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RESUMEN

La eritropoyetina (EPO) es un factor de crecimiento y viabilidad esencial para los progenitores eritrocitarios de la
médula ésea, que regula la produccién de eritrocitos y la adapta a las necesidades fisiologicas de oxigeno. La
obtencién de EPO humana por la tecnologia del ADN recombinante (EPOhr) ha permitido su amplio uso terapéutico.
La experiencia clinica ha demostrado que esta molécula es capaz de corregir la anemia asociada a diferentes
estados como: insuficiencia renal crénica terapia con zidovudina en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), artritis reumatoide, quimioterapia, prematuridad, tranfusiones autélogas, enfermedades
oncohematolégicas y otras. La hipoxia histica es el principal estimulo para la sintesis de esta hormona en los
rinones y en el higado. La anemia renal puede ser corregida independientemente de la dosis utilizada, sin importantes
efectos adversos, excepto el posible incremento de la presién arterial. Los pacientes que sufren anemia extrarrenal
también se pueden beneficiar del uso de la EPOhr. En el presente trabajo se describen estudios preclinicos que
demuestran la seguridad y tolerancia, asi como se resefan hallazgos poco divulgados de la experimentacién con
este factor de crecimiento hormonal, a modo de contribucién a la ampliacién del conocimiento sobre su elevado
indice terapéutico.
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REVISIO

ABSTRACT

Pre-clinic criteria supporting safety in the use of recombinant human erythropoietin. Erythropoietin is an
essential growth and viability factor to erythroid progenitors of the bone marrow, regulating erythrocyte production
and adapting it to the physiological needs for oxygen. Human EPO obtainment through recombinant DNA (EPO-hr)
technology has enabled its wide therapeutical use. Clinical experience has shown that this molecule is capable of
modifying anemia associated to chronic renal failure, zidovudine based therapy in patients with Adquired Immuno
Deficiency Syndrome (AIDS), rheumatoid arthritis, chemotherapy, prematurity, autologous transfusions,
oncohemathological diseases and others. Tisular hypoxia is the main stimulus for the synthesis of this hormone in
liver and kidneys. Renal anemia can be modified in dose a dependent manner without adverse effects, disregarding
the possible increase of blood pressure. Patients suffering from extra renal anemia could also be benefited from the
use of EPO-hr. The present paper reviews poorly divulged preclinical findings of experiments with this hormonal

growth factor in an attempt to widen the knowledge of its high therapeutic index.
Key words: erythropoietin, preclinical study, carcinogenesis, mutagenesis, toxicity

Introduccion

Lahormona glicoproteica eritropoyetina (EPO) es un
factor de crecimiento esencial paralaviabilidad de las
células precursoras eritrocitarias de la médula 6sea.
Esta hormona se produce en losrifionesy el higado de
los adultos [1, 2], y la hipoxia histica es €l principal
estimulo para su sintesis en estos organos.

LaEPO enddgenay larecombinante humana (EPOhr)
son similares con respecto asus propi edades biol 4gicas
y quimicas, excepto por algunas microheterogene dades
en sus cuatro cadenas de carbohidratos [3].

La anemia rena puede ser corregida por la EPOhr
independientemente de la dosis, sin importantes
efectos adversos, excepto el posible incremento de la
tension arterial [3]. Los pacientes que sufren anemia
extrarrenal también se pueden beneficiar del uso dela
EPOhr. Por otra parte, son pocos |os casos en los que
se ha reportado la formacién de anticuerpos contra
EPOhr en humanos [3].

Las dosis de comienzo en pacientes sin didlisis
oscilan entre 50 y 100 UI/K g tres veces por semana,
por las vias intravenosa o subcutanea, y en pacientes
con didlisis, por laviaintravenosa. La dosis debe ser
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reducida cuando el hematdcrito alcance un rango entre
30y 33% o incrementos de mas de 4 puntos en un
periodo de dos semanas y debe ser incrementadasi el

hematdcrito no aumentaen 5 a6 puntos en un periodo
de 8 semanas de tratamiento [4, 5]. Posteriormente,

esta dosis se individualiza para el mantenimiento del

hematdcrito en el rango deseado, oscilaentre 75y 150
UI/Kg [5]. Los pacientes que no responden a esta
dosis se les puede aumentar hasta 300 UI/Kg. Si esto
fracasa, es muy poco probable que mejoren con dosis
superiores, por lo que estas no se recomiendan. Los
cambios de dosis deben ser de 25 UI/Kg cadavez [4].

