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 Resumen 

La característica principal del Mal de Montaña Crónico (MMC) es la eritrocitosis excesiva 

(EE) que se define como el exceso del número de glóbulos rojos y una elevada 

concentración de hemoglobina (Hb; Hb≥21g/dl en hombres y ≥19g/dl en mujeres). El 

MMC es síndrome clínico altamente prevalente en regiones andinas ubicadas a más de 

2500msnm, y aquellos que la padecen son considerados mal adaptados a la vida en 

hipoxia crónica. Se sabe que, en promedio, alrededor del 25% de varones residentes a 

más de 4000msnm en los Andes centrales son afectados por EE. La hipoxemia es el 

principal estímulo para el desarrollo de EE, sin embargo, existe controversia acerca de 

los mecanismos que subyacen la aparición de esta condición. Es por ello por lo que surge 

la necesidad de investigar el efecto de la hipoxia a nivel celular con el fin de identificar 

potenciales vías de señalización que podrían estar involucradas en el desarrollo de la EE. 

Estudios realizados en células madre pluripotentes inducidas (iPSCs, por sus siglas en 

inglés) derivadas de células de nativos de altura que padecen de MMC han permitido 

identificar genes reguladores de la eritropoyesis, que podrían explicar la exagerada 

respuesta eritropoyética. Sin embargo, aún se desconoce la respuesta fisiológica de 

células nativas de individuos con MMC ante el estímulo hipóxico. El objetivo principal 

del presente estudio consistió en evaluar la respuesta proliferativa de células 

progenitoras eritroides (BFU-E) de nativos de altura con MMC y nativos de altura sanos 

y su sensibilidad hacia eritropoyetina (Epo) bajo condiciones de hipoxia y normoxia. 

Adicionalmente, se buscó determinar los niveles de expresión de ARNm de EpoR, Epo, 

SENP1 y GATA1. Las colonias BFU-E de individuos con MMC presentaron una mayor 

respuesta proliferativa y una mayor sensibilidad hacia Epo en comparación con las BFU-

E de los individuos que no padecen de MMC; asimismo, las células de individuos con 

MMC mostraron mayor expresión de EpoR, SENP1 y GATA1. Nuestros resultados 

sugieren que la EE se manifiesta en nativos de altura que padecen de MMC debido a que 

las células progenitoras eritroides de estos sujetos presentan mayor sensibilidad a Epo 

en condiciones hipóxicas, favoreciendo la proliferación excesiva de células de linaje 

eritroide; lo cual también está relacionado a la mayor expresión de genes 

eritropoyéticos en estas células. Palabras clave: Hipoxia, Mal de Montaña Crónico, BFU-

E, Eritrocitosis excesiva. 
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Abstract 

The main sign of Chronic Mountain Sickness (CMS) is excessive erythrocytosis (EE), 

which is defined as an excessive number of red blood cells and hemoglobin (Hb) 

concentration (Hb; Hb≥21g/dL in men and ≥19g/dL in women). CMS is a highly prevalent 

clinical syndrome in Andean regions located at more than 2500 m, and those who suffer 

from it are considered maladapted to life in chronic hypoxia. On average, about 25% of 

males living above 4000m in the central Andes are affected by EE. Hypoxemia is the main 

stimulus for the development of EE; however, the underlying mechanisms for the 

progression of this condition are still controversial. Therefore, it becomes necessary to 

investigate the effect of hypoxia at the cellular level to identify potential pathways that 

could be involved in the development of EE. 

Studies on erythroid progenitors derived from induced pluripotent stem cells (iPSCs) 

obtained from CMS highlanders’ cells, have identified genes that regulate the 

erythropoietic process that could explain the exaggerated erythropoietic response. 

However, the physiological responses of native CMS cells to hypoxia are still unclear. 

The aim of the present study is to evaluate the proliferative response and Epo-sensitivity 

under hypoxic and normoxic conditions of erythroid progenitor cells (BFU-E) of CMS and 

healthy highlanders. Additionally, mRNA expression levels of the erythropoietic-relevant 

genes EpoR, SENP1 and GATA1 was investigated. CMS BFU-E colonies showed greater 

proliferative response, increased Epo-sensitivity, and increased mRNA expression for 

EpoR, SENP1 and GATA1, when compared to BFU-E cells from healthy subjects. Our 

results suggest that CMS highlanders develop EE because their erythroid progenitor cells 

are more sensitive to Epo under hypoxic conditions, promoting the excessive 

proliferation of erythroid cells which could also be associated to the augmented 

expression of erythropoietic genes in these cells. Keywords: Hypoxia, Chronic Mountain 

Sickness, BFU-E, Excessive erythrositosis. 
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I. Introducción 

El ser humano ha poblado regiones de gran altura geográfica por miles de años (1, 

2). Alrededor del mundo, más de 140 millones de personas habitan a gran altitud (3), 

y se encuentran distribuidas en grandes poblaciones, principalmente Quechuas y 

Aymaras en los Andes sudamericanos, los habitantes de la meseta del Tíbet en Asia 

Central (5), y los residentes de Amhara en Etiopía (8).  

Estas poblaciones presentan diversos caracteres fisiológicos que actúan para 

contrarrestar los efectos adversos de la hipoxia hipobárica, consecuencia de la 

menor presión barométrica debido a la altitud. Este conjunto de características 

fisiológicas a nivel celular y sistémico comprende, entre otras, diferentes patrones 

en la producción de eritrocitos y en el control respiratorio (6-9). 

Desde la publicación del primer artículo sobre adaptación de poblaciones humanas 

a la vida en altura en 1891 (89) y hasta 1970, la mayor parte de estudios 

hematológicos se habían realizado en los Andes. Es así que ciertas características de 

dicha población, tales como un hematocrito (Hct) y concentración de hemoglobina 

(Hb) elevados (10), se consideraron cómo patrones generales de adaptación, lo cual 

aumenta la capacidad de acarreo de O2 de la sangre. Alrededor de 1980, estudios 

realizados en la meseta del Tíbet revelaron que los habitantes de esta región 

presentaban una menor concentración de Hb en comparación a los habitantes 

andinos (aproximadamente 16 vs 19 g/dl) a la misma altitud de residencia (11). 

Posteriormente, se reportó también que la concentración de Hb de los habitantes 

de Amhara era similar a los valores de los habitantes del Tíbet (90).  

Los cambios en el sistema respiratorio han sido también fundamentales en la 

investigación de los patrones de adaptación a la vida en altura; ya que tanto estos 

como los cambios hematológicos son parte del sistema de transporte de oxígeno 

hacia los tejidos. Una mayor ventilación pulmonar favorece una mayor presión 

inspirada y alveolar de O2 (PiO2 y PAO2, respectivamente), ayudando a contrarrestar 

el efecto de la baja PO2 ambiental.  Entre los parámetros ventilatorios más 

estudiados se encuentran la ventilación pulmonar (VE) en reposo, y el incremento 
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de la ventilación en respuesta a una exposición aguda a la hipoxia, también conocida 

como respuesta ventilatoria aguda a la hipoxia (RVAH).   

En comparación a un nativo de nivel del mar aclimatado, o a un nativo del Tíbet, se 

ha demostrado que la VE en reposo del habitante andino se encuentra atenuada 

(12). En promedio, un nativo del Tíbet respira 1.5 veces más volumen de aire por 

minuto en comparación con un andino (13); mientras que los etíopes exhiben un 

patrón ventilatorio similar al de nativos del nivel del mar, con una SaO2 superior a la 

de andinos y tibetanos (Beall, 2006). Por otro lado, luego de una exposición aguda a 

hipoxia, la RVAH de los andinos corresponde a la tercera parte de los niveles 

alcanzados por residentes del nivel del mar (6); mientras que los valores de RVAH de 

los tibetanos y de nativos del nivel del mar son similares (13-15).  

