Ratones la médula ésea Misago et al. 1986
n refacion con hiperhidratacion Numero de reticulocitos periféricos
una baja capacidad
de transporte de i4 i
P Induccion de anemia Ratas EPO circulante Jelkmann y Seidl, 1987

oxigeno

isovolémica

Anemia en ausencia de
insuficiencia renal

Perros y gatos

EPO circulante

Pechereau et al. 1997

Ratas EPO circulante Jelkmann y Seidl, 1987
Masa de glébulos rojos
Exposicién al CO Humanos Hemoglobl_na Sagone et al. 1973
(fumadores) Hematocrito
Recuento de glébulos rojos
Humanos EPO circulante Abbrecht y Littell, 1972
Exposicion a grandes altitudes Ratones EPO circulante Abbrecht y Littell, 1972
Caballos EPOQ circulante McKeever et al. 2010
Ratones EPO circulante Seferynska et al. 1989
En rele_zcio’n con EPO en rifiones Jelkmann y Bauer, 1981,
una baja presion Exposicién a camara hipobérica Schuster et al. 1987
arterial de oxigeno Ratas ARNm de EPO en rifiones
. Schuster et al. 1987
EPO circulante
Eliminacién de los cuerpos
carotideos + exposicién a la Gatos EPO circulante Paulo et al. 1972
hipoxia
EPO circulante .
Alcalosis respiratoria Humanos EPO en la orina Miller et al. 1973
Ratas Produccién de EPO Miller et al. 1976
Escasos niveles de 2,3-DPG
En relacion con (p.e. en sangre almacenada - EPO circulante Napier, 1980
una alta afinidgd para transfusion)
de la hemoglobina Ratas EPO circulante Jelkmann y Seidl, 1987
por el oxigeno
Masa de gldbulos rojos
Exposicién al CO Humanos Hemoglob!na Sagone et al. 1973
(fumadores) Hematocrito
Recuento de gldbulos rojos
Administracion de cobalto Ratas ARNm de EPO en rnones e higado Beru et al. 1986
EPO circulante
En relacion con Deficiencia de hierro
otros factores (p.e. administracion de
p-€. Humanos EPO circulante Kling et al. 1996

deferoxamina)
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Cuadro 2

REPORTES DE CASOS RELACIONADOS CON ERITROCITOSIS SECUNDARIA EN ANIMALES

Tipo de trastorno

Diagnostico

Paciente(s)

Ref.

Trastornos del
desarrollo

Complejo
Eisenmenger

Vaca Holstein-Friesian de 4.5 afos.

Gavaghan et al. 2001

Tetralogia de Fallot

Gato cruza de Siamés, macho, 18

Kirby y Gillick, 1974

Asociados a cardiovascular meses
hipoxemia Persistencia del
cronica ersistencia de Perros adultos Moore y Stepien, 2001
ducto arterioso
Enfermed_ad Ca_rcmoma Pointer aleman hembra de 8 afos. Bertazzolo et al. 2002
pulmonar difusa bronquiolo-alveolar
Gato 9 afios .
Gato 12 afios Klainbart et al. 2008
Adenocarcinoma
renal Gata esterilizada de 9 afios Noh et al. 2013
Perra 19 meses Crow et al. 1995
Carcinomas Potranca arabe de un afio Roby et al. 1990
Carcinoma ~
hepatocelular Vaca 10 afios Braun et al. 1997
Vaquilla 8 meses Braun et al. 1997
Asociados a Carcinoma Oveia 3 af B t al. 1997
tumores colangiocelular veja s anos raun et al.
Fibrosarcoma renal Perro tipo beagle 10 afios Gorse, 1988
Fibrosarcoma . ~
intranasal Perra castrada, raza mixta, 8 afios Couto et al. 1989
Linfoma renal de
Otras neoplasias células T Perros Durno et al. 2011
Bt L Perro raza mixta, 14 afios Sato et al. 2002
cecal
Schwannoma Perra esterilizada, raza mixta, 11 afios Yamauchi et al. 2004
Asociados a Pielonefritis
necrotizante Perro raza mixta, 11 afios Kessler, 2008

otras cusas

unilateral
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