Paralos pacientes con afecciones oncohematol dgicas,

anemiapor quimioterapiay por tratamientoscon AZT
en SIDA, las dosis de comienzo oscilan entre 100 y
150 UI/Kg y las dosis de mantenimiento deben ser
individualizadas [6].

Uso terapéutico y evaluacion
de seguridad

Diversas proteinas recombinantes desempefian una
funcion importante en la terapia, especialmente en la
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estimulacion de la hematopoyesis posterior a la
quimioterapia. Debido a que son copia de proteinas
enddgenas, se asumia que debian ser bien toleradas.
Esta suposicion esvalida paraal gunas proteinas, pero
otras han mostrado ser menos aceptadas. Por tanto, la
valoracion dela seguridad preclinicade estas proteinas
resulta necesaria, pues los estudios preclinicos de
toxicidad pueden tener un valor predictivo para los
seres humanos [9, 10].

Durante laevaluacion no clinicade distintas variantes
de EPOhr, suelen realizarse estudios para caracterizar
farmacoci néticamentelamol éculaen comparacion con
una similar comercial, ademés de la valoracion de su
seguridad [11, 12]. Los estudios mas frecuentes, y
sobre |os que existe mayor informacion son los que se
detallan a continuacion:

1. Farmacocinéticaintravenosay subcutanea.

2. Toxicidad adosis Unica[13].

3. Tolerancialocal [14].

4. Toxicidad a dosis repetida durante 90 dias [15].

Seguidamente serelacionan los estudios no clinicos
gue conforman la parte 111 del registro del farmaco,
en la que se recogen |os principal es resultados de las
experiencias en animales. Ademas, se ofrecen
consideraciones que no aparecen con lafrecuenciade
las anteriores en |os reportes de | os estudios de esta
molécula. Se discuten a continuaci on aspectos menos
conocidos de | os estudios preclinicos de esta hormona
recombinante.

Estudio de la funcién reproductora

La evaluacion del efecto del tratamiento con EPOhr
sobrelafunciontesticular [16, 17] y sobrelafisiologia
del semen en un modelo defallarenal crénicaen ratas,
indicd quela EPOhr mejoralafuncion delascélulasde
Leydig, lascélulasde Sertoli (estas Ultimas encargadas
de producir b estradiol estimuladas por la hormona
estimulante de foliculos [FSH]), lo cual favorece la
espermatogénesis, la maduracién espermética y la
capacidad fertilizadoraespermética. Por estasrazones,
algunos autores refieren que los cambios hormonales
inducidos por la EPOhr no solo estén relacionados
con €l mejoramiento de la anemia, sino que producen
normalizacion del mecanismo de retroalimentacion
pituitario-gonadal, 1o que parece incidir en la mejoria
de la actividad sexual de los pacientes [18].

También se hademostrado que la EPOhr es capaz
deinfluenciar la esteroidogénesis testicular, median-
te la estimulacion de la produccién de testosterona
en el hombre [18], sin efectos sobre la secrecion de
gonadotropinas, lo que confirma su accién directa
sobre las células de Leydig y las células de Sertali.
En un estudio clinico a 8 pacientes masculinos so-
metidos ahemodidlisis[19], se probd su efecto sobre
laereccion del peney los niveles de hormonas del gje
hipot&lamo-pituitario-gonadal. El 72% de los pa
cientes presenté mejoria de la funcidn eréctil, sin
cambios en los niveles de la FSH, de la hormona
luteinizante (LH), del cinc (Zn) o delaparatohormona
de altasensibilidad (HS-PTH), lo queincluso podria
sugerir determinada funcion de la EPOhr en €l trata
miento de los trastornos sexuales [19].

En todos | os casos descritos en la literatura se han
percibido efectos beneficiosos, y estano recogeinfor-
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macién que haga pensar en la existencia de un peligro
potencial sobre el sistema reproductor masculino
debido alaadministracién de estahormonaalos seres
humanos. De igual modo, con respecto a los efectos
sobre el sistema reproductor femenino, se tienen
reportes acerca de la utilizacion de EPOhr en estados
ginecol 6gicosy en afecciones ovéricas, pero no acerca
de los efectos adversos del tratamiento.