Se podría afirmar entonces, que, desde el punto de vista hematológico y 

respiratorio, las poblaciones de andinos, tibetanos y etíopes exhiben un patrón 

distinto de adaptación a la vida en altura. Los andinos favorecen la alta capacidad de 

acarreo de O2, debido a la mayor concentración de Hb; mientras que los tibetanos 

favorecen el incremento de la VE con el consecuente aumento de la PAO2, 

requiriendo una menor concentración de Hb (3, 16, 17). Por otro lado, los etíopes 

exhiben patrones de adaptación intermedios, con valores de Hb similares a los 

tibetanos y una ventilación similar a la de nativos de nivel del mar (8, 90) 

Inicialmente el patrón clásico de adaptación de la población andina se consideró 

ventajoso para la vida en altura. Se pensó que el incremento en la producción de 

eritrocitos, con el consecuente aumento en la concentración de Hb, facilitaría el 

transporte de oxígeno hacia los tejidos (18). Sin embargo, si esto no es acompañado 

de un incremento en la PAO2, el aumento en la concentración de Hb, no garantiza un 

transporte efectivo de oxígeno; ya que una producción excesiva de glóbulos rojos 

incrementaría la viscosidad de la sangre, dificultando el intercambio gaseoso a nivel 

pulmonar y el aporte de oxígeno a los tejidos; contribuyendo así a la aparición de 

patologías de altura tal como el Mal de Montaña Crónico (MMC), un síndrome clínico 

altamente prevalente en pobladores que residen en altitudes mayores a 2500msnm 

(4, 19). 
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El MMC se caracteriza principalmente por la presencia de eritrocitosis excesiva (EE), 

hipoxemia severa, y frecuentemente hipertensión pulmonar (20-22). Este síndrome 

se puede manifestar desde la juventud, y su prevalencia aumenta con la edad y la 

altitud de residencia (23-26). En mujeres, un factor de riesgo adicional para el 

desarrollo de MMC es la llegada de la menopausia (27), ya que la disminución de los 

niveles de estradiol y progesterona contribuyen a disminuir la oxigenación de la 

sangre y a reducir el flujo respiratorio máximo y la VE, que se ve reflejada en la 

disminución de la saturación arterial de oxígeno (SaO2) y al incremento de los valores 

de Hb (24, 28).  

La sintomatología característica del MMC incluye dolores de cabeza, mareos, fatiga, 

cianosis, dilatación de venas, tinnitus, alteraciones de la memoria y dolor muscular 

o de articulaciones (19, 29). Frecuentemente, en estadios avanzados de la 

enfermedad y como consecuencia de la hipertensión pulmonar, los pacientes 

desarrollan insuficiencia cardiaca del lado derecho (4, 21).  

La prevalencia del MMC es variable en cada una de las distintas poblaciones de 

altura, variabilidad que puede ser atribuida no solo a la diferencia temporal en que 

estos grupos étnicos poblaron las montañas, sino también al componente genético. 

Estudios realizados en la población de habitantes de la meseta del Tíbet han 

contribuido para determinar la presencia de variantes genéticas arcaicas que 

favorecen la vida en altura (30). Se ha sugerido que la baja tasa de mezcla genética 

o admixture ha favorecido la fijación de estas variantes en los nativos del Tíbet (30-

32).  

La presión de selección que la hipoxia ejerce sobre variantes favorables para la 

supervivencia ha actuado por más tiempo en las poblaciones más antiguas (3), lo 

que podría explicar que los nativos del Tíbet presenten la prevalencia más baja de 

MMC (1.21%)  (33), mientras que los niveles más altos pertenecen a los pobladores 

de los Andes centrales de Perú (Cerro de Pasco, 4340msnm); siendo del 15.4% en 

varones de 30-39 años de edad, y llegando a superar el 30% en varones sanos con 

más de 50 años (25). 



10 

Las personas que padecen esta condición se consideran maladaptadas para la vida 

en altura ya que, debido a la sintomatología asociada a este síndrome, su calidad de 

vida se ve afectada. Hasta el momento, no existe tratamiento farmacológico que 

pueda ser administrado a largo plazo (34, 35), por lo que la reubicación a zonas de 

menor altitud es la única opción para aquellos que padecen de esta condición. Sin 

embargo, esta medida no es la más acertada para la mayoría de estos individuos ya 

que compromete sus relaciones sociales y el bienestar y estabilidad económica de 

sus familias. 

La EE se ha definido como dos desviaciones estándar sobre el valor promedio de la 

concentración de Hb de habitantes sanos entre 20-29 años para la altura de 

residencia (25). Tomando como referencia estudios epidemiológicos realizados en 

Cerro de Pasco a 4340m, los puntos de corte para el diagnóstico de EE se 

determinaron como Hb≥21g/dL en hombres y ≥19g/dL en mujeres; y se estima que 

un 5-10% de la población mundial que reside a una altitud elevada (>2500msnm) 

desarrolla esta condición (4). Los mecanismos fisiopatológicos que resultan en la 

aparición de EE son multifactoriales, pero aún debatibles; sin embargo, se sabe que 

la hipoxemia es el principal contribuyente para su desarrollo, ya que la reubicación 

de nativos de altura a localidades de menor altitud revierte la condición (36). 

La producción de glóbulos rojos, y por ende la producción de Hb, depende de 

manera importante de la hormona eritropoyetina (Epo) que constituye un factor de 

crecimiento esencial para la eritropoyesis al ejercer su acción sobre las células 

progenitoras eritroides en la médula ósea.  

Durante el desarrollo embrionario la producción de eritropoyetina ocurre en el 

hígado, sin embargo, a partir de la décimo octava semana de gestación en humanos, 

los riñones también empiezan a producir Epo (37, 38). Al nacer, cuando la 

eritropoyesis tiene lugar en la médula ósea, las células intersticiales peritubulares de 

la corteza renal se convierten en las principales productoras de Epo (39) (40). El 

incremento en la expresión y producción de Epo tanto a nivel embrionario como 

adulto, ocurre cuando se percibe una caída en la PO2 a nivel celular, es decir, cuando 

se ha alcanzado el umbral hipóxico (41).  
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Diversos estudios han sugerido que el rol de Epo en el desarrollo de EE es 

controversial, ya que a pesar de la hipoxemia severa, la concentración de Epo 

circulante en nativos de altura que padecen de MMC es mayormente similar a la de 

nativos de altura sanos (42-45). Esto indicaría que la EE no dependería únicamente 

de la concentración de Epo circulante, y solo aquellos individuos que padecen de 

MMC y que poseen valores extremos de hematocrito, con frecuencia muestran 

valores elevados de Epo (42, 44).  

El proceso de diferenciación de células hematopoyéticas se inicia con la unión de 

Epo a su receptor (mEpoR), localizado en la membrana de los progenitores eritroides 

tempranos BFU-E (46). En respuesta al estímulo de Epo y de factores de crecimiento 

como interleuquina 3 (IL-3), factor de células madre (SCF) y el factor estimulante de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF); las BFU-E proliferan y se desarrollan formando 

colonias que están constituidas por cientos o miles de células que se agrupan en 

cúmulos o racimos. Estos pequeños grupos de células se caracterizan por presentar 

una coloración marrón-rojiza producto de la hemoglobinización (47) (48). La 

formación del complejo Epo-mEpoR activa una cascada de señalización intracelular 

que favorece y promueve la diferenciación de BFU-E hacia progenitores eritroides 

tardíos, proeritroblastos y normoblastos; los cuales posteriormente se diferenciarán 

en reticulocitos que serán liberados al torrente sanguíneo para finalizar con su 

maduración en eritrocitos (49) (Figura 1). 
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El mEpoR es una proteína que pertenece a la familia de receptores de citoquinas que 

está presente en la membrana de células de linaje eritroide, y su expresión aumenta 

durante el proceso de diferenciación hematopoyético (39, 49). La unión de Epo con 

su mEpoR resulta en el aumento de la expresión del mismo receptor y en la 

autofosforilación de Janus kinasa 2 (JAK2), y de otras 8 regiones con residuos de 

tirosina fosforilables que se convertirán en sitios de activación de proteínas que 

cuenten con dominios SH2 (Src homology 2) (50). De este modo, se activa la vía de 

Ras/MAPK, involucrada en la proliferación celular (51); así como la señal de 

transducción y activación de transcripción 5 (STAT5) que controla la supervivencia, 

proliferación, diferenciación y muerte de células hematopoyéticas (52).  En su estado 

inactivo, la fosfatasa de tirosina (SH-1) y la molécula supresora de señalización de 

citoquina (SOCS) impiden la fosforilación de JAK2; bloqueando la cascada de 

señalización (Figura 2). 

Figura  1. Regulación de eritropoyesis. La hipoxia es el 

principal estímulo para la producción de eritropoyetina 

(Epo) en la corteza renal. La Epo es un factor de 

proliferación y diferenciación de progenitores eritroides. 

Tomado y modificado de W. Jelkmann, 2011. 
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Existe también una variante soluble del receptor de Epo (sEpoR), que está presente 

en el medio extracelular y torrente sanguíneo, y que se origina por un 

reordenamiento alternativo del ARNm de mEpoR. Esta variante soluble consta sólo 

del dominio extracelular del mEpoR y se ha reportado que su peso molecular varía 

entre 27 y 34 kDa  (53, 54). Se sabe que los receptores solubles cumplen un rol 

importante en el proceso de señalización; ya que pueden modificar la concentración 

de ligando y estabilizar o alterar la interacción receptor-ligando (55). La función 

específica del sEpoR aún no ha sido determinada, sin embargo, se ha mostrado que 

el sEpoR puede unirse a Epo, por lo que al ser secretado al torrente sanguíneo, actúa 

como un antagonista endógeno de dicha hormona (56-60).  

Recientemente se ha propuesto que el sEpoR puede comportarse como un 

regulador extracelular de la eritropoyesis, ya que se ha demostrado que existe una 

asociación entre la baja concentración plasmática del sEpoR y la EE; por lo que una 

Figura 2. Cascada de señalización de EpoR. Activo: Epo se une a 

EpoR y promueve la fosforilación de JAK2, dando inicio a una 

cascada de fosforilación que permitirá la activación de factores de 

transcripción que regulan la proliferación y supervivencia de 

progenitores eritroides. Inactivo: reclutamiento de SH-1 y SOCS 

para impedir la fosforilación de JAK2. Modificado de Aljabry 

(2018).  
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relación Epo/sEpoR elevada favorece el incremento de la disponibilidad de Epo en el 

torrente sanguíneo, con el consecuente aumento de eritropoyesis (20, 44).  

Si bien es cierto que la relación Epo/sEpoR modularía la intensidad del estímulo 

eritopoyético extracelularmente, se desconoce la sensibilidad de la respuesta de 

progenitores eritroides a la Epo en condiciones hipóxicas una vez que esta se ha 

unido a su receptor de membrana. Por lo tanto, es posible que las células 

progenitoras eritroides de los pacientes con MMC sean más sensibles a Epo en 

condiciones hipóxicas y favorezcan la expresión de genes anti-apoptóticos, 

contribuyendo así al desarrollo de EE. 

Estudios realizados en la población andina muestran que la elevada concentración 

de Hb es una característica con una alta heredabilidad, indicando que este rasgo 

podría verse afectado por selección natural (7, 8). El estudio de las bases genéticas 

de la adaptación humana a la vida en altura se encuentra en auge, y se han sugerido 

diversos genes que podrían estar bajo selección positiva en la población andina (5, 

61-64). 

El secuenciamiento del genoma completo de nativos de altura andinos, permitió 

identificar SNPs diferenciales en el gen SENP1 (65). El mismo estudio mostró que 

dicho gen presentó una mayor respuesta transcripcional en sujetos con MMC bajo 

condiciones hipóxicas. Además, se trabajó también con un modelo animal de 

Drosophila melanogaster, y se demostró que al disminuir la expresión del gen 

ortólogo de SENP1, se incrementaba la tasa de supervivencia en condiciones 

hipóxicas.  

SENP1 es una proteasa SUMO (pequeña modificadora relacionada a ubiquitina) cuya 

participación es esencial en el proceso de desumoilación de diversos factores de 

transcripción involucrados en el proceso eritropoyético, impidiendo su 

ubiquitinación y posterior degradación. Se ha reportado que factores de 

transcripción como HIF (Factor Inducible por Hipoxia), cuya acción es primordial para 

regular la respuesta celular a hipoxia; y GATA1 cuya función principal es la regulación 

de la eritropoyesis, son blancos de desumoilación de SENP1.  
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HIF es un factor de transcripción que está conformado por dos subunidades, HIF-α y 

HIF-β (66), cuya acción es clave para mantener la homeostasis de oxígeno. En 

normoxia, HIF-α es degradado, producto de la hidroxilación de los residuos de 

prolina catalizada por las prolil hidrodroxilasas (PHDs), enzimas dependientes de O2. 

Dicha hidroxilación sirve como señal para que HIF-α pueda ser reconocida por la 

proteína von Hipel Lindau (pVHL) y se lleve a cabo la ubiquitinación y posterior 

degradación en el proteosoma (67). En hipoxia, las PHDs disminuyen su actividad y 

dejan residuos de prolina sin hidroxilar, favoreciendo la estabilización y traslocación 

de HIF-α hacia el núcleo, donde se dimeriza con HIF-β para activar la expresión de 

genes involucrados en la respuesta celular a la hipoxia (68, 69) (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Regulación de HIFα. En normoxia, las PHDs hidroxilan los 

residuos de prolina de HIFα para que sea reconocida por la proteína 

VHL y se lleve a cabo la ubiquitinación y degradación en el proteosoma. 

En hipoxia, disminuye la actividad de las PHDs, permitiendo que HIFα 

se transloque al núcleo donde será desumoilada (SU) por SENP1. 

Finalmente, HIFα se dimeriza con HIFβ para activar la transcripción de 

genes de respuesta a la hipoxia. Modificado de Cheng et al. (2007). 
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Otro de los potenciales blancos de desumoilación de SENP1, GATA1, pertenece a la 

familia GATA de factores de transcripción y está compuesto por tres dominios 

funcionales: un dominio N-terminal de activación, y un N-terminal y C-terminal de 

dedos de zinc; lo que le permite unirse al ADN en regiones conservadas 

(A/T)GATA(A/G) (70). Diversos estudios han demostrado que GATA1 es esencial en 

el proceso eritropoyético, ya que promueve la expresión de genes involucrados en 

la proliferación, supervivencia y diferenciación de células eritroides; y la síntesis de 

Hb, tales como EpoR y las α y β globinas (50, 71-73). Asimismo, GATA1 también 

controla el proceso de apoptosis durante la eritropoyesis ya que promueve la 

actividad de Bcl-xL, una proteína mitocondrial anti-apoptótica cuya expresión 

depende también de la actividad de EpoR (Figura 4) (73).  