Toxicidad perinatal

Luego del éxito de los ensayos clinicos que emplearon
EPOhr paratratar pacientes adultos con enfermedades
renales en fase terminal y anemia, el primer ensayo
clinico para evaluar el uso de EPOhr en nifios
pretérmino se publico en 1990. Desde aquel reporte
inicial, numerosos ensayos han informado niveles
variables de éxito en €l tratamiento de la anemia del
embarazo. Més recientemente se ha empleado en las
primeras semanas de vida para prevenir la anemia de
la prematuridad [20, 21].

Lafisiologia de la eritropoyesis fetal y la materna
en el embarazo demuestra que |la hematopoyesis
y su estimulacion tienen lugar por separado en las
dos circulaciones sanguineas [22]. La eritropo-
yetina parece ser el principal regulador en ambos
compartimientos. La placenta humana forma una
barrera manifiesta a la EPO enddgenay alarecom-
binante, de modo que se cumple la precondicion
cardinal parael uso delaEPOhr en el tratamiento de
la anemia materna del embarazo. La prevalencia de
anemia materna en la gestacion y luego del parto
eselevaday el uso de EPOhr para su tratamiento ha
dado resultados prometedores, sin reacciones ad-
versas de importancia.

Las mediciones de eritropoyetina en sangre fetal
obtenida por cordocentesis, 0 en sangre del cordon
umbilical y materna han demostrado falta de corre-
lacion, lo que indica una regulacion independiente de
las concentraciones de EPO en los compartimientos
fetal y materno. De modo que laaplicacién terapéutica
de EPOhr ala madre para e tratamiento de anemias
cronicas no tendria efectos sobre |os tejidos fetales.

Potencial mutagénico

Y gjimajunto a algunos colaboradores [23] estudiaron
la genotoxicidad de la EPOhr en ratones desnudos
(atimicos). Ellos observaron marcados incrementos
en la frecuencia de eritrocitos policromaticos mi-
cronucleadosy de reticul ocitos micronucleados en los
ratones portadores de unalineatumoral transfectada
con el gen de la EPOhr, aunque no encontraron
aberraciones cromosdmicas en las células del bazo o
de la médula 6sea. Las alteraciones encontradas
parecen ser resultado delaacel eracion delamaduracion
eritroblastica y de la proliferacion inducida por la
EPOhr. Posteriormente, examinaron la capacidad de
la EPOhr de inducir la formacién de eritrocitos
micronucleados en sistemasin vivoeinvitro. Ademas,
analizaron la frecuencia de reticulocitos micronu
cleados en sangre periférica de ratones a los que se
administro entre 400 y 50 000 UI/Kg de EPOhr por
viaintraperitoneal, y luego setomaron muestras alas
48, 72 y 96 h. Por su parte, en pruebas de mutacion
reversa bacteriana, en cepas de Salmonella typhimu-
rium, TA100, TA98, TA1535, TA1537, oEscherichia
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coli, WP2 uvrA-, tratadas con 188 y 6 000 Ul/placa
de EPOhr, con mezcla S9 0 no, se encontraron un
pequefio, pero significativo incremento en la fre-
cuencia de aparicion de eritrocitos policromaticos
micronucleados en la médula 6sea de los ratones
adosistan elevadas como 12 500 y 50 000 UI/Kg de
EPOhr. De igual modo encontraron unaclararelacion
dosis-respuestay un incremento significativo de re-
ticulocitos micronucleados en sangre periférica hasta
96 horas después de la administracion.

Sin embargo, en los ensayos de mutaciones bacte-
rianas no se observé incremento de cepas deSalmonella
typhimurium o Escherichia coli que hubieran adoptado
fenotipos auxotréficos con el tratamiento de 188 y
6 000 Ul/placa, incluso adosis de 750 y 6000 Ul/mL.
La EPOhr noindujo aberraciones cromosdmicasinvitro
en células CHL o en linfocitos de sangre periférica,
tampoco se detectaron aberraciones cromosdmicas en
células precursoras eritroides de la médula 6sea de
ratones CD-1 adosis de 100 000 UI/Kg in vivo[24].