Cultivos celulares de progenitores diferenciados a partir de células madre 

pluripotentes inducidas (iPSCs), obtenidas a partir de fibroblastos de individuos con 

MMC, proliferaron más y mostraron una mayor expresión de SENP1 al ser cultivados 

en hipoxia (5% O2); favoreciendo un aumento en la expresión de GATA1 y sus genes 

blanco, como el factor antiapoptótico Bcl-xL (74). Si bien estos resultados muestran 

la importancia del rol de SENP1 en la proliferación de células eritropoyéticas, es 

posible que debido al proceso de transformación para la obtención de iPSCs, y 

posteriormente de progenitores eritroides, estas células no reflejen las respuestas 

fisiológicas de las células nativas.  
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Es posible también que los progenitores eritroides sean más sensibles a Epo bajo 

condiciones hipóxicas, y que dicha sensibilidad esté relacionada con una mayor 

expresión de los genes de Epo, EpoR, SENP1 y GATA1. Debido a ello, el presente 

estudio busca determinar la respuesta proliferativa en normoxia e hipoxia de células 

progenitoras eritroides BFU-E nativas, diferenciadas a partir del cultivo primario de 

células mononucleares de sangre periférica (PBMC) obtenidas de nativos de altura. 

Asimismo, busca evaluar el patrón de expresión de ARNm de SENP1, GATA1, y EpoR, 

tanto en hipoxia como en normoxia para determinar si el patrón de expresión 

mostrado por células derivadas de iPSCs refleja el patrón fisiológico en células 

nativas diferenciadas a partir de PBMCs. 

  

Figura 4. Regulación de apoptosis durante eritropoyesis. GATA1 y 

EpoR son necesarios para promover la expresión de ARNm de Bcl-x. 

Los tres genes son esenciales para la supervivencia de progenitores 

eritroides. Modificado de Gregory et al. (1999).  
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II. Hipótesis 

Las células progenitoras eritroides BFU-E aisladas de individuos andinos con MMC 

presentan una mayor respuesta proliferativa, y mayor expresión de ARNm de Epo, 

EpoR, SENP1 y GATA1 en condiciones de hipoxia celular. 

III. Objetivos 

 

A. General 

Evaluar la respuesta proliferativa de progenitores eritroides BFU-E de andinos sanos 

y con MMC, su sensibilidad hacia Epo, y el patrón de expresión de ARNm de Epo, 

EpoR, SENP1 y GATA1 bajo condiciones de normoxia e hipoxia celular. 

 

B. Específicos 

- Obtener cultivos estables de BFU-E a partir de células mononucleares de sangre 

periférica proveniente de andinos sanos y con MMC.  

- Determinar el tamaño y número de colonias BFU-E a los 7 y 14 días de cultivo. 

- Cuantificar los niveles de expresión de ARNm de Epo, EpoR, SENP1 y GATA1 en las 

colonias BFU-E a los 14 días de cultivo. 

- Comparar los resultados obtenidos al trabajar con células progenitoras eritroides 

BFU-E nativas, con los resultados obtenidos de células iPSCs en estudios anteriores. 

 

IV. Materiales y métodos 

A. Área de estudio 

El estudio se realizó con participantes de los distritos de Chaupimarca, Yanacancha 

y Simón Bolívar, ubicados en la ciudad de Cerro de Pasco, departamento de Pasco, 

en la vertiente oriental de los Andes y el centro del Perú, a una altitud máxima de 

4380 msnm.  
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B. Diseño y tipo de estudio  

La investigación corresponde a un estudio de tipo cuasi experimental, dirigido a 

determinar si existe diferencia en la respuesta al estímulo eritropoyético en células 

progenitoras eritroides de varones andinos sanos y con MMC.  

C. Cálculo del tamaño muestral 

En base al trabajo publicado por Lorenzo et al. (75), se calculó el tamaño muestral 

empleando el tamaño del efecto (effect size) para tasa de proliferación celular y área 

total de las colonias como nuestros outcomes principales. Luego de aplicar la fórmula 

correspondiente, 𝐸𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡 𝑠𝑖𝑧𝑒 = 𝑑 =
|𝑥1−𝑥2|

√(𝜎1
2+𝜎2

2)/2

, se determinó que eran necesarios 16 

participantes por grupo, para obtener una diferencia mínima del 50% con un poder 

estadístico del 80% y un nivel de significación de 0.05.  

D. Reclutamiento de participantes de estudio  

Para el presente proyecto de investigación se reclutaron treinta y siete nativos de 

altura (MMC=17, andinos sanos = 19) con un rango de edad entre los 20 y 65 años. 

Los voluntarios recibieron información acerca del estudio y sus procedimientos, y se 

les solicitó leyeran el consentimiento informado con la información detallada. Si el 

voluntario accedía a participar en el estudio, se le solicitaba firmar el consentimiento 

antes de comenzar con la fase inicial, durante la cual los voluntarios respondieron 

un cuestionario clínico para evaluar sus características físicas generales; asimismo, 

se les solicitó su información demográfica (ANEXO 1 Y ANEXO 2).  

Se evaluó el hematocrito y se determinó la concentración de Hb de cada uno de los 

participantes a partir de una gota de sangre obtenida mediante micropunción en la 

yema del dedo. La función pulmonar se evaluó por medio de una espirometría; se 

determinó la saturación arterial de O2 y frecuencia cardiaca a través de pulso 

oximetría (Covidien Nellcor™ OxiMax N-560 Pulse Oximeter, Boulder, CO), 

colocando un sensor digital en el dedo por al menos un minuto, luego de haber 

estado en reposo por 3-5 minutos. La presión sistólica y diastólica se evaluó 

empleando un tensiómetro digital (A&D UA-767Plus, A&D, Japón).  
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Los participantes fueron evaluados considerando los criterios de inclusión y 

exclusión del estudio (Tabla 1). Se evaluó también la presencia y severidad del MMC 

mediante el uso del Puntaje de Qinghai para MMC (Tabla 2; León-Velarde at al, 2005) 

a través de un cuestionario.  

E. Compensaciones 

Los participantes del estudio recibieron una compensación de 40 Nuevos Soles por 

el tiempo que dedicado al estudio. 

 

Tabla 1. Criterios de Inclusión y Exclusión 

Inclusión 

. Residir en la ciudad de Cerro de Pasco y haber nacido a más 
de 3500 msnm 

. Rango de edad: 20-65 años 

. Hematocrito mayor a 63% para pacientes con MMC 

. Hematocrito menor a  58.5% para controles 

Exclusión 

. Transfusión o donación de sangre y/o sangría en los últimos 
6 meses. 

. Haber viajado en los últimos 6 meses, por más de 7 días, a 
alturas <3000  msnm 

. Fumar más de 3 cigarrillos al día 

. Trabajo en mina 

 

  



21 

 

Tabla 2. Puntaje  de Quinghai para  MMC  

Falta de aire o 
palpitaciones 

0 No presenta 

1 Leve 

2 Moderado 

3 Severo 

Parestesias 0 No presenta 

1 Leve 

2 Moderado 

3 Severo 

Dilatación de venas 0 No presenta 

1 Leve 

2 Moderado 

3 Severo 

Cefalea 0 No presenta 

1 Leve 

2 Moderado 

3 Severo 

Cianosis 0 No presenta 

1 Leve 

2 Moderado 

3 Severo 

Tinitus 0 No presenta 

1 Leve 

2 Moderado 

3 Severo 

Dificultad para dormir 0 Duerme bien 

1 Despierta raras veces 
durante la noche. 

2 Despierta constantemente 
durante la noche, pocas 
horas de sueño. 

3 No puede conciliar el sueño 

Concentración de 
Hemoglobina 

Hombres: 

>18 g/dl<21 g/dl        0 

≥21  g/dl                      3 

Mujeres: 

>16 g/dl<19 g/dl        0 

≥19 g/dl                       3 

  

F. Muestras de sangre 

Se tomaron tres muestras de sangre de la vena antecubital en tubos de 10ml 

recubiertos en heparina de sodio por cada voluntario para el aislamiento de PBMCs. 

Se obtuvieron además dos muestras adicionales en tubos de 6ml con separador de 

suero. Para evitar variación en la concentración de Epo debido al ritmo circadiano, 

las muestras fueron colectadas entre las 6 y las 7 de la mañana. El suero fue separado 

mediante centrifugación por 20 minutos a 1100 g, para luego conservarlo en 

nitrógeno líquido hasta su análisis. 
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G. Aislamiento y cultivo de PBMC 

Se mezcló 5ml de sangre con 5ml de PBS en un tubo Falcon de 15ml y se agregaron 

los 10ml de mezcla a otro tubo Falcon que contenía 3ml de Ficoll (Histopaque 1077, 

Sigma), con el cuidado de no generar una mezcla de fases. Luego se procedió a 

centrifugar por 20 minutos a 400 g (Figura 5A). 

Luego del proceso de centrifugación, se obtuvieron cuatro fases celulares y se 

empleó una micropipeta de 1000µl para extraer las células mononucleares (aprox. 

2ml) de la interfase entre el plasma y el Ficoll (Figura 5B). La capa de células se colocó 

en otro tubo Falcon de 15ml y se agregó PBS hasta completar 10ml; se mezcló el 

contenido del tubo y se procedió a centrifugar por 10 minutos a 100 g, paso que se 

realizó dos veces (Figura 5C).  

Luego, se resuspendió el pellet en 1ml de IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s 

Medium; Sigma); y se procedió con el conteo de células en cámara de Neubauer para 

determinar la cantidad de células por unidad de volumen. Finalmente, se procedió 

con el cultivo de células MMC como las de individuos andinos sanos en placas de 

cultivo de 35mm de diámetro, en medio semisólido Methocult H-4534 (Stemcell 

Technologies, Vancouver, BC), a una concentración final de 2.5x105 células/ml en 

presencia de 3000mU/ml de Epo recombinante humana (rhEpo; Stemcell 

Technologies, Vancouver, BC) por 14 días (Figura 5D).  Las placas fueron incubadas 

en condiciones de normoxia e hipoxia, proceso que se realizó por separado: primero 

se realizó la incubación en hipoxia y luego en normoxia.  

Los cultivos celulares se mantuvieron en una cámara de incubación BioSpherix X3 

(Biospherix, Parish, NY) a 37°C con 5% CO2 y 10% O2 para la condición de normoxia 

celular.  El nivel de normoxia celular para las PBMCs se consideró como la fracción 

equivalente a la media entre los valores promedio de la PO2 arterial y venosa 

(PaO2=95mmHg and PvO2=45mmHg, valores referenciales) a nivel del mar (Presión 

Barométrica (PB)=747 mmHg), considerando la presión de vapor de agua 

(PvH2O)=47mmHg a 37°; de este modo tenemos que:  
(

𝑃𝑎𝑂2+ 𝑃𝑣𝑂2
2

)

(𝑃𝐵−𝑃𝑣𝐻2𝑂)
 = 

(
95𝑚𝑚𝐻𝑔+ 45𝑚𝑚𝐻𝑔

2
)

(747𝑚𝑚𝐻𝑔−47𝑚𝑚𝐻𝑔)
 = 
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0.099 o 10% O2. Para la incubación en hipoxia, los niveles de CO2 se mantuvieron a 

5% CO2, mientras que los niveles de oxígeno se redujeron a 1%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H. Identificación y conteo de colonias BFU-E 

De acuerdo a los protocolos establecidos para el cultivo de BFU-E derivadas de 

PBMCs, al sétimo día de incubación es posible apreciar las primeras colonias BFU-E 

(StemCell Technologies). Con el fin de no interrumpir el período de incubación, se 

realizó la identificación y el conteo de colonias BFU-E dentro de la cámara BioSpherix 

X3 en el día 7 empleando un microscopio invertido Lumascope LS560 (Etaluma, 

Carlsbad, CA) a una magnificación de 20X. En el día 14, los cultivos fueron retirados 

de la cámara de incubación y se utilizó un AxioZoom Stereomicroscope (Carl Zeiss 

Microscopy, Thornwood, NY) a una magnificación de 10X para tomar fotografías 

digitales de las colonias BFU-E. Las imágenes fueron analizadas con el programa ZEN 

(Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY) para el conteo de colonias y calcular el área 

ocupada por cada una de ellas. Se determinó también el área total ocupada por las 

Figura 5. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica. 
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colonias; dicho parámetro se obtuvo luego de multiplicar el área ocupada por cada 

colonia por el número de colonias, y se utilizó como un indicador del número total 

de células. Asimismo, se calculó la tasa de proliferación del número de colonias del 

día 7 al día 14, que se utilizó como indicador del crecimiento y diferenciación de las 

colonias. 

I. Análisis de sensibilidad a hipoxia y Epo 

Se cultivaron PBMCs de un subgrupo de andinos sanos y con MMC a concentraciones 

crecientes de la hormona (0, 15, 30 y 3000 mU/ml) tanto en hipoxia (MMC, n=5; 

andinos sanos, n=6) como en normoxia (MMC, n=5; andinos sanos, n=4). Se realizó 

la cuenta del número de colonias al día 14, y también se determinó el área en mm2 

de las colonias. Con estos datos se calculó el área total de las colonias para cada una 

de las concentraciones de Epo. 

J. PCR en tiempo real 

Se determinó la expresión de Epo, EpoR, SENP1 y GATA1 mediante PCR cuantitativa 

en tiempo real (qRT-PCR), y se utilizó el gen de 18s ARNr como gen de referencia. El 

ARN total de EpoR y Epo fue extraído utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), al cual se le añadió cloroformo y se procedió a centrifugar la muestra 

por 15 minutos a 4°C y a 12,000g.   

Al finalizar el proceso de centrifugado, se obtuvo tres fases: rojo fenol en el fondo 

del tubo, una interfase y la fase acuosa, que contiene el ARN, en la parte superior. 

Se colocó la fase acuosa en otro tubo, y se le agregó 0.5ml de isopropanol para luego 

centrifugar por 10 minutos a 4°C y a 12,000g. Se descartó el sobrenadante y se 

procedió a enjuagar el ARN; para lo cual se suspendió el precipitado en etanol al 75% 

y se procedió a centrifugar por 5 minutos a 4°C y a 7500g. Finalmente, se descartó 

el sobrenadante con una micropipeta y se dejó secar entre 5-10 minutos (Figura 6). 

Para la generación del ADNc se utilizó 500µg del ARN total y se empleó la enzima 

polimerasa MultiScribeTM RT (Applied Biosystems, Bedford, MA). 
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El ARNm total para la cuantificación de SENP1 y GATA1 fue aislado utilizando RNeasy 

Mini kit (QIAGEN, Germantown, MD). Las muestras fueron lisadas y homogenizadas, 

y luego se añadió etanol. Después, la mezcla del lisado+etanol fue filtrada a través 

de una membrana de sílice del RNeasy kit; finalmente, se obtiene el ARN puro que 

será posteriormente diluido (Figura 7). Para generar el ADNc fue se empleó el 

sistema SuperScriptTM III First Strand Synthesis (Invitrogen, Carlsbad, CA).  