De manera que los errores en €l proceso de enu-
cleacion o diferenciacion de los eritrocitos, junto con
la induccion de dafios a &cido desoxirribonucleico
(ADN) o los errores en el proceso reparativo, deben
ser igualmente considerados como posibles me-
canismos que expliquen €l incremento delafrecuencia
de células micronucleadas.

En este sentido, |as evidencias favorecen lanocién
de un bajo potencial mutagénico de la eritropoyetina.
Es presumible que la aceleracion de los mecanismos
de proliferacion de células progenitoras ocurre con
errores que dan lugar a aumento de precursores in-
maduros en la sangre periférica, pero no se ha podido
detectar dafio en €l genomacelular de érganosanimales
ni en sistemas bacterianos.

Potencial carcinogénico

Los tumores pueden ser inducidos por numerosos
agentes, entre ellos, radiaciones, agentes biolégicosy
sustancias quimicas de diverso origen. Aparentemen-
te, la transformacion tumoral se origina a partir de
alteraciones en €l programa genético celular o por
cambios en la informacion contenida en las células y
su subsecuente fijacion y replicacion.

LaEPOhr sehadtilizado con éxito en el tratamiento
de la anemia relacionada con el cancer. Esta se ha
probado en el tratamiento de pacientes portadores de
tumores que han desarrollado anemia inducida por
platino. Se reportan sus efectos positivos sobre la
oxigenacion de los tumores, la inhibicion del creci-
miento tumoral y como tratamiento de soporte en la
quimioterapiay laradioterapia[3].

La anemia en el cancer esti asociada con la
produccion excesivade citocinas queinhiben lasintesis
de EPO einterfieren el proceso eritropoyético normal,
lo cual conduce a unareduccién de las células rojas y
de la capacidad de oxigenacion de los tejidos [25].

Un hallazgo experimental sorprendente es queentre
e 30y el 60% de los ratones portadores de tumores,
tratados diariamente con EPOhr por varias semanas,
presentaron regresion tumoral completa. Al ser retados
nuevamente con cdulastumorales, estoslasrechazaron.
Este efecto fue atribuido a un mecanismo mediado por
linfocitos T, demodo quelaeritropoyetinaparece actuar
como agente antitumoral [26].
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Un elevado nimero de evidencias sugiere que €l
tratamiento con EPOhr a pacientes con neoplasias
contribuye alamejoriadelacalidad deviday alasu-
pervivencia. Asi, Glaser y algunos colaboradores [27]
encontraron que el nivel de hemoglobinay €l uso de
EPOhr fueron factores pronosticadores de larespues-
ta de carcinomas escamosos orales y orofaringeos a
la quimiorradioterapia. Larespuesta, €l control local
y las tasas de supervivencia en pacientes con cifras
de hemoglobina menores de 14.5 g/dL antes del tra-
tamiento, a los que se administré6 EPOhr, fueron
significativamente superiores a los que presentaron
valores bajos y no fueron tratados con EPOhr.

Ademés, se plantea que la EPOhr es una buena
aternativa a las transfusiones de sangre en el tra-
tamiento de la anemia en pacientes con alteraciones
hematol 6gicas malignas como linfomas y mielomas
[28]. Igualmente se recomienda como una solucion
apropiada para el mantenimiento de las concen-
traciones de hemogl obina en pacientes infectados por
¢ virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) [29],
en los cuales se conoce que existe predisposicion a
desarrollo de tumores.

Sin embargo, apesar del cimulo de observaciones
y hechos experimentales, existen evidencias que
favorecen el potencial carcinogénico delaEPOhr. La
derivacion de células ovéricas malignas de las sefiales
de la EPO induce la muerte de estas y de células
endotelialesin vitro[30], mientras que la inyeccion
de anticuerpos anti-EPO o anti-EPO-R (receptor de
eritropoyetina) soluble en tumores ovaricos y
uterinos de ratones desnudos produce reduccion del
tamafio tumoral. El examen inmunohistoquimico
revel6 la destruccion de las células malignas y
endoteliales con capacidad de responder ala EPO.