El qPCR fue realizado en reacciones de 10µl utilizando LightCycler 480 SYBR Green I 

Master (Roche, Pleasanton, CA) y 100 pM de los primers diseñados para Epo, EpoR, 

SENP1, GATA1 y 18s ARNr (IDT, Coralville, IA). Las reacciones del PCR fueron 

realizadas en la plataforma Pikoreal 96 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA). Se 

utilizó el método de Livak (2-ΔΔCT) para cuantificar la expresión de Epo y EpoR con 

respecto a la expresión de 18S ARNr (ANEXO 3). 

 

 

 

 

 

 

  

A 

B 

Figura 6. (A) Extracción de ARN mediante método de fenol cloroformo. Modificado de 
Biología molecular. Fundamentos y aplicaciones en las ciencias de la salud, 2da edición. 
McGraw-Hill Medical. (B) Extracción de ARN mediante kit RNeasy. Modificado del manual 
de uso del RNeasy kit para purificación de ARN total de células y tejidos animales, bacteria 
y levadura. 
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K. Parámetros hematológicos de Epo y perfil de hierro 

La concentración sérica de Epo, hierro, ferritina, y transferrina se cuantificó a partir 

de las muestras de suero de cada voluntario. Los análisis fueron realizados en los 

laboratorios clínicos MedLab (ISO 9001:2000), Lima, Perú. 

L. Análisis estadísticos 

Se determinó la normalidad y la homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos, 

mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y el Test de Fisher, respectivamente. Se 

empleó el el t-test de Student para análisis paramétricos y el t-test de Wilcoxon para 

no paramétricos, para evaluar las diferencias en los cultivos celulares, así como los 

niveles de expresión de Epo y EpoR entre ambos grupos, MMC y controles. Para 

evaluar las diferencias en los niveles de expresión de SENP1 y GATA1, se empleó el 

t-test de Student. Los valores de p<0.05 fueron considerados estadísticamente 

significativos. El análisis estadístico fue realizado utilizando el paquete estadístico 

STATA 15 (StataCorp., College Station, TX). 

V. Resultados 

La tabla 3 muestra las características de los grupos de estudio. La edad promedio del 

grupo con MMC fue menor que la de los nativos sanos, y no hubo diferencias 

significativas en IMC entre grupos. Los nativos de altura con MMC presentaron 

mayor Hct, mayor puntaje de MMC, y menor SpO2. La concentración sérica de Epo y 

los parámetros hematológicos correspondientes al perfil de hierro fueron similares 

entre ambos grupos. 
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     Tabla 3. Características de los participantes de estudio 

 Andinos sanos 
(Media ±SE) 

Andinos con MMC 
(Media ±SE) 

Edad 51.9 ± 2.2 44.8 ± 2.7* 

IMC, kg/m2  26.1 ± 0.7  26.9 ± 0.8  

Hct, %  54.7 ± 0.6   68.1 ± 0.8+  

Puntaje MMC  0.37 ± 0.1     7.1 ± 0.8*  

Saturación de O2, % 87.4 ± 0.8   83.8 ± 0.6**  

Epo sérica, pg/dl 21.6 ± 6.7 12.8 ± 2.8 

Hierro sérico, µg/dl       100.7 ± 10.9  120.3 ± 15.7  

Ferritina sérica, ng/ml  162.9 ± 24.2  124.6 ± 19.3  

Saturación de transferrina sérica, %  26.4 ± 2.7  29.6 ± 3.8  

 

 

Con los datos obtenidos del número y área de las colonias, se calcularon los 

parámetros de tasa de proliferación entre el día 7 y el día 14, y área total como 

indicador del número total de células presentes en las placas. Bajo condiciones 

hipóxicas (1% O2), las colonias aisladas de individuos andinos con MMC proliferan 

más rápido en comparación con las colonias de andinos sanos (Figura 8A). Asimismo, 

exhiben un crecimiento mayor (Figura 8A) en comparación con las BFU-E de los 

controles, al ser incubadas en condiciones hipóxicas.  

  

Andinos sanos (n=19), andinos con mal de montaña crónico (MMC) (n=17). IMC, índice 

de masa corporal. Significación vs. participantes sanos: *p<0.05, **p<0.01, +p<0.001. 
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La sensibilidad hacia Epo por parte de las colonias BFU-E de nativos de altura con 

MMC fue mayor bajo condiciones hipóxicas, lo cual se ve reflejado en el incremento 

del área total al incrementar la concentración de Epo (Figura 9A). En condiciones de 

normoxia celular, el área total de las colonias de andinos sanos y con MMC muestran 

un patrón similar de respuesta al estímulo de Epo (Figura 9B). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Parámetros de proliferación de BFU-Es en normoxia e hipoxia. A. Tasa de 

proliferación de las colonias BFU-E del día 7 al día 14 de incubación en normoxia e hipoxia, MMC 

(N=17) vs. Sanos (N=19) a 1% O2, **p<0.01 ; 1% O2 vs. 10% O2 en células MMC, +++p<0.001. B. 

Área total de colonias BFU-E en condiciones de normoxia e hipoxia al día 14, MMC (N=13) vs. 

Sanos (N=15) a 1% O2, **p<0.01 ; 1% O2 vs. 10% O2 en células MMC, #p<0.01. 

Figura 9. Sensibilidad hacia Epo bajo condiciones de normoxia e hipoxia. Área total de 

colonias BFU-E de individuos andinos con MMC (línea roja) e individuos andinos sanos 

(línea azul) a los 14 días de cultivo, incubadas bajo condiciones de hipoxia (A; MMC=5, 

andinos sanos=6) y normoxia (B; MMC=5, andinos sanos=4), expuestas a concentraciones 

crecientes de Epo (0, 15, 30 y 3000 mU/ml). **p<0.01, *p<0.05. 
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La expresión de ARNm de Epo fue similar entre grupos, tanto en hipoxia como en 

normoxia celular (Figura 10A). Los niveles de expresión de ARNm de EpoR a 1% O2 

fueron mayores en colonias BFU-E derivadas de células de nativos de altura con 

MMC, comparados con los de nativos de altura sanos (Figura 10B). Asimismo, la 

expresión de ARNm de SENP1 y GATA1 en células BFU-E de andinos con MMC, bajo 

condiciones hipóxicas, fue mayor que la expresión de ARNm de andinos con MMC 

en normoxia, y que la de células BFU-E de andinos sanos, tanto en hipoxia como en 

normoxia (Figura 10C y D). 

 

 

 

  

Figura 10. Expresión de ARNm en las colonias BFU-E de andinos sanos y con MMC luego de 14 días 

de incubación bajo condiciones de normoxia e hipoxia. (A) Epo, (B) EpoR, (C) SENP1 y (D) GATA1. 

MMC-1% O2 (N=17), MMC-10% O2 (N=13), Sanos-1% O2 (N=19), Sanos-10% O2 (N= 15). Las barras 

corresponden a la media ± SE.  *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. 
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Los resultados del presente estudio muestran que los progenitores eritroides de 

nativos de altura con MMC muestran mayor proliferación y generación de colonias 

BFU-E cuando son incubadas en condiciones hipóxicas (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. Discusión 

La presencia de EE en la población andina como respuesta al estímulo hipóxico 

puede interpretarse como un signo de mal adaptación a la vida en altura, contrario 

a lo que se observa en los habitantes de la meseta del Tíbet. La variabilidad presente 

en factores hormonales y cardio-respiratorios, no explica la exagerada respuesta 

eritroide. 

En el presente estudio, reportamos que la concentración de Epo sérica no es 

suficiente para explicar el desarrollo de EE, ya que tanto individuos andinos sanos 

como aquellos que padecen de MMC poseen valores similares de la hormona; por 

lo que es posible que alteraciones a nivel celular estén involucradas en el desarrollo 

de EE. 

Figura 11. Colonias BFU-E cultivadas en hipoxia y normoxia. I y II, colonias 

de andinos sanos y con MMC, respectivamente, incubadas a 10% O2. III y 

IV, colonias de andinos sanos y con MMC, respectivamente, incubadas a 

1% O2. Magnificación: 20x 
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Nuestro trabajo muestra que las células BFU-E de nativos de altura con MMC son 

más sensibles a Epo al ser cultivadas en un ambiente hipóxico, exhibiendo una mayor 

área total y mayor tasa de proliferación en comparación a los nativos sanos. Es más, 

se observó que el área total y la tasa de proliferación de las BFU-E de individuos 

andinos sanos no incrementan de modo significativo, lo que sugiere que su 

respuesta eritropoyética al estímulo hipóxico se encontraría comparativamente 

atenuada.  

Un estudio en el que se comparó la respuesta proliferativa de BFU-E de tibetanos y 

de nativos del nivel del mar mostró que bajo condiciones hipóxicas, los progenitores 

eritroides de los primeros proliferan menos que las células de individuos del nivel 

del mar (75). Se determinó que esta atenuación en la respuesta eritropoyética está 

asociada a la presencia de variantes del gen EGLN1 que regula la expresión de la 

prolil-hidroxilasa 2 (PHD 2), proteína involucrada en la degradación de HIF en 

condiciones de normoxia. Estas variantes del gen EGLN1 exhiben mutaciones de 

cambio de sentido (c. 12C>G, c. 380G>C), las cuales se consideran como alelos 

protectores contra el desarrollo de eritrocitosis de altura, ya que su presencia estaría 

asociada a la baja concentración de Hb en tibetanos (77).  

Por otro lado, en la población andina de Cerro de Pasco, estas variantes del gen 

EGLN1 se encuentran en una frecuencia casi nula (78), sugiriendo que la respuesta 

proliferativa de las células BFU-E de individuos andinos sanos en condiciones 

hipóxicas esté relacionada con la actividad de otros genes y refleje un mecanismo 

diferente de adaptación (63,79, 80), o esté asociada a una modificación epigenética 

relacionada a la exposición crónica a hipoxia (91).  Mientras que diversos estudios 

realizados en distintas poblaciones de Etiopía indican que la actividad de un conjunto 

de genes, no reportados anteriormente en ninguna de las tres poblaciones, podría 

estar asociada a la tolerancia ante el estímulo hipóxico (92, 93).  

Un estudio reciente mostró que la expresión de ARNm de Epo en células 

mononucleares de médula ósea de individuos con MMC, residentes de la meseta de 

Quinghai, China, es mayor comparada con las muestras aisladas de sujetos sanos, 
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mientras que la expresión de EpoR es similar (81). En nuestro estudio, mostramos 

que ocurre lo contrario.  

Es posible que esta discrepancia radique en que las células mononucleares y las BFU-

E requieren distintos niveles de Epo para desarrollarse, ya que pertenecen a 

diferentes estadios celulares. Las células mononucleares se encuentran en una etapa 

inicial de diferenciación en la que necesitan de Epo para comprometerse al linaje 

eritroide e iniciar el proceso de diferenciación (47, 82, 83). Debido a ello, es posible 

que en este estadío basal ocurra un incremento en la expresión de Epo y de su efecto 

paracrino, con una menor densidad de EpoR. 

En nuestro estudio se midió la expresión de EpoR en células BFU-E, estadío inicial de 

progenitores eritroides, en el que las células cuentan con una mayor densidad de 

EpoR, por lo que ya no requieren incrementar la expresión de Epo para continuar 

con la diferenciación y proliferación celular (39, 84). Por lo tanto, es posible que bajo 

condiciones hipóxicas, las células BFU-E de individuos andinos con MMC promuevan 

el incremento en la expresión de EpoR, lo cual estaría asociado a una mayor tasa de 

proliferación en las colonias BFU-E y un mayor hematocrito, como se reporta en este 

trabajo. 

Existen diversos genes que se encuentran involucrados en la regulación de 

mecanismos de respuesta a la hipoxia (62, 85), por lo que se ha sugerido que la 

expresión alterada de otros genes, además de Epo y EpoR, podría estar asociada a la 

característica producción exagerada de eritrocitos en el MMC; SENP1 es el que ha 

cobrado mayor importancia en los últimos años (74, 86, 87). Se ha reportado que 

existen diferentes frecuencias haplotípicas de SENP1 entre individuos andinos con y 

sin MMC (65); lo que convirtió a SENP1 en un posible candidato para explicar las 

diferencias que existen entre sujetos que padecen de este síndrome y los que no. 

Debido a la asociación reportada de SENP1 con la respuesta eritropoyética excesiva, 

se ha sugerido que GATA1, un factor de transcripción crucial para promover la 

expresión de genes involucrados en el proceso eritropoyético, y cuya actividad está 
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relacionada con la proliferación, diferenciación y supervivencia de progenitores 

eritroides (70, 73, 88); sería uno de los blancos de desumoilación de SENP1 (74, 87).  

Nuestros resultados corroboran los hallazgos reportados recientemente en los que 

la proliferación de progenitores eritroides tardíos derivados de iPSCs fue mayor al 

ser incubadas en condiciones hipóxicas (74). En nuestro estudio, se resalta la elevada 

expresión de ARNm de SENP1 y GATA1 en progenitores eritroides tempranos de 

individuos andinos con MMC. Estas observaciones sugieren que la proliferación 

excesiva de eritrocitos en respuesta al estímulo eritropoyético podría iniciarse desde 

estadios basales de diferenciación, ya que el incremento en la expresión de EpoR 

podría estar asociado a una mayor expresión de SENP1 y de GATA1.  

A nivel funcional, ha sido reportado que la actividad transcripcional de SENP1 es 

mayor en células de individuos andinos con MMC en comparación con células de 

individuos andinos sanos (65). Asimismo, en el estudio realizado con iPSCs, se 

mostró que la expresión diferencial del gen anti-apoptótico Bcl-xL en células de 

andinos con y sin MMC estaría relacionada a la actividad de GATA1, luego de ser 

activada por SENP1; sugiriendo un vínculo entre la actividad reguladora de SENP1 y 

los procesos de apoptosis celular (74). 

Adicionalmente, diversos estudios han reportado que una de las funciones 

principales de GATA1 consiste en promover la transcripción y expresión del EpoR 

(70, 71). Asimismo, existen diversos estudios respecto a la interacción y diversas 

relaciones funcionales que existen entre GATA1 y EpoR (71, 72); lo que refuerza la 

importancia del rol de GATA1 en el desarrollo de EE en nativos de altura andinos.  

Es posible entonces que la exagerada producción de eritrocitos en células de andinos 

con MMC sea resultado de un incremento en el número de receptores de Epo, el 

cual podría estar vinculado a una mayor expresión del gen de EpoR, producto de un 

incremento en la expresión de ARNm de SENP1 y GATA1. De este modo, se 

incrementaría el número de sitios de unión de EpoR disponibles, aumentando la 

actividad de dicha vía de señalización y la expresión de factores antiapoptóticos.   
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Nuestro estudio realizado en base a la extracción de PBMCs aisladas de individuos 

andinos con y sin MMC, es el primero en mostrar el comportamiento de 

progenitores eritroides de esta población en respuesta al estímulo hipóxico, sin estar 

influenciados por factores sistémicos confusores; lo que nos ha permitido demostrar 

que el desarrollo de EE está influenciado no solo por estímulos hormonales o  cardio-

respiratorios. El presente trabajo muestra que existe también un patrón distinto en 

la expresión de genes entre los nativos de altura sanos y aquellos con MMC; y que 

esta diferencia de expresión genética coincide con una elevada producción de 

eritrocitos. 