Se hareportado laexpresion basal y estimulada por
hipoxia de EPO y de EPO-R en células de cancer
mamario en seres humanos[31], enlas que sedemostro
ademas estimulacion mediada por EPO de la fos-
forilacion detirosinasy delaproliferacion celular. De
modo que la sefializacion amplificada de EPO puede
contribuir ala promocién de tumores humanos por la
hipoxia histica.

Westenfelder y Baranowski [32] demostraron que
la EPOhr estimulaba la proliferacion de células de
carcinomarena humano, en dependenciade ladosis.
Ademés, concluyeron que estas células expresaban
ARNm parael EPO-R al igual quelaproteina, y que
laactivacion del receptor estimulaba su proliferacion
in vitro. De modo que la EPO enddgena o su ad-
ministracion parael tratamiento delaanemiapudiera
acelerar la proliferacion de procesos malignos de
células renaes. Sin embargo, quedaria por demostrar
gue estos efectos mitogénicos operan también en
pacientes con carcinomarenal.

Como contrapartidade |as observaciones anteriores,
en un estudio también in vitro, en células UT-7/Epo,
de la linea eritroleucémica humana dependiente de
factores de crecimiento, querequieredelaEPO paradl
crecimiento a largo plazo, la EPOhr estimul6 la fos-
forilacion de p42/44 durante horas. La expresion de
genes de respuesta temprana como c-fos, egrly CIS,
como respuestaala EPOhr demostré que laexpresion
transitoriade p42/44 se correlaciono con laigualmente
efimerarespuestade c-fosy egrl. Estos datosindican
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gue EPO-R, JAK2, y STATS5 no son necesarios para
lainiciacion delaproliferacion de esaslineas eritroides
y que se requeriria la expresion sostenida de c-fos 'y
egrl paralaproliferacion alargo plazo [33]. Esto podria
indicar laincapacidad de la EPOrh como promotor de
latransformacién tumoral.

La EPOhr, como factor de crecimiento, puede de
activar mecanismos celulares de control de la pro-
liferacion. Ello pareceindicar entonces que la EPOhr,
aunque puede estimular la progresion tumoral (segin
las evidencias planteadas), no participa en la inicia-
cién. Quiza cabe suponer que las acciones paracrina
y autocrina son de actividad promotora, no asi la
endocrina. Lo cierto es que las evidencias obtenidas
in vitro demuestran lo contrario, no asi en sistemas
bioldgicos integros en los que no hemos detectado
ningun reporte al respecto. Quiza exista en el orga-
nismo humano una interaccion de sefiales que logran
el control del crecimiento tumoral.

Sinembargo, a parecer, escuestionablesi laconcen-
tracion plasméticaque se alcanzadurante el tratamiento
delaanemiarepresenta un impacto promotor paralos
tumores. En ¢l caso de la promocion tumoral, la pro-
duccidn autocrinao paracrinadelaEPO (y otrosfactores
de crecimiento) es de mayor importancia

En tal caso, la aplicacion exdgena podria tener im-
pacto solo sobre la produccién autocrina en lamedida
en gue se reduzca la hipoxia tumoral (que parece ser
un estimulo para la produccién enddgena de la EPO).
Sin embargo, la EPOhr exégena no debe representar
un impacto significativo paralaformacion de EPO en
los tumores.

Toxicidad en otros sistemas

M ediante estudi os de inmunotoxi cidad, neurotoxicidad
y toxicidad sobreel sistemaendocrino sepueden explorar
los efectos toxicos sobre | os sistemas especificos .

Aunque se ha planteado que la EPOhr puederegular
laactividad delalL-2[34], susefectossobre el sistema
inmune no son de esperar, puesto que no se
encuentran receptores para EPO en lineas celulares
mieloides, linfoides o monaliticas [35].

En cuanto alos efectos sobre el sistema nervioso,
se conoce gque ademéas de la accidn hematopoyéticade
la EPOhr, esta posee propiedades neurotréficas y
efectos neuroprotectores en model os de dafio hipoxico-
isquémico [35].

En el sistemanervioso centra, las neuronas expresan
EPO-R, mientras los astrocitos producen el ligando.
Mediante RT-PCR einmunotincion, se hademostrado
gue el EPO-R se expresa en cultivos de neuronas de
hipocampoy cortezacerebral [36]. LaEPOhr protege
los cultivos primarios de neuronas de la toxicidad del
glutamato mediada por receptores de la N-metil-D-
aspartato (NMDA) [37]. Se haplanteado que su efecto
neuroprotector puede ser gjercido por lareduccion de
la formacion de radicales libres, mediada por 6xido
nitrico (NO) o por antagonismo de |l os efectos de este.

Algunos hallazgos preclinicos sugieren quela EPOhr
constituye un potencial terapéutico para el infarto
cerebral, los traumatismos craneales y la epilepsia;
aunque se precisade estudi os adicionales para confirmar
y extender estas alentadoras observaciones en model os
animales. Un importante hallazgo reforzo las espe
ranzas, al aportar laposibilidad detratar afeccionesdel
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sistema nervioso central (SNC), mediante la adminis-
tracion sistémica de este factor de crecimiento.

Una investigacion conjunta identificd la expresion
de receptores para EPO en capilares del cerebro hu-
mano, asi como un mecanismo especifico, mediado
por receptores, parael transporte delaEPOhr através
de la barrera hematoencefdlica, después de la admi-
nistracion intraperitoneal de una inyeccion Unica a
roedores, con |a subsecuente proteccion contravarios
tipos de dafio neuronal. Por jemplo, laadministracién
de EPOhr 24 antes o hasta6 h después de unaisquemia
focal redujo significativamente lamagnitud del infarto.
La EPOhr también atenu6 el dafio cerebral por con-
cusion, la actividad convulsivainducida por kainato,
y las convulsiones a consecuencia de una encefalo-
mielitis autoinmune [38].

De forma generd, las potencialidades neuropro-
tectoras esperadas de la EPOhr que se investigan, se
basan en que:

1. La EPO enddégena se expresa en el sistema
nervioso central.

2. La EPO endogena es inducida por hipoxia.

3. La EPOhr ha mostrado un marcado potencial
neuroprotector en cultivos celulares y en modelos
animales.

4. Posee multiples efectos protectores (antiapop-
tético, neurotrdéfico, antioxidante, angiogénico).

5. Es extremadamente bien tolerada [39].

También se han sefidlado acciones que la EPOhr
gjerce sobre €l sistema neuroendocrino. Las funciones
hipotélamo-hipofisaria, tiroideay gonadal son de los
pacientes en hemodidlisis cronicaanormales, incluyen-
do |l asrespuestas retardadas ala hormona estimulante
del tiroides (TSH) y alahormonaliberadoradetirotro-
pina (TRH), hiperprolactinemia, niveles elevados de
LH con respuesta exagerada a la hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH) y depresi6n de larespuesta
secretorade FSH alaGnRH. Despuésdelacorreccion
de la anemia por tratamiento con eritropoyetina exo-
gena se observo lanormalizacion de larespuesta TSH
a TRH, de los niveles basales de hormona de cre-
cimiento (GH) y prolactina (PRL) y de la respuesta
FSH a GnRH, lo que pudiera atribuirse auna mejoria
enlaoxigenacion o aefectostréficosdela EPOhr [39].
Ello posiblemente sugiere la necesidad de una oxi-
genacion adecuada parala sintesisde novode proteinas
hormonales y/o la participacion de la EPOhr en las
vias de regulacion de la funcién hormonal.

De modo que en ninguno de los tres sistemas (in-
mune, nervioso y endocrino) se han reportado més
efectos que aguellos que contribuyen al mantenimiento,
proteccién y normalizacion de las funciones.

La informacion recopilada sobre los efectos de la
administracion de EPOhr sobre sistemas de 6rganosy
tejidos especificos de | os animal es de experimentacion
y sistemas in vitro, en conjunto con los resultados de
estudios de latoxicol ogiaregul atoria clésica, completan
e panorama que ilustra la buena tolerancia de esta
moléculay confirma, asu vez, los beneficiosquedesu
uso se pueden esperar.

Conclusiones

L os estudios toxicol 6gicos de la EPOhr confirman la
buena tolerancia y la no toxicidad de la hormona en
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los sistemas experimentales evaluados. Todos los
hallazgos expuestos, se corroboran por la infor-
macioén de los reportes de estudios dirigidos a la
exploracion de sistemas especificos como el re-
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productor, el endocrino, el nervioso central y otros,
en los que la mayoria de los investigadores coincide
en afirmar la seguridad de su administracion en los
seres humanos.
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