Estos resultados nos permiten establecer una posible relación entre la  mayor 

expresión de ARNm de EpoR, GATA1 y SENP1, y la exacerbada proliferación celular 

de progenitores eritroides aislados de individuos andinos con MMC. Sin embargo, 

son necesarios estudios adicionales para determinar con mayor precisión las 

posibles modificaciones e interacciones a nivel proteico, tanto de SENP1 como de 

GATA1, y demostrar que ellas determinan el aumento en la expresión de EpoR, lo 

que conllevaría a la manifestación del MMC en la población andina. 

VII. Conclusiones 

El presente estudio ha permitido determinar que las células BFU-E de andinos con 

MMC son más sensibles y proliferan más bajo condiciones hipóxicas que aquellas de 

andinos sanos. También se logró establecer una relación entre la proliferación 

exacerbada de progenitores eritroides BFU-E de individuos andinos con MMC y la 

sobre expresión de ARNm de EpoR. Asimismo, en condiciones hipóxicas, se mostró 

que las células diferenciadas de PBMCs de individuos andinos con MMC expresan 

niveles mayores de ARNm de  SENP1 y GATA1 que las células de individuos andinos 

sanos; exhibiendo un comportamiento similar al de células derivadas de iPSCs.  
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VIII. Limitaciones 

Una limitante durante el desarrollo del presente trabajo de investigación fue la 

contaminación de parte de los cultivos en normoxia celular, lo que generó una 

disminución del número inicial de participantes. Adicionalmente, para la toma de 

muestras y la obtención de las PMBCs, se planificaron un total de 8 viajes. Este 

esquema se diseñó teniendo en consideración que los cultivos en normoxia e hipoxia 

no pueden ser realizados en el mismo momento, y también teniendo en cuenta la 

capacidad de procesamiento para la incubación de muestras en cada condición.  Esto 

generó que el número de muestras no alcanzara el valor mínimo necesario para los 

cultivos en normoxia, ya que, durante cada uno de los viajes, algunos voluntarios no 

disponían de tiempo para realizar la toma de muestra. No obstante, el tamaño 

muestral inicial se calculó para obtener una diferencia amplia entre grupos para cada 

uno de los outcomes principales, por lo que fue posible obtener significación aún 

cuando se haya reducido el número de individuos. 

Una limitante adicional de nuestro estudio radica en que debido a que el MMC se 

agrava con la edad, podrían existir individuos asintomáticos que han sido clasificados 

como participantes sanos cuando en realidad no lo son. Sin embargo, luego de 

realizar un análisis de correlación simple entre edad, tasa de proliferación y área 

total, respectivamente, no se encontró una asociación significativa que indicara una 

influencia de la edad sobre alguna de estas variables.  

Otra limitante del proyecto radica en el diseño del primer para amplificar el ADNc de 

EpoR, si bien este hecho no afecta la interpretación de los resultados obtenidos. Para 

este trabajo de investigación se utilizó un primer que mide la expresión primaria del 

ARNm de EpoR, que no permite distinguir el ARNm del EpoR de membrana del de su 

versión soluble. 

Finalmente, a pesar de que los resultados sugieren una relación entre la expresión 

de ARNm de EpoR, SENP1 y GATA1, y una proliferación excesiva de progenitores 

eritroides BFU-E; esta debe de ser confirmada también a nivel proteico que es donde 

ocurre la interacción entre estos genes. 
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IX. Futuros pasos 

Este estudio constituye una base para futuras investigaciones en donde se pueda 

evaluar el efecto de la sobreexpresión de ARNm de progenitores eritroides BFU-E a 

nivel proteico y funcional. Por otro lado, ya que las células derivadas de iPSCs 

muestran un comportamiento similar al de células nativas en términos de 

proliferación y expresión génica, el uso de esta novedosa técnica podría generar una 

fuente ilimitada de recursos que permitan determinar el mecanismo fisiopatológico 

de la EE.   
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XII. Anexo II: Historia Clínica 

___/___/___ 

HISTORIA CLÍNICA 

Nombre completo:_________________________________________   Género: ______ 

Fecha de nac./edad:___________________/________          Talla:______  Peso:______ 

Lugar de nacimiento:________________________   Padres:___________/__________ 

Ocupación:________________   Teléfono:_________________   Ref.:______________ 

Hematología   Hepático digestivo   Dermatología   

Alergias   Neurología   Psiquiatría   

Infecciones   Oseas   Urinario/genital   

Pulmonar   Oftalmológicas   Endocrino   

Cardiopatías   Otorrinolaringolog.   Sangría   

Otro GLUC e insulina anterior 

Enfermedades 
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Score de Mal de Montaña 

Falta de aire o 

palpitaciones 

  Parestesias   

Dificultad para dormir   Cefalea   

Cianosis   Tinnitus   

Dilatación de venas   Hemoglobina (<21g/dl: 0  >21g/dl: 3)   

Ausente: 0                     Leve: 1             Moderado: 2                 Severo: 3 

 

Hcto: ______/_________         Hb: ______/________              SCORE: ________ 

Fecha de primer diagnóstico de EE/MMC   

Fuma NO SI   

Toma más de 2 vasos de bebidas alcohólicas 

al día 

NO SI   

Nació en altura (3000 msnm o más) NO SI   

Padres nacidos en altura (3000 msnm o más) NO SI   

Viajes por más de 7 días a alturas menores de 

3000 en los últimos 6 meses 

NO SI   

Medicamentos NO SI Dosis: 

 SpO2 (%)          ___________ ____________ 
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FC (lpm)           ___________ ____________ 

Perímetro abdominal  __________ 

PA (mmHg) 

                          PA sistólica      _________   __________   __________ 

                          PA diastólica   _________   __________   __________ 
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XIII. AnexoIII: Metodología para PCR en tiempo real 

El qPCR fue realizado en reacciones de 10 µl utilizando LightCycler 480 SYBR Green I 

Master (Roche, Pleasanton, CA) y 100 pM de los primers diseñados para Epo, EpoR, 

SENP1, GATA1 y 18s ARNr. Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado para cada 

una de las muestras. Se realizaron 40 ciclos de 2 minutos a una temperatura de 95°C, y 

de 1 minuto a 60°C en la plataforma Pikoreal 96 (Thermo Fisher Scientific), según lo 

indicado por el fabricante. 

Las secuencias de los primers utilizados fueron las siguientes: 

Epo-L: 5’-TCATCTGTGACAGCCGAGTC-3’ 

Epo-R: 5’-TTTGGTGTCTGGGACAGT GA-3’ 

EpoR-L: 5’-AC CTTGTGGTATCTGACTCTGG-3’ 

EpoR-R: 5’-GAGTAGGGGCCATCGG ATAAG-3’ 

SENP1-L: 5’-AAGCCCAGACTGAAAAGGGT-3’ 

SENP1-R: 5’-CAGAGTTAAGGACCAGTGGGG-3’ 

GATA1-L: 5′-CCTGCTTTGTTGCCAATG-3′ 

GATA1-R: 5′-CTGCTCCACTGTTACGGATAC-3′ 

18s ARNr-L: 5’-GAGGATGAGGTGGAACGTGT-3’ 

18s ARNr-R: 5’-GGACCTGGCTGTATTTTCCA-3’ 

 

